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La méthode de préservation d’organes la plus utilisée actuellement en transplantation rénale est la 
conservation statique en hypothermie. Cependant, ce mode de conservation induit des dommages 
inhérents aux lésions du syndrome d’ischémie/reperfusion (IR).   
Cette étude a eu pour objectif d’identifier de nouvelles conditions de préservation des greffons, afin de 
limiter les lésions d’IR, en modulant la température de conservation ou par ajout d’un transporteur 
d’oxygène.  
Nous avons utilisé deux modèles : in vitro avec des cellules endothéliales et in vivo en 
autotransplantation rénale chez le porc. 
Les résultats ont confirmé les effets délétères de la conservation à 4°C contrairement à des 
conservations à 19°C, 27°C et surtout 32°C, permettant d’obtenir une activité métabolique, une 
viabilité et une intégrité cellulaire supérieures ainsi qu’une diminution des marqueurs de 
l’inflammation et du stress oxydant.  
Nous avons aussi démontré les bénéfices d'un nouveau transporteur d’oxygène, M101, dans deux des 
solutions de conservation les plus utilisés, dans et HTK. L'utilisation de M101 en conservation statique 
permet une meilleure reprise de fonction à court terme et une réduction de la fibrose, cause principale 
de la perte du greffon.  
Enfin, nous avons montré une conservation des bénéfices de M101 à des doses réduites et déterminé 
que cette protection était due à une multifonctionnalité de la molécule, combinant un transporteur 
d’oxygène, une activité superoxyde dismutase et une taille importante (permettant de réguler la 
pression oncotique).  
Ce travail a montré de nouvelles pistes de réflexion vers une préservation, et donc une qualité, 
supérieure des organes à transplanter. 
 
Mots clés: Transplantation rénale, lésions d’ischémie reperfusion, hypothermie, transporteur 
d’oxygène, modèle porcin, modèle de cellules endothéliales 
 
 
The most used preservation method in renal transplantation is hypothermic cold storage (CS). 
However, this method induces damages inherent to the ischemia/ reperfusion (I /R) syndrome. 
My study was aimed at identifying new grafts preservation conditions, to limit IR damage, by varying 
storage temperature or by adding an oxygen carrier. 
We used two models: in vitro with endothelial cells and in vivo in pig renal autotransplantation.  
The results confirmed the deleterious effects of 4°C storage in contrast to conservations at 19°C, 27°C 
and above 32 ° C, resulting in improved metabolic activity, cellular viability and integrity as well as a 
significant reduction in markers of inflammation and oxidative stress. Then we demonstrated the 
benefits of a new oxygen carrier, M101, in the two most used preservation solutions, UW and HTK. 
Indeed, use of M101 in CS protocols improved short-term function recovery and reduced fibrosis 
development, main cause of graft loss.  
Finally, we have shown that the benefits of M101 were preserved at lower doses and we determined 
that this protection was due to a multifunctionality of the molecule, combining oxygen transport, 
superoxyde dismutase activity and a large size (regulating oncotic pressure).  
This work permitted the uncovering of new concepts towards improved organ preservation and quality 
for transplantation. 
 
Key words: Kidney transplantation, ischemia reperfusion injury, hypothermia, oxygen carrier, porcine 
model, endothelials cells 
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ABREVIATIONS 

 
 

2,3-DPG   2,3-diphosphoglycérate 
ADH    Antidiuretic hormone 

ADN    Acide désoxyribonucléique  
ADNc     ADN complémentaire  
AIF     Apoptosis inducing factor  
ANOVA    Analysis of variance  
ANT     Adenine nucleotide transporter  
Apaf-1    Apoptosis activating factor 1 
Atg    Autophagy-related gene  
ARN     Acide ribonucléique  
ARNm    ARN messager  
α-SMA    Alpha smooth muscle actine  
ATP     Adénosine triphosphate  
AVC    Accident vasculaire cérébral 
AVP    Accident de la voie publique 

BCA     Acide Bicinchoninique   
BMPs     Bone morphogenic proteins  
BSA    Bovine serum albumine   
CCR     Clairance de la créatinine  
CD3     Cluster of differenciation 3  
CD4     Cluster of differenciation 4  
Cl-    Ions chlorures  
CE    Euro-Collins 
CMH     Complexe majeur d’histocompatibilité  
CoA    Coenzyme A 
CRN     Circulation Régionale Normothermique  
CS     Cold Storage 
CT     Threshold cycle  
CTGF    Connective Tissue Growth Factor 
ΔΨm    Potentiel de membrane mitochondrial  
DAB     3,3’-Diaminobenzidine  
DAMPs   Damage-associated molecular pattern molecules  
DDAC    Donneurs décédés après arrêt cardiaque 
DEPC     Diethylpyrocarbonate  
DHE    Dihydroéthidium 

DISC    Death-inducing signaling complex  
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium 
dNTP    Désoxynucléotides triphosphate  
DTT     Dithiothreitol  
DV    Donneur vivant 
EDTA    Ethylenediaminetetraacetic acid  
EEG     Electroencéphalogramme  
EGF     Epidermal growth factor  
EORs     Espèces oxygénées réactives  
EPO     Erythropoiétine  
ERAD    Endoplasmic reticulum-associated degradation 
FADD     Fas-associated death domain  
FADH2   Flavine adenine dinucleotide réduite 
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FAK     Focal adhesion kinase                                                         
FeNa+     Fraction d’excrétion du sodium                                                                 
FGF-2    Fibroblast growth factor 2                                                                         
FIAT    Fibrose interstitielle atrophie tubulaire 
Flt-1     VEGF-Receptor 1  
FoxP3     Forkhead box P3  
FSP-1     Fibroblast specific protein-1  
GLUT-1    Transporteur de glucose 1  
GPx    Glutathion peroxydase 
GTP     Guanosine tri-phosphate  
HAEC    Human aortic endothelial cell 
Hb    Hémoglobine 
HBL    Hexagonal Bilayer 
HBOC    Hemoglobin based oxygen carrier 
HCl     Acide hydrocholorique  
HES    Hydroxyéthyl starch  
HGF    Hepatocyte growth factor 
HIF    Hypoxia-inducible factor  
HLA    Human Leucocyte Antigen 
HMGB1   High mobility group box 1 
HO-1    Heme oxygénase 1  
H2O2     Péroxyde d’hydrogène  
HRE     Hypoxia response element  
HRP     Horse Radish Peroxidase  
HSPs     Heat Shock proteins  
HTK     Histidide tryptophane kétoglutarate  
HUVEC   Human umbilical vein endothelial cells 
IbiSA    Infrastructures biologie santé et agronomie  
ICAM-1    Intracellular adhesion molecule-1  
If    Intensité de fluorescence 

IGF-2     Insuline-like growth factors 2  
IGL-1    Institut Georges Lopez 1 
IL     Interleukin  
ILK     Integrin-linked kinase  
INRA     Institut national de la recherche agronomique  
IR     Ischémie reperfusion  
K+    Potassium  
KO    Knock out 
LAMP    Lysosomal-associated membrane protein 
LDH     Lactate déshydrogénase  
LDL     Low density lipoproteins  
LDLR    Low density lipoproteins receptor 
LLC-PK1   Porcine proximal tubular epithelial cell line 

LSGS    Low serum growth supplement 
MAPK    Mitogen-activated protein kinase  
MCP-1    Monocyte chemotactic protein-1  
ME    Mort encéphalique 
MEC    Matrice extracellulaire 
MET    Microscope électronique à transmission 
MMPs    Métalloprotéinases  
MP    Machine de perfusion  
mPTP    Pore de transition de perméabilité mitochondrial  
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mTOR    mamalian Target Of Rapamycin 

MTT    Sel de tétrazolium 

Na+    Sodium  
NADH    Nicotinamide adénine dinucléotide 
NBT    Nitroblue tetrazolium 

NFP     Non function primaire  
NK     Natural killer  
NO    Monoxyde d’azote 
O2.-    Anion superoxyde  
PAI-1     Plasminogen activator inhibitor type-1  
PARP    poly (ADP-ribose) polymerase-1 

PAS     Periodic Acid Shiff  
PBS    Phosphate buffered saline 
PCR     Concentration plasmatique de créatinine  
PCR     Polymerase chain reaction  
PDGF    Platelet-derived growth factor 
PECAM-1    Platelet-endothelial cell adhesion molecule-1 7  
PEG    Polyéthylène glycol 
PFBO    Perfluorooctylbromide 
PFC    Perfluorocarbone 
PHD     Prolylhydroxylases  
PI3K     Phosphatidyl inositol-3-kinase  
pmh    par million d’habitants 
PMN    Polymorphonuclear neutrophils 

PNa     Concentration plasmatique du sodium 
pO2    Pression partielle en oxygène 
PPAR    Peroxisome proliferator-activated receptors 

PTM    Pore de transition mitochondrial 

qPCR    Quantitative polymerase chain reaction  
RE     Réticulum endoplasmique  
RG    Ringer lactate 
RIN     RNA integrity number  
RIP    receptor-interacting proteins 
ROS     Reactive oxygen species  
RRF     Reprise retardée de fonction  
RT-PCR    Reverse transcriptase-Polymerase chain reaction  
SDS     Sodium dodécyl sulfate  
SEM     Erreur standard à la moyenne 
SnoN  Sloan- Kettering Institute proto-oncogene (Ski)-related novel gene, non-Alu 

containing 

SOD     Superoxyde dismutase  
SVF    Sérum de veau fœtal 
TCD    Tube contourné distal 
TCP    Tube contourné proximal 
TEM     Transition épithélio-mésenchymateuse  
TGF-β    Transforming growth factor β 
TK    Tyrosine kinase 
TLM    Two layer method 
Th1     Lymphocytes T helper 1  
Th2     Lymphocytes T helper 2  
TIMP     Tissue inhibitor of metalloproteinase 
TLR    Toll-like receptor 
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TNFα    Tumor necrosis factor alpha  
tPA    Tissue-type plasminogen activator  
TRADD   TNF receptor type 1-associated death domain protein 
TRAIL   TNF-related apoptosis-inducing ligand 
T reg     Lymphocytes T régulateurs  
UCR     Concentration urinaire de la créatinine  
UNa     Concentration urinaire du sodium 
UNOS    United Network for Organ Sharing 

U-PA    Urokinase-type plasminogen activator 
UPR    Unfolded protein response 

dans     Solution de l’Université du Wisconsin  
V     débit urinaire  
VCAM-1    Vascular cell adhesion molecule-1  
VEGF     Vascular endothelial growth factor  
vHL     von Hinppel-Lindau  
XTT    Sel de tétrazolium 

ZA    Zonula Adhaerens 
ZO    Zonula occludens 
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En France, chaque année environ 7000 nouveaux malades parviennent au stade terminal d'une 

insuffisance rénale chronique. Ce nombre augmente d'environ 6 % tous les ans. Le vieillissement de la 

population et la réduction néphronique qui en résulte, ainsi que la prévalence élevée de l’hypertension 

artérielle, des maladies vasculaires et du diabète, favorisent la progression des maladies rénales. 

L’insuffisance rénale est donc un problème de santé publique majeur. 

 

La transplantation est la thérapie de choix dans l’insuffisance rénale terminale. Elle a un intérêt 

unanimement reconnu dans l’amélioration de la qualité et la durée de vie des patients transplantés, et 

elle représente aussi une économie de coût non négligeable en termes de santé publique. En effet, à 

partir de la seconde année post-transplantation, le coût de prise en charge d’un patient transplanté est 

d’environ 20 000€, ce qui représente une économie de 60 000€ par an par rapport à un patient en 

hémodialyse. La greffe rénale représente 61% de l’activité totale de greffe. Les besoins en greffe ne 

cessent d’augmenter. D’année en année, les besoins progressent en effet avec l’élargissement des 

indications médicales de la greffe et le vieillissement de la population. La transplantation de rein est 

quantitativement la plus importante. Cependant,  elle reste la plus marquée par la pénurie de greffon, la 

demande de greffe étant largement supérieure à l’offre d’organes. Le nombre de malades en attente 

d’une greffe rénale s’élève à 12320 en 2011, soit une augmentation de 10,5% par rapport à 2010 

(rapport annuel et scientifique de l’Agence de Biomédecine 2011). Tandis que le nombre de greffes, 

réalisées par an, stagne et n’atteint que 2976 actes en 2010, aboutissant à un indice de pénurie de 4,1 

(indice de pénurie défini par le nombre total d’inscriptions sur la liste d’attente pour une année, 

rapporté au nombre total de greffes réalisées pendant cette même année). 

 

Face à la pénurie, les critères de prélevabilité des organes ont été élargis à des donneurs considérés 

comme « limites » car ils présentent l'une des caractéristiques suivantes: en état hémodynamique 

instable, âgés ou présentant des facteurs de comorbidité non négligeables. Du fait de l’état de santé du 

donneur, ces organes dits « marginaux » ont une qualité inférieure à celles des reins « optimaux », 

venant de donneurs en meilleure santé, et sont plus sensibles aux lésions subies lors de la période 

d’ischémie/reperfusion (IR).  

L’ischémie est définie comme l’arrêt de l’apport sanguin au tissu ou à l’organe. Cette interruption 

des connections vasculaires induit un arrêt des apports en nutriments et une chute de la pression 

partielle en oxygène dans les zones ischémiées qui va résulter en un déséquilibre sévère entre l’apport 

et la demande métabolique provoquant une altération du métabolisme cellulaire (appelé « lésions 
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d’ischémie »). La reperfusion est la restauration de l’apport sanguin (de la perfusion et de la 

réoxygénation concomitante) au tissu ou à l’organe qui va engendrer une potentialisation des lésions 

tissulaires, initiés lors de l’ischémie, et une réponse inflammatoire profonde (appelé « lésions de 

reperfusion »). Ces lésions d’IR, caractérisées par les reprises différées de fonction et les dysfonctions 

primaires, favorisent les rejets aigus et participent au développement des lésions chroniques [1]. Ces 

lésions d'IR sont dépendantes de l’état initial du greffon, des moyens et de la durée de conservation 

ainsi que des facteurs de risque et de comorbidités du receveur qui peuvent contribuer au 

développement des lésions du greffon aboutissant progressivement à la néphropathie chronique.  

 

Actuellement, la majorité des centres de transplantation conservent les greffons avec la solution de 

préservation UW (University of Wisconsin, Viaspan®) en hypoxie à 4°C afin de protéger les cellules et 

les tissus des lésions d’IR. Toutefois, cette méthode de préservation hypothermique, basée sur le 

principe d’inhibition métabolique par le froid, est aujourd’hui remise en question. De plus, même si le 

métabolisme est ralenti, la cellule a encore besoin d'oxygène, faisant de l’hypoxie un des principaux 

obstacle à surmonter en vue d’améliorer la qualité des organes. En effet, il a été démontré que le 

syndrome d’IR conduit à la dégradation de l’intégrité cellulaire [2, 3], à l’acidose, à la perte d’ATP  [4], 

à la réaction inflammatoire [5], à l’apoptose liée à la perméabilisation de la membrane mitochondriale 

[6] et à la génération d’espèces radicalaires oxygénées (EOR) qui vont directement endommager les 

tissus [7]. Ces constatations amènent à se poser la question de la pertinence des moyens de 

conservation hypothermique et hypoxique actuels lors de la conservation d’organes « marginaux ». 

 

Afin d’améliorer la fonction et la survie des greffons rénaux, le but de ce travail a été d’identifier de 

nouvelles conditions de préservation des greffons, afin de limiter les lésions d’IR. D’ailleurs, l'expertise 

collective sur la transplantation d'organe conduite par l’INSERM en 2009 a placé l’IR comme une 

entité à part entière la recherche biomédicale en transplantation et à accordé une haute priorité aux 

programmes de recherche portant sur l'approche physiopathologique [8]. La première partie  de ce 

travail a eu pour objectif d’explorer la possibilité d’une température de conservation plus adéquate dans 

un modèle in vitro de cellules endothéliales microvasculaires de porc, les premières cibles des lésions 

d’IR. La deuxième partie a eu pour objectif d’évaluer, dans un modèle d’autotransplantation rénale 

chez le porc,  les effets d’un nouveau transporteur d’oxygène, une hémoglobine extracellulaire de ver 

marin (M101), en tant qu’additif aux solutions de conservation ainsi que de caractériser le mécanisme à 

l’origine de son efficacité. 
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Ce mémoire aborde dans une première partie les aspects généraux de la transplantation rénale et 

les différents aspects physiopathologiques de l’IR. Puis, les résultats obtenus ont été décrits et discutés, 

dans le but d’apporter des éléments de réponse aux équipes de transplantation concernant de nouvelles 

perspectives de préservation des organes à transplanter. Enfin, les techniques qui ont permis l’analyse 

métabolique, transcriptomique et microscopique des cellules ainsi que l’analyse fonctionnelle et 

histologique des tissus ont ensuite été détaillées. 
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A. LA TRANSPLANTATION RENALE 

 
 

1. Historique de la transplantation 

 

Dès le IIIe siècle, on peut trouver des fresques représentant les premières scènes de greffes, 

principalement de membres, comme celle représentant Saint Côme et Saint Damien greffant la jambe 

d'un éthiopien récemment décédé à un homme qu’ils venaient d’amputer. Cependant ces pratiques 

semblent rester anecdotiques jusqu’à la fin du second millénaire. 

Des efforts plus concrets ont lieu dès le XIXème siècle, avec les tentatives de greffe de tissus 

comme la peau, de dents, et les greffes de petits organes tels que les testicules en sous cutané. 

Cependant ces pratiques restent en marges de la norme et il faut attendre le XXème siècle pour que la 

transplantation d’organe connaisse son essor et notamment la greffe rénale qui sera rapidement retenu 

comme organe de prédilection de par sa dualité, permettant à un donneur de survivre grâce à son rein 

restant, et du calibre important de ses vaisseaux propice aux anastomoses. Ces tentatives de greffe 

rénale ont d’abord été réalisées de l’animal vers l’animal, puis de l’animal vers l’homme et enfin de 

l’Homme vers l’Homme. 

 

1.1. Les premiers pas de la greffe 
 

En 1890, Locke puis Ringer découvrent les milieux nutritifs pour perfuser et conserver l’organe 

isolé. Mais les premières expériences de transplantation n’auraient pu voir le jour sans le 

développement préalable de l’anastomose vasculaire. Dès la fin du XIXème et le début du XXème siècle, 

des chirurgiens, principalement européens et français, parmi lesquels M. Jaboulay et A. Carrel, ont 

réalisé les premières anastomoses vasculaires [9]. En 1902, le Dr Ulmann rapporte la première 

transplantation d’un rein de chien au niveau du cou avec l’émission d’une infime quantité d’urine au 

niveau de l’uretère abouché à la peau. En 1902 également, le Dr Carrel rapportait ses essais de greffe 

rénale chez le chien. Peu après, il émigra aux Etats-Unis où il raffina l’approche chirurgicale des 

anastomoses vasculaires et pratiqua des autogreffes (autologues) et des allogreffes de différents types 

d’organes, toujours chez l’animal. Simultanément, il élabora une véritable méthodologie de 

transplantation expérimentale par comparaison histologique et fonctionnelle entre l’organe greffé et le 
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non greffé. Il proclama l’intérêt d’une conservation hypothermique de l’organe prélevé (les prémices 

de la conservation). Ces expériences permirent au Dr Carrel de réaliser que des autogreffes et des 

allogreffes de rein ne se comportaient pas de la même façon et que l’échec des allogreffes ne pouvaient 

pas s’expliquer que par des problèmes techniques [9]. En 1903, le Russe Y. Voronoy parvient lui aussi 

à une conclusion majeure: le rejet est un évènement immunologique. Il décide alors de tenter la 

première homotransplantation rénale à partir d’un rein de cadavre sur une jeune femme atteinte 

d’insuffisance rénale. L'échec est immédiat mais un nouveau pas a été accompli. En 1906, M. Jaloubay  

greffe un rein de porc puis un rein de chèvre au pli du coude de deux femmes atteintes d'insuffisance 

rénale. Dans les deux cas, les malades décèdent peu après. 

Après la seconde guerre mondiale, un regain d’intérêt pour la transplantation et la biologie sous-

jacente donne un nouvel essor à la transplantation. En 1951, huit transplantations rénales furent 

pratiquées par trois équipes parisiennes (dirigées respectivement par C. Dubost, R. Küss et M. 

Servelle) au départ de donneurs condamnés à mort ou de malades nephrectomisés. Tous les receveurs 

décédèrent. Ce sont ces mêmes équipes qui mirent au point, la même année, une technique chirurgicale 

permettant de placer le greffon dans la fosse iliaque. Cette méthode a ensuite été universellement 

adoptée et est toujours utilisée à l'heure actuelle. La technique chirurgicale progresse, la survie 

s’améliore et atteint parfois plusieurs mois. La première transplantation rénale à partir d'un donneur 

vivant (de la mère vers le fils) a lieu en 1952 sur le jeune M. Renard par J. Hamburger, L. Michon, N. 

Economos et J. Vaysse à l'Hôpital Necker à Paris. L'opération est un succès, le rein fonctionne 

immédiatement. Mais au bout de 21 jours, le greffon cessera progressivement de fonctionner, pour 

aboutir à un rejet sans appel et à la mort du jeune garçon. 

 

1.2. L’apparition de l'immunosuppression 
 

En 1952, J. Dausset publie ses premiers résultats sur le système HLA (Human Leucocyte 

Antigen). Dès lors, pour que la greffe réussisse et que le système immunitaire du receveur ne rejette 

pas l'organe du donneur, deux solutions sont possibles : soit les systèmes HLA  du donneur et du 

receveur sont les plus proches possibles, comme c'est le cas pour les vrais jumeaux; soit il faut affaiblir 

le système immunitaire du receveur pour empêcher le rejet de se produire. En 1954, à Boston, l'équipe 

des Dr Murray, Merill et Harrison réalise la première greffe rénale entre deux vrais jumeaux [10]. Le 

donneur et le receveur étant génétiquement semblable, le problème du rejet ne se pose pas. Il s'agit de 

la première transplantation rénale « réussie », c'est-à-dire qui fonctionne pendant plus de six mois. En 

1956 à Boston puis à Paris, sont effectuées des greffes entre faux jumeaux avec irradiation et 
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utilisation de corticoïdes. On perçoit bien que l'on ne peut en rester à la greffe entre jumeaux et que 

l'obstacle de l'incompatibilité biologique doit être franchi. L'immunosuppression apparaît, elle est 

induite par irradiation totale, utilisation de 6-mercaptopurine (6-MP), corticoïdes, azathioprine ou 

encore méthotrexate. En 1959, le Pr Hamburger à Paris [11] et le Dr Merril à Boston réussissent les 

premières greffes rénales entre faux jumeaux. Les receveurs sont soumis à des séances d’irradiation 

totale, pour supprimer temporairement la fonction immunitaire de la moelle osseuse, et à un traitement 

médicamenteux anti-rejet à base de corticoïdes. En 1960, R. Kuss et M. Legrain réalisent les 3 

premières greffes hors gémellarité. Deux des patients greffés survivront 18 mois.  

En 1962, l’Américain D. Hume réalise la première greffe avec immunosuppression à partir 

d’un rein de donneur décédé. Le patient survit pendant 21 mois, grâce à un nouveau médicament 

immunosuppresseur, l'azathioprine, utilisé en association avec les corticoïdes. Malgré l’efficacité 

limitée et les lourds effets secondaires des traitements immunosuppresseurs de l’époque, les greffes 

rénales entre personnes non apparentées se multiplient. Un facteur va favoriser ce mouvement : 

l’apparition de la technique de dialyse rénale, qui offre une solution de secours en cas d’échec.  Après 

de nombreuses années de persévérance et grâce à la multidisciplinarité, la transplantation devient un 

traitement standard à partir de 1970. Le biologiste suisse JF. Borel découvre, en 1972, les propriétés 

immunosuppressives de la ciclosporine, un antibiotique. Utilisée à partir de 1982 cette molécule va 

transformer radicalement les perspectives des greffes et la durée de vie des greffons. 

 

1.3. La mort cérébrale 

En 1959, l'école neurologique parisienne et notamment celle de Mollaret décrivent le « coma 

dépassé » qui survient lors des réanimations, le terme de mort cérébrale naît. Les intellectuels 

admettent alors que l'homme est plus dans son cerveau que dans son cœur et que l'on est mort alors que 

tout le corps est "vivant" mais que le cerveau ne fonctionne plus. L'état de mort cérébrale ouvre alors le 

vaste champ  du prélèvement à cœur battant et l'idée du don d'organes apparaît [12]. La mort cérébrale 

ou mort encéphalique est définie comme une destruction irréversible de l’ensemble des fonctions 

cérébrales de l’encéphale. Il s’agit d’un processus de nécrose ischémique dû à un arrêt circulatoire 

cérébrale,  malgré la persistance d’une activité cardiaque. 

En France, le diagnostic de mort encéphalique fait l’objet d’une réglementation précise (décret du 

2 décembre 1996). L’examen clinique est essentiel, il doit établir la présence simultanée de trois signes 

cliniques [13, 14]: 

– absence totale de conscience et d’activité motrice spontanée ; 
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– abolition de tous les réflexes du tronc cérébral ; 

– absence totale de ventilation spontanée vérifiée par une épreuve d’hypercapnie. 

Le caractère irréversible de la destruction encéphalique est attestée par: 

– soit deux électroencéphalogrammes (EEG) nuls et aréactifs effectués à un intervalle minimal de 

quatre heures sur une durée d’enregistrement de trente minutes; 

– soit une angiographie objectivant l’arrêt de la circulation encéphalique. 

 

1.4. La conservation des organes 
 

L’hypothermie constitue le principe de base de la conservation des organes [15, 16]. Basé sur la 

loi de Van’t Hoff, elle permet de diminuer le métabolisme de l’organe ainsi que de ralentir les réactions 

biochimiques et enzymatiques [6]. 

Outre le principe de l’hypothermie, les travaux de Collins puis de Belzer ont permis de 

développer des solutés de conservation pour les organes prélevés afin de conserver les greffons de 

façon optimale, entre leur prélèvement et leur revascularisation [17-19].  L’équipe de Pegg obtient 

d’abord des résultats encourageants chez le chien, les greffons rénaux étant préservés dans du sang ou 

du sérum à froid [20]. 

Pour les premières transplantations rénales à partir de donneurs vivants réalisées dans les années 

1950, les reins étaient refroidis par contact et parfois lavés avec du Ringer [21]. Puis apparaissent de 

véritables solutions formulées pour la préservation statique d’organe. Elles constituent un vecteur pour 

le froid et apportent des substances capables de lutter contre les mécanismes biologiques naturels de 

dégradation afin de maintenir les greffons ex vivo en bon état de fonctionnement jusqu’à leur 

transplantation. 

Badet et al. rapportent dans une revue portant sur l’utilisation des liquides de conservation en 

transplantation rénale paru en 2006 que : « Dans les années 70, alors que se développe le prélèvement 

sur des donneurs en état de mort encéphalique, l’augmentation des temps d’ischémie pousse un certain 

nombre de centres à s’intéresser aux liquides de conservation. C’est dans ces circonstances que Collins 

met au point un nouveau liquide de conservation de type « intracellulaire » (concentration très élevée 

en potassium, électrolyte physiologiquement intracellulaire, et une faible teneur en sodium)[19] qui 

sera secondairement modifié dans le réseau Eurotansplant pour devenir l’Eurocollins (suppression du 

magnésium qui précipitait durant le stockage et addition de glucose). 

A la fin des années 80, Belzer et son équipe développent une nouvelle solution (Solution de 

l’Université du Wisconsin ou UW) qui essaye de répondre de manière rationnelle au cahier des charges 
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connu à l’époque en matière de conservation d’organes et tente d’améliorer les résultats obtenus avec 

Eurocollins qui restent très inégaux pour le rein et particulièrement mauvais avec le foie et le pancréas. 

Les conditions nécessaires à la survie des cellules se précisent et le métabolisme spécifique de chaque 

organe est considéré. L’utilisation de cette solution va marquer un tournant dans le concept de liquide 

de conservation. Son utilisation en pratique clinique va véritablement donner un nouvel élan à la greffe 

d’organe solide [22, 23] car il permet non seulement d’augmenter les temps d’ischémie de façon 

considérable mais également d’améliorer très significativement les résultats immédiats de la greffe 

pour le rein [24], le foie [25, 26] et le pancréas [23]. A partir de ce moment, l’UW devient la solution 

de conservation de référence et plusieurs études en transplantation rénale et hépatique comparant l’UW 

à l’Eurocollins renforcent cette tendance [27-29]. 

A la fin des années 90, alors que la position de l’UW en pratique clinique se renforce, la 

recherche permet de montrer que les solutions intracellulaires riches en potassium présentent un certain 

nombre d’inconvénients et que l’UW est probablement perfectible. Des arguments expérimentaux 

indiscutables permettent en effet aujourd’hui de considérer qu’un UW de composition extracellulaire 

(inversion des concentrations de K+ et de Na+) donne dans des modèles expérimentaux de référence des 

résultats meilleurs que la solution intracellulaire originale [30].» [21]. 

Plus récemment, des solutions de conservation de nouvelle génération sont arrivées sur le 

marché telles que le Celsior® ou l’Histidine Tryptophane Kétoglutarate (HTK ou Custodiol®) définies 

par une concentration en potassium relativement basse; ou les solutions IGL-1 (Société IGL : Institut 

Georges Lopez) et SCOT (Macopharma) contenant un agent colloïde tel que le Polyéthylène Glycol 

(PEG). 

Malgré les résultats probants des nouvelles solutions de conservation dans des modèles 

expérimentaux, de nombreuses équipes hésitent encore à les utiliser lors des greffes, l’UW étant encore 

considéré comme la solution de référence. 

 

 

2. Les différents types de donneurs 

2.1.  Les donneurs vivants 
 

Historiquement, les premières greffes rénales avec donneurs vivants (DV) ont été réalisées à 

Paris il y a plus de 50 ans. Les greffes à partir de DV se sont alors développées de façon très différente 

en fonction des pays, selon les choix politiques et culturels ainsi que du degré de pénurie d’organes.  



28 
 

En France, malgré une augmentation de 26,9% par rapport à 2009, la greffe à partir de donneurs 

vivants reste peu appliquée et ne représente que 9,8% de l’ensemble des greffes rénales réalisées en 

2010 [31]. Tandis qu’au Japon, dans les pays du nord de l’Europe, les Etats-Unis ou le Canada, ce type 

de don représentait de 90 à 42% des greffes en 2011 d’après le rapport UNOS (United Network for 

Organ Sharing). 

En France, le prélèvement sur DV en vue d’une greffe est autorisé depuis la loi Caillavet de 

1976. Actuellement, le principal élément du dispositif législatif et réglementaire concernant le 

prélèvement d’organe sur DV est la loi de bioéthique du 7 juillet 2011 qui a étendu le cercle des 

donneurs vivants, jusque-là restreint par la loi de bioéthique du 6 août 2004 à la famille proche 

(parents, époux, frères et sœurs, enfants, ainsi que toute personne apportant la preuve d’une vie 

commune d’au moins deux ans avec le receveur,  les grands parents, oncles, tantes et cousins), à toute 

personne pouvant apporter la preuve d’un lien affectif étroit et stable avec le receveur. Elle a également 

introduit le don croisé d’organes entre personnes vivantes dans la législation française. Le don croisé 

d'organes consiste pour le receveur potentiel, d’un couple «donneur/receveur» A, à bénéficier du don 

d'une autre personne, d’un couple «donneur/receveur» B, ayant exprimé l'intention de don et également 

placée dans une situation d'incompatibilité à l'égard de la personne dans l'intérêt de laquelle le 

prélèvement peut être opéré, tandis que cette dernière bénéficie du don du premier donneur. Lors de la 

mise en œuvre du don croisé, les actes de prélèvement et de greffe sont engagés de façon simultanée 

respectivement sur les deux donneurs et sur les deux receveurs.  

La protection du donneur a été renforcée par la loi de 2004 pour garantir son consentement libre 

et éclairé, le donneur potentiel étant auditionné par un comité d’experts qui donne, in fine, 

l’autorisation de prélèvement.  

Néanmoins, la question éthique de la greffe réalisée avec un rein prélevé sur un DV trouble 

toujours la communauté néphrologique française. En effet, le recours à un DV est un acte agressif 

délibéré sur un sujet en bonne santé, notion qui contrevient à la règle médicale du « primum non 

nocere ». De plus, la greffe à partir d’un DV entraîne une charge de travail supplémentaire des équipes 

hospitalières qui ont du mal à mobiliser les ressources nécessaires à la double prise en charge médicale 

du donneur et du receveur, ainsi qu’au suivi et à la coordination de la procédure d’autorisation de don. 

Elle conduit également à des difficultés de gestion et des retards de remboursement des frais entre les 

Etablissements et les Caisses d’assurance maladie. 
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2.2. Les donneurs décédés en état de mort encéphalique 
 

En 2010, les causes de passage en mort encéphalique (ME) sont principalement le fait 

d’accidents vasculaires cérébraux (AVC) pour 57 %, de traumatismes pour 25 % dont 12 % d’accidents 

de la voie publique (AVP)[31], et dans une moindre mesure de comas anoxiques. 

En France, le nombre de sujets en état de ME recensés par l’Agence de la  biomédecine est de  

3 049 pour l’année 2010, soit 47,1 donneurs recensés par million d’habitants (pmh). Il représente 9 à 13 

% des patients décédés en réanimation toutes pathologies confondues [32]. Cette extrapolation a été 

faite en excluant les décès de cause considérée comme une contre-indication absolue ou relative au 

prélèvement, et en incluant ceux par accident vasculaire cérébral (AVC), traumatisme de la tête et du 

cou, anoxie ou arrêt circulatoire. Sur 47,1 donneurs en ME recensés pmh, 22,8 donneurs pmh sont 

prélevés. La moyenne d’âge des donneurs prélevés se situe à 53,6 ans en 2011 [33]. 

Les causes de non-prélèvement sont multiples, mais l’opposition de l’entourage du défunt ou 

celle du défunt lui-même en est la principale (33,7 %) en 2010.  

 Ces donneurs sont des sujets à cœur battant dont les autres organes restent au moins un temps 

fonctionnels sous réserve d’une réanimation adéquate, permettant leur éventuel prélèvement en vue de 

greffe. 

Cependant, ces organes sont directement touchés par l’arrêt des interactions avec l’encéphale ; 

et la vitesse de progression vers la mort cérébrale influe sur l’importance des conséquences 

physiopathologiques de celle-ci. Au cours de la ME on observe notamment une instabilité 

hémodynamique conduisant à un orage cathécholaminergique, un désordre électrolytique entraînant un 

diabète insipide ainsi que des anomalies de la coagulation (Figure 1). 

On note également l’importance du rôle joué par la ME dans la genèse d’un véritable processus 

inflammatoire. Un traumatisme cérébrale conduit à la production d’un très grand nombre de cytokines 

(Interleukine-1(IL-1), -1 bêta (IL-1ß), -6 (IL-6), -8 (IL-8), -10 (IL-10), -12 (IL-12), Tumor necrosis 

factor alpha (TNFα)) et de protéines connues pour leur rôle dans l’adhésion et l’activation des cellules 

inflammatoires (E-selectine, Intracellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), Vascular cell adhesion 

molecule-1 (VCAM-1), néoptérine, ß2-microglobuline, IL-2 receptor-fragment). Différentes cellules 

inflammatoires (macrophages, cellules Natural killer (NK), lymphocytes T helper (Th)) peuvent 

également infiltrer différents tissus au décours de la ME [34]. 

Ces conséquences peuvent avoir un retentissement important sur le fonctionnement de ces 

organes en entraînant potentiellement une hypoperfusion tissulaire et une augmentation de la 

production d’EOR.  
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Cependant, certains mécanismes de protection sont induits tel que l’augmentation de 

l'expression des gènes cytoprotecteurs que sont l’hème oxygénase-1 (HO-1), la protéine de choc 

thermique 70 ou heat shock protéine 70 (HSP70) et la superoxyde dismutase mitochondriale 

manganèse-dépendante (Mn-SOD) dans le but de préserver la viabilité des organes [35-37].  

 

 

Figure 1: Représentation des changements physiopathologique associés à la mort encéphalique 

[35]. 

 

Chaque année en France, les greffes réalisées à partir de donneurs décédés en état de ME 

représentent environ 90 à 95% de l’ensemble des greffes rénales [31]. Les greffons provenant de ces 

donneurs sont soumis à une période d’ischémie froide comprise entre 18 et 20 heures, qui correspond 

au temps de conservation statique ex vivo de l’organe dans une solution de conservation à 4°C, avant 

d’être transplantés à un receveur compatible. 
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2.3. Les donneurs décédés après arrêt cardiaque 

 
Historiquement, les prélèvements de reins ont débuté avec les donneurs décédés après arrêt 

cardiaque (DDAC) ont été  abandonnés après les années 1970 au bénéfice des donneurs en état de mort 

encéphalique. En effet, la plus grande facilité de prélèvement sur ces derniers en termes de plan 

organisationnel, de plus grande marge de temps et de meilleure qualité des résultats concernant la 

survie de greffons et des receveurs avaient amené les équipes de transplantation françaises à 

abandonner totalement les prélèvements d’organes sur DDAC vers 1985. En effet, la technique de 

prélèvement d'organes sur des sujets à « cœur arrêté » consiste à préserver in situ les organes au 

décours de l'arrêt cardiaque le plus rapidement possible, l’hypoperfusion découlant de cet arrêt 

majorant les lésions d’IR, un timing qui est moins contraignant dans le cas des donneurs en ME pour 

lesquelles les organes restent perfusés et oxygénés. 

Récemment, pour faire face à la carence de greffons, certains pays ont développé ce type de 

programme avec des résultats en matière de greffes au moins équivalents à ceux obtenus à partir de 

greffons provenant de donneurs en état de ME. Suite à ces résultats et après une recommandation émise 

dès juin 2004 par le comité d’éthique de l’Etablissement français des Greffes, la France a ouvert son 

programme de prélèvements sur DDAC en octobre 2006 suite au décret du 2 août 2005. 

Dans un premier temps, l’activité de prélèvement sur DDAC n’a concerné que le rein et 9 sites 

hospitaliers volontaires en ont testées la faisabilité selon un protocole strictement encadré. Depuis, cinq 

nouveaux centres pilotes ont signés la convention, ce qui porte à 14 le nombre de centres Français 

autorisés à réaliser ce genre de protocole. Malheureusement, le programme de prélèvement sur DDAC 

n’a pas progressé en 2011, notamment concernant la greffe rénale : 58 donneurs soit 0,9 pmh (contre 

62 donneurs en 2010) ont fait l’objet d’un prélèvement d’organes ayant abouti à 65 greffes de rein (79 

en 2010), soit 2,2% de l’activité totale de greffe de reins [31, 38].  

Les contraintes pour ces organes sont en effets plus importantes, car ils subissent tout d’abord 

une période d’ischémie chaude in vivo qui ne doit pas excéder 150 minutes et qui comprend : i) une 

période de no flow (30 minutes maximum), correspondant au temps entre l’effondrement et la mise en 

œuvre d’une réanimation cardio-pulmonaire spécialisée; ii) une période de low flow (120 minutes 

maximum), correspondant à la mise en place d’un système de réanimation efficace pour le patient. 

S’ajoute ensuite une période de préservation in situ des organes abdominaux (d’une durée maximum de 

180 minutes lors de l’utilisation d’une sonde de Gillot pour préservation hypothermique ou 240 

minutes avec une CRN (circulation régionale normothermique) qui utilise le sang du patient), suivi par 

la conservation de l’organe ex vivo à 4°C dans une solution de conservation pendant une durée 

maximum de 18h. Ces organes plus « fragiles » ne peuvent être conservés selon la méthode de 
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conservation statique traditionnelle et nécessitent une perfusion hypothermique continue ou pulsatile 

grâce à des systèmes de perfusion ou machines de perfusion (MP). Les MP permettent d’améliorer les 

conditions de transport et le soin apporté à ce type d’organes dits « limites», ainsi qu’aux organes 

provenant des donneurs en état de ME [39]. Ce sont des systèmes fournissant une pression et une 

température contrôlables combinées à une perfusion continue ou pulsatile, nécessitant l’utilisation de 

solutions de conservation appropriées. Ces MP permettent d’apporter directement les substrats et 

l’oxygène aux cellules ainsi que d’éliminer les éventuels déchets toxiques des capillaires sanguins du 

greffon par lavage de ceux-ci. 

 

En conclusion, le prélèvement sur DDAC peut donc désormais être considéré comme une 

technique de plus en plus fiable, cependant le recul sur l’expérience française est trop court pour 

effectuer des comparaisons de survie des greffons à long terme. Ces bons résultats ont conduit le 

comité médical et scientifique de l’Agence de la Biomédecine à valider début 2008 un protocole 

médical de prélèvement du foie à partir de DDAC [40].  

 

 

3. Activité de transplantation rénale en France 

3.1. Les chiffres liés à la transplantation rénale 

 
La greffe rénale est quantitativement la plus fréquente des transplantations d’organes, avec 61% de 

l’activité totale de greffe, et a nettement augmenté depuis 1987. Cependant, la transplantation rénale 

reste la plus marquée par la pénurie, le nombre de malades en attente d’une greffe rénale augmentant 

chaque année : 8496 malades étaient encore en attente d’une greffe au 1er janvier 2011, soit une 

augmentation de 10,5% par rapport à 2010 [31, 38]. Tandis que le nombre de greffes, réalisé par an, 

stagne et n’atteint que 2892 greffes en 2010, aboutissant à un indice de pénurie de 2,6. La durée 

d’attente est aussi plus longue avec 22,3 mois en moyenne pour la cohorte 2008-2011 comparé à 18,1 

mois pour la cohorte 2004-2007. 

Afin de faire face à cette pénurie, les critères d'éligibilité pour les donneurs ont été étendus d’où la 

notion de donneurs « à critères élargis », « marginaux » ou « limites ». Les donneurs à critères élargis 

ont été définis par quatre facteurs de risque [41, 42]:  

 

· Donneurs de 60 ans et plus  

· Décès de cause cérébro-vasculaire (AVC)  
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· Antécédents d’hypertension artérielle  

· Créatininémie supérieure à 150 μmol/L  

 

Parmi ces critères, l’âge est le plus marquant. En effet, ces dernières années l’âge des donneurs a 

augmenté dans tous les pays. En France, l'âge moyen des donneurs en état de ME est passé de 37,5 ans 

en 1996 à 53,6 ans en 2010 (en valeur absolue le nombre de donneurs de plus de 60 ans a plus que 

doublé depuis 2004) et les donneurs de plus de 60 ans représentent actuellement 37,5 % de l'ensemble 

des donneurs en 2010 contre 25,7 % en 2008. L’augmentation régulière de l’âge moyen des donneurs et 

de la part des donneurs âgés de plus de 60 ans a été prise en compte par l’Agence de Biomédecine et un 

programme de financement de MP destinées aux greffons prélevés sur des sujets de plus de 60 ans ou 

de plus de 50 ans associés à des comorbidités va débuter en 2012 [31]. 

 

Parmi ces 2892 greffes de rein réalisées en 2010, la majorité des greffons provienne de personnes 

en état de ME, ce qui représente 1572 donneurs prélevés (correspondant à 49,5% des donneurs 

recensés) soit 24,1 pmh contre 1476 en 2010. On observe de nouveau une progression de l’activité  

après une phase de stagnation depuis 2008. Pour les DV, l’activité de greffe poursuit sa progression en 

2011 avec 335 donneurs (5,1 pmh) permettant de réaliser 302 greffes de rein (10% des greffes rénales) 

contre 283 en 2010. Il s'agit d'une population de petite taille mais toute augmentation, même minime,  

du nombre de donneurs prélevés à une conséquence très positive car chaque donneur permet en 

moyenne de greffer 3,4 personnes. Le prélèvement sur DDAC qui a débuté fin 2006 montrait une 

progression jusqu’en 2010, année pour laquelle 62 donneurs avaient été prélevés. Malheureusement 

une régression s’opère en 2011 avec 58 donneurs, soit 0,9 pmh, qui ont fait l’objet d’un prélèvement 

d’organes ayant abouti à 66 greffes de rein. 

 

Il est certain que, dans les années à venir, la population des donneurs va évoluer et que les 

équipes auront de plus en plus de donneurs et de greffons limites à leur disposition. Pour cette raison, il 

semble essentiel de définir des procédures visant à améliorer, d’une part, la qualité de l'organisation du 

prélèvement et de la transplantation et, d'autre part, celle des greffons.  
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2.4. Survie des greffons post-greffe 

 
En comparant les courbes de survie des greffons, on note une amélioration significative des 

résultats selon les cohortes de greffe. En effet, la survie à 1 an entre les cohortes 1986-1990 et 2006-

2010 est passée de 83,6% à 92,1 % et à 5 ans de 68,2% à 77,6 % (Figure 2). La survie à 10 ans pour la 

cohorte 1993-2010 est significativement meilleure avec des greffons provenant de DV (77,9% contre 

62,8 % avec donneur décédé) [43]. De plus, le taux de survie à 10 ans est identique que le donneur 

décédé soit en ME ou à cœur arrêté. 

L'âge du donneur influence significativement le taux de survie du greffon à long terme. En effet, la 

créatininémie des receveurs de greffons de donneurs âgés est plus élevée que celle des receveurs de 

greffons de donneurs plus jeunes. Les éléments altérant la survie des greffons de donneurs âgés sont la 

durée de l'ischémie et la présence de lésions histologiques importantes [44].  

 

 

Figure 2: Histogramme de survie des greffons rénaux suivant la période de greffe [43]. 
 

 

 



35 
 

4. Devenir du greffon rénal après greffe 

4.1. La non fonction primaire  

 
La non fonction primaire (NFP) est définie comme l’absence totale et irréversible de fonction du 

greffon. La NFP est liée aux lésions histologiques de nécrose corticale, qui représentent le stade ultime 

et irréversible de la nécrose tubulaire aiguë, et elle est principalement lié à la durée d’ischémie chaude 

lorsqu’elle excède 30 minutes [45-47]. D’après les données récentes de la littérature, son incidence est 

de l’ordre de 6 et 16 % pour les DDAC selon les équipes de transplantation, alors qu’elle se situe entre 

4 et 10 % pour les donneurs à cœur battant [48-51]. 

 

4.2. La reprise retardée de fonction  

 
La reprise retardée de fonction (RRF) du greffon se définit par la nécessité d’au moins une séance de 

dialyse dans la première semaine après la greffe. La RRF représente habituellement un facteur prédictif 

de la survie des greffons rénaux indépendant d’altérations [52]. Son incidence significativement plus 

importante, avec 30 à 90 %, en cas de DDAC versus 20 à 50 % en cas de prélèvement sur donneurs à 

cœur battant, est principalement lié aux effets délétères de l’ischémie chaude [46, 48-51, 53-56]. Du 

point de vue histologique, sa survenue correspond principalement à des lésions de nécrose tubulaire 

aiguë, comme l’ont démontré Gok et al. à partir de biopsies d’artère du greffon [57].  

 

Au vu de ces données, les greffons « marginaux », utilisés de plus en plus fréquemment du fait de 

la pénurie d’organes, doivent être préservés avec le plus grand soin lors de la période de conservation. 

Cependant, la méthode de conservation la plus utilisée actuellement, qui est la conservation statique en 

hypothermie, ne semble pas adéquate pour ce type de greffons, plus sensible aux lésions d’IR 

inhérentes à la transplantation. C’est pourquoi il est important d’identifier de nouvelles conditions de 

conservation. 
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B. RAPPELS ANATOMIQUES ET PHYSIOLOGIQUES 

RENALES 
 
 

1. Structure et fonction du rein chez l’Homme 

1.1. Fonction du rein 
 

Le rein assure de multiples fonctions telles que : 

- le maintien de l’équilibre hydro-électrolytique, c’est-à-dire du volume, de la tonicité et de la 

composition électrolytique des liquides de l’organisme, 

- l’élimination des déchets de l’organisme (urée, créatinine, acide urique) et des substances 

chimiques exogènes (médicaments, substances toxiques), 

- la production de rénine, d’érythropoïétine, de 1,25 dihydroxycholecalciferol, de 

prostaglandines et de kinine, 

- la néoglucogénèse à partir d’acide aminés et d’acide lactique. 

 

1.2. Histologie du rein 
 

Les reins sont des organes pairs formés de deux zones distinctes: une partie périphérique, le cortex, 

et partie profonde, la médullaire (Figure 3).  

Le cortex recouvre la base des pyramides de Malpighi et s’introduit entre les pyramides constituant 

les colonnes de Bertin. Les pyramides de Malpighi envoient des rayons médullaires appelés pyramides 

de Ferrein dans le cortex appelé labyrinthe.  

La médullaire est formée par 8 cônes (4 à 18) appelés pyramides de Malpighi. La médullaire 

comprend 2 parties : la médullaire externe, dont la base externe jouxte le cortex, qui comporte une 

couche externe et une couche interne et  la médullaire interne formant la papille, fait saillie dans les 

calices [58]. 
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Figure 3: Schéma représentant une coupe sagittale de rein d’Homme [59] 

 

1.3. Structure néphronique 
 

« Le néphron est l’unité fonctionnelle du rein. Chaque rein comporte environ 1 300 000 néphrons 

situés dans le tissu interstitiel où cheminent également les vaisseaux et les nerfs. Chaque néphron 

comporte plusieurs segments (Figure 4) : 

· Le glomérule a la forme d’une sphère limitée par une enveloppe, la capsule de Bowman, 

constituée par des cellules épithéliales reposant sur une membrane basale qui se prolonge 

avec celle du tube contourné proximal et avec celle du floculus. Le glomérule présente 

deux pôles : un pôle urinaire, où s’insère le tube contourné proximal, et un pôle 

vasculaire où pénètre l’artériole afférente et d’où sort l’artériole efférente au contact de 

l’appareil juxta glomérulaire. Le glomérule est essentiellement constitué par un réseau 

capillaire, le floculus, réalisant un système porte artériel entre l’artériole afférente et 

l’artériole efférente. Les parois des capillaires glomérulaires constituées de cellules 

endothéliales reposant sur une membrane basale. Ce réseau capillaire possède deux 

propriétés fondamentales : une conductivité hydraulique très élevée autorisant un débit de 

filtration élevée (120 mL/min/1.73 m²) et une imperméabilité aux macromolécules 

supérieure à 68 Kda. 
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· Le tubule rénal, composé d'un tube proximal, d'un tube intermédiaire et d'un tube distal. 

Chaque tube comprend différentes parties. Le tube proximal comprend deux parties : un 

tubule contourné et un tubule droit. Le tube intermédiaire très fin qui comporte les 

branches fines descendante et ascendante de l’anse de Henle. Le tube distal avec deux 

parties : un tube droit large constituant la branche ascendante large de l’anse de Henle et 

un tube contourné qui se jette dans un canal collecteur 

· La macula densa, élément de l’appareil juxta glomérulaire, au contact du tube contourné 

distal et de l’artériole afférente. 

Le cortex contient les glomérules, le tube contourné proximal, le tube contourné distal tandis  

que le tube droit proximal, le tube intermédiaire et le tube droit distal, formant l’anse de Henle, sont 

dans la médullaire ainsi que les canaux collecteurs de Bellini. » [58] 

 

 

Figure 4: Anatomie du rein et du néphron d’Homme. Schéma d’une coupe sagittale de rein (A), 

d’un néphron (B), d’un glomérule (C) et le mésangium (D) [60] 
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2. Fonction du néphron 

Le néphron remplit deux fonctions essentielles : la filtration glomérulaire et les mécanismes de 

réabsorption et de sécrétion tubulaires. 

 

2.1. L’urine primitive 

 
La filtration glomérulaire représente la première étape de la formation de l’urine. Une fraction du 

plasma (20%)  circulant dans les capillaires glomérulaires, filtre à travers la structure complexe de la 

paroi capillaire pour former l’urine primitive dans l’espace de Bowman et s’écoule ensuite dans le tube 

proximal. Le glomérule est une structure spécialisée formée de capillaires sanguins et dont 

l’endothélium est en étroite relation avec l’épithélium rénal. Au final, le plasma est filtré à travers une 

structure formée de trois couches successives : les cellules endothéliales des capillaires, la membrane 

basale et les cellules épithéliales viscérales ou podocytes. Ces cellules aux propriétés contractiles sont 

constituées de longs prolongements ou pédicelles entre lesquels les fentes de filtration permettent la 

diffusion de l'ultrafiltrat dans l'espace urinaire. L’urine primitive résultant de cette filtration possède 

deux caractéristiques essentielles :  

- d’une part, une identité quasi identique au plasma pour certains caractères physico-chimiques 

comme le pH, la concentration des différents ions, urée, glucose …  

- d’autre part, une faible concentration de protéines de l’ordre de 200 à 300 mg/L. Il s’agit donc 

d’un ultrafiltrat plasmatique d’un débit d’environ 120 mL/min chez l’Homme. 

La nature des substances constituant cet ultrafiltrat est déterminé par le caractère sélectif de la 

membrane basale du glomérule. Cette sélectivité est faite en fonction de la taille de la substance, la 

membrane glomérulaire possédant une perméabilité élevée pour l’eau et les solutés de petite taille, mais 

faible pour les molécules les plus grosses. Les molécules de poids moléculaire inférieur à 5000 daltons, 

à condition qu’elles ne soient pas liées aux protéines, traversent la membrane glomérulaire librement et 

se retrouvent dans l’ultrafiltrat à une concentration identique à celle du plasma. A l’inverse, les 

molécules de poids moléculaire supérieur à 70 000 daltons sont retenues en majorité. La membrane 

basale possède également une sélectivité en fonction de la charge électrique des substances: étant 

chargée négativement, elle a tendance à repousser les protéines elles-mêmes chargées négativement au 

pH plasmatique physiologique. 

La filtration glomérulaire semble être le résultat de deux processus [61] : 
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- La filtration qui correspond au transfert de solutés et de solvant au travers d’une membrane 

perméable sous l’influence d’un gradient de pression. La filtration glomérulaire est déterminée 

par l’équilibre des pressions de part et d’autre de la paroi du capillaire glomérulaire. A pression 

efficace de filtration donnée, la filtration glomérulaire dépend également de la perméabilité des 

capillaires glomérulaires. En effet, cette dernière conditionne le débit du filtrat glomérulaire et 

la nature des substances composant l’urine primitive. Le débit de filtration glomérulaire dépend, 

outre le nombre de néphrons fonctionnels, de la surface de filtration, de la perméabilité des 

glomérules, de la pression artérielle et du débit sanguin traversant les glomérules. 

- La diffusion, qui correspond au transfert passive de solutés au travers d’une membrane sous 

l’influence d’un gradient de concentration, interviendrait également pour expliquer le débit 

élevé de la filtration glomérulaire. 

 

2.2. L’urine définitive 

 
L'urine primaire, résultant de la filtration glomérulaire du sang, subit alors trois modifications 

essentielles au cours de sa traversée tubulaire (Figure 5): la réabsorption de l'eau, la réabsorption du 

sodium et l'excrétion des ions H+ ou H30
+ grâce à des mouvements passifs, qui se font par diffusion 

simple, et des mouvements actifs, qui font intervenir des échangeurs. Les cellules épithéliales 

polarisées qui tapissent la lumière des tubes proximaux contribuent, avec leurs nombreuses 

microvillosités membranaires, à la régulation des mécanismes de réabsorption et de sécrétion 

tubulaire.  

 

Le tube contourné proximal (TCP) est constitué d'un épithélium capable de réabsorber 60% de 

l'ultrafiltrat plasmatique (Na+, Cl-, K+, Ca2+, HCO3
-, glucose, acides aminés). L’épithélium tubulaire est 

un épithélium polarisé car il est capable de mettre en place et de maintenir des gradients de 

concentration ionique entre les compartiments qu’il sépare, c’est-à-dire l’urine primitive à la sortie du 

glomérule d’une part, les capillaires péritubulaires et l’interstitium d’autre part. Ces fonctions 

vectorialisées sont la conséquence d’une organisation polarisée de la cellule épithéliale qui a la 

capacité d’insérer sélectivement différentes molécules dans des compartiments distincts de la 

membrane plasmique appelés domaines. Le domaine apical, qui est en contact avec l’urine primitive, 

possède une importante bordure en brosse faite de microvillosités longues et denses. En revanche, le 

domaine basolatéral est en contact avec les cellules voisines et avec l’interstitium par l’intermédiaire 

de la membrane basale synthétisée par la cellule elle-même [62]. 
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De plus, l'épithélium tubulaire comporte de nombreux transporteurs ioniques membranaires dont 

le plus connu est la pompe Na+/K+ ATPase situé dans la membrane basolatérale. Les jonctions 

intercellulaires sont peu développées avec des jonctions serrées courtes ou Zonula Occludens (ZO) et 

des jonctions adhérentes ou Zonula Adhaerens (ZA) plus étendue et localisées sous les ZO. 

Dans le TCP, 60% du sodium de l'urine primitive est réabsorbé, contribuant à la formation d'un 

gradient électrochimique responsable de la réabsorption des ions chlore ainsi qu'un gradient osmotique 

qui permet la réabsorption de l'eau. D’autres substances comme le bicarbonate, le sulfate, le glucose, le 

potassium, le phosphate, et les acides aminés sont également réabsorbés à ce niveau. L’équilibre acido-

basique est maintenu par la sécrétion des ions H+ et des ions bicarbonates (HCO3
-) en excès, prévenant 

ainsi l'acidose grâce au maintien du pH physiologique à 7,4. D'autres substances comme les déchets 

azotés (urée, créatinine et acide urique), les toxines et les molécules pharmacologiques sont également 

éliminées dans les urines. Un de ces déchets les plus connus, la créatinine, ne subit donc ni 

réabsorption ni sécrétion tubulaire et la facilité de sa mesure permet le calcul d’une clairance qui est le 

reflet du débit de filtration glomérulaire. 

 

L'anse de Henle contribue à de nombreuses fonctions physiologiques comme la formation d'un 

gradient ionique cortico-médullaire, la dilution de l'urine et la réabsorption de Na+ et de Mg2+, 

accompagnée d’une réabsorption d’eau continue au niveau de la branche descendante tandis que la 

branche ascendante est imperméable à l’eau et ne réabsorbe que les ions sodium et chlore. 

 

Le tube contourné distal (TCD), qui est constitué de cellules épithéliales plus petites et dépourvues 

d’une bordure en brosse, contribue également à la réabsorption du sodium, favorisée par l'aldostérone, 

hormone sécrétée par les glandes surrénales. Tandis que le pouvoir de concentration ou de dilution de 

l’urine dépend d’une autre hormone, l’hormone antidiurétique (ADH) ou vasopressine, synthétisée au 

niveau de  l’hypothalamus et sécrétée par l’hypophyse postérieure lorsque l’osmolarité du sang 

augmente. Cette réabsorption d’eau et de sodium, qui est sous contrôle hormonal, se poursuit 

également au niveau du canal collecteur. 
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Figure 5 : Mouvements de sécrétion et de réabsorption de substances urinaires à partir d’un néphron 

chez les vertébrés. 

 

Ces propriétés fonctionnelles particulières des différentes régions histologiques du rein impliquent 

que des lésions rénales conduisent à des conséquences différentes selon la région rénale endommagée : 

des lésions glomérulaires conduiront à une protéinurie, alors que des lésions tubulaires induiront des 

modifications de la composition électrolytique de l’urine.  

 

Le rein est donc un organe très complexe, avec un réseau complexe de vaisseaux avec des 

fonctions spécifiques. Du fait que les capillaires ne gèrent pas seulement des échanges gazeux et des 

petites molécules comme dans n’importe quel organe, mais doivent aussi être équipés pour faire face 

aux changements des niveaux de nutriments, de sels et en particulier d'eau au fur et à mesure de la 
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récupération de ces derniers par les tubules, ainsi l'équilibre osmolaire est très délicat et implique des 

exigences spécifiques sur les cellules. Une machinerie complexe, comme celle du rein, implique que 

de petites modifications peuvent ne pas être aussi facilement résolues que dans le cas d’un organe plus 

simple, et que des incidents importants comme l'ischémie peuvent avoir de profondes conséquences. 

Ainsi, les propriétés macro-anatomiques du rein le prédisposent aux lésions d’IR. 

 

3. Vascularisation rénale 

3.1. Rappel d’anatomie vasculaire intrarénale 

 
L’artère rénale se divise en artères interlobaires qui pénètrent dans le parenchyme entre les 

pyramides de Malpighi. Elles se prolongent par les artères arquées qui effectuent une voûte vasculaire 

à la jonction cortico-médullaire. Elles donnent naissance aux artères interlobulaires qui cheminent dans 

le cortex vers la périphérie puis se divisent en artérioles afférentes des glomérules qui se ramifient dans 

le glomérule pour former un réseau capillaire auquel fait suite l’artériole efférente. 

Les artérioles efférentes donnent ensuite naissance : 

- aux capillaires péritubulaires, lieu d’échange des solutés, de l’oxygène et d’eau entre tubule et 

capillaire, 

- aux artères droites ou vasa recta pour les glomérules profonds juxta médullaires, pouvant également 

naître directement des artères arquées, qui irrigue la médullaire externe et à un moindre degré la 

médullaire interne [58]. 

Les capillaires péritubulaires débouchent dans une veinule efférente qui rejoint la veine. Ainsi 

chaque partie du néphron est en lien étroit avec le système artério-veineux favorisant 

l’épuration des déchets métaboliques et la réabsorption directe de l'eau et des ions dans le sang. 

 

3.2. Perfusion rénale 

 
L’oxygénation du rein est caractérisée par un paradoxe remarquable. D’un côté, en relation avec le 

poids, les reins sont les organes les plus perfusés de l’organisme, recevant environ un quart du débit 

cardiaque, et bénéficiant d’une alimentation en oxygène totale de plus de 80 mL/min ×100g de poids. 

Les reins possèdent globalement une perfusion dite de « luxe » avec un transport d’O2 relativement 

élevé (200 mL/min), dont moins de 10% est consommé lors du passage à travers les organes. 

Néanmoins, il existe une grosse hétérogénéité d’oxygénation selon la zone du parenchyme rénal 
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considérée. En effet, la médullaire ne reçoit qu’un quart de ce débit rénal total, tandis que le cortex 

bénéficie des trois quarts du débit rénal total associé à une forte pression partielle locale en O2.   

De l’autre côté, les tensions en oxygène des tissus dans le parenchyme rénal sont plus faibles que 

dans la plupart des autres organes et bien inférieurs à ceux mesurés dans la veine rénale. En particulier, 

la médullaire rénale est considérée comme l'un des sites de l'organisme avec les tensions les plus 

basses d'oxygène.  

L'explication de l'écart entre l'apport d'oxygène élevé et les faibles tensions en oxygène tissulaire 

du rein se trouve dans l'architecture unique de la vascularisation rénale. Dans le cortex et la médullaire, 

les branches des artères rénales et les veines fonctionnent de façon strictement parallèle et sont en 

contact étroit les unes avec les autres sur de longues distances. Ce montage en parallèle permet à 

l'oxygène de diffuser à partir du système artériel dans le système veineux, avant son entrée dans le lit 

capillaire. Ainsi l'oxygène est soumis à un échange à contre-courant, comparable avec l'urée, et ce 

mécanisme est particulièrement pertinent dans la médullaire rénale, où il conduit à des tensions 

d'oxygène en dessous de 10 mmHg. Cependant, l'échange à contre-courant de l'oxygène se produit 

également dans les artères pré glomérulaires du cortex rénal, où les tensions d'oxygène sont d'environ 

30 mmHg  avec une variabilité importante [63]. Le sang artériel arrive dans le parenchyme cortical, où 

l’on observe le niveau d’oxygène le plus élevé, puis les artères se ramifient et avancent plus 

profondément dans la médullaire externe, où l’on observe une diminution de la pression partielle en 

oxygène (pO2), avec les niveaux les plus bas dans la papille (Figure 6). Cela implique que les cellules 

des différentes régions soient adaptées pour fonctionner de façon optimale dans leur 

microenvironnement spécifique et leur niveau d'oxygénation [64]. 
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Figure 6 : Pression partielle d'O2 selon les régions du parenchyme rénal. La partie supérieure 

schématise l'organisation vasculaire. L'échange d'O2 se fait à contre-courant dans les vasa recta. La 

diffusion de l'O2, entre les branches artérielles descendantes et veineuses ascendantes explique le 

gradient corticomédulaire de PO2. D'après Brezis et al [65]. 

 

 Une autre cause de la pression partielle en oxygène basse dans la médullaire est le besoin 

important en énergie pour les cellules tubulaires de cette région due à une activité métabolique élevée 

du fait de la réabsorption du sodium dépendant de la Na+/K+ ATPase, qui est localisée sur la 

membrane basolatérale de la cellule. 

Au contraire, les cellules tubulaires proximales possèdent une machinerie glycolytique minimale et 

dépendent presque complètement de la phosphorylation oxydative pour la production d’adénosine 

triphosphate (ATP). Enfin, les cellules de la branche ascendante large de l’anse de Henle de la 

médullaire ont une plus grande capacité glycolytique et sont donc plus résistantes à l’ischémie [62]. 

Un autre aspect remarquable, qui est lié à ces considérations anatomiques et physiologiques, est 

celui de la spécificité métabolique des différentes régions rénale. Situées dans une zone très 

vascularisée, les cellules de la région corticale sont capables d’utiliser différentes sources de substrats 

pour leur métabolisme tels que les acides gras, le lactate, les corps cétoniques et les acides aminés [66]. 

En effet, les cellules de la région corticale externe reposent principalement sur l'oxydation du succinate, 
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qui a besoin d'une plus faible quantité d'O2, et sont capables de déplacer sans peine l'O2 

indépendamment du métabolisme du lactate et du glucose dans le cas d'une diminution des niveaux 

d’O2. Et enfin, les cellules de la région médullaire profonde, compte tenu de leur environnement 

hypoxique, utilisent la glycolyse anaérobie pour fabriquer l’ATP (adénosine triphosphate).  

Dans ce contexte, la susceptibilité à l’ischémie varie d’une région à l’autre [67]. Les cellules du 

cortex externe ont une grande réserve d’oxygène, et donc ne sentent pas l'effet de l'ischémie transitoire, 

cependant les cellules épithéliales de la médullaire externe repose sur un métabolisme exigeant en 

oxygène dans un environnement permettant très peu de réserve, donc sont principalement affectées par 

l'ischémie. 

D'autre part, les cellules papillaires ont besoin de très peu besoin d’oxygène et seront donc les 

dernières touchées par l'ischémie. Il est cependant important de garder à l'esprit qu’avec une ischémie 

prolongée, tous les domaines du rein sont touchés. 
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A. Définition générale 
 

 

L’ischémie est définie comme l’arrêt de l’apport sanguin au tissu ou à l’organe. Cette interruption 

des connections vasculaires induit un arrêt des apports en nutriments et, dans tous les organes à 

l’exception des poumons, une chute de la pression partielle en oxygène dans les territoires ischémiés 

qui va résulter en un déséquilibre sévère entre l’apport et la demande métabolique provoquant une 

altération du métabolisme cellulaire (appelé « lésions d’ischémie »). La reperfusion est la restauration 

de l’apport sanguin (et donc de la perfusion et de la réoxygénation concomitante, exception faite des 

poumons) au tissu ou à l’organe. Bien que nécessaire, elle est fréquemment associé à une exacerbation 

des lésions tissulaires, initiés lors de l’ischémie, et une réponse inflammatoire profonde (appelé 

« lésions de reperfusion »). 

 

Tous les organes sont exposés aux lésions du syndrome d’ischémie/reperfusion (IR) lors de la 

transplantation. Ce syndrome regroupe un ensemble de processus physiopathologiques responsables de 

lésions au niveau du greffon. Ces lésions, détaillées dans ce chapitre, sont liées à l’hypothermie et à 

l’hypoxie lors de la conservation de l’organe ex vivo, mais également au réchauffement associé à la 

réoxygénation de l’organe au cours de la reperfusion [3]. 

En réalité, l’IR  se place dans un processus plus large qui inclut les lésions de l’organe associées à 

la phase de réanimation du donneur, à la mort encéphalique, aux difficultés du prélèvement et aux 

conditions de la transplantation chez le receveur, ainsi que les lésions cérébrales. Il faut également 

ajouter les facteurs de risque du donneur et du receveur qui peuvent contribuer au développement des 

lésions du greffon [35, 68]. 
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B. La phase d’ischémie 
 

L’ischémie « froide » recouvre les lésions qui s'observent après la phase circulatoire et pendant la 

phase de conservation. Hormis dans le cas particulier du poumon, qui n’étant pas mon sujet de thèse ne 

sera pas discuté plus avant, l’ischémie prive les tissus d’oxygène et de nutriments et cause une 

accumulation de déchets métaboliques. Les cellules parenchymateuses des organes ont quasiment 

toutes la même tolérance à l'ischémie et la plupart des lésions irréversibles surviennent au-delà de 120 

minutes à température ambiante. Quant aux cellules non parenchymateuses (endothélium vasculaire, 

macrophages, sinusoïdales), elles sont encore plus tolérantes à l'ischémie. L'hypothermie quant à elle 

diminue le métabolisme cellulaire permettant ainsi d'assurer plus longtemps la viabilité des structures 

anatomiques et fonctionnelles. Au niveau cellulaire, les principaux changements biochimiques induits 

par l’ischémie froide sont l’inhibition du métabolisme oxydatif, la déplétion en ATP, l’augmentation de 

la production d’ATP par glycolyse en conditions anaérobies et l’altération de l’homéostasie ioniques 

(Figure 7). Ces modifications biochimiques entraînent la mise en place d’un certain nombre de 

processus qui seront amplifiées lors de la phase de reperfusion.  

 

Figure 7: Schéma des changements moléculaires et biochimiques induits par l’IR rénale [69]. 
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1. Déplétion énergétique et acidose intracellulaire 

L’ischémie froide résulte en une déplétion rapide de l’ATP cellulaire. En moins de 4 heures, 

environ 95% de la quantité d’ATP a disparu, provoqué par la diminution de sa synthèse et 

l’augmentation de sa consommation [4]. L’ATP est progressivement hydrolysée en hypoxanthine, qui, 

en absence d’oxygène, ne peut être métabolisé notamment car ce processus se produit dans des 

conditions aérobies. L’absence d’oxygène conduit au découplage de la chaîne respiratoire, la 

mitochondrie ne peut plus assurer la phosphorylation oxydative permettant la production d’ATP et la 

régénération subséquente des cofacteurs sous leur forme oxydée nécessaire au métabolisme oxydatif. 

La cellule utilise alors la voie de la glycolyse anaérobie pour produire de l’ATP, cependant cette 

production résiduelle est insuffisante face aux besoins énergétiques de la cellule. De plus, la production 

de lactate qui en découle ainsi que l’accumulation de protons, conséquence du découplage de la chaîne 

respiratoire de la mitochondrie, provoque une acidose cellulaire [69, 70]. La baisse du pH active alors 

les phospholipases et les protéases conduisant à une instabilité lysosomale avec l’activation des 

enzymes lytiques, pouvant conduire à la mort cellulaire. 

 

2. Altération ionique et désorganisation du cytosquelette 

Lors de l’ischémie, la déplétion en ATP conduit à la perturbation des transporteurs ioniques 

membranaires assurant le maintien du potentiel de la membrane cellulaire ainsi que du gradient de 

concentration ionique entre les milieux intra et extracellulaire, en particulier au niveau endothélial. 

Au centre de cette problématique ce trouve la pompe Na+/K+ ATPase, inhibée par la persistance de 

l’hypoxie ce qui conduit à une élévation de la concentration de sodium cytosolique ainsi qu’une baisse 

simultanée de celle du potassium. La concentration sodique est responsable d’un œdème, d’une 

désorganisation cellulaire et de l’activation des échangeurs Na+/Ca2+ et Na+/H+ au niveau des organelles 

de la cellule, entraînant une augmentation cytosolique de calcium et de protons ainsi qu’un dérèglement 

de l’équilibre ionique d’organelles de première importance, tels que la mitochondrie ou le réticulum 

endoplasmique.   

 Une autre conséquence de l’ischémie est la désorganisation du cytosquelette, qui aboutit à une 

modification structurale et à une perte de la polarité des cellules tubulaires proximales, entraînant alors 

une redistribution apicale de la pompe Na+/K+ ATPase, ce qui accentue l’augmentation du sodium 

cytosolique et l’œdème cellulaire [71-73] . 
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 L’œdème cellulaire va d’abord engendrer une souffrance cellulaire, plus particulièrement au 

niveau mitochondrial, conduisant à son gonflement et perturbant le métabolisme aérobie. Dans le 

même temps, le gonflement cellulaire va entraîner une compression du lit vasculaire périphérique, 

diminuant le débit de perfusion dans l’organe, favorisant le phénomène de "no-reflow" lors de la 

reperfusion, pouvant aggraver l’hypoxie chronique [74]. 

  De plus, la dépolarisation de la membrane cellulaire conduit à l’ouverture temporaire des 

canaux calciques voltage-dépendants, contribuant à l’accumulation de calcium dans le cytosol, lésion 

exacerbée par l’inhibition de la pompe Ca2+ ATPase.  

En parallèle, la concentration élevée de calcium cytosolique active les systèmes enzymatiques 

calcium-dépendants. Effectivement, les calpaïnes sont activées et contribuent à la désorganisation du 

cytosquelette ; la phospholipase A2  contribue à la libération des acides gras polyinsaturés favorisant la 

déstructuration membranaire et l’initiation d’un processus pro-inflammatoire [75-77]. 

L’élévation de la concentration calcique conduit à la conversion de la xanthine déshydrogénase 

en xanthine oxydase qui va intervenir dans la production d’anion superoxyde en réduisant 

l’hypoxanthine en xanthine et la xanthine en acide urique. 

De plus, l’ischémie induit une diminution notable du pH intracellulaire. Cette acidose résulte de 

l’accumulation de protons provenant de l’inhibition des pompes ATPases ainsi que de l’hydrolyse de 

l’ATP.  

 

3. Dysfonctionnement mitochondriale 

3.1. Fonctions principales de la mitochondrie  
 

Dans les conditions physiologiques, la glycolyse qui se déroule dans le cytoplasme, oxyde 

progressivement une molécule de glucose en deux molécules de pyruvate et va conduire à la production 

de deux molécules d’ATP et de deux molécules de nicotinamide adénine dinucléotide (NADH) (Figure 

8). Dans les mitochondries, le pyruvate formé est alors oxydé par le pyruvate déshydrogénase en acétyl 

Coenzyme A (CoA), avec formation de NADH. L’acétyl CoA peut également provenir de la β-

oxydation des acides gras, avec formation de coenzyme réduit,  NADH et flavine adenine dinucleotide 

réduite (FADH2). L’acétyl CoA va être transformé grâce au cycle de Krebs en équivalents réduit 

(NADH et FADH2). 
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Figure 8 : Etapes principales de production d’ATP à partir d’un sucre simple (glucose) en 
conditions anaérobies [78]. 

 
 

Afin de produire de l’énergie, ces coenzymes réduits vont être réoxydées au niveau de la chaîne 

respiratoire mitochondriale créant un gradient électrochimique de proton qui va libérer de l’énergie 

nécessaire à la synthèse d’ATP lors de la phosphorylation oxydative au niveau de l’ATP synthase 

(phosphorylation de l’ADP en ATP) (Figure 9).  

Les complexes I (NADH-coenzyme Q oxydoréductase) et II (succinate-coenzyme Q 

oxydoréductase) de la chaîne respiratoire oxydent indépendamment et respectivement le NADH et le 

FADH2, et transmettent des électrons au complexe III (coenzyme Q-cytochrome c oxydoréductase) via 

l’ubiquinone ou la coenzyme Q [79, 80]. Les électrons vont ensuite être transférés via le cytochrome c 

au complexe IV, puis à des molécules d’oxygènes qui vont être réduites et former, avec les protons de 

la matrice, des molécules d’H20.  

  Au cours de ce transfert, des protons sont expulsés de la matrice vers l'espace intermembranaire (au 

niveau des complexes I, III et IV) produisant, de part et d'autre de la membrane interne, un gradient 

électrochimique d'ions H+ qui contient l'énergie d'oxydation. Ce gradient est formé d'un gradient de pH 

(la matrice devient plus basique) et d'un gradient de charges (la face matricielle de la membrane interne 

est chargée négativement). 
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Le retour des protons dans la matrice ne peut avoir lieu qu'au niveau de  l'ATP synthase (complexes 

FoF1) : Fo étant un canal transmembranaire qui laisse passer sélectivement les protons, F1 contenant le 

site catalytique responsable de la synthèse de l'ATP à partir d'ADP et de Pi. 

 

 

Figure 9 : Schéma de la chaîne respiratoire mitochondriale [81]  
 

3.2. Fonctionnement de la mitochondrie au cours de l’ischémie : Production d’espèces 
oxygénées réactives 

 
Le découplage de la mitochondrie lors de l’ischémie va empêcher le bon fonctionnement de la 

respiration et aboutir à l’induction d’un stress oxydant, définit par une surproduction d’EOR 

conduisant à un déséquilibre de l’homéostasie oxydo-réductrice de la cellule. Les EOR sont des 

espèces partiellement réduites de l’oxygène tels que les radicaux libres ou les molécules produites par 

un certain nombre de réactions biologiques dans l’organisme.  

Bien que le stress oxydant soit couramment décrit lors de la réintroduction de l’oxygène, sa genèse 

est maintenant clairement établie au moment de l’ischémie malgré un rôle moins évident. 

L’hypothermie semble plutôt limiter le métabolisme cellulaire et ralentir ainsi tout processus de 

synthèse, qu’il soit délétère ou non. Néanmoins, il est établi que le ralentissement de la 

phosphorylation oxydative conduit à une accumulation et une fuite des électrons vers l’oxygène 

résiduel au  niveau des complexes I et III de la chaîne respiratoire mitochondriale, induisant une 

production d’anion superoxyde (O2
.-) [79, 80]. La xanthine oxydase, qui est activée notamment par 
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l’élévation des concentrations calciques, est une enzyme responsable de la production d’anion 

superoxyde dans ces conditions [82, 83]. Ces EOR ont la capacité de réagir rapidement avec certains 

constituants cellulaires, entraînant des dommages sévères au niveau des protéines, des acides 

nucléiques et des lipides, induisant in fine l’activation des voies de mort cellulaire comme l’apoptose 

ou la nécrose.  

 

3.3. Les dérivés activés de l'azote : Monoxyde d’azote (NO) 

 
La liaison de métaux de transition tels que le fer, à leurs protéines porteuses (transferrine, 

ferritine) est également inhibée, pouvant ainsi augmenter éventuellement la concentration 

intracellulaire de fer libre, puissant catalyseur pour les réactions qui génèrent des radicaux oxygénés. 

La génération de tels radicaux induit une production d’autres radicaux comme le monoxyde d’azote 

(NO), qui réagit avec les radicaux superoxydes pour produire le peroxynitrite, un oxydant puissant qui 

modifie les protéines en formant du 3-nitrotyrosine. L’activité NO-synthase est aussi augmentée par 

l’hypoxie dans les tubules proximaux de rat fraîchement isolés, et les dommages à la membrane sont 

aussi augmentés quand la L-arginine est ajouté à la suspension de tubule hypoxique [84]. En outre, le 

NO a le potentiel de perturber le cytosquelette actif, conduisant au détachement des cellules tubulaires 

proximales et à l’obstruction tubulaire. Par conséquent, bien que la production accrue de NO par la NO 

synthase inductible pourrait atténuer les lésions rénales en favorisant la vasodilatation, la majorité des 

études suggère un rôle négatif du NO dans ce cadre par l’activation de lésions induites par les radicaux 

oxygénés [69]. 

 

4. Les systèmes de défense antioxydants 

Les effets potentiellement délétères des espèces radicalaires sont contrôlés par la présence de 

systèmes antioxydants cellulaires tels que la Superoxyde dismutase (SOD), la catalase ou encore la 

glutathion peroxydase (GPx). Ces systèmes permettent de piéger les EOR pour produire des molécules 

moins délétères pour les cellules.  

Il existe trois types de SOD ayant des localisations différentes, la SOD cytoplasmique dimérique à 

cuivre et zinc (Cu-Zn SOD ou SOD1), la SOD mitochondriale tétramérique à manganèse (Mn-SOD ou 

SOD2) et la SOD extracellulaire tétramérique à cuivre et zinc (Cu-Zn SOD ou SOD3). Ce sont des 

métalloprotéines qui catalysent la dismutation de l’anion superoxyde en oxygène et en peroxyde 

d’hydrogène (H2O2) empêchant ainsi la coexistence de ces deux espèces radicalaires, et par conséquent 
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la génération du radical hydroxyle. L'action de la SOD doit toutefois être couplée à celle d'enzymes qui 

dégradent le peroxyde d'hydrogène, telles que les catalases ou les GPx, afin d'éviter l'augmentation des 

concentrations en H2O2, qui induirait la formation de radical hydroxyle en présence de fer. La catalase 

permet de transformer l’H2O2, en oxygène moléculaire et en eau. La GPx permet de réduire l’H2O2, en 

eau, grâce à la présence de glutathion réduit.  

Alors que des périodes d’ischémie, qu’elles soient courtes ou prolongées, mènent à l’altération du 

transport des électrons à travers les différents complexes de la chaîne respiratoire, une période 

d’ischémie prolongée entraîne une altération de l’efficacité des systèmes de défense antioxydants des 

cellules [80]. Lors de la conservation, il a été décrit une diminution de l’expression de la Mn-SOD, 

malgré que ceci soit controversé [85, 86]. 
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C. La phase de reperfusion 
 
 

La reperfusion est définie comme la restauration de la circulation sanguine et donc de l’apport en 

oxygène et en nutriments au tissu ou à l’organe. Ceux-ci, endommagés par l’ischémie, sont alors le site 

de l’activation d’une séquence d'événements qui accentuent les lésions (Figure 10) et, dans le cas du 

rein, jouent un rôle pivot dans le développement de la reprise retardée de fonction du greffon. La 

reperfusion produit un réchauffement, une réoxygénation, un retour au métabolisme anaérobie et une 

production d’ATP. Cette phase est caractérisée par la mise en place d’un processus inflammatoire, une 

explosion du stress oxydant lié à la  réintroduction brutale d’oxygène ainsi que le développement des 

voies d’adaptation à l’hypoxie. La réapparition du flux sanguin au niveau des vaisseaux et de l’organe 

ischémié induit une activation de l’endothélium vasculaire, engendrant une augmentation du 

recrutement des cellules inflammatoires au niveau des sites lésionnels. 

 

 

 

Figure 10 : Extension des lésions d’ischémie lors de la reperfusion et ses conséquences [87]. 
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1. Le stress oxydant 

Paradoxalement, bien que la réoxygénation soit nécessaire, elle conduit à des effets délétères initiés 

lors de l’ischémie. En effet, l’afflux brutal d’oxygène, qui a lieu lors la reperfusion, va entraîner une 

explosion du stress oxydant dépassant largement les capacités des systèmes antioxydants cellulaires tels 

que la SOD ou le glutathion, considéré comme le tampon oxydo-réducteur cellulaire majeur. 

L’accumulation des électrons au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale au moment de 

l’ischémie est un des mécanismes responsables de cet état pro-oxydant. Lors de la reperfusion et 

notamment de la réintroduction de l’oxygène, ces équivalents réducteurs vont s’échapper des 

complexes mitochondriaux I et III pour partiellement réduire l’oxygène et ainsi former des espèces 

réactives de l’oxygène (Figure 11). Dans les conditions physiologiques, le dioxygène est tétra réduit de 

façon progressive en eau, au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale, par l’apport de quatre 

électrons. Lors de la reperfusion, la réduction partielle de l’oxygène conduit à la production massive 

d’espèces qui ont un caractère oxydant et sont de surcroît très réactives tels que l’anion superoxyde, qui 

pourra oxyder directement les composants des macromolécules biologiques, ainsi que d’autres EOR 

plus toxiques, non limités par les systèmes anti-oxydants submergés. De plus, les dommages causés à 

l’intégrité de la mitochondrie lors de l’IR et notamment au complexe V vont entraîner un défaut de 

production d’ATP même en présence d’oxygène [80]. 

 

 

Figure 11 : Schéma de la production d’EOR, au niveau des complexes I et III de la chaîne 

respiratoire mitochondriale [88]. 
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« Un second mécanisme est celui qui fait intervenir le complexe xanthine oxydase/déshydrogénase. 

A l’état physiologique, cette enzyme sous la forme xanthine déshydrogénase catalyse la réaction de 

métabolisation de l’hypoxanthine en xanthine et de xanthine en acide urique en utilisant comme 

accepteur d’électron le cofacteur NAD+. Au cours de la phase d’ischémie, l’ATP est progressivement 

dégradé en hypoxanthine, tandis que l’augmentation de calcium cytosolique active des protéases 

calcium-dépendantes qui convertissent la xanthine déshydrogénase en xanthine oxydase. Cette enzyme 

catalysera la formation d’acide urique à partir de l’hypoxanthine en utilisant l’oxygène comme 

accepteur d’électron produisant de l’anion superoxyde qui sera à l’origine de l’H2O2 grâce à une 

réaction catalysée par les SOD. Cette espèce partiellement réduite de l’oxygène va réagir avec l’O2
.- par 

la réaction de Fenton Haber Weiss, facilitée par la disponibilité accrue de fer libre lors de l'ischémie, 

pour former le radical hydroxyle connu pour être l’espèce radicalaire de l’oxygène la plus cytotoxique 

pouvant être à l’origine de l’oxydation des constituants cellulaires. Simultanément, la production 

concomitante d’anion superoxyde et de monoxyde d’azote conduit à la production d’ion peroxynitrite 

(ONOO-) possédant des propriétés cytotoxiques. La disponibilité du monoxyde d’azote est alors 

réduite, participant à une élévation du tonus vasomoteur.» [9] 

Lors de la reperfusion, l’infiltration leucocytaire au niveau des tissus lésés est également 

responsable de la production d’EOR. En effet, ces neutrophiles et monocytes présentent à leur surface 

la NADPH oxydase, un complexe enzymatique dont les protéines cytosoliques et membranaires vont 

s’assembler lors d’une activation cellulaire comme l’IR [89, 90]. La NADPH oxydase activée va être 

capable d’oxyder le NADPH présent à l’intérieur des cellules et réduire, suite à un transfert d’électrons, 

l’O2 en O2
.-, qui sera libéré au niveau du site lésé.  

Le stress oxydant et les défenses anti-oxydantes ont donc un rôle prépondérant dans le 

développement précoce des lésions d’IR.  

 

2. Initiation de la mort cellulaire 

Pendant de nombreuses années,  la communauté scientifique pensait que la mort cellulaire induite 

par l’IR se produisait par des facteurs extrinsèques tels que la perte des ressources énergétique, 

l'élaboration de médiateurs inflammatoires et des molécules toxiques, et une lésion mécanique, un 

mode de mort cellulaire appelée nécrose (oncose). Cependant, il est maintenant reconnu que les cellules 

peuvent également être programmées pour mourir par mécanismes de signalisation cellulaire via les 

processus d'apoptose [91] et de l'autophagie [92]. 
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En outre, un nouvel ensemble de preuves indique que les événements apparemment aléatoires et 

incontrôlées associés à une nécrose peuvent, dans certaines circonstances, effectivement impliquer la 

mobilisation et la coordination des mécanismes de signalisation spécifiques d’une quatrième voie de 

mort appelé nécrose programmée ou nécroptose (Figure 12). Chacun de ces types morphologiquement 

distinctes de la mort cellulaire semblent donc contribuer d'une certaine manière à la pathogenèse des 

lésions de l'IR [93]. 

Les travaux de Salahudeen et coll. dans un modèle de cellules tubulaires proximales humaines ont 

montré que la nécrose était initiée lors la conservation hypothermique et se prolongeait au cours de la 

réoxygénation et du réchauffement des cellules [94], tandis que l’apoptose était un processus spécifique 

lié à la phase de réchauffement des cellules, démontré par l’absence de cellules TUNEL ou annexine-V 

positives, deux marquages spécifiques des cellules apoptotiques, dans un modèle de conservation 

hypothermique cellulaire. 

 

 

Figure 12 : Mécanismes de mort cellulaire induits lors de l’IR [93]. 
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6.1.  L’apoptose 
 

 L’apoptose, ou mort cellulaire programmée, est un processus intracellulaire régulé, déclenché par 

la libération de protéines mitochondriales qui orchestrent une cascade d’activation protéique 

aboutissant au rétrécissement de la cellule et de son noyau, avec une persistance de l’intégrité de la 

membrane plasmatique jusque tard dans le processus. De plus, l’apoptose est un processus actif, la 

formation de l’apoptosome étant ATP-dépendante, contrairement à la nécrose [95]. 

Les mécanismes apoptotiques sont canoniquement divisés en voies «extrinsèques» et 

« intrinsèques».  

La voie «extrinsèque» implique l'activation de récepteurs tels que les récepteurs Fas, TNF, et 

TRAIL (TNF-related apoptosis-inducing ligand). Lors de la reperfusion, l’augmentation de la 

production de TNFα permet sa fixation sur ces récepteurs conduisant à leur trimérisation et le 

recrutement d’un certain nombre de protéines contenant des domaines de mort (Death Domain) telles 

que FADD (Fas-associated death domain) et TRADD (TNF receptor type 1-associated death domain 

protein), molécules adaptatrices capables de recruter la pro-caspase 8. Le complexe oligomérique de 

mort, appelé DISC (Death-inducing signaling complex) et formé par le récepteur TNF, FADD et la 

pro-caspase 8, capable d’activer la caspase 8, activant à son tour les caspases effectrices 3 et 7 [96]. 

En ce qui concerne la voie «intrinsèque», la séquence d’IR induit la translocation et l'intégration 

des membres pro-mort de la famille de protéine Bcl2 (par exemple, Bax, Bak) dans la membrane 

externe de la mitochondrie [97]. Ces protéines, par un mécanisme qui reste encore controversée, 

perméabilisent la membrane externe, permettant ainsi la libération de protéines pro-apoptotiques de 

l'espace intermembranaire, notamment le cytochrome c, Smac/DIABLO, Omi/HtrA2, et l'endonucléase 

G (Figure 13). Le cytochrome c interagit avec la protéine cytosolique Apaf1 (Apoptotic protease 

activating factor 1), formant ainsi, en présence d’ATP, un complexe multiprotéique appelé apoptosome, 

capable d’activer la caspase 9 entraînant l’activation finale de la caspase 3, une protéase qui agit 

comme exécuteur de la cellule par protéolyse de nombreuses protéines cellulaires. Smac /DIABLO et 

Omi/HtrA2 activent les caspases en séquestrant ou en digérant les protéines inhibitrices des caspases, 

respectivement, alors que l’endonucléase G médie la fragmentation de l'acide désoxyribonucléique 

(ADN) [93].  
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Figure 13 : Voies d’activation «extrinsèque» et «intrinsèque» des caspases au cours de l’apoptose [98]. 
 

6.2.  L’autophagie 
 

L’autophagie est le mécanisme principal de la cellule permettant l'élimination par ses propres 

lysosomes des organites obsolètes ou endommagés et des agrégats de protéines. C’est aussi un 

mécanisme de survie cellulaire permettant de résister à des conditions de stress, telles que la carence en 

nutriments, l'hypoxie, la dysfonction mitochondriale, et l'infection par recyclage des constituants 

cellulaires, tels que les acides aminés et les acides gras, afin de maintenir la fonction des cellules. 

Ainsi, l'autophagie est en fait un mécanisme de survie cellulaire plutôt qu'un processus de mort 

cellulaire. Cependant, l'autophagie incontrôlée mène finalement à la mort de la cellule et peut 
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contribuer aux lésions d'IR. Morphologiquement l’autophagie commence avec l'expansion d’une 

membrane d'isolement, ou phagophore, autour de l’organelle à traiter. La membrane enveloppe ensuite 

complètement les constituants pour former l’autophagosome vésiculaire, qui fusionne ensuite avec un 

lysosome et les matériaux séquestrés sont dégradés. 

Comme l'apoptose, l'autophagie est strictement réglementée et est médiée par des voies spécifiques. 

Le contrôleur principal est mTOR (mamalian Target Of Rapamycin), qui inhibe l'autophagie. 

Cependant, dans des conditions de privation en éléments nutritifs ou de stress, mTOR est inactivé. Ceci 

déréprime une autre kinase appelée Atg (autophagy-related gene) 1 qui, avec Atg13 et Atg17, amorce 

la formation du phagophore. La formation du phagophore est en outre facilitée par un autre complexe 

constitué d'une phosphoinositide 3-kinase (PI3K) de classe III (PIK3C3; aussi appelée vps34), vps15 

(p150) et beclin-1 (Figure 14). Ce complexe, à son tour, recrute Atg12, Atg5 et Atg8 (également appelé 

LC3), qui sont essentielles pour l'allongement de la membrane et l'achèvement de l'autophagosome. 

Maintenant terminée, la fusion de l'autophagosome vers le lysosome est médiée par la petite GTPase 

Rab7 et la protéine membranaire lysosomale LAMP2 (Lysosomal-associated membrane protein 2) 

[93]. 

 

 

Figure 14 : Schéma représentant l’activation et l’inhibition de l’autophagosome lors de l’autophagie 

[99] 
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6.3.  La nécrose 
 

Lors de l’ischémie, le mécanisme majeur entraînant le mort cellulaire est la nécrose [100]. La 

nécrose est caractérisée morphologiquement par un gonflement des cellules et de leurs organites 

constitutifs, une dysfonction mitochondriale, une fragmentation de la chromatine, une rupture de la 

membrane plasmique, et une libération du contenu intracellulaire cytoplasmique dans le milieu 

extérieur, à l’origine d’un processus inflammatoire local. Contrairement à la nature programmée de 

l'apoptose et de l'autophagie, la nécrose était considérée comme se produisant par hasard, un processus 

incontrôlés qui conduit à la mort «accidentelle» de la cellule en réponse à un stress important. 

Cependant, un concept de nécrose programmée, également appelée nécroptose, en particulier dans 

des conditions telles que l’IR, commence à prendre forme. Plus précisément, il est maintenant connu 

que le stress cellulaire ou l'activation des récepteurs de mort mobilise et active un groupe de sérine / 

thréonine kinases appelées RIPs (‘receptor-interacting proteins’). En particulier, RIP1 et RIP3 semblent 

agir dans la coordination en tant que médiateurs de nécrose. 

L’activation de RIP 1 et 3 conduit, à son tour, à l’augmentation de la production d’EOR soit par 

l'activation de la NADPH oxydase, soit par l’augmentation de la production d’oxydants  

mitochondriaux selon le type de cellule. 

La conclusion selon laquelle necrostatin-1 (un petit composé à base de tryptophane identifiée par 

criblage d'une banque chimique d’environ 15 000 composés pour leur capacité à inhiber la mort 

cellulaire invoqué par TNFα en présence d'zVAD.fmk) réduit la mort cellulaire nécrotique induite par 

TNFα à travers l’inhibition de l’activité kinase de RIP1 soutient le concept de nécrose induite par les 

récepteurs via un processus cellulaire contrôlé [93].  

Une des cibles mitochondriale potentielles pour la nécrose médiée par RIP est le pore de transition 

mitochondrial (PTM) une structure à l’existence encore controversée qui jouerait un rôle critique dans 

la progression de la mort cellulaire en réponse à une IR. Le PTM serait un grand canal non spécifique 

localisé dans la membrane interne mitochondriale. Inhibée à faible pH, le PTM est maintenu au repos 

durant l'ischémie. Toutefois, lors de la reperfusion, la production excessive d’EOR associée à la 

surcharge de Ca2+ de la matrice mitochondriale, provoqueraient l'ouverture du PTM. Cette 

augmentation soudaine de la perméabilité de la membrane interne dissiperait le gradient 

électrochimique de proton (ΔΨm), conduisant à la déplétion en ATP, ainsi qu’à une production d’EOR 

supplémentaire, et, finalement, au gonflement et la rupture de la mitochondrie conduisant à l’activation 

des voies pro-apoptotiques. Bien que proposé à l'origine comme médiateur de l'apoptose, des études 

génétiques récentes ont suggéré que le PTM est principalement impliqué dans la nécrose. 
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Une troisième voie de nécrose potentielle implique l’activation de l’enzyme de réparation de 

l’ADN PARP-1 (poly (ADP-ribose) polymerase-1). Un stress génotoxique tel qu’induisent les agents 

oxydants et alkylants conduit à une hyperstimulation de PARP-1 qui active la cystéine protéase 

calpaïne qui stimule, à son tour, la libération de AIF (apoptosis-inducing factor) à partir de la 

mitochondrie, où il transloque vers le noyau et dégrade l'ADN. L’interaction avec d’autres mécanismes 

tels que ceux des  kinases RIP et celui du PTM n’est pas clair à ce stade, mais il a été montré que la 

mort cellulaire médiée par PARP-1 peut être dépendante de RIP1 [93]. 
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D. L’activation vasculaire, l’inflammation et la réponse 

immunitaire innée et adaptative 
 

L'inflammation induite par l’IR est appelé inflammation stérile car elle se produit généralement 

en l'absence de micro-organismes. Similaire à la réponse aux agents pathogènes, l'inflammation stérile 

induite par l’IR est caractérisée par un recrutement marqué des neutrophiles et la production de 

cytokines et de chimiokines, et d'autres stimuli pro-inflammatoires.  

 

1. L’activation vasculaire 

 
Il est depuis longtemps reconnu que l'endothélium, en particulier celui qui tapisse la paroi 

microvasculaire, n'est pas simplement une interface passive entre la circulation et l'espace 

extravasculaire, mais plutôt un organe dynamique et actif qui joue un rôle crucial dans l'homéostasie 

vasculaire. L’IR produit un dysfonctionnement des grandes fonctions endothéliales, compromettant la 

régulation des propriétés de barrière vasculaires, le contrôle de l'adhérence et du trafic extra-vasculaire 

des cellules effectrices inflammatoires/immunitaires. 

Les cellules endothéliales sont disposées dans une mono-couche qui constitue une barrière efficace 

entre le sang et les tissus sous-jacents. L'intégrité de la barrière endothéliale dépend des complexes de 

jonction intercellulaire entre les cellules endothéliales adjacentes. Les complexes jonctionnels, ainsi 

que leurs liens avec les éléments du cytosquelette, sont, à leur tour, régulés par les mécanismes de 

signalisation intracellulaires sensibles à des stimuli physiologiques/pathophysiologiques, par exemple, 

les EOR, les cytokines, les médiateurs lipidiques et les protéases. L’IR provoque la dissolution des 

deux jonctions, adhérentes et serrées, qui sont des complexes de jonction endothéliales majeurs 

médiant la perméabilité paracellulaire. La libération post-ischémique de médiateurs pro-inflammatoires 

variés, en particulier ceux qui sont libérés par les leucocytes migrant et/ou adhérant incluant les EOR, 

les cytokines, les chimiokines telles que RANTES, les protéases, les facteurs de faible poids 

moléculaire (histamine, PAF et le LTB4) et les facteurs de croissance, va induire la phosphorylation 

des composants de jonction, leur internalisation et/ou leur dégradation, et donc, la dissolution de 

jonctions intercellulaires [93]. 
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2. Les TLRs et les signaux Danger 

 
La réponse inflammatoire lors des lésions ou de la mort cellulaire présente de nombreuses 

similitudes avec celle observée au cours des infections microbiennes. En particulier, les récepteurs de 

l’hôte qui interviennent dans la réponse aux micro-organismes sont impliqués dans l’activation de 

l’inflammation stérile lors de l’ischémie et de la reperfusion. Les ligands se liant aux « Tolls-Like » 

Récepteurs (TLRs) conduisent à l’activation des voies de signalisation, incluant la voie du NF-κB, des 

MAPK (mitogen-activated protein kinase) et de l’interféron de type 1, l’activation cellulaire et la 

production de cytokines pro-inflammatoire [101]. Bien que vital pour la défense de l'hôte contre les 

infections par des agents pathogènes, le système immunitaire inné peut également être activé pendant 

les conditions inflammatoires stériles telles que l’IR, où les cellules endommagées libèrent de l'ATP, 

des protéines HMGB1 (high mobility group box 1), des protéines de choc thermique, des protéines 

S100, entre autres, qui sont collectivement appelés DAMPs (damage-associated molecular patterns). 

Selon ce nouveau corpus de preuves, le système immunitaire réagit à des signaux de danger ou 

d’alarme libérés par les tissus endommagés, par opposition à la vision classique de la reconnaissance 

du non-soi. 

Ce nouveau modèle d'activation du système immunitaire a été initialement proposé et nommé 

modèle Danger par Matzinger P. [102, 103].  

Les stimulis stériles, en particulier les DAMPs, sont généralement des facteurs intracellulaires qui 

sont normalement séquestrés et de ce fait cachés de la reconnaissance du système immunitaire. 

Toutefois, lors de dommages tissulaires, les DAMPs sont libérés dans l'espace extracellulaire lorsque la 

membrane cellulaire se rompt et provoquent une réponse inflammatoire. 

La formation d’EOR, la libération et l'activation des enzymes hydrolytiques, la déstabilisation des 

membranes lysosomales et la modification des flux ioniques accompagnent la mort cellulaire 

nécrotique et conduisent à l'activation des voies inflammatoires en plus de la libération des DAMPs. 

Des travaux récents indiquent que la libération d'ATP intracellulaire par les cellules nécrotiques active 

l'inflammasome Nlrp3, qui induit à son tour l'adhésion des neutrophiles. Les gradients de chimiokines 

intravasculaires guident la migration des neutrophiles en roulement le long des veinules, à travers les 

tissus sains au site endommagé, par des formyl-peptides libérés par les cellules nécrotiques [93]. 

 

Les cellules épithéliales rénales expriment les récepteurs TLR2 et TLR4 dont l’expression est 

augmentée en réponse à l’IR [104-108]. L’activation de TLR4 peut être renforcée par le stress oxydatif, 

qui est généré par l’IR et est connu pour initier les cellules inflammatoires à réagir de façon plus 
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importante aux stimuli subséquents. Le traitement à l’H2O2 des macrophages en culture provoque de 

façon similaire une augmentation de l’expression de TLR4 à leur surface. De plus, une étude de 

patients ayant subi une greffe rénale a révélé un rôle néfaste de la signalisation de TLR4 dans la perte 

précoce du greffon. En effet, les ligands endogènes de TLR4 tels que HMGB1 et biglycan sont induits 

lors de la transplantation rénale chez l’Homme, soutenant ainsi un rôle pour TLR4 dans l’inflammation 

stérile dans le rein. Dans ce sens, une étude a montré que les reins provenant d’individus présentant une 

perte de fonction de l’allèle de TLR4 (de même qu’évalué par diminution de l’affinité de TLR4 pour 

son ligand HMGB1) présentaient des niveaux plus faibles de cytokines pro-inflammatoires en 

association avec des taux importants de reprise de fonction immédiate après transplantation.  

L’expression de TLR2 sur l’épithélium est induite par l’hypoxie ou l’inflammation. La voie de 

signalisation de TLR2 contribue au développement des lésions rénales aiguës et à l’inflammation 

durant l’ischémie et la reperfusion par des mécanismes dépendants et indépendants de MyD88, 

molécule adaptatrice impliquée dans la voie de signalisation médiée par l’IL1 [109, 110]. L’inhibition 

de TLR2 dans un modèle murin d’IR chez la souris entraîne une protection vis-à-vis des lésions 

induites par l’IR et du développement de la fibrose, contrairement aux souris avec un génotype sauvage 

[111]. Dans cette étude, les lésions rénales provoquées par la néphropathie obstructive ont conduit à 

l’activation de TLR2 entraînant une  production de chimiokines et de cytokines telles que MCP-1, IL1 

β et IL6. 

Le résultat final de l’interaction complexe entre les radicaux oxygénés réactifs, les chimiokines 

et cytokines, les facteurs du complément, les récepteurs d’adhésion, et les leucocytes est un processus 

inflammatoire qui endommage les cellules épithéliales rénales, en particulier celles du tubule proximal. 

Ces mécanismes pourraient altérer la fonction rénale au-delà des lésions associées à l’ischémie elle-

même. 

 

3. La réponse immunitaire innée 

 
Une caractéristique de l'inflammation induite par l’IR est l'infiltration des PMN 

(polymorphonuclear neutrophils) dans le tissu. Les cellules endothéliales jouent un rôle central dans ce 

processus, contrôlant un continuum complexe d'événements comprenant le recrutement local des 

leucocytes et leur activation, leur adhérence et leur passage à travers l'endothélium, suivi de leur 

extravasation à travers la paroi vasculaire. En effet, suite à l’IR les cellules endothéliales lésées libèrent 

alors des cytokines pro-inflammatoires (comme le TNFα ou l’interleukine 1 (IL1) β) et des 
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chimiokines, et augmentent l’expression des molécules d’adhérence, qui régulent le trafic des 

leucocytes circulants depuis le compartiment sanguin vers le compartiment tissulaire [112, 113]. 

Suite à une séquence d’IR, cette infiltration non spécifique des cellules de l’immunité innée telles 

que les polynucléaires neutrophiles et les monocytes se produit directement au niveau des sites 

lésionnels [114-117]. 

 

Après le « rolling » initial des leucocytes sur l’endothélium activé, leurs récepteurs interagissent 

avec les récepteurs d’adhésion présents sur les cellules endothéliales, conduisant à leur immobilisation 

sur l’endothélium et la diapédèse à travers la paroi du vaisseau (Figure 15)[118]. 

À chaque étape de ce processus, interviennent différentes molécules d’adhérence membranaire. 

Les sélectines (E- et P-sélectine) sont des glycoprotéines transmembranaires impliquées dans des 

interactions faibles entre les cellules endothéliales et leurs ligands spécifiques qui se trouvent entre 

autre à la surface des leucocytes. Ces faibles interactions, combinées au flux sanguin, résultent en un 

mouvement de roulement ou « rolling » des leucocytes à la surface de l'endothélium. Cependant, au site 

de l'inflammation, les cellules endothéliales relarguent des chimiokines. Ces molécules ont pour rôle 

d'immobiliser les leucocytes roulants et de favoriser leur traversée de l'endothélium. Pour cela elles 

activent, grâce à un signal intracellulaire, les intégrines, autres molécules d'adhérence présentes à la 

surface des leucocytes. Les β2 intégrines sont également des glycoprotéines transmembranaires 

présentes au niveau des neutrophiles, peuvent être stimulée par les EOR. Les β2-intégrines peuvent 

interagir avec les molécules présentes à la surface de l’endothélium qui font partie de la sous-famille 

des immunoglobulines, comme ICAM-1 et VCAM, auxquelles s’ajoute PECAM-1 (Platelet-endothelial 

cell adhesion molecule-1) au moment de la diapédèse [96]. Les études sur le foie, le cerveau, le 

myocarde et les reins montrent qu’ICAM1 est surexprimé lors des lésions d’IR et que les anticorps 

contre ICAM1 empêchent les dommages tissulaires et protègent la fonction de l’organe. De plus, chez 

le rat, l’inhibition de l’expression d’ICAM1 avec un désoxynucléotides antisens protège contre les 

lésions d’IR rénales [69]. Cette interaction plus forte va ainsi provoquer une immobilisation totale du 

leucocyte. En se déformant, celui-ci migre vers le tissu en passant entre les cellules endothéliales. Il 

s’agit un phénomène complexe dans lequel intervient la séparation des ponts unissant les cadhérines, au 

niveau des jonctions serrées. 
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Figure 15 :  Représentation schématique des étapes de recrutement, d’adhésion et de diapédèse des 

leucocytes au niveau de l’endothélium vasculaire [119]. 

 

          Suite à leur extravasation à travers la paroi vasculaire, les PMNs participent à l’élimination des 

débris cellulaires par phagocytose et entraînent la production d’un arsenal de composés capables 

d’induire des dommages cellulaires tel que des enzymes protéolytiques, l’anion superoxyde, la 

myéloperoxydase, ainsi que des chimiokines et des cytokines pro-inflammatoires. La meilleure preuve 

du rôle de ces phagocytes inflammatoires dans l’IR provient d'études utilisant des stratégies 

d'épuisement des neutrophiles ou de prévention de leur adhésion à l'endothélium, par l'utilisation 

d'anticorps immunoneutralisants dirigés contre les molécules d'adhésion ou de souris génétiquement 

déficientes en molécules d'adhésion [120]. Bien que la primauté des neutrophiles dans le processus soit 

actuellement le point de vue consensuel, des études récentes ont souligné le rôle potentiel jusqu'ici 

sous-estimé des autres cellules inflammatoires telles que les macrophages, les lymphocytes, les 

mastocytes et les plaquettes dans la modulation du recrutement des neutrophiles et leur traitement. 

L’extravasation des leucocytes adhérents à travers la paroi vasculaire est moins bien comprise et est, 

actuellement, l'objet de recherche intense [121]. La diapédèse peut se produire par le mouvement 
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paracellulaire entre les cellules endothéliales adjacentes ou par le mouvement transcellulaire à travers 

les cellules endothéliales individuels [122]. Dès l'adhésion, le leucocyte modifie sa morphologie, 

évoluant d’une morphologie sphérique à aplatie (ce qui permet à la cellule adhérente à mieux résister 

aux effets anti-adhésion imposés par le flux sanguin), subissant une polarisation directionnelle, avec 

une redistribution de la signalisation, de l'adhésion, du cytosquelette et des protéines des récepteurs 

vers un bord d'attaque à partir duquel s'étendent les processus, obligeant les leucocytes à «ramper» le 

long de l'endothélium vers des sites qui permettent la diapédèse. Des travaux récents ont montré que les 

péricytes et les protéines jonctionnelles, JAM-A, JAM-C, et PECAM-1, facilitent la migration des 

neutrophiles in vivo [121-124]. De plus, un facteur déterminant d'un site approprié pour l'infiltration 

des neutrophiles peut être un gradient de signaux chimiotactiques provenant de cellules endommagées 

et mourantes qui servent de guide pour permettre le recrutement intravasculaire des leucocytes 

strictement aux foyers de la lésion avant qu'ils ne soient autorisés à la diapédèse [125]. Une fois 

recrutée au niveau du tissu, les PMN sécrètent un grand nombre de facteurs connus pour contribuer à 

une lésion tissulaire. Ceci inclus des EOR (le superoxyde, le peroxyde d'hydrogène et l'acide 

hypochloreux), des cytokines, des chimiokines et comme l'IL-1, l’IL-6, l’IL-12, l’IFNγ, le TNFα et des 

« monocyte chemotactic protein-1 » (MCP-1), les protéases, par exemple, l'élastase et la collagénase et 

des médiateurs lipidiques tels que LTB4 [93, 126]. 

Les macrophages sont attirés par les facteurs chimiotactiques sécrétés par les neutrophiles ou 

l’endothélium, entraînant leur recrutement précoce sur le site lésé où ils vont phagocyter les débris 

cellulaires et les neutrophiles sénescents [127]. Ces cellules, qui expriment ED1, sont également 

attirées par MCP-1 produit par les cellules épithéliales rénales endommagées [128]. Les macrophages 

peuvent également sécréter des cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL1, IL6) responsables de 

l’augmentation des neutrophiles recrutés et de l’induction des processus apoptotiques. Néanmoins, les 

macrophages semblent avoir un double rôle : certaines études mettent en évidence leur rôle dans le 

développement de la fibrose rénale, alors que d’autres montrent qu’ils interviennent dans la phase de 

réparation rénale [129, 130]. 

 

4. La réponse immunitaire adaptative 

 
L’ischémie et la reperfusion provoquent une forte réponse immunitaire adaptative impliquant le 

recrutement précoce sur le site tissulaire lésé des lymphocytes T [131-133], des lymphocytes NKT 

(Natural Killer T) ou encore des cellules dendritiques résidentes qui sont la principale source de TNFα 

suite à une phase d’IR [69, 117, 134, 135]. Les mécanismes par lesquels les cellules T antigène-

spécifiques sont activées lors de l'inflammation stérile ne sont pas bien compris, mais de nouvelles 
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données indiquent une contribution à la fois des mécanismes d’activation spécifiques de l'antigène et de 

ceux indépendants de l'antigène. Plusieurs études ont montré que les lymphocytes T s'accumulent 

pendant l'ischémie et la reperfusion. Par exemple, les cellules T sont localisées à la zone limite de 

l’infarctus dans les 24h après reperfusion du cerveau ischémié. Elles s’accumulent entre 3 et 7 jours 

après la reperfusion puis leur nombre diminuent après 14 jours [136]. Suite à l’exposition à l’IR des 

cellules présentatrices d’antigène tels que les cellules dendritiques matures ou des macrophages, les 

lymphocytes T vont être stimulés par l’intermédiaire du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de 

classe 2 et de signaux de co-stimulation délivrés à la cellule T par ces cellules. La stimulation des 

lymphocytes T va conduire à une phase d’expansion clonale et à leur différenciation par les 

lymphocytes T helper 1 (Th1) et T helper 2 (Th2). Les lymphocytes Th1 entraînent la mise en place 

d’une immunité à médiation cellulaire qui est associée à l’activation des monocytes/macrophages, des 

cellules NK et des lymphocytes T CD8 cytotoxiques. Tandis que les lymphocytes Th2 conduisent à la 

mise en place d’une immunité à médiation humorale, favorisant la production d’anticorps spécifiques. 

Les cellules Th1 sécrètent des cytokines pro-inflammatoires, par exemple, IL-2, IL-12, IFNγ, TNFα, 

alors que les cellules Th2 sécrètent principalement des cytokines anti-inflammatoires (IL-4, IL-5, IL-10 

et IL-13). Des études récentes chez des souris knock-out (KO) soumis à l'IR ont démontré le rôle 

délétère et protecteur des phénotypes de Th2 médié par Stat 6 et de Th1 médié par Stat 4. Bien qu'une 

hypothèse raisonnable est que l'équilibre relatif des cellules Th1/Th 2 sous-tend la pathogenèse des 

lésions d'IR, les rôles spécifiques des phénotypes endogènes Th1 et Th2 dans les lésions d’IR médié 

par les cellules T sont actuellement inconnus [93]. Les études sur des lignées de souris déficientes en 

population spécifique de lymphocytes ont montré que les cellules T, qu’elles soient CD8+ ou CD4+, 

jouent un rôle néfaste dans l’ischémie et la reperfusion du rein [137]. De plus, des souris KO en 

lymphocytes T CD4+ sont protégées après une ischémie rénale aiguë, tandis que les souris KO en 

lymphocytes T CD8+ ne le sont pas [138]. Les lymphocytes T CD4 + favorisent les lésions d’IR en 

augmentant le recrutement des neutrophiles et leur adhérence. La carence en lymphocytes T CD4+, par 

des stratégies de déplétion pharmacologiques, génétiques ou via des anticorps, résulte en la réduction 

du recrutement des neutrophiles et de l’association des lésions après l’IR. Le recrutement des 

neutrophiles médié par les cellules T a été attribué à la sécrétion d'IL-17 par lymphocytes T; mais 

d'autres facteurs dérivés des lymphocytes T, par exemple l’IL-1 ou le TNFα, jouent probablement aussi 

un rôle. La preuve d'un rôle indépendant des lymphocytes T dans les lésions d’IR a également été 

obtenue [93]. 

Ce mécanisme est incertain mais il a été attribué à l'engagement de molécules costimulatrices CD28 

et B7, et à la sécrétion d'IFNγ. De plus, les cellules T régulatrices ou lymphocytes T CD4+-CD25+ 
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semblent aussi avoir un rôle dans l’IR, cette fois au niveau de la protection. Les cellules T régulatrices 

interviennent dans la prévention de l’auto-immunité, ainsi que dans la modulation des réponses 

immunitaires allogéniques lors de l’induction de la tolérance dans le cadre de la transplantation 

d’organes [139, 140]. En général, les actions de recrutement et de réparation des cellules Treg 

commencent 3-7 jours après l'agression [141-144]. La sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire IL-

10, semble servir de médiateur au moins en partie des effets protecteurs de cellules Treg [93, 141-144]. 

Des stratégies visant à améliorer la fonction des cellules T régulatrices suite à une séquence d’IR  

pourraient impliquer une stimulation de l’expression de FoxP3 (Forkhead Box P3), le facteur de 

transcription clef pour la différenciation des cellules T régulatrices. Des études antérieures ont montré 

que les niveaux de Foxp3 sont soumis à la régulation épigénétique [145]. En effet, les inhibiteurs 

pharmacologiques des histones/protéines déacetylases sont efficaces dans le traitement des maladies 

intestinales inflammatoires induites expérimentalement et dans l'amélioration de la survie du greffon 

cardiaque et de la transplantation d'îlots dans des modèles de souris grâce à une augmentation du 

nombre et de la fonction des cellules Treg [146]. Cependant, le rôle de ces cellules est mal connu 

concernant la transplantation d’organes solides. Une corrélation entre les lymphocytes T régulateurs et 

la survie des reins allo-greffés a été décrite [147]. A l’inverse, une étude récente a démontré une 

corrélation entre l’apparition de tubulite et de fibrose tubulo-interstitielle et la présence de cellules 

FoxP3 positives dans le greffon de patients allo-greffés ayant un antécédent de rejet aigu [148]. 
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E. La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) et la 

fibrose tubulo-interstitielle 
 

Les conséquences à long terme de l’IR sont intimement liées à la capacité de l’organe à réparer les 

lésions subies pendant la phase aigüe de ce processus. Comme décrit plus haut, un processus chronique 

de réponse immunitaire peut prendre place. Ce phénomène, ajouté à d’autres phénomènes lésionnels 

prenant place dans le greffon en souffrance chronique, dont certains restent à définir en détail, mène au 

développement de fibrose interstitielle, cicatrice prenant la place du tissu fonctionnel et diminuant la 

capacité de l’organe à remplir ses fonctions. En effet, la réparation d’un tissu à la suite d’une agression 

immunologique, infectieuse ou mécanique, est un processus fondamental permettant le renouvellement 

des cellules mortes ou altérées et in fine la conservation de la fonction de l’organe. Le processus de 

cicatrisation mis en place peut aboutir soit à la restitution ad integrum du tissu altéré, soit à la fibrose 

qui correspond à la production en excès de tissu conjonctif qui va alors progressivement remplacer le 

tissu originel et aboutir à une dysfonction d’organe. La fibrose peut se développer au niveau tubulo-

interstitiel, glomérulaire et vasculaire. 

 

  « Les processus aboutissant à la fibrose d’un organe sont éminemment complexes, mais il est 

admis que les myofibroblastes y jouent un rôle central. Ces cellules sont souvent définies comme des 

fibroblastes « activés », c’est-à-dire exprimant l’actine de muscle lisse (α-SMA), synthétisant le 

transcrit ED-A de la fibronectine et ayant développé des complexes d’adhésion focale très structurés 

leur permettant de se contracter et de migrer [149, 150]. Sous la pression des médiateurs de 

l’inflammation produits lors de l’agression tissulaire, ces myofibroblastes vont migrer sur le site de 

l’agression, synthétiser de la matrice extracellulaire et induire une contraction de la zone tissulaire 

altérée. Cette contraction, permise par l’existence de fibres de stress d’actines et d’α-SMA qui ont 

développé des contacts avec les protéines de la matrice extracellulaire, va permettre le rapprochement 

des zones saines. Les cellules épithéliales au contact de ces zones vont alors proliférer et migrer afin de 

régénérer le tissu altéré. Si l’agression persiste, l’inflammation chronique et les phases de réparation 

répétées vont aboutir à l’accumulation excessive de composants de la matrice extracellulaire (acide 

hyaluronique, fibronectine, collagènes interstitiels, protéoglycans) et constituer une cicatrice 

permanente. » [151]. 
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1. La transition épithélio-mésenchymateuse ou dédifférenciation cellulaire 

 
« Les cellules épithéliales sont intimement jointes entre elles par des structures membranaires 

hautement spécialisées, jonctions serrées, jonctions adhérentes ou desmosomes par exemple, formant 

ainsi des couches cellulaires. Elles sont caractérisées par une polarisation apico-basale, une répartition 

localisée des molécules d’adhésion (intégrines et cadherines), une latéralisation des jonctions 

intercellulaires, une polarisation des filaments d’actine et reposent sur une lame basale au pôle basal 

des cellules. Les cellules mésenchymateuses, au contraire, ne forment pas de couches organisées et 

n’ont pas de polarisation apico-basale. Ces cellules n’ont que de rares contacts focaux avec les autres 

cellules et ne reposent pas sur une lame basale» [151]. 

 

La TEM se caractérise par un processus dynamique lors duquel les cellules perdent leurs 

caractéristiques épithéliales pour acquérir des propriétés mésenchymateuses, requérant des 

modifications architecturales et fonctionnelles complexes. Puis, les cellules mésenchymateuses 

deviennent des myofibroblastes ayant des capacités migratoires et capables de sécréter des molécules 

de la matrice extracellulaire (MEC), servant de support à l’épithélium en reconstruction. La migration 

nécessite notamment la sécrétion d’enzymes protéolytiques qui vont détruire la MEC afin d’envahir 

l’interstitium (Figure 16). 

 

Figure 16 : Schéma représentant les principales étapes de la TEM [151]. 
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1.4.    Les principales étapes de la transition épithélio-mésenchymateuse 

 

Le processus dynamique de transition d’un phénotype épithélial à un phénotype mésenchymateux 

est bien défini actuellement, in vitro et in vivo, et est caractérisé par une succession de 4 étapes clés 

[151-153]. 

 

Sous l’effet d’un stress environnemental (ischémie, inflammation, etc.), les cellules épithéliales 

tubulaires perdent leurs caractéristiques phénotypiques et morphologiques pour acquérir les 

caractéristiques des cellules mésenchymateuses. Ce changement de caractéristiques débute par la 

diminution de l’expression d’E-cadhérine ou de ZO-1, ce qui provoque une déstabilisation de l’intégrité 

de l’endothélium et une perte des adhésions intercellulaires. La perte d’E-cadhérine libère la β-caténine 

dans le cytoplasme qui à son tour favorise la transcription de gènes impliqués dans la TEM. Ensuite 

survient la réorganisation du cytosquelette d’actine liée à la répression de gènes nécessaires au  

maintien du phénotype épithélial et à l’activation de gènes nécessaires à la mise en place du phénotype 

mésenchymateux avec la synthèse d’α-SMA et de S100A4, aussi connus sous le nom de FSP-1 (pour 

fibroblast transcription site 1). De plus, les filaments intermédiaires des cellules passent d’un réseau 

riche en cytokératine connecté aux jonctions d’adhérence et aux hémidesmosomes, à un réseau riche en 

vimentine connecté aux points focaux d’adhérence [154]. La vimentine, filament intermédiaire de type 

III, est un constituant du cytosquelette. Bien que la plupart des filaments intermédiaires soient des 

structures stables, la vimentine est une structure dynamique dans les fibroblastes. Elle est normalement 

exprimée par les cellules ayant une origine mésenchymateuse. Cette protéine est fortement exprimée 

lors de la TEM, ce qui soutient l’implication des cellules mésenchymateuses dans le développement de 

la fibrose rénale [155, 156]. 

L’augmentation d’α-SMA donne à la cellule mésenchymateuse des propriétés contractiles qui lui 

permettent de migrer, devenant alors un myofibroblaste. Les myofibroblastes sécrètent des 

métalloprotéases matricielles, MMP-2 et MMP-9, dont l’activité est régulée par des inhibiteurs 

endogènes TIMPs (Tissue inhibitors of metalloproteases) et par l’inhibiteur de l’activateur du 

plasminogène PAI-1 (Plasminogen activator inhibitor -1). La migration des cellules à travers la 

membrane basale tubulaire est favorisée par l’augmentation de l’expression des MMPs qui vont digérer 

ces principaux constituants : le collagène IV et la laminine. L’altération de la membrane basale 

tubulaire par les MMPs facilite la migration des myofibroblastes dans l’interstitium qui sont devenus 

capables de synthétiser des constituants de la MEC : fibronectine, collagènes I et III.  
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Les cellules mésenchymateuses ont un rôle central dans le contrôle de la dégradation et de la 

réparation des tissus lésés et sont étroitement régulées par les facteurs de croissance et les cytokines. 

Une inflammation prolongée dans l’interstitium va conduire à l’obtention d’un milieu favorable à 

l’accumulation des myofibroblastes et la production excessive de molécules de la matrice 

extracellulaire, aboutissant progressivement à la formation de fibrose interstitielle. 

 

1.5.    Initiation de la TEM  

 

L’inflammation joue un rôle important dans l’initiation de la fibrose rénale. En réponse à une 

agression, les cellules rénales lésées produisent des cytokines pro-inflammatoires et des chimiokines 

qui vont initier et guider la migration des cellules inflammatoires sanguines circulantes vers l’espace 

interstitiel rénal [157]. Les polynucléaires neutrophiles sont les premières cellules recrutées au niveau 

du rein lésé suivies par les monocytes/macrophages et les lymphocytes [158]. 

Les cellules épithéliales et endothéliales sécrètent également des facteurs de croissance, des 

cytokines et des chimiokines tel que MCP-1 (Monocyte chemotactic protein-1) qui vont stimuler le 

recrutement des leucocytes à partir du compartiment sanguin.  

L’hypoxie des tissus et l’activation chronique de la voie de l’ « hypoxia inducible factor » (HIF) a 

également été mise en cause dans l’activation de la TEM, notamment à travers une activation dérégulée 

de la réponse à l’hypoxie. L’hypoxie chronique peu découler de la perte chronique d’une oxygénation 

correcte des tissus, de part le développement local de l’inflammation, de la déstabilisation des tissus de 

soutiens et des capillaires locaux, d’un œdème, etc. Elle est également entretenue par l’avancée de la 

fibrose. Une présentation détaillée de la voie du HIF et de son double aspect aiguë/chronique est 

présentée en discussion. 

 

1.6.    Régulation transcriptionnelle de la TEM 

 

Sous l’effet de nombreux facteurs pro-fibrosants comme le « Transforming Growth Factor β » 

(TGF-β), CTGF (Connective Tissue Growth Factor), le facteur de croissance dérivé des plaquettes 

(PDGF) et des agents vasomoteurs tels qu’endothéline-1, les protéines de la MEC sont synthétisées en 

grande quantité par les myofibroblastes puis libérées dans l’interstitium. 

 

Dans le milieu extracellulaire, plusieurs facteurs de croissance sont impliqués, qui agissent seuls 

ou en combinaison, tels que le TGF-β, qui est sans aucun doute le médiateur essentiel dans le processus 
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de TEM, capable d’induire à lui seul l’ensemble des altérations observées, l’EGF (Epidermal growth 

factor), l’IGF-2 (Insulin-like gowth factor-2), et le FGF-2 (Fibroblast growth factor-2), agents qui 

favorisent la transition, et le Bone Morphogenetic Protein 7 (BMP-7), qui s’y oppose [149] (Figure 17). 

« Ces cytokines sont naturellement présentes dans le milieu extracellulaire, mais à des concentrations 

qui sont dépendantes de l’infiltrat inflammatoire local, du degré d’ischémie tissulaire, ou encore de la 

présence d’agents toxiques. Elles sont de plus facilitées ou empêchées par des peptides extracellulaires 

qui modifient leur affinité pour leurs récepteurs spécifiques [159]. Par exemple, le peptide CTGF 

potentialise la fixation du TGF-β sur son récepteur, et empêche le BMP-7 d’activer le sien [160]. À 

l’inverse la Kielin/chordin like protein (KCP) potentialise l’effet du BMP-7 [161]» [162]. 

Les récepteurs transmembranaires de ces cytokines sont couplés à des kinases qui vont réguler 

l’activité de facteurs de transcription. Ainsi la fixation du TGF-β sur son récepteur active la 

phosphorylation de Smad2 et Smad3 (dans le rein le rôle de Smad3 est particulièrement important pour 

l’induction de la TEM), l’assemblage avec Smad4, la migration du complexe dans le noyau et 

l’induction de la transcription des gènes impliqués dans la TEM [163]. 

Le TGF-β active aussi Snail, protéine « à doigt de zinc » capable de réprimer la transcription 

des gènes codant pour des protéines assurant les jonctions cellule-cellule tel que ZO-1, et E-cadhérine, 

une molécule d’adhésion engagée dans les jonctions serrées entre les cellules épithéliales. Ceci a pour 

effet non seulement un relâchement de l’adhésion inter-cellulaire, mais aussi une libération d’autres 

protéines de ces liaisons, tel que la β-caténine, qui peuvent ensuite agir dans le cytoplasme comme co-

facteur de transcription et participer à la promotion de la transcription de gènes « mésenchymateux», 

tels que la vimentine ou S100A4. Le TGF-β active enfin des voies de signalisation Smad-

indépendantes impliquées dans la TEM, tel que les petites protéines GTPases (Rho, Rac et cdc42), la 

voie des MAPKinases et notamment les c-jun-N terminal kinases, qui sont toutes deux impliquées dans 

la réorganisation du cytosquelette d’actine et la plasticité cellulaire, ou bien la voie PI3K/Akt qui va 

inhiber la glycogène-synthase kinase 3 (GSK3β) et activer la voie Wnt. 

Les intégrines, composées d’une sous-unité α et d’une sous-unité β, sont des récepteurs 

localisés à la surface des cellules pouvant être activés par les molécules de la MEC. Ces récepteurs 

permettent une liaison et une communication entre les cellules et la MEC. En effet, suite à leur 

activation, ces récepteurs sont capables de transduire des signaux entre la MEC et l’intérieur de la 

cellule, avec en particulier l’activation par phosphorylation d’ILK (Integrin-linked kinase) et Src qui 

vont respectivement activer le facteur de transcription Snail et la protéine FAK (Focal adhesion 

kinase). 
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Un autre acteur de la TEM est la protéine liant le calcium S100A4. S100A4 est présente de manière 

sélective dans les fibroblastes produits au cours de la TEM [164] et son expression est corrélée à 

l’existence d’une TEM et d’une fibrose tissulaire. S100A4 a été observée dans l’épithélium tubulaire, 

dans un modèle de fibrose rénale induite par ligature unilatérale de l’uretère chez la souris [165]. La 

délétion de S100A4 inhibe la TEM induite par le TGF-β et les niveaux d’expression des transcrits de 

S100A4 sont inversement corrélés à ceux de la E-cadhérine.S100A4 est impliquée dans l’acquisition de 

propriétés motiles et de la modification de la plasticité cellulaire en agissant sur la régulation du 

calcique intracellulaire et sur la réorganisation du cytosquelette d’actine.  

 

 

 

 

Figure 17 : Voies de signalisation principales impliquées dans la TEM [151]. 
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« Dans le noyau, c’est donc un véritable transcriptome qui engage le processus de TEM. Ce 

transcriptome est activé par des complexes protéiques capables de réprimer les gènes codant pour des 

protéines participant aux fonctions épithéliales, et d’en activer d’autres codant pour des protéines dont 

l’expression est plus caractéristique des fibroblastes. Très en aval, lorsque le complexe CBF-A/KAP-1 

reconnaît sur de nombreux promoteurs les sites S100A4, il s’ensuit un remodelage de la chromatine qui 

facilite globalement le phénomène de TEM. 

La durée de cette interruption, et sa réversibilité dans le temps, font probablement la différence 

entre un processus physiologique de réparation et un processus pathologique de fibrogenèse » [162]. 

 

1.7.     Les myofibroblastes  

 

Les différentes cytokines libérées durant l’inflammation induisent la prolifération des 

fibroblastes interstitiels et l’apparition des myofibroblastes qui sont les acteurs majeurs dans le 

développement et le maintien du processus de cicatrisation impliquant la synthèse de composants de la 

MEC. Au niveau rénal, il est maintenant admis que la population de fibroblastes qui participe à la 

fibrose rénale est une population hétérogène constituée d’une proportion variable de fibroblastes 

résiduels activés, de fibroblastes issus de la TEM et de fibroblastes provenant de cellules médullaires 

pluripotentes.  

 

Lors des processus de réparation et de cicatrisation suite à un traumatisme ou une lésion, les 

fibroblastes du tissu interstitiel s’activent, se multiplient et se transforment en myofibroblastes. Les 

myofibroblastes sont des cellules mésenchymateuses qui combinent les caractéristiques des fibroblastes 

et celles des cellules musculaires lisses; et expriment l’actine musculaire lisse–α [166]. Ce changement 

phénotypique se manifeste en particulier par le développement de capacités de sécrétion permettant la 

production abondante de diverses molécules de la MEC en reconstruction, qui va servir de substrat 

physique pour l’épithélium en régénération [167, 168]. La MEC est une structure complexe constituée 

de molécules de collagène, de glycoprotéines et de protéoglycanes. Les glycoprotéines sécrétées en 

majorité par les myofibroblastes sont des laminines telles que la fibronectine et la ténacine. Les 

myofibroblastes peuvent également sécréter des composants de la lame basale tels que le perlecan, le 

collagène de type IV, mais aussi des composés tels que l’acide hyaluronique ou l’élastine.  
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1.8.     Contrôle de la TEM  

 

Dans les tissus normaux, l’homéostasie de la MEC est fortement régulée grâce à un équilibre entre 

sa production par les myofibroblastes et sa dégradation. L’accumulation excessive de MEC, que l’on 

retrouve dans les reins fibrosés, est donc le résultat d’un déséquilibre qui met en jeu à la fois une 

surproduction des composants de la MEC, mais également un défaut de sa dégradation. En effet, la 

MEC et la lame basale peuvent être dégradés par des MMPs, une famille d'enzyme de la classe des 

peptidases, sécrétées en partie par les myofibroblastes [168, 169]. Les MMPs sont des endopeptidases 

zinc-dépendantes classées en 6 sous-groupes en fonction de leur substrat et de leur structure. Les 

MMPs  interviennent dans le développement des tissus, et dans leur entretien ou leur réparation, en 

augmentant la biodisponibilité de certains facteurs de croissance qui sont soit emprisonnés dans la 

MEC soit qui nécessitent un clivage protéolytique pour être activés comme l’IGF. Ces protéines sont 

généralement sécrétées sous forme de pro-MMP et nécessitent pour être activées un clivage par la 

plasmine ou par d’autres MMPs (Figure 18) [170]. Elles peuvent également cliver des composants 

autres que ceux de la MEC, tels que des molécules d’adhérence cellulaire (cadhérines et intégrines) et 

certains facteurs de croissance et leurs récepteurs (TGFα, FGF-R1). Les inhibiteurs tissulaire des 

protéases de la matrice (TIMPs), également sécrétés pas les myofibroblastes, sont les inhibiteurs 

endogènes spécifiques qui lient et inhibent les MMPs, entraînant la diminution du taux de dégradation 

de la MEC. In vitro, TIMP-1 est inhibé par TGF-β, alors que TIMP-2 est surexprimé en présence de 

TGF-β, contribuant à l’accumulation de la MEC [171].  

Lors du processus de réparation, des composants de la famille des sérines protéases, qui font partie 

des enzymes proétolityques, sont également impliquées dans le remodelage de la MEC. Effectivement, 

le tPA (Tissue-type plasminogen activator) et l’u-PA (Urokinase-type plasminogen activator) jouent 

des rôles importants dans le maintien de la balance entre la production et la dégradation de la MEC, par 

clivage du plasminogène en sa forme active, la plasmine [172], favorisant ainsi la fibrinolyse et la 

protéolyse ainsi que l’activation d’autres MMPs clivant la plupart des protéines de la MEC [173, 174]. 

La plasmine a pour propriété de dégrader les composants de la MEC, mais pourrait aussi amplifier le 

potentiel protéolytique par activation des MMPs. Les protéines PAI-1 et PAI-2 ont un rôle pro-

fibrotique [172]. En effet, elles régulent la génération de la plasmine, en inhibant spécifiquement les 

protéines tPA et u-PA impliquées dans les processus de fibrinolyse et de protéolyse, favorisant ainsi 

l’accumulation de MEC. 
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Figure 18 : Contrôle de l’activité des MMPs tissulaires effectif sur trois niveaux. 1. Leur expression 

est stimulée par l’étirement, des peptides ou certaines cytokines. 2. Leur activation est induite par 

d’autres MMPs ou par la plasmine. 3. Leur activité peut être inhibée par des TIMP [175]. 

 

1.9.     Inhibiteur de la TEM 

 

L’ « hepatocyte growth factor », HGF, a des propriétés antifibrotiques reconnues in vitro et in 

vivo. L’HGF va bloquer l’induction de la TEM tubulaire induite par le TGF-β par l’induction 

transcriptionnelle de SnoN (Sloan- Kettering Institute proto-oncogene (Ski)-related novel gene, non-

Alu containing). SnoN va interférer avec la signalisation du TGF-β en induisant avec Smad2 un 

complexe incapable d’induire la transcription des gènes Smad-dépendants impliqués dans la TEM. 

BMP-7 (Bone Morphogenic Protein 7) peut également contrer la signalisation du TGF-β, son 

action profibrotique et inductrice de TEM. En effet, en se liant aux récepteurs ALK3/6, il active Smad1 

et Smad5 qui appartiennent au groupe des Smads « inhibitrices ». Smad1 et 5 vont alors se lier à Smad4 

puis le complexe va migrer dans le noyau de la cellule et induire l’expression transcriptionnelle de la E-

cadhérine ainsi que la restauration d’un phénotype épithélial.  

« L’activation de la voie phosphatidylinositol 3-kinase et Akt par le TGF-β induit l’activation de 

mTOR (mamalian Target Of Rapamycin) et la phosphorylation de la S6 kinase 1 et de 4E-binding 

protein 1, induisant une augmentation de la taille des cellules et de leur contenu en protéines. La 

rapamycine, en inhibant mTOR, ne modifie pas le phénotype cellulaire induit par le TGF-β (diminution 
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d’expression de l’E-cadhérine, formation de fibres de stress d’actine et synthèse de fibronectine) mais 

réduit significativement le potentiel migratoire et d’invasion des cellules. » [151]. 

 

2. La fibrose tubulo-interstitielle 

 
La fibrose interstitielle est définie par l’accumulation en excès de la MEC, suite à une inflammation 

chronique, à l’activation prolongée de la TEM, ou à l’activation des fibroblastes de soutient présentent 

dans le parenchyme au niveau des glomérules, du mésangium et de l’interstitium rénales. La fibrose est 

à l’origine d’une perte progressive de fonction de l’organe devenant à long terme non fonctionnel. La 

matrice fabriquée en excès y est déposée par des fibroblastes interstitiels activés ou «myofibroblastes», 

après une agression de nature par exemple toxique, infectieuse, ou encore inflammatoire au sens large 

[153, 176]. 

La fibrose associée aux atteintes rénales chroniques, notamment à la néphropathie chronique de 

l’allogreffe [177, 178], est corrélée à l’expression des protéines S100A4 [155, 177, 179], α-SMA et 

vimentine. 

 Le développement de la fibrose étant le point final d’un grand nombre de voies lésionnelles 

pouvant prendre place pendant la phase chronique de la transplantation, elle est un marqueur de 

premier plan dans l’analyse du comportement à long terme des greffes, notamment pour évaluer la 

qualité des greffons et l’impact des conditions de préservation sur l’intégrité des tissus. 

 

 

 

 Les lésions d’IR présentent ainsi un ensemble physiopathologique d’un haut niveau de 

complexité, regroupant des voies de signalisations allant de la cellule à l’organisme entier, 

certaines d’entre elles n’existant encore qu’à l’état d’hypothèse et nécessitant des études 

approfondies afin de déterminer leur place dans la chronologie des lésions. 

 De la cellule qui résiste aux stress en engageant des voies de survie et qui met en place, si 

celles-ci échouent, des signaux extracellulaires mobilisant les ressources de l’organe entier. Du 

réseau vasculaire de ce dernier qui va organiser la réponse immunitaire, normalement bénéfique 

pour son rôle de réparation et régénération, mais qui dans un contexte de lésion d’IR extrême va 

conduire à des voies destructrices pour le parenchyme, la physiopathologie de l’IR engage la 

totalité des ressources de l’organe ainsi que les défenses de l’organisme receveur. Dans un 

contexte de transplantation, où l’organe est reconnu comme non-soi, une activation trop 

importante du système immunitaire aura des conséquences désastreuses sur le devenir de 
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l’organe. Même dans un contexte de transplantation autologue, comme nous allons le voir lors 

des expériences menées au laboratoire dans notre modèle de transplantation rénale chez le porc, 

les lésions d’IR impactent le devenir du rein, soulignant le rôle de ces lésions dans l’altération de 

la tolérance. 

Trouver de nouvelles méthodes de conservation, adaptées à l’état de fragilité de l’organe et 

permettant de diminuer au maximum les lésions d’IR afin de donner aux organes des fondations 

solides sur lesquelles construire son devenir à long terme, est un objectif de première importance 

pour l’amélioration du taux de réussite des transplantations, l’extension du pool des donneurs, et 

le bien être des patients. 
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IV.  OBJECTIFS 
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La stratégie de conservation en hypoxie à 4°C paraissait suffisante, auparavant, lorsque les organes 

utilisés pour la transplantation étaient choisis selon des critères de qualité restreints. Cependant, cette 

méthode de conservation est actuellement remise en question du fait de l’utilisation de plus en plus 

fréquente d’organes  « marginaux » (critères élargis) pour lesquels ce type de conservation ne semble 

pas adéquat du fait de leur sensibilité plus importante au syndrome d’IR.  

Mon travail de thèse a consisté à identifier de nouvelles conditions de préservation des greffons, 

afin de limiter les lésions d’IR, en modulant la température de conservation ou par ajout d’un 

transporteur naturel d’oxygène. A cette fin, nous avons utilisé deux modèles. Un modèle in vitro de 

cellules endothéliales rénales soit porcines, pour la première partie de ce travail, soit humaines, pour la 

deuxième partie. Ce modèle est un modèle pertinent car les cellules endothéliales sont la première cible 

des lésions d’IR. Puis, un modèle in vivo d’autotransplantation rénale chez le porc qui permet de 

s’affranchir des réponses allo-immunes pour cibler uniquement les lésions liées aux syndromes d’IR. 

Nous nous sommes tournés vers un modèle porcin car c’est une espèce qui fournit un degré élevé de 

pertinence clinique à nos données puisque son génome est proche de celui de l’Homme, et en 

particulier car ses reins présentent un système élaboré d'artères segmentaires et inter lobulaires 

fournissant des lobes rénaux nombreux (multilobulaire)[66, 180, 181], une caractéristique partagée 

avec les humains et les mammifères supérieurs, mais absents chez les rongeurs et les chiens, ce qui 

rend les modèles porcins très proche de la condition humaine. 

 

Le premier objectif de ce projet a consisté à étudier l’impact de différentes températures lors de la 

conservation de cellules endothéliales rénales porcine sur les lésions d’IR. Nous nous sommes plus 

particulièrement intéressés à  la mortalité et l’intégrité cellulaire, l’activité métabolique, le stress 

oxydant, les voies de l’hypoxie et l’inflammation. Nous avons également étudié deux de ces 

températures lors de la conservation ex vivo de reins de porc afin d’observer l’effet de celles-ci dans 

l’organe entier. 
Le deuxième objectif de ce projet a consisté à évaluer les effets d’un nouveau transporteur 

d’oxygène, une hémoglobine extracellulaire de ver marin (M101), en tant qu’additif aux solutions de 

conservation dans la transplantation d’organe et notamment rénale. Pour cela nous avons tout d’abord 

caractérisé les propriétés de cette molécule. Puis, nous avons déterminé ses effets sur la viabilité et 

l’activité métabolique cellulaire dans un modèle in vitro de cellules épithéliales de tubes contournés 

proximaux de rein de porc (LLC-PK1). Enfin, nous avons évalué ces effets sur la conservation de rein 

de porc autogreffé par mesure de la fonction rénale et de l’intensité des lésions suite à une séquence 

d’IR.   
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Le troisième objectif a été de caractériser le mécanisme à l’origine de l’efficacité de M101 parmi 

les trois mécanismes de la molécule qui sont l’effet grosse molécule, l’activité anti-oxydante et 

l’activité transporteur d’oxygène; par une analyse de la viabilité et l’intégrité cellulaire, et de l’activité 

métabolique. 

 

Les travaux sur la modulation des températures et sur l’ajout de M101 ont été divisés en deux 

parties pour faciliter la compréhension de ce mémoire. La première partie relate les effets entraînés par 

la modulation de la température pendant la conservation tandis que la deuxième partie est une analyse 

des effets de l’ajout de M101 lors de la conservation. 
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V.  MATERIELS ET 

METHODES 
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A.  METHODES RELATIVES A LA CULTURE 
PRIMAIRE DE CELLULES ENDOTHELIALES 

 

 

1. Modèles d’études 

 

Pour les travaux de l’étude sur les températures, nous nous sommes orientés vers un modèle 

d’étude in vitro de culture primaire de cellules endothéliales microvasculaires, isolées au laboratoire à 

partir de rein de porc.  

Tandis que pour l’étude sur la molécule M101, nous avons décidé de nous rapprocher de la 

clinique et nous avons choisi d’utiliser à cette fin un modèle in vitro de culture primaire de cellules 

endothéliales aortique humaine (HAEC) (Gibco, Invitrogen) 

 

2. Isolement des cellules 

 

Après prélèvement, les reins de porc sont lavés dans du PBS (Phosphate Buffered Saline) à 5% de 

SVF (Sérum de Veau Fœtal) puis coupé en morceaux d’un millimètre
3. Des fragments de cortex rénal 

sont digérés avec de la collagénase type IA à 1 mg/mL pendant une heure dans un incubateur à 37°C et 

5% de CO2.  

La suspension cellulaire est lavée par centrifugation avec du PBS à 5% de SVF. Les cellules sont 

remises en suspension dans 1mL d’une solution de BSA (Bovine Sérum Albumine) 0,1% diluée dans 

du PBS 1X. Les cellules endothéliales sont isolées de la suspension cellulaire par sélection positive à 

l’aide de billes magnétiques couplées à un anticorps anti-CD31 (système Dynabeads), le CD31 ou 

PECAM1, un antigène spécifique des cellules endothéliales.  

Pour la sélection, 25 µL de billes Dynabeads CD31 sont lavées trois fois avec 1 mL de la solution 

BSA 0,1%. Les Dynabeads CD31 sont incubées avec les cellules pendant 20 minutes à 4°C sous 

agitation rotative. Les cellules sont ensuite lavées puis récupérées à l’aide de l’aimant. Les cellules 

endothéliales CD31 sont mises en culture dans une flasque 75 cm3 gélatinée à 1% dans un milieu de 

culture DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) complet contenant 10% SVF (sérum de veau 

fœtal) décomplémenté (chauffé 30 min à 56°C) + 10 mg/mL de pénicilline-streptomycine + 2 mM de 

glutamine à 37°C et 5% CO2.  

Lorsque les cellules sont confluentes, elles sont décollées à l’aide d’une solution de trypsine 0,5%. 

La trypsine, une endoprotéase, rompt la liaison lysine-arginine. Les cellules décollées sont remises en 
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suspension dans un milieu de culture et redistribuées dans de nouvelles flasques pour permettre 

l’amplification des cellules. Chaque étape de dilution des cultures constitue un passage, les cellules 

employées pour notre expérience se situent entre le 2ème et le 5ème passage. 

 

3. Milieu de culture 

 

Les cellules endothéliales porcines sont des cellules adhérentes. Elles sont cultivées en plaque ou en 

flasque dans un milieu de culture composé de milieu DMEM complet vu précédemment.  

 

Les HAEC sont également des cellules adhérentes. Elles sont cultivées dans un milieu de culture 

composé de milieu M200 complété avec 2% de LSGS (Low Serum Growth Factor) et 10 mg/mL de 

pénicilline-streptomycine. 

 

4. Repiquage des cellules 

 

Quand elles arrivent à pré-confluence, les cellules sont repiquées. Elles sont d’abord rincées au PBS 

puis maintenues 1 minute à 37°C en présence de trypsine et d’EDTA (trypsine 0,05%, 1 mM EDTA) 

pour les décoller. Elles sont ensuite mises en suspension avec du milieu de culture pour neutraliser la 

trypsine puis centrifugées (1000 g, 7 min, 4°C). Le culot cellulaire est repris en milieu de culture 

complet.  

 

5. Numération et détermination de la viabilité cellulaire 

 

Les numérations cellulaires sont réalisées en hémacytomètre (cellule de Malassez). La viabilité 

cellulaire est évaluée par coloration au bleu trypan (colorant d’exclusion, Sigma). 

 

6. Congélation/décongélation 

 

Après lavage au PBS, les cellules sont décollées comme préalablement décrit, dénombrées et, après 

centrifugation, le culot cellulaire est repris soit en SVF contenant 5% de DMSO (Sigma) pour les 

cellules endothéliales soit avec du synth-a-freeze (Gibco, Invitrogen) pour les HAEC. La concentration 

cellulaire est ajustée à 5.105 cellules viables/mL et 1 mL de suspension cellulaire par cryotube est 



90 
 

congelé à -20°C avant d’être transféré à -80°C puis conservé dans de l’azote liquide. Les cellules 

peuvent être ainsi conservées plusieurs mois. 

Pour la décongélation, le contenu cellulaire d’un cryotube est rapidement décongelé à 37°C puis 

repris dans du PBS contenant 10% de SVF. Après un lavage, les cellules sont ensemencées en flasques 

75 dans du milieu de culture contenant 10% de SVF pour les cellules endothéliales porcines ou 2% de 

LSGS + 8% de SVF pour les HAEC. Une fois que les cellules adhèrent, elles sont repiquées comme 

décrit précédemment. 
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B. METHODES DE DOSAGES RELATIVES A 
L’ANALYSE CELLULAIRE 

 

1. Tests métaboliques 

1.1. Dosage de la libération du lactate déshydrogénase (LDH) 
 

La LDH libérée par les cellules est un marqueur de perte de l’intégrité membranaire. Le dosage 

de la LDH est basé sur la réduction du NAD par la LDH. Le NAD réduit résultant (NADH) est utilisé 

dans la conversion stœchiométrique d’un composé coloré, détectable par spectrophotométrie à  une 

longueur d’onde de 490 nm. La densité optique détectée est directement proportionnelle à la quantité de 

LDH. 

A la fin de la période d’hypoxie/réoxygénation des cellules en plaques 96 puits, nous avons 

dosé, dans un premier temps, la quantité de LDH libérée dans le surnageant. Pour ce faire, après avoir 

transféré 50 µL de surnageant, 100 µL de milieu réactionnel (solution de cofacteur, colorant et substrat 

de l’enzyme en quantité égal) (‘TOX-7’, Sigma) ont été ajoutés durant 30 minutes à température 

ambiante dans le noir. Puis, afin de bloquer la réaction, 15 µL d’HCl 1N ont été ajoutés. Dans un 

deuxième temps, nous avons dosé la quantité de LDH intracellulaire. Le reste de surnageant a été 

éliminé, 100 µL de PBS 1X ont été ajoutés au tapis cellulaire ainsi que 10 µL de solution de lyse durant 

45 minutes à 37°C.50 µL de surnageant ont été transférés et 100 µL de milieu réactionnel ont été 

ajoutés durant 30 minutes à température ambiante dans le noir. Puis, 15 µL d’HCl 1N ont été ajoutés. 

Le pourcentage de libération de LDH est calculé selon le rapport : 

(LDH surnageant de culture) / (LDH surnageant de culture + LDH tapis cellulaire) x100 

La libération de LDH étant liée à la perte d’intégrité membranaire. 

 

1.2. Dosage  du XTT (3-(4,5-diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl tétrazolium bromide) 
 

Le dosage est basé sur la réduction, par la succinate déshydrogénase mitochondriale, du XTT en 

composé de formazan coloré, détectable par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 450 nm. La 

densité optique détectée est directement proportionnelle à l’activité métabolique du complexe II de la 

chaîne mitochondriale. 
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En effet, plus la quantité de cellules vivantes est élevée, plus elles vont métaboliser le XTT en 

cristaux de formazan, et plus la densité optique sera élevée.  

Après la période d’hypoxie/réoxygénation des cellules en plaques 96 puits, 50 µL d’une 

solution de XTT à 0,5 mg/mL ont été ajoutés dans 100 µL de milieu durant 4 heures à 37°C (sous 5% 

CO2 + 21% O2). Puis l’activité métabolique est détectée par photométrie à l’aide d’un lecteur de 

microplaques (Victor3 Multilabel Plate Reader couplé au logiciel Wallac, PerkinElmer, Courtaboeuf, 

France). Les résultats sont exprimés en absorbance (Abs). 

 

1.3. Quantification de l’activité du complexe IV 
 

Le dosage est basé sur l'oxydation du cytochrome c réduit, suite à l’immunocapture de l’enzyme 

du complexe IV, détectable par spectrophotométrie à une longueur d’onde de 550 nm. La densité 

optique détectée est directement proportionnelle à l’activité métabolique du complexe IV de la chaîne 

mitochondriale. 

Suite à une séquence d’hypoxie/réoxygénation, le surnageant de culture est éliminé et le tapis 

cellulaire est gratté avec 200 µL de PBS 1X puis centrifugé à 4 000g pendant 10 min à 4°C. Le 

surnageant est aspiré et le culot sec est conservé à -80°C avant le dosage de l’activité du complexe IV. 

 La quantité de protéines totales de chaque échantillon est dosée par la méthode de l’acide 

bicinchoninique selon les instructions du fabricant (‘Bicinchoninic Acid Kit’, Sigma-Aldrich,). Ce 

dosage utilise la propriété des protéines à réduire les ions Cu2+ en Cu+. A pH alcalin, les ions Cu+ 

produits se complexent à l’acide bicinchoninique formant un composé stable violet détectable à une 

absorbance maximale à 562 nm. L’absorbance mesurée par photométrie (Victor
3 Multilabel Plate 

Reader couplé au logiciel Wallac) est directement proportionnelle à la  concentration en protéine 

présente dans les échantillons. Une gamme étalon est réalisée en parallèle avec de l’albumine bovine 

sérique (BSA) permettant de calculer la quantité de protéines de chaque échantillon. 

 La concentration de chaque échantillon a ensuite été ajustée à 5 mg/mL de protéines totales. 

Puis, l’activité du complexe IV de chaque échantillon a été dosée selon les instructions données par le 

fabricant (‘MS 443’, MitoSciences) 

Le taux d’activité de chaque échantillon a été déterminé par l’équation suivante :  

Taux = (Absorbance 1- Absorbance 2)/temps (min) 

Puis, il a été comparé à l’activité des cellules contrôles. Les résultats sont exprimés en 

absorbance (Abs). 
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1.4. Dosage de l’ATP relatif à l’étude sur les températures de conservation 
 

L’ATP est un marqueur de fonctionnalité du métabolisme mitochondrial et donc de viabilité 

cellulaire, sa concentration déclinant rapidement dans les cellules présentant un métabolisme 

mitochondrial altérée. Le dosage de l’ATP est basé sur la production de lumière apportée par la 

réaction de l’ATP avec la luciférase et la D-luciferin ajoutées.  

Après la période d’hypoxie/réoxygénation des cellules en plaques 96 puits, 100 µL d’une 

solution d’ATP (‘ATP Assay kit’, Sigma) ont été ajoutées à 100 µL de suspension cellulaires pendant 2 

minutes à température ambiante à l’abri de la lumière et sous agitation. 

La chimiluminescence, directement proportionnelle à la quantité d’ATP présente dans 

l’échantillon, est détectée à l’aide d’un lecteur de microplaques (Victor3 Multilabel Plate Reader couplé 

au logiciel Wallac). L’intensité de lumière est proportionnelle à la quantité d’ATP. Les résultats sont 

exprimés en coups par seconde. 

 

1.5. Dosage de l’ATP relatif à l’étude sur la molécule M101 
 

Suite à une séquence d’hypoxie/réoxygénation des cellules en plaques 12 puits, le surnageant 

de culture a été éliminé et les cellules adhérentes ont été grattées et lysées dans 200 µL d’acide 

perchlorique 0,2N. La suspension obtenue a alors été centrifugée à 12 000g pendant 10 min à 4°C. Le 

surnageant a ensuite été aliquoté et conservé à – 20°C. Les échantillons ont été décongelés à 4°C puis 

neutralisés à pH 7 avec une solution de carbonate de potassium (K2CO3, 1 M) et centrifugée à 12 000 g 

pendant 2 min. Puis, ils ont été dosés selon les instructions données par le fabricant (ATP 

Bioluminescent Assay Kit, Sigma Aldrich).   

La chimiluminescence, directement proportionnelle à la quantité d’ATP présente dans 

l’échantillon, a été détectée à l’aide d’un lecteur de microplaques (Victor 
3 Multilabel Plate Reader 

couplé au logiciel Wallac, PerkinElmer, Courtaboeuf, France). 

Les résultats ont été exprimés en pourcentage de la quantité d’ATP détectée dans les cellules 

conservées dans les différentes conditions comparée à celle détectée dans le lysat issu des cellules 

‘contrôles’ qui n’ont pas été soumises à la conservation à froid. 
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1.6. Dosage du dihydroéthidium (DHE) 
 

Le DHE sert de marqueur fluorescent dans la quantification de l’anion superoxyde (O2
.-), qui est 

une espèce oxygénée réactive, formé lors d’un stress oxydant. Le bromure d’éthidium, formé par 

l’oxydation du DHE par l’anion superoxyde, s’intercale dans l’ADN des cellules. Il colore 

sélectivement les cellules mortes en rouge fluorescent détectable par fluorimétrie, avec un lecteur de 

microplaque (Victor 3 Multilabel Plate Reader couplé au logiciel Wallac, PerkinElmer, Courtaboeuf, 

France), à une longueur d’onde de 610 nm. L’intensité de fluorescence est proportionnelle au stress 

oxydant subit par la cellule lié à la génération d’O2
.-. 

Après la période d’hypoxie/réoxygénation des cellules en plaques 96 puits, les cellules ont été 

rincées trois fois avec du PBS 1X. Puis, 100 µL d’une solution de DHE à 10µM, dilué dans du PBS à 

2% de SVF, ont été ajoutés aux cellules durant 4 heures à 37°C (sous 5% CO2 + 21% O2).Les cellules 

ont été rincées encore deux fois avec du PBS 1X et 100µL de PBS 1X ont été ajoutés aux cellules.  

 

1.7. Dosage de l’activité de la caspase 9 
 

Suite à une séquence d’hypoxie/réoxygénation, le surnageant de culture est éliminé et les 

cellules adhérentes sont lysées dans 50 µL de tampon de lyse (‘Caspase- 9 Fluorometric Assay Kit’, 

Abcam, Paris, France) et sont incubées durant 10 min sur la glace. Le tapis cellulaire est gratté puis 

centrifugé à 4 000g pendant 10 min à 4°C. Le surnageant est aliquoté et conservé à -80°C avant le 

dosage de l’activité de la caspase-9. 

 La quantité de protéines totales de chaque échantillon est dosée par la méthode de l’acide 

bicinchoninique puis la concentration est ajustée à 3 mg/mL de protéines totales/mL de tampon de lyse. 

Puis, la mesure de l’activité de la caspase-9 est effectuée en présence du substrat spécifique de la 

caspase-9 (LEHD) couplé au fluorochrome AFC (AFC: 7-amino-4-trifluoromethyl coumarin), selon les 

instructions données par le fabricant. LEHD-AFC après clivage du substrat par la caspase-9émet une 

lumière bleue, tandis que l’AFC libre émet une fluorescence jaune-vert. L’intensité de fluorescence, 

proportionnelle à la quantité de substrat clivé et donc à la quantité de caspase active dans la suspension, 

est détectée par fluorescence à l’aide d’un lecteur de microplaques (Victor
3) et analysée par le logiciel 

Wallac. 

 Les résultats sont exprimés en taux de pourcentage d’augmentation ou de diminution de 

l’activité de la caspase-9 détectée dans les cellules conservées dans les différentes conditions testées 

par rapport à celle détectée dans les cellules contrôles. 
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1.8. Dosage du NO (Nitric Oxide) 
 

L’oxyde nitrique est dosé dans les différents surnageants de culture. 50 µL de chaque échantillon 

sont déposés dans une plaque 96 puits et 50 µL de réactif de Griess sont ajoutés. Après agitation la 

plaque est incubée à température ambiante à l’abri de la lumière pendant 15 minutes. La mesure de 

l’absorbance se fait par spectrophotométrie à 540 nm. Cette méthode colorimétrique permet de 

quantifier indirectement la production d’oxyde nitrique (NO) par l’intermédiaire de la mesure de l’ion 

nitrite (NO2
-
). Cet ion est l’un des deux principaux produits de dégradation du NO, il est stable et non 

volatile. La technique utilise le réactif de Griess (acide sulfanilique et a naphtyl amine) qui réagit pour 

former un diazo en présence de NO2
- . 

 L'acide sulfanilique diazoté réagit avec l'acide nitrique pour former un diazo intermédiaire, l'acide 

diazobenzène-sulfonique-4. Ce dernier se condense avec l’α naphtyl amine et forme le colorant azoïque 

final qui absorbe à 540 nm en spectrophotométrie. L’absorbance est ensuite transformée en 

concentration grâce à une courbe étalon  d’équation : x en µM = (y DO - 0,0032) / 0,006. 

 

1.9. Modification de la molécule M101 
 

a)  Fabrication de la cyanméthémoglobine M101 

 

L’activité transporteur d’oxygène est portée par le site actif de l’hème. En transformant 

l’hémoglobine (Hb) en cyanméthémoglobine, le site actif n’est plus capable de fixer l’oxygène car un 

atome de cyanure est fixé à sa place sur l’hème et de façon irréversible. Par ailleurs le dérivé de 

cyanméthémoglobine est le dérivé le plus stable de l’Hb. 

 Après décongélation à température ambiante, la solution de M101 a été mélangée à une solution 

de Drabkin modifiée et a été incubée à température ambiante pendant 30 minutes. La transformation de 

l’hémoglobine en cyanméthémoglobine a été suivie par spectrophotométrie. Puis, la solution obtenue a 

été purifiée par chromatographie Sephacryl. La fraction de cyanméthémoglobine recueillie a été 

concentrée par ultracentrifugation à 4 500 g pendant 30 minutes à 4°C et a ensuite été filtrée avec un 

filtre à 0,2 µm. Les échantillons de cyanméthémoglobine ont ensuite été conservés à -80°C avant leur 

utilisation. 
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b)  Fabrication du dodécamère M101 

 

L’activité antioxydante serait portée par les linkers de la molécule. Le principe est donc de dissocier 

les chaînes de structures de la molécule M101 afin de récupérer les dodécamères fonctionnels. 

 Après décongélation à température ambiante, la molécule M101 a été dissociée à l’aide d’un tampon 

de dissociation jusqu’à ce que le pH soit compris entre 8,5 et 9. La dissociation a été suivie par 

spectrophotométrie. Puis, la solution obtenue a été stabilisée avec un tampon d’arrêt jusqu’à l’obtention 

d’un pH compris entre 6,5 et 7, et a été vérifiée par spectrophotométrie. La solution a ensuite été 

purifiée par chromatographie Sephacryl et la fraction contenant les dodécamères  a été recueillie. Puis, 

la fraction a été concentrée par ultracentrifugation à 4 500 g pendant 30 minutes à 4°C et a ensuite été 

filtrée avec un filtre à 0,2 µm. Les échantillons de dodécamère ont ensuite été conservés à -80°C avant 

leur utilisation. 

 
 

2. Méthode d’évaluation cellulaire des ARNm par pPCR quantitative en temps réel. 

 

La technique de PCR quantitative en temps réel (RT-qPCR) permet d’amplifier in vitro de manière 

exponentielle des fragments d’ADN complémentaire (ADNc) grâce à des amorces spécifiques de 

l’ARN à étudier.  

 

2.1. Technique d’extraction de l’ARN total 

 
La technique d’extraction utilisée est commercialisée par la société Macherey-Nagel, elle consiste 

en une extraction des ARNs sur colonne grâce au kit RNA II®. Contrairement à la technique 

d’extraction classique au Trizol cette technique a comme inconvénient d’avoir un moins bon 

rendement, en revanche l’ARN extrait est de très bonne qualité.  

Le principe général de cette technique repose sur les propriétés de fixation sélective de l’ARN sur 

le filtre de la colonne et sur l’élution du solvant à travers le filtre par des centrifugations successives.  

La première étape a consisté soit à récupérer le tapis cellulaire en le grattant avec 350 µL de buffer 

RA1 additionné de 6 µL de TCEP soit à broyer environ 30mg de tissu avec dans un tube contenant 350 

µL de buffer RA1 additionné de 6 µL de TCEP. Ce mélange a ensuite été filtré sur une colonne fournie 

dans le kit d’extraction, de manière à réduire la viscosité et à retenir les contaminants sur le filtre de la 

colonne tandis que le lysat cellulaire passe à travers le filtre et est récupéré dans un eppendorf. L’ARN 
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a ensuite été précipité avec de l’éthanol à 70%. Ce mélange a été filtré dans une autre colonne, de 

manière à retenir l’ARN sur le filtre de la colonne tandis que les contaminants passent à travers et sont 

éliminés. Puis les sels ont été éliminés par utilisation de MDB (Membrane Desalting Buffer) sur le 

filtre de la colonne. L’ADN génomique et l’ADN contaminant a été digéré par de la rDNase déposée 

sur le filtre. Le filtre a ensuite été lavé trois fois : une fois avec du buffer RA2 et deux fois avec du 

buffer RA3. La dernière étape a consisté à éluer l’ARN de la colonne à l’aide de 40 μL d’eau sans 

RNase provenant du kit d’extraction. Après extraction, les éluats ont été conservés à -80°C.  

 

2.2. Evaluation qualitative et quantitative de l’ARNm total extrait 

 
Après l’extraction de l’ARNm total, il est important de vérifier la quantité et la qualité d’ARN 

extrait à partir de chaque échantillon. La quantification de l’ARN extrait a été déterminée à partir d’1 

μL d’échantillon à l’aide d’un spectrophotomètre NanoVueTM (GE Healthcare). Il permet de faire une 

mesure exacte de la densité optique de l’ARN à 260 nm et de celle des protéines à 280 nm. Le rapport 

DO 260/ 280, qui représente la pureté de l’extrait, ne doit pas être inférieur à 1,7, signifiant un excès de 

protéines dans l’échantillon qui pourrait avoir une incidence négative sur les résultats obtenus. La 

qualité de l’ARN est déterminée par une électrophorèse en gel d'agarose. Cette technique est basée sur 

la séparation des acides nucléiques en fonction de leur charge (négative) et de leur taille sous l'effet 

d'un champ électrique permettant ainsi de séparer l'ADN, l'ARN ou les protéines. Cette séparation va 

s'effectuer dans l’épaisseur du gel poreux d'agarose : les fragments de plus petite taille vont se déplacer 

plus rapidement et migrer plus loin que les fragments de taille supérieure. 

Dans un premier temps, on réalise un gel d’agarose (1%) auquel sont ajouté  un intercalant de 

l’ADN/ARN, le SYBR safe ajouté au 1/10000
ème, puis il est coulé dans un bloc pour migration. Les 

échantillons sont chargés dans les puits avec du gel loading dye 6X qui est un colorant utilisé pour 

charger les échantillons d'ADN/ d’ARN dans les puits et suivre la migration durant l'électrophorèse. 

Les bandes d’ARN ainsi séparées sont alors visualisées en lumière UV. 

Si l’ARN est de bonne qualité, on retrouve 2 bandes bien distinctes, correspondant à l’ARN 

ribosomale (ARN majoritaire).  Les ribosomes sont constitués de deux sous unités : une grande 

composée en majorité d’ARN  28S (« S » pour Svedberg : unité de mesure du taux de sédimentation) et 

une petite composée d’ARN 18S. Cette répartition étant retrouvée chez tous les eucaryotes. Si l’ARN 

est partiellement dégradé, plusieurs bandes apparaissent de manière moins visible. Si l’extrait possède 

de l’ADN génomique contaminant, une 3ème bande apparait. L’échantillon ne sera donc exploitable 

que dans le premier cas. 
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2.3. La réaction de polymérisation en chaîne ou PCR 

 
Cette méthode de biologie moléculaire a été mise au point en 1985 par le prix Nobel Kary Mullis. 

Ce procédé permet d’obtenir une amplification importante d’un fragment d’ADN donné, grâce à 

l’utilisation d’une enzyme : une ADN polymérase résistante aux températures élevées, la Taq 

polymérase. 

 

a) La transcription inverse  

 

La technique de PCR permet de réaliser une amplification à partir d’ADN. Une étape de 

transcription inverse est donc nécessaire afin de transformer l’ARN en ADNc grâce à l’utilisation d’une 

enzyme, la transcriptase inverse ou « reverse transcriptase » (RT).  

 A cette fin, le kit de RT High Capacity cDNA (Applied Biosystems) a été utilisé. Suite à la 

quantification d’ARN extrait, une quantité de 2 μg a été déposée dans chaque puits de barrette de PCR 

à laquelle a été ajouté un volume d’eau sans RNase (DEPC), de manière à arriver à un volume final de 

13 μL. Puis 2 μL de « RT primers » 10X contenant des amorces aléatoires ont été ajoutés à chaque 

échantillon. Un blanc ne contenant pas d’échantillon a également été réalisé lors de chaque RT, afin de  

vérifier que l’eau DEPC utilisée soit pure ou que les réactifs du kit ne soient pas contaminés avec de 

l’ARN exogène. Après une brève centrifugation, la barrette a été placée dans le thermocycleur (2720 

Thermal Cycler, Applied Biosystems)  pour une première étape de 10 minutes à 65°C permettant de 

déshybrider les doubles brins d’ARN et des amorces. Puis, 5 μL d’un mix composé de 2 μL de tampon 

de RT 10X, d’1 μL de dNTP (désoxynucléotides triphosphate) 25X, d’1μL de reverse transcriptase et 

d’1 μL d’inhibiteur de RNase ont été ajoutés dans chaque puits. La barrette a ensuite été replacée dans 

le thermocycleur pour une étape de 10 minutes à 25°C permettant d’hybrider les amorces sur les ARN. 

Puis une seconde étape de 120 minutes à 37°C, qui est la température optimale pour l’action de 

l’enzyme, a permis la synthèse de l’ADNc. Enfin, une dernière étape de 10 minutes à 85°C inactive 

l’enzyme permettant de stopper la réaction de transcription inverse. Les échantillons d’ADNc ont 

ensuite été maintenus à une température de 4°C puis ont été conservés à -20°C dans l’attente de leur 

analyse en PCR.  
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b) Principe général de la réaction PCR  

 

La Réaction par Polymérase en Chaine (PCR) permet d'amplifier in vitro le nombre de copies d’une 

séquence spécifique d'ADN donné, afin d'en obtenir une quantité suffisante pour le détecter et l’étudier. 

Pour se faire, une succession de réactions conduisant à la réplication d’une matrice d’ADN double brin, 

est répétée en boucle. Les produits obtenus à la fin de chaque cycle servent alors de matrice pour le 

cycle suivant, l’amplification est donc exponentielle, elle est de l’ordre du million de copies en 

quelques heures.  

Lors de chaque réaction, deux amorces oligonucléotidiques, dont les extrémités 3’OH pointent 

l'une vers l'autre, définissent la séquence à amplifier en la bornant.  

Un cycle de PCR est composé de trois étapes (Figure 19):  

· Une phase de dénaturation réalisée à une température de 95°C pendant 10 à 15 

minutes. Cette étape permet de rompre les liaisons faibles qui assuraient la cohésion 

entre les deux brins d’ADN afin d’obtenir des matrices simple brin.  

 

· Une phase d’hybridation réalisée entre 50 et 60°C en fonction des amorces utilisées, 

repose sur le principe de l’appariement des bases complémentaires. Cette étape permet 

aux amorces oligonucléotidiques sens et anti-sens spécifiques de la séquence à 

amplifier, de s’hybrider aux brins d’ADN matrice à une température 

thermodynamiquement favorable.  

 

· Une phase d’élongation à 60°C pour les polymérases recombinantes. Cette étape permet 

à la polymérase de synthétiser des brins d’ADN complémentaires aux brins d’ADN 

matrice  en ajoutant des nucléotides aux extrémités 3’OH libres des amorces hybridées. 

La polymérisation se fait à partir des dNTP libres présents dans le milieu réactionnel, 

composé de désoxy-adénosine triphosphate (dATP), de désoxy-cytosine triphosphate 

(dCTP), de désoxy-guanine triphosphate (dGTP) et de désoxy-thymidine triphosphate 

(dTTP).  

 

Au cours de la PCR, la quantité d'ADN augmente et conduit à des modifications du milieu 

réactionnel qui devient de plus en plus défavorable à une bonne activité enzymatique, limitant le 

nombre de cycle (généralement compris entre 30 et 40 cycles). 
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Figure 19: Représentation schématique des différentes phases d’une PCR (A)[182] et du principe de 

la technique de détection utilisant le SYBR green (B). 

 

c) La PCR en temps réel 

 

La PCR quantitative en temps réel est utilisée pour la quantification de l’ARNm. La quantification 

relative permet d’observer le changement d’expression relative d’un gène d’intérêt dans un échantillon 

traité  par rapport à un groupe de référence non traité. Cette quantification est réalisée par mesure d’un 

émetteur fluorescent : le SYBR green, qui est un agent se liant à l’ADN double brin au fur et à mesure 

de sa synthèse, pendant le processus d’amplification. L’augmentation du signal fluorescent est 

directement proportionnelle à la quantité d’amplicons générés durant la réaction de PCR (Figure). 

Les valeurs de fluorescence sont enregistrées à chaque cycle et correspondent à la quantité 

d’amplicons produits en un point précis de la réaction. La PCR en temps réel est représentée sous la 

forme d’une courbe de réponse dont l’allure est celle d’une sigmoïde et où l’intensité de fluorescence 

est exprimée en fonction du nombre de cycle (Figure 20). Cette courbe est constituée de trois phases, la 

première phase dite de bruit de fond car, lors des premiers cycles, le signal est faible et se distingue 

donc peu du bruit de fond. Cette première phase est suivie d’une phase exponentielle d’amplification 
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puis d’une troisième phase en plateau qui marque la fin de la réaction, liée à un épuisement des 

différents réactifs du mélange réactionnel. 

 

 

Figure 20 : Représentation graphique de la PCR en temps réel 
 

La valeur de cycle correspondant au signal seuil c’est-à-dire le point où le signal d’émission de 

fluorescence est statistiquement et significativement plus élevé que le bruit de fond est appelée Ct 

(cycle threshold).La PCR quantitative en temps réel va permettre d’obtenir une grande précision de 

calcul (par la valeur décimale du Ct), une standardisation des expériences, une meilleure sensibilité que 

les techniques de PCR semi-quantitative. 

Les niveaux relatifs d’expression des ARNm des échantillons ont été déterminés avec la 

méthode du 2-ΔΔCT décrit par Livak et Schmittgen en 2001 [183]. En effet, l’ADNc est quantifié de 

manière relative en comparant le CT de chaque échantillon par rapport à un échantillon témoin. Pour 

cela, l’expression du gène cible a été normalisé par rapport à l’expression d’un gène rapporteur de 

référence (Ribosomal Protein L 19 (L19) ou Ribosomal Protein 18S (18S)), qui a priori ne varie pas 

dans nos différentes conditions expérimentales.  

On calcule d’abord le ΔCT pour l’échantillon 1 (E1) entre le gène à tester (X) et le gène de référence 

(R) :                                                         ΔCT E1= CTX(E1) – CTR (E1) 

Les résultats sont ensuite rapportés à un échantillon témoin en calculant le ΔΔCT :  

ΔΔCT = ΔCT E1 - ΔCT témoin 
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Puis, la quantité relative d’ADN pour chaque échantillon par rapport au témoin a été déterminée 

d’après la formule 2
-DDCt

. Le résultat obtenu est un multiple de la quantité d’ADNc du témoin, ce qui 

permet de comparer les résultats entre eux. 

 

d) Réalisation d’une plaque PCR  

 

Après la reverse transcriptase, la quantité d’ADNc est de 2 μg dans 20 μL d’échantillon. Trois 

dilutions différentes ont été réalisées pour chaque échantillon, afin d’avoir comme concentrations 

finales : 0,1 ; 1 et 10 ng/μL d’ADNc. Après une dilution au ½  des échantillons, 2µL de ces solutions 

ont été chargés dans chaque puits de plaques 96 puits, correspondant à une quantité d’ADNc de 0,1, 1 

et 10 ng. Un pool de l’ensemble des échantillons a été réalisé pour chaque dilution. Cette étape permet  

de tester l’efficacité des amorces utilisées lors de l’étude ainsi que de déterminer la concentration 

optimale d’échantillon à utiliser.  

 Une fois cette première étape de validation réalisée, la quantité optimale d’ADNc déterminée 

(généralement de 10 ng/puits) a été chargée en duplicat dans chaque puits à laquelle 18µL de mélange 

ont été ajouté. Ce mélange contient 2 μL d’amorce sens et anti-sens à une concentration finale de 500 

nmol/L par puits ; 10 μL de mélange SYBR green (SYBR® green PCR Master Mix, Applied 

Biosystems), qui contient le marqueur fluorescent SYBR green, l’enzyme ADN polymérase et le dNTP 

dans un tampon approprié, et 6 μL d’eau DEPC. Les séquences des amorces utilisées dans ce travail 

sont détaillées dans le tableau. La PCR quantitative a été réalisée au moyen d’un thermocycleur couplé 

au système de détection ABI PRISM® 7300 (Applied Biosystems). 

 

e) Conception des amorces spécifiques du génome porcin  

 

« Afin d’être le plus spécifique possible, le choix des amorces permettant d’amplifier un fragment 

d’ADNc donné est primordial, en effet le couple d’amorces utilisé pour la RT-PCR ne doit pas 

reconnaître l’ADN génomique. Pour cela, nous avons utilisés le logiciel Primer Express (version 2.0) 

pour concevoir des amorces spécifiques du gène à étudier.  

La première étape consiste à déterminer la limite entre les différents exons constituant l’ARNm 

d’intérêt. En effet, l’ARNm est uniquement composé d’exons et son ADNc suite à la transcription 

inverse, l’est également. En revanche, l’ADN génomique contaminant est composé d’introns et 

d’exons. En choisissant au moins une des amorces pour qu’elle s’hybride sur la jonction de deux exons 

dans l’ARNm, nous assurons une amplification spécifique de l’ADNc. En effet, l’amorce choisie ne 
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sera que partiellement complémentaire à la séquence de l’ADN génomique contaminant et elle n’aura 

pas assez d’affinité pour s’hybridée à la température d’hybridation choisie et elle se détachera.  

De manière générale, plusieurs amorces (sens et anti-sens) obtenues pour un même gène ont été 

réalisées, puis leurs efficacités respectives ont été déterminées sur l’ADNc porcin. Le couple d’amorce 

ayant la plus grande efficacité a été retenu pour la suite des expériences.» 

 

Voie Gène Amorce sens Amorce Anti-sens 

Stress oxydant SOD1 GCAGGTCCTCACTTCAATCC  CAGAATCTTCGATGTACACAGTGG  

Réponse à 

l’hypoxie 

HIF1α TGGCAGCAATGACACAGAAAC  GAGGCAGGCAATGGAGACAT 

VEGF GCCCACTGAGGAGTTCAACATC  GGCCTTGGTGAGGTTTGATC  

Flt-1 TGACTACGTGGAAGTCATCG  CGGCCCTGAAGACACG  

EPO TGGGCTGTGCCGAAA  TCCATGGCCTGCTGCT  

Immunité innée 
TLR4 GCTTTTTGTGGGCTGCAAA  

GGAGTAGATAACAAAGGCGTCATA

GG  

MCP1 TCTCCAGTCACCTGCTGCTAT TGCTTCTTTAGGACACTTGCTG 

Activation 

endothéliale 
ICAM1 GGCTGTGCACTGCAACAAGA  TGTGGCAATGCCAAATCCT  

 

Tableau 1 : Séquence des différentes amorces utilisées lors de l ‘évaluation tissulaire des ARNm par 
RT-qPCR 

 

3. Méthode d’évaluation cellulaire par microscopie électronique 

Les analyses microscopiques ont été réalisées dans l’unité de pathologie ultrastructurale et expérimentale 

(responsable Pr Jean Michel Goujon) au sein du laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU de Poitiers 

dirigé par le Pr. Pierre Levillain.  

 

3.1. Fixation 

 
 Le tapis cellulaire est préalablement rincé avec du PBS 1X puis les cellules sont fixées avec du 

glutaraldéhyde 3 % qui fixe en priorité les protéines. Les cellules sont raclées puis centrifugées 2 000 
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tr/min pendant 15 minutes. Les culots obtenus sont post fixés avec  le tétroxyde d’osmium (OsO4) à 

1%, oxydant qui crée des pontages entre les doubles liaisons des lipides insaturées et crée des ponts. 

3.2. Inclusion 

 
L’inclusion a pour but de substituer l'eau du culot cellulaire par de la résine époxy : l’Araldite. 

Sa polymérisation contrôlée permet d'obtenir un bloc dur. L’Araldite étant une résine hydrophobe, une 

déshydratation préalable est donc indispensable pour qu’elle pénètre dans le culot de cellules. La 

déshydratation cellulaire a été  réalisée grâce à un agent de déshydratation miscible à l'eau, l’acétone, 

en concentration croissante. Puis, les échantillons placés dans la résine sont ensuite mis à polymériser à 

60°C pendant 24 heures ce qui permet d’obtenir des blocs suffisamment durs pour la coupe.  

3.3. Coupes semi-fine et ultrafine 

 
Après polymérisation, des coupes semi-fines d’1µm d’épaisseur, colorées au bleu de Toludine 

permettent de repérer les cellules.  

On réalise ensuite des coupes ultrafines de 60 nm d’épaisseur que l’on récupère sur des grilles 

de cuivre. 

3.4. Contraste 

 
Le contraste, qui est dû à une différence de transmission des électrons dans l’échantillon, est 

réalisé à l’aide de l’association d’acétate d’uranyle et de sels de plomb. Les grilles portant les coupes 

sont déposées sur des gouttes d'acétate d'uranyle à 4% en solution alcoolique 70% durant une minute, 

puis elles sont placées sur une solution de Reynolds (citrate trisodique et nitrate de plomb) durant dix 

minutes. Ces gouttes sont déposées dans une boite de Pétri contenant des pastilles de soude qui 

absorbent le CO2 afin d‘éviter la précipitation du plomb en carbonate de plomb. Après séchage, les 

grilles sont observées grâce à un microscope électronique à transmission (MET), JEOL 1010, équipé 

d’une caméra GATAN pilotée par un logiciel de traitement d’images. 

L’utilisation des électrons va permettre d’améliorer la résolution et de visualiser l’ultra structure 

cellulaire. 

 

4. Statistiques 

« Les valeurs moyennes ont été calculées pour chaque échantillon et exprimées en valeur moyenne ± 

erreur standard à la moyenne (SEM).  
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La significativité des différences de moyennes entre les groupes a été déterminé par une analyse de 

variance (ANOVA) à 1 facteur, suivie par un test de Student-Newman-Keuls pour l’analyse de 

comparaisons multiples. Le test T de Student non apparié a été utilisé pour comparer les résultats des 

différents tests métaboliques et de ceux obtenus en PCR quantitative en temps réel.  

Des comparaisons par rapport au témoin ont été réalisées, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.  

Des comparaisons inter-groupes ont aussi été réalisées et $p<0.05 a été considéré comme significatif. » 
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C. PROTOCOLES EXPERIMANTAUX D’AUTO 

TRANSPLANTATION DANS UN MODELE DE PORC 
LARGE WHITE 

 

1. Modèle animal 

 

Mis en place en 1994, le modèle porcin (race Large White) de transplantation rénale est 

actuellement utilisé en routine au sein de la  plate-forme IBiSA d’expérimentation préclinique 

labellisée en 2008, implantée sur le site de l’INRA de Surgères (Domaine du Magneraud).  

Cette plate-forme est spécialisée dans le développement des modèles animaux porcins 

permettant de reproduire des situations physiopathologiques rencontrées lors de la transplantation 

rénale en clinique humaine. Tous les protocoles expérimentaux sont réalisés en conformité avec la 

législation émanant du Ministère de l’Agriculture. 

Pour des raisons techniques, les porcs utilisés pour ces études sont des mâles âgés de trois mois 

et pesant entre 35 et 40 kg, qui ont la particularité de présenter des reins de taille et de poids similaires 

à l’homme [288].  

Pour nos études, nous avons utilisé les modèles chirurgicaux d’auto transplantation développés 

et validés dans notre laboratoire depuis plusieurs années.  

 

2. Protocole d’anesthésie 

« Les animaux ont été placés en box individuel, soumis à une température ambiante constante 

de 22±2°C, permettant ainsi un suivi des animaux pendant plusieurs mois post-greffe (jusqu’à 6 mois). 

Ils ont été nourris avec un régime standard (Société Arrive, Saint Fulgent, France) et ont eu un accès 

libre à l’eau. Ils ont été mis à jeun 24 heures avant l’intervention chirurgicale.  

Les animaux ont été anesthésiés au masque de Hunter (Figure 23) par un mélange gazeux 

composé initialement de Sévoflurane (Sévorane®, Abott, France) à 8% puis à 4% associé à du 

protoxyde d'azote et de l'oxygène en proportions égales. Le Sévoflurane a ensuite été remplacé par de 

l'isoflurane à 2% (Forène®, Abott). 

Un cathéter jugulaire externe gauche de 20-gauges en plastique (Becton Dickinson Vascular 

Access Inc. Sandy, UT, USA) a été posé par abord chirurgical, extériorisé après un trajet sous-cutané 

derrière l'oreille gauche. Ce cathéter a été laissé en place pendant les quinze jours post-transplantation 
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pour assurer l'administration intra-veineuse de solutés de réanimation, d’analgésiques et pour permettre 

les prélèvements sanguins.  

Une sonde d'intubation oro-trachéale (n°6,5) a également été mise en place. Du sulfate 

d'atropine à 10 μg/kg a été injecté par voie intra-veineuse pour réduire les secrétions pharyngées et 

trachéales et pour prévenir les bradycardies post-intubation.  

La curarisation de l'animal a été effectuée par injection intraveineuse de bromure de 

pancuronium en bolus (0,15 mg/kg, Pavulon®, Organon, France).  

Nous avons pratiqué une ventilation assistée avec une fréquence respiratoire de 16 cycles par 

minutes et un maintien du taux de CO2 expiré entre 35 et 45 mmHg (Respirateur LKB medical, 

Engstrom System, Stockholm).  

L’analgésie a été assurée par l’injection de 0,25 mL/kg de Xylocaïne adrenalinée® à 1% (Astra 

Zeneca, France) par un cathéter péridural Portex® (16G) introduit par ponction percutanée en position 

sacro-coccygienne, une ré-injection de 0,125 mL/kg a eu lieu toutes les heures. Ce cathéter a été retiré 

en fin d’intervention.  

Avant la transplantation, un cathéter carotidien droit a été mis en place par abord chirurgical, 

permettant un contrôle instantané et permanent de la pression artérielle. Ce cathéter a été retiré en fin 

d'intervention.  

La surveillance per-operatoire a été assurée par le contrôle de la fréquence cardiaque et de la 

saturation en oxygène. Les pertes sanguines ont été compensées par 10 mL/kg/h de gelofusine 4%. 

Après l’intervention chirurgicale (prélèvement et greffe), les animaux ont été placés en cages 

métaboliques dans des stalles d’observation post-opératoires pendant plusieurs jours selon la 

récupération de l’animal. » 

 

3. Modèles chirurgicaux 

« Les opérations chirurgicales ont été réalisées par les équipes des services de chirurgie 

viscérale et vasculaire, ainsi que du service de chirurgie cardio-thoracique du CHU de Poitiers. Ces 

opérations ont été assistées par une équipe de techniciens INRA compétents en anesthésie porcine et 

dans l’entretien et la surveillance de ces animaux. De plus, les conditions utilisées sont identiques et 

reproduisent les conditions existantes en clinique humaine. En effet, cette plateforme est dotée d’un 

équipement permettant la ventilation assistée et le monitoring cardiaque ainsi que tous les outils 

nécessaires à la réalisation de la greffe dans les conditions optimales jusqu’à la surveillance en salle de 

réveil thermostatée. 
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 Une fois que l’animal a été anesthésié et après désinfection de la zone cutanée d’intérêt à la 

polyvidone iodée, le rein gauche a été dégagé du tissu qui l’entoure et le pédicule a été disséqué avec 

individualisation de l’artère et de la veine rénale gauche. L’uretère a ensuite été disséqué sur dix 

centimètres et sectionné après ligature à son extrémité distale.  

Le rein gauche a été prélevé et plongé dans du liquide physiologique à 4°C, pour permettre un 

refroidissement rapide de l’organe. Un cathéter de 14 gauges a été introduit dans l’artère rénale, pour 

permettre le lavage du rein par 300 à 500 mL de solution de conservation (Figure 21A). Le rein a alors 

été pesé et placé dans un conteneur stérile rempli avec de la solution de conservation déjà à 4°C, et 

conservé ex vivo à la même température pendant 24h. La cavité abdominale de l’animal a été suturée. » 

 

 

Figure 21 : Photos représentant: (A) le lavage du rein par l’artère rénale après son prélèvement et avant 

sa conservation, (B) la greffe rénale. 
 

« Le modèle d’auto-transplantation consiste à transplanter au même animal le rein prélevé et 

conservé. Après le prélèvement du rein gauche mentionné plus haut, nous avons laissé les animaux 

réveillés dans des cages métaboliques, et nous les avons gardé à jeun et hydraté par deux litres de 

sérum physiologique. A la fin des 24h de conservation ex vivo du rein gauche, les animaux ont été ré-

anesthésiés et auto transplantés avec leur rein (Figure 21B). La durée d’anastomose a été d’environ 

30±5 minutes. Elle correspond au temps mis par les chirurgiens pour raccorder l’artère et la veine 

rénale de l’animal à celles du rein conservé, par suture vasculaire. Une anastomose urétéro-vésicale a 

été réalisée sur une sonde simple J par deux hémi-surjets de Maxon® 4/0, pour permettre d’évacuer 

l’urine produite vers la vessie. Puis en fin d’intervention le rein a été placé dans une loge sous-
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péritonéale qui a été fermée pour éviter que le rein se déplace dans l’abdomen de l’animal après la 

greffe.  

La transplantation a été suivie d’une néphrectomie controlatérale du rein droit, afin de se 

rapprocher de la masse néphronique présente en clinique humaine. » 

 

4. Suivi post-greffe des animaux 

« Suite à l’opération, l’animal encore anesthésié a été placé dans une cage métabolique de 

contention dans une salle de réveil thermostatée et de suivi post-opératoire, pendant plusieurs jours 

selon la récupération de l’animal. Grâce au cathéter jugulaire externe gauche posé derrière l’oreille de 

l’animal, des prélèvements de sang ont été régulièrement effectués (à J0, J1, J3, J7, J14, 1 et 3 mois) 

notamment pour suivre l’évolution du taux de créatinine. Grâce aux cages métaboliques, les urines ont 

également été récupérées dès 24h et aux mêmes temps post-greffe que les prélèvements sanguins. Ces 

prélèvements sanguins et urinaires ont permis de suivre l’évolution de la fonction rénale de l’animal. » 

 

5. Sacrifice des animaux 

« De façon à respecter les règles d’éthique, les animaux opérés ont été sacrifiés s’ils 

présentaient une anurie supérieure à cinq jours après le déclampage ou s’ils présentaient un état de 

souffrance généralisé.  

Dans notre projet, les animaux ont été sacrifiés à plus ou moins long terme selon les conditions 

définies dans le protocole expérimental. Dans cette étude, nous nous sommes intéressés à des temps de 

reperfusion post-greffe courts : 3h (H3 : Hour 3), 3 jours (D3 : Day 3) et 7 jours (D7 : Day 7) et longs : 

3 mois (M3 : Month 3). Au terme de l’expérience, l’animal a été anesthésié afin de prélever son rein, 

qui a été immédiatement sectionné en tranches fines, incluant de la zone corticale et de la médullaire 

rénale. Ces échantillons de tissu ont été placés dans du formol tamponné à 10%, pour permettre la 

réalisation de l’analyse histologique.  

De plus, des morceaux de zone corticale (cubes de quelques millimètres pesant de 50 à 100 mg) 

ont également été prélevés et disposés dans des tubes eppendorf RNase free de 1,5 mL préalablement 

identifiés. Ces tubes ont été directement plongés dans de l’azote liquide afin de congeler rapidement et 

profondément le tissu, permettant de le conserver à -80°C pendant plusieurs mois en vue des analyses 

transcriptomiques et protéomiques. » 
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D. METHODES RELATIVES AU MODELE IN VIVO 
 

1. Analyse des paramètres biochimiques fonctionnels  

Le dosage des paramètres biochimiques a été réalisé sur l’automate Modular automatic analyser (Roche 

Diagnostics, France) situé dans le service de Biochimie du CHU de Poitiers, dirigé par le Pr. Gérard 

Mauco.  

 

« La reprise de fonction des reins qui ont été soumis aux différentes conditions d’IR, a été évaluée 

par le dosage de la créatinine plasmatique et urinaire, la clairance de la créatinine, la fraction d’excrétion du 

sodium (FeNa+), la protéinurie et l’osmolarité.  

La créatinine est une molécule hydrosoluble issue du métabolisme musculaire. Elle est principalement 

éliminée par filtration glomérulaire mais aussi par sécrétion tubulaire, et n’est pas réabsorbée au niveau 

du tubule. Cette molécule va donc se retrouver complètement excrétée dans les urines, ce qui en fait un 

bon reflet de la filtration glomérulaire. Le dosage de la créatinine a été réalisé dans les échantillons de 

sérum et d’urine. Cette méthode de dosage fait appel à la méthode de Jaffé décrite par Seelig, puis 

modifiée par Bartels et coll. en 1969 [184-186]. En milieu alcalin, la créatinine forme avec l’acide 

picrique un complexe jaune orangé, qui pourra être dosé par colorimétrie. La vitesse de formation de la 

coloration est proportionnelle à la concentration en créatinine (µmol/L) dans l’échantillon.  

La clairance rénale représente le volume de sang ou de plasma complètement épuré d’une substance 

par le rein, par unité de temps. La clairance de la créatinine, qui est une substance complètement filtrée et 

non réabsorbée reflète exactement le débit de filtration glomérulaire. La clairance de la créatinine (CCR) est 

calculée comme suit :  

PCR= Concentration plasmatique de la créatinine en mmol/mL 

UCR= Concentration urinaire de la créatinine en mmol/mL 

V = Débit urinaire en mL/min 

CCR (mL/min) = UCR x V / PCRv 

 

La fraction d’excrétion du sodium (FeNa+) est une mesure du pourcentage de sodium excrété dans 

les urines par rapport au sodium réabsorbé par le rein. En effet, le sodium est normalement réabsorbé au 

niveau de différents segments du tubule rénal. Lorsque le tubule est lésé, la valeur de la fraction d’excrétion 

du sodium augmente signifiant que sa capacité normale de réabsorption est altérée. La fraction d’excrétion 

du sodium se calcule en fonction de la créatininémie, de la créatinurie, de la natrémie et de la natriurèse.  

PCR= Concentration plasmatique de la créatinine en mmol/mL 
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UCR= Concentration urinaire de la créatinine en mmol/mL 

PNa= Concentration plasmatique du sodium en mmol/mL 

UNa= Concentration urinaire du sodium en mmol/mL 

FeNa+ (%) = (UNa x PCR) / (PNa x UCR) x 100v 

 

La quantité de protéines urinaires ne doit normalement pas être supérieure à 0,15 g/24h. Une 

protéinurie élevée est le reflet de lésions de la barrière de filtration glomérulaire et/ou tubulaire, qui ne 

laissent normalement passer qu’une quantité limitée de protéines. Les protéines urinaires sont dosées par la 

méthode colorimétrique au rouge de pyrogallol. L’action du complexe rouge de pyrogallol-molybdate se 

traduit par une réaction colorée. Le maximum d’absorption passe alors de 467 nm à 598 nm. La densité 

optique mesurée à 598 nm est proportionnelle à la concentration de la solution en protéines.  

L’osmolarité de l’urine et du plasma ont été déterminées par la mesure du point de congélation, avec un 

osmomètre (Hermann Roebling Messtechnik, Berlin, Allemagne). Le ratio de l’osmolarité du plasma sur 

l’urine est déterminé pour évaluer la capacité de concentration du rein. La mesure de l’osmolarité en osmol 

dans les urines permet une évaluation de la filtration glomérulaire et de la réabsorption des électrolytes. » 

 

2. Analyse des paramètres histologiques  

2.1. Préparation des tissus 
Les analyses histologiques ont été réalisées au sein du laboratoire d’anatomo-pathologie du CHU de 

Poitiers dirigé par le Pr. Pierre Levillain et en lien avec le Pr. Jean Michel Goujon. 

 

 Les techniques histologiques sont utilisées dans le but de quantifier les modifications 

histologiques rénales, suite aux différentes séquences d’IR utilisées dans nos protocoles 

expérimentaux.  

Les échantillons de rein destinés à une étude histologique ont préalablement été fixés dans du 

formaldéhyde à 4%, dès son prélèvement à la fin du protocole expérimental. Les échantillons ont 

ensuite été déshydratés toute une nuit par passage dans des bains d’éthanol de concentration croissante, 

avant d’être inclus en paraffine. Des coupes de 3 μm d’épaisseur ont ensuite été réalisées au microtome 

et collées sur des lames. Juste avant les colorations ou les immunomarquages, les lames ont été 

déparaffinées par passage dans des bains d’histosol (Fisher HealthCare, Thermo Fischer Scientific, 

France) et réhydratées par des bains d’éthanol, dans l’eau distillée, de concentrations décroissantes.  
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3. Evaluation des lésions histologiques du rein 

Les lames ont été colorées par coloration standard à l’Acide périodique de Schiff (PAS). La 

coloration PAS met en évidence les mucines (épithélium à bordures en brosse), les membranes basales 

et le glycogène. La réaction à l’acide périodique de Schiff correspond à l’oxydation de certains 

polysaccharides par l’acide périodique, révélée par une coloration rouge (fixation de la leucofuchsine 

de Schiff). Cette coloration a permis d’évaluer certains critères morphologiques comme la perte de 

bordure en brosse et le détachement endoluminal des cellules épithéliales des tubules rénaux 

proximaux mais également l’atrophie tubulaire à 3 mois.  

L’interprétation histologique a été réalisée en aveugle, par le Pr Jean-Michel Goujon, 

anatomopathologiste. L’intensité des lésions a été évaluée de manière semi-quantitative grâce à une 

échelle allant de 0 à 5 selon une méthode déjà validée au laboratoire [187]: 

- 0 : aucunes lésions ;  

- 1 : <10% de lésions ;  

- 2 : 10-25% de lésions ;  

- 3 : 25-50% de lésions ;  

- 4 : 50-75% de lésions ;  

- 5 : plus de 75% de lésions.  

 

4. Evaluation de la fibrose interstitielle 

Les lames ont été colorées par coloration au Rouge Sirius ou Picrosirius. « Cette technique, décrite 

par Sweat en 1964,  utilise le colorant Rouge Sirius F3B dilué dans de l’acide picrique pour colorer en 

rouge les fibres de collagène qui sont caractéristiques de la fibrose interstitielle (Figure 22) [188]. Une 

évaluation de la fibrose a été réalisée grâce au logiciel d’analyse d’images Visilog. Un seuillage de 

l’image permet d’isoler les zones rouges (fibrose) du fond de la préparation. Le logiciel quantifie les 

surfaces fibrosées par rapport à la surface de chaque champ (10 champs sont observés par 

prélèvement). Les résultats sont exprimés en pourcentage. 
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Figure 22 : Marquage de la fibrose tubulo-interstitielle par coloration au Rouge Sirius (A) d’un rein 

de porc présentant moins de 5% de fibrose contrairement à (B) un rein ischémié contenant 25 % de 

fibrose (objectif x100). 

 

 

 

 

 



   114 
CONFIDENTIEL 

 

 

 

 

VI.  PREMIERE PARTIE : 

LES TEMPERATURES  
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A. INTRODUCTION 
 

Dans cette première partie, nous nous sommes intéressés aux effets de la modulation de la 

température lors de la conservation sur les lésions d’IR. 

 

1. Les effets délétères de la conservation hypothermique à 4°C 

Actuellement, la majorité des centres utilisent la conservation à 4°C pour préserver les reins. 

Toutefois, cette méthode de préservation est, aujourd’hui, remise en question. En effet, la conservation 

à froid a trois limites fondamentales. La première correspond aux dommages causés par l'hypothermie 

elle-même, la seconde est la difficulté à évaluer la fonction et à prédire la viabilité durant la 

conservation et la troisième est que les lésions d'IR sont inévitables [189]. L'hypothermie, mise en 

place dans les années 1950 à 1960, au cours des premières transplantations, reposait sur le principe 

d’inhibition métabolique par le froid. Effectivement, le métabolisme est réduit de moitié par 

diminution de la température de 10°C. Ainsi à 4°C, il subsiste donc un métabolisme de 10-12% ne 

permettant pas de mettre complètement la cellule au repos. Ajouté à cela, cette diminution du 

métabolisme la rend difficilement capable de mettre en place des systèmes de défense. Il a été 

démontré que l’hypothermie et l’hypoxie suivie de la réoxygénation et du réchauffement conduisent à 

la dégradation de l’intégrité cellulaire [2, 3], à l’acidose, à la perte d’ATP [4], à une réaction 

inflammatoire [5], à l’apoptose liée à la perméabilisation de la membrane mitochondriale [6], et à la 

génération d’EOR qui vont directement endommager les tissus [7]. Il est donc nécessaire d’identifier 

de nouvelles conditions de préservation des greffons, afin de limiter les lésions d’IR. L'utilisation de 

l'hypothermie apparaît comme un facteur limitant dans l'indication d'expansion des donneurs, 

notamment concernant l'utilisation des organes ayant subi une ischémie chaude (donneur DDAC) 

avant la conservation à froid [190, 191]. 

 

2. Nouvelles conservations envisagées 

Afin de permettre la survie à court et long terme des greffons et l’utilisation des donneurs marginaux, 

de nouveaux modes de conservation ont donc été envisagées tels que la conservation normothermique 

(37°C), subnormothermique (27°C à 32°C) et la conservation à des températures intermédiaires (15°C 

à 27°C).  
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Concernant la subnormothermie, Hamamoto et coll. [192] ont démontré chez des moutons 

soumis à 60 min d'occlusion de l'artère coronaire que la taille de l'infarctus a été progressivement 

réduite lorsque la température cardiaque au cours de l'ischémie et de la reperfusion a été abaissé par 

décréments de 1°C de 39,5 à 35.5°C. Décrémenter la température au cours de l'ischémie dans une 

gamme légère d’hypothermie a démontré un puissant effet anti-infarctus dans de nombreuses études. 

Chien et al. [193] ont également rapporté que, pour chaque degré décrémenté de la température 

corporelle (l’hypothermie a été appliquée au corps entier) chez le lapin soumis à 30 min d'ischémie 

suivie d'une reperfusion, la taille de l'infarctus a été réduite en moyenne de 8% de la zone à risque.  

L’hypothermie légère corporelle atténue également le phénomène de « no reflow », la 

dysfonction ventriculaire post-ischémique, et le remodelage du cœur. Comme l'ont souligné deux 

revues récentes, la preuve d'un effet cardioprotecteur de l'hypothermie légère thérapeutique contre les 

lésions ischémiques est très forte [194]  

Le mécanisme par lequel une légère hypothermie produit ses effets cardioprotecteurs est 

probablement multifactoriel. Elle a été associée à un large éventail de mécanismes de protection qui 

pourraient diminuer les lésions d’IR. Ces derniers comprennent l'induction de protéines de choc 

thermique, la réduction de l'apoptose, la diminution de l'activation du complément et la réduction de la 

dégranulation des neutrophiles. Une légère hypothermie a également été observée [195, 196] pour 

limiter la lésion microvasculaire associée à des lésions de reperfusion myocardique [192].  

 

Cet effet cardioprotecteur de l’hypothermie légère (32-35°C) au cours de l'ischémie aiguë du 

myocarde a été confirmé dans différents modèles animaux : chez le lapin [195, 197-200], le chien 

[201], le porc [202-204], le rat [205] et le mouton [196]. Dans un modèle d’ischémie cardiaque chez le 

porc, l’hypothermie légère a démontré qu’elle pouvait réduire la mortalité aiguë, améliorer les 

paramètres hémodynamiques et réduire l'acidose métabolique [206]. 

Une hypothermie légère (> 30°C) diminue également le taux de phosphate à haute énergie et 

l’utilisation du glucose ainsi que l’accumulation du lactate mais dans une moindre mesure qu’une 

hypothermie plus profonde (17°C). Une hypothermie plus profonde peut modifier l’échange d'ions car 

elle inhibe les échangeurs sarcoplasmiques Na +/Ca2 + et Na +/K +, même si elle active, paradoxalement, 

l’échangeur Na +/H +. De façon  intéressante, il a été observé que les grenouilles en hibernation 

augmente leur résistance à l'hypoxie par une diminution de la demande en ATP grâce à la réduction de 

l’activité Na +/K + ATPase [207]. La protection offerte par l’hypothermie légère n’impliquerait pas 

seulement  la préservation énergétique et métabolique mais aussi l'activation des voies de signalisation 
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de la survie. La réduction des lésions pendant l'ischémie semble réduire la prédisposition à la formation 

du mPTP (mitochondrial permeability transition pore) durant la reperfusion [206] 

Ning et al. ont démontré qu’une cardioplégie froide (30°C) préserve l'expression de gène de protéines 

mitochondriales durant l'hypoxie, y compris les gènes codant pour HSP70, ANT1 et b F1 –ATPase 

[208, 209]. 

 De plus, ils ont également montré que l'hypothermie modérée (30°C) préserve l’intégrité 

structurelle et les voies métaboliques et favorise l’expression des protéines impliquées dans la survie 

cellulaire ainsi que l’inhibition de la protéine p53 [210]. Il est donc raisonnable de penser qu'une légère 

hypothermie pourrait déclencher cette protection grâce à des capteurs thermiques. Cette hypothèse est 

étayée par des études du groupe d’Halestrap, qui a indiqué qu'une courte période de perfusion à 26°C 

dans des cœurs isolés de rat induit une protection qui augmente la translocation de la protéine kinase C-

ε à la fraction particulaire et phosphoryle la protéine kinase activée par l'AMP [207].  

Une autre étude dans un modèle de cœurs de lapins isolés perfusé selon la méthode Langendorff a 

également démontré que l’hypothermie à 30°C préservait l'intégrité structurelle et fonctionnelle 

cardiaque pendant plusieurs heures après un accident ischémique. De plus, ils ont observé que 

l'hypothermie diminue l'utilisation de l'énergie qui est au moins partiellement responsable du maintien 

de la fonction mitochondriale post-ischémique et la préservation relative de l'ATP, déjà observé chez le 

lapin [210]. De plus, elle favorise l’expression de HIF 1α, HO-1, PPAR β (peroxisome proliferator-

activated receptors β) et Akt-1. Ceci a étayé l'hypothèse d'un rôle attractif pour la transduction du signal 

dans l'action de l'hypothermie [206].  

Yang et al. ont démontré, quant à eux, dans un modèle in vitro de cellules endothéliales 

ombilicales humaines (HUVEC) soumises à une IR que l'hypothermie à 33°C réduit nettement 

l'apoptose des cellules endothéliales suite à l’IR par l'atténuation à la fois des voies extrinsèques et 

intrinsèques, la modulation de JNK1 / 2 et l'amélioration de l’expression MKP-1 [211]. Ces résultats 

ont également été démontrés dans un modèle de cardiomyocyte de rat, dans lequel, il a été observé que 

l'hypothermie à 33°C inhibait le stress oxydatif induit par  l’IR et l'apoptose par le renforcement de 

l'expression de l’anti-apoptotique Bcl-x et réprimait l'expression de p53 [212]. 

Enfin, dans une analyse de microarrays également réalisé sur des HUVEC soumises à une 

ischémie, il a été montré que l’hypothermie à 33°C modifie significativement l’expression d’un grand 

nombre de gènes liés à des processus et des fonctions biologiques importantes. Le cycle cellulaire, 

l'apoptose et la prolifération cellulaire semble être impliqué dans les plus importants processus 

surexprimés. Les chimiokines et l'adhérence cellulaire ont été parmi les processus inflammatoires les 

plus significativement sous-exprimés ainsi que les transporteurs transmembranaires et l'activité lipase. 



   118 
CONFIDENTIEL 

Tous ces résultats sont proposés pour jouer un rôle de premier plan dans les effets induits par 

l'hypothermie légère [213]. 

 

            La conservation à une température intermédiaire semble aussi être une judicieuse alternative. 

Effectivement, l’équipe de Biberthaler, qui a réalisé la seule analyse systématique en faisant varier les 

températures au cours de l’ischémie dans un modèle hépatique murin, a constaté que l'effet dit de 

protection de l'hypothermie dans le foie est déjà rencontrés à 26°C. Une réduction supplémentaire de la 

température n'a pas induit une protection supplémentaire contre les lésions d’IR. Ces résultats sont 

appuyés par Imakita et al., qui ont rapporté un effet bénéfique du refroidissement (23°C) local intra 

ischémique de foies canin et humain lors de la résection [214]. L'effet protecteur a été démontré par 

l'amélioration de la microcirculation, la réduction de la réponse inflammatoire, et l’amélioration de 

l'intégrité structurelle hépatocellulaire visualisé par microscopie électronique [215]. 

 Khandoga et al. ont observé un impact protecteur de l’hypothermie légère, 15°C à 26°C,  sur 

les lésions tissulaires induit par le stress oxydatif durant l’IR. De plus, ils ont démontré que cette 

hypothermie réduisait la production de EOR intracellulaire initial grâce à la prévention de la 

dégradation de l'AMP avec l’accumulation de l'hypoxanthine [216]. 

 Enfin, Gowing et Dexter ont démontré que l'abaissement de la température corporelle à 22°C 

lors d’une occlusion des artères rénales durant 60 min chez le rat prévient presque totalement la nécrose 

tubulaire. Il a également été observé qu’une légère hypothermie continu (pendant et après l'ischémie) à 

32°C, produit par refroidissement externe, confère une protection fonctionnelle et morphologique 

presque totale pendant 25 minutes d’occlusion de l’artère rénale [217]. 

 

Des effets bénéfiques sont également observés lors de la conservation des organes à une 

température intermédiaire contrairement à des températures de conservation plus faible dans la 

machine de perfusion. En effet, dans un modèle hépatique d'ischémie chaude d’une durée de 60 

minutes induite par un arrêt cardiaque chez le rat, Olschewski et al. ont montré que la machine de 

perfusion oxygénée améliore la viabilité du foie suite à une ischémie chaude prolongée. Contrairement 

à la conservation à 4°C ou 12°C, la conservation à 21 °C en machine de perfusion a un effet bénéfique 

sur la fonction de l'organe et l'intégrité structurale de l'endothélium sinusoïdal [218]. 

 

Ces données ouvrent des voies intéressantes pour faire évoluer les conditions de conservation. 
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B. RESULTAT: EVALUATION DES EFFETS DE 
DIFFERENTS DEGRES D’HYPOTHERMIE LORS DE 

L’ISCHEMIE REPERFUSION RENALE 
 
 
 
Mallet V, Giraud S, Goujon J-M, Quellard N, Fernandez B, Thuillier R et Hauet T 
  

 
 

1. Objectifs de l’étude 

Actuellement, la majorité des centres de transplantation, conservent les greffons avec la solution de 

préservation UW à 4°C. Toutefois, cette condition de préservation est aujourd’hui remise en question. 

En effet, la conservation en hypothermie sévère a trois limites fondamentales : la première concerne les 

dommages causés par l'hypothermie elle-même, la seconde est la difficulté à évaluer la fonction et 

prédire la viabilité durant la conservation et la troisième est que les lésions d'IR sont inévitables et 

potentiellement irréversibles [189]. Il a été démontré que l’hypothermie aggrave les lésions d’IR 

notamment la surconsommation d’ATP, la diminution de synthèse la dégradation de l’intégrité 

cellulaire, la mortalité cellulaire et la génération d’EOR à la reperfusion. L’utilisation de l'hypothermie 

sévère apparaît donc comme un facteur limitant dans la conservation des greffons, notamment 

concernant l'utilisation des organes ayant subi une ischémie chaude avant la conservation en 

hypothermie, c'est-à-dire ceux provenant de DDAC [190, 191]. 

La présente étude a consisté à étudier, dans un premier temps, l’impact de différentes 

températures de conservation sur les lésions d’IR, dans un modèle in vitro de cellules endothéliales 

rénales porcines. L’objectif principal ce travail a été d‘évaluer la conservation du métabolisme 

mitochondrial et de ses principaux complexes enzymatiques afin de déterminer la conservation de 

l’intégrité de la mitochondrie par mesure indirect de la fuite du cytochrome c (caspase 9) et par 

évaluation de l’aspect morphologique par microscopie électronique. En effet, la mitochondrie étant une 

des principales cibles des lésions d’IR, la conservation du métabolisme et de l’intégrité de cette 

organelle est donc une priorité dans le maintien des fonctions cellulaires. Dans un deuxième temps, 

nous avons également étudié deux de ces températures lors de la conservation ex vivo de reins de porc 

afin d’observer l’effet de celles-ci dans l’organe entier. 
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2. Protocoles utilisés 

Afin d’atteindre ces objectifs, nous avons utilisé, dans la première partie de l’étude, une culture 

primaire de cellules endothéliales microvasculaires, isolées au laboratoire à partir de rein de porc Large 

White. Ce modèle est particulièrement intéressant car il permet des études très reproductibles et rapides. 

L’atout majeur de notre étude cellulaire est de cibler une population d’intérêt et d’en étudier ses 

fonctions, les cellules endothéliales étant les premières cibles des lésions d’IR. Ce modèle in vitro a été 

mis en place au laboratoire en 2008 et il est maintenant utilisé en routine. L’étude sur le modèle 

cellulaire a été effectuée en reproduisant les conditions cliniques de greffe. Actuellement, en clinique, 

le greffon rénal est conservé de façon statique durant 20-24h en hypoxie dans une solution de 

conservation à 4°C, qui constitue l’ischémie froide. Au moment de la reperfusion, le greffon est 

connecté au réseau vasculaire du receveur, et donc reperfusé par le sang oxygéné à 37°C.  

Pour reproduire ces conditions, nos cellules ont été conservées 24h en hypoxie dans la solution 

UW (considérée actuellement comme la solution de référence) et dans le cadre de notre étude visant à 

explorer les effets de la température, nous avons soumis ces cellules à 5 températures différentes (4°C, 

19°C, 27°C, 32°C et 37°C). La reperfusion est simulée par une réoxygénation avec 20% d’oxygène à 

37°C soit durant 24h avec du milieu de culture DMEM soit pendant 2h en présence de sang de porc 

autologue, permettant de mettre les cellules endothéliales en présence des cellules immunitaires et des 

éléments du complément qu’elles rencontreraient in vivo. Les cellules contrôles (ctrl) ont été 

conservées dans leur condition normale de culture, c’est-à-dire en DMEM dans une étuve à 37°C, 

pendant 26h ou 48h en fonction du temps d’hypoxie/réoxygénation des cellules soumises aux 

différentes conditions. Des évaluations de la mortalité et de l’intégrité cellulaire, de l’activité 

métabolique ainsi que du stress oxydant, des voies de l’hypoxie et de l’inflammation ont été réalisées.  

La seconde partie de ce travail a été réalisée sur un modèle ex vivo de reins de porc conservés à 

deux températures différentes et comparés à des reins conservés à 4°C. Des évaluations de l’intégrité 

tissulaire, des voies de l’hypoxie et de l’apoptose ont été réalisées. 

 

 

3. Résultats obtenus 

3.1. Impact de différentes températures lors de la conservation de cellules endothéliales sur 
les lésions d’IR 

 
Notre premier test a consisté à mesurer l’impact de la température de conservation sur la nécrose 

cellulaire, une des deux voies possibles de mort cellulaire. Pour ce faire, nous avons mesuré le ratio 
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entre la quantité de lactate déshydrogénase (LDH) libérée dans le milieu par rapport à la quantité totale 

présente dans la culture cellulaire, cette enzyme exclusivement intracellulaire est relarguée lors de la 

perte d’intégrité membranaire, une des étapes du processus de nécrose, qui n’est pas observée lors de 

l’apoptose. L’analyse de ce test montre que la préservation à 4°C entraîne une nécrose importante  

(Figure 24A, 37 ± 2% de libération de LDH par rapport aux cellules ctrl), phénomène exacerbé à la 

réoxygénation (Figure 24B, 70 ± 1% de libération de LDH par rapport aux cellules ctrl). La 

conservation à 19°C entraîne des résultats similaires à la conservation à 4°C relatée avec une mortalité 

cellulaire par nécrose importante après l’hypoxie ainsi qu’après la réoxygénation comme le démontre 

les taux élevés de libération de LDH. A 27°C, on observe une mortalité cellulaire significativement 

plus réduite qu’à 4°C après 24h d’hypoxie (Figure 24A, 12 ± 1%, p<0,001) cependant suite à la 

réoxygénation on observe une augmentation de la libération de LDH à un niveau identique à la 

conservation à 4°C (Figure 24B, 74 ± 1%). En outre, la préservation à 32°C permet une diminution de 

la mortalité cellulaire suite à l’hypoxie et surtout suite à la reperfusion où elle conduit à une libération 

de LDH significativement plus réduite qu’à 4°C (Figure 24B, 40 ± 2%, p<0,001). Enfin, les cellules 

conservées à 37°C présentent une mortalité cellulaire significativement moins importante qu’à 4°C 

après 24h de conservation hypoxique mais lorsqu’elles sont réoxygénées, on assiste à une amplification 

de la nécrose (Figure 24B, 63 ± 2%). 

Nous avons ensuite évalué la mortalité cellulaire mais cette fois par apoptose. Pour cela, nous avons 

mesuré l’activité de la caspase 9. La caspase 9 est une protéine initiatrice activée par l’apoptosome qui 

va conduire à la mise en place de l’apoptose par l’activation des caspases effectrices. Ce test nous a 

permis de constater que lors de la conservation à 4°C l’activité de la caspase 9 était réduite par rapport 

aux cellules contrôles (Figure 24C, 17 ± 10% d’activité par rapport au ctrl). Au contraire, la 

conservation à 19°C entraîne l’augmentation la plus significative par rapport à 4°C (187 ± 42% par 

rapport au ctrl, p<0,001). A 27°C, on note une augmentation de l’activité par rapport à 4°C cependant 

elle n’est pas significative (88 ± 47% par rapport au ctrl).  La préservation à 32°C conduit à une légère 

augmentation de l’activité apoptotique par rapport à 4°C (37 ± 16% par rapport au ctrl). Quant à la 

conservation à 37°C, elle provoque une augmentation significative de l’activité de caspase 9 par 

rapport à 4°C (158 ± 43% par rapport au ctrl, p<0,001) mais de façon moins élevée qu’à 19°C. 

Nous avons ensuite effectué un test XTT (sel de tétrazolium) permettant d’observer l’activité du 

complexe II mitochondriale par réduction du XTT par la succinate déshydrogénase. L’analyse de ce 

test montre que la conservation à 4°C conduit à une diminution de l’activité du complexe II (Figure 

18D, 46 ± 3% par rapport aux cellules ctrl). Au contraire, les cellules  conservées à 19°C et 27°C 

présentent une augmentation significative de leur activité métabolique par rapport aux cellules 
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conservées à 4°C (respectivement, 64 ±  2% et  63 ±  2% par rapport aux cellules ctrl, p<0,001). La 

préservation à 32°C permet quant à elle une meilleure conservation de l’activité métabolique (80 ± 2% 

par rapport au ctrl, p<0,001) tandis que la conservation à 37°C entraîne la diminution métabolique la 

plus importante de toutes les conditions (34 ± 2% par rapport au contrôle). 

Toujours dans le but d’évaluer la préservation du m métabolisme mitochondriale, nous avons 

quantifié l’activité du complexe IV Pour ce test, nous n’avons pas observé de différence significative 

entre les différentes températures (Figure 24E). Néanmoins, on observe, lors des conservations à 4°C et 

37°C, une activité du complexe IV mitochondrial similaire à l’activité des cellules contrôles tandis que, 

pour les conservations à 19°C et 32°C, on note une tendance à l’augmentation de cette activité. 

Pour finir, nous avons réalisé un dosage de l’ATP, qui représente la principale source  énergétique 

de la cellule et qui implique un fonctionnement correct de la chaîne respiratoire mitochondriale, 

notamment le complexe V de la chaîne mitochondriale (ATP synthase). L’analyse de ce test nous 

montre que la conservation à 4°C conduit à une baisse importante de la quantité d’ATP (Figure 24E, 33 

± 15% par rapport au ctrl). Les conservations à 19°C, 27°C et surtout 32°C permettent une 

augmentation significative de la quantité d’ATP intracellulaire, dépassant même la quantité trouvée 

dans les cellules contrôles (respectivement, 144 ± 9%, 130 ± 5% et 207 ± 9% par rapport au ctrl, 

p<0,001). La conservation à 37°C entraîne une augmentation de la quantité d’ATP produite par rapport 

à 4°C mais reste inférieur à celle retrouvée dans les cellules contrôles (81 ± 7% par rapport au 

contrôle). 

Au vu de l’ensemble de ces résultats, la conservation en hypoxie des cellules endothéliales porcines 

à 4°C représente donc la condition la plus délétère, 32°C permettent une meilleur conservation 

cellulaire. 
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Figure 23 : (A) Libération de LDH par les cellules endothéliales microvasculaires rénales conservées 

pendant 24 h en UW à différentes températures en hypoxie  (B) puis réoxygénées pendant 4h en 

milieu de culture DMEM à 37°C. 

(C) Dosage de l’activité de la caspase 9 détectées dans les cellules endothéliales conservées pendant 

24h en UW à différentes températures en hypoxie puis réoxygénées en sang de porc autologue 

pendant 2h à 37°C. 
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(D) Quantification de l’activité métabolique les cellules endothéliales conservées pendant 24h en UW 

à différentes températures en hypoxie puis réoxygénées en sang de porc autologue pendant 2h à 37°C. 

(E) Quantification de l’activité du complexe IV des cellules endothéliales conservées pendant 24h en 

UW à différentes températures en hypoxie puis réoxygénées en sang de porc autologue pendant 2h à 

37°C. 

(F) Dosage de l’ATP contenu dans les cellules endothéliales conservées pendant 24h en UW à 

différentes températures en hypoxie puis réoxygénées en sang de porc autologue pendant 2h à 37°C 

n=8, moyenne ±SEM, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 températures versus 4°C. 

 

3.2. Effet des différentes températures de conservation sur l’intégrité cellulaire 

 
Suite à une hypoxie de 24h en UW aux différentes températures suivie d’une réoxygénation de 24h 

à 37°C en milieu de culture DMEM + 5% de SVF, les cellules endothéliales ont été analysées en 

microscopie électronique avec l’aide de deux ingénieurs de microscopie du CHU, Mmes Fernandez B 

et Quellard N, du service d’anapathomologie. 

Les cellules ont été comparées à des cellules contrôles (Figure 25A) conservées en O2 à 37°C en 

milieu de culture DMEM + 5% de SVF pendant 24h et pour lesquelles l’intégrité cellulaire est 

parfaitement préservée. 

 Les cellules conservées à 4°C (Figure 25B) présentent des mitochondries plus petites que la 

normale (diamètre d’environ 0,5 µm) avec des crêtes effacées en majorité qui semblent souligner une 

souffrance cellulaire. Dans les cellules conservées à 19°C (Figure 25C), on observe également des 

mitochondries lysées ou de taille réduite (diamètre compris entre 0,5 et 1 µm) ainsi que la présence de 

figures myéliniques qui sont le résultat de l’altération membranaire. Ces phospholipoprotéines  

constituant habituellement ces membranes apparaîtront comme résidus contenus dans les lysosomes. 

Leur apparition dépend de la quantité d’enzymes contenues dans le lysosome. Les protéases existent en 

très grande quantité; en revanche, les lipases sont toujours peu abondantes. La fraction protéique des 

phospholipoprotéines est digérée, tandis que la fraction lipidique ne l’est que partiellement. Or, les 

molécules lipidiques, qui possèdent un groupement polaire hydrophile, ont toujours tendance à former 

des couches monomoléculaires d’où l’appellation de « figures pseudomyéliniques ». Les conservations 

à 27°C (Figure 25D) et à 32°C (Figure 25E) semblent être des conditions plus protectrices comme le 

souligne la présence de mitochondries plus nombreuses et plus grandes avec des crêtes bien visibles. A 

l’opposer, les cellules conservées à 37°C (Figure 25F) semblent très endommagées. Les mitochondries 
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sont soit plus petites que la normale avec des crêtes complètement effacées, soit lysées. On note une 

altération des membranes plasmiques et des organelles ainsi que la présence de vacuoles d’autophagie. 

 Ces analyses confirment les observations des tests métaboliques, avec un effet à double 

tranchant de la température, les niveaux intermédiaires permettant une protection accrue par rapport à 

4°C mais une température trop élevée provoquant à nouveau des dégâts importants. 
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Figure 24 : Observation morphologique par microscopie électronique des cellules endothéliales 

microvasculaires rénales porcines conservées en hypoxie pendant 24h en UW à 4°C (B), à 19°C (C), 



   127 
CONFIDENTIEL 

à 27°C (D), à 32°C (E) et à 37°C (F). Les cellules contrôles ont été conservées pendant 24h en milieu 

de culture DMEM à l’étuve à 37°C. 

Grossissement: 30 000X. 

 

3.3. Evaluation des différentes températures de conservation sur le stress oxydant et les voies 
de l’hypoxie in vitro 

 
Nous avons tout d’abord évalué le stress oxydant, après 24h d’hypoxie et 24h de réoxygénation, 

par un test DHE (dihydroéthidium) permettant de doser la quantité d’anions superoxyde (O2
.-), espèce 

réactive de l’oxygène. Ce test nous a permis de constater que la conservation à 4°C conduisait à une 

augmentation de la production d’O2
.- par rapport aux cellules contrôles (Figure 26A, 18 993 ± 1001 If 

(Intensité de fluorescence)). Au contraire, les cellules conservées à 32°C et 37°C présentent une 

quantité d’O2
.- significativement inférieure comparé à celles conservées à 4°C avec un niveau similaire 

aux cellules contrôles (respectivement, 15 041 ± 255, 15 074 ± 599 If, p<0,001). Etonnamment, les 

cellules conservées à 19°C et particulièrement à 27°C sont significativement moins touchées par le 

stress oxydant qu’à 4°C (respectivement, 12 820 ± 793, 6 036 ± 483 If, p<0,001) et montrent un niveau 

d’O2
.- plus faible que dans les cellules contrôles. 

Le stress oxydant a également été évalué par dosage du NO2
- dans le surnageant de culture,  

reflétant la génération de NO qui a un rôle négatif dans le cadre de l’IR par l’activation de lésions 

induites par les radicaux oxygénés. Suite à une hypoxie de 24h, on observe une augmentation 

significative de la production de NO2
- par les cellules conservées à 19°C comparées aux cellules 

conservées à 4°C (Figure 26B, 47 ± 2% par rapport au ctrl, p<0,001). Tandis que la conservation à 

32°C entraîne une diminution significative de la production de NO2
- par rapport à 4°C (30 ± 2% 

comparé au ctrl, p<0,001). Les cellules conservées à 27°C et 37°C montrent une quantité de NO2
-  

produite identique à celles conservées à 4°C. Après une réoxygénation en sang, cette production est 

potentialisée dans toutes les conditions (Figure 26C). Néanmoins, lors d’une conservation à 19°C et 

37°C, la quantité de NO2
- devient significativement plus réduite comparée à la conservation à 4°C 

(respectivement, 101 ± 4% et 103 ± 3% comparé au ctrl, p<0,001); alors que la conservation à 27°C 

conduit à un niveau de NO2
-  identique à celui observé à 4°C. Les cellules conservées à 32°C présentant 

toujours une production plus réduite par rapport à toutes les autres conditions (81 ± 1% comparé au 

ctrl, p<0,001). 

Enfin, nous avons effectué une analyse par RT-qPCR, après une hypoxie de 24h suivie d’une 

réoxygénation de 2h en sang, afin d’observer l’expression de la SOD1, qui est une métalloprotéine 

possédant un rôle important dans les systèmes de défense contre les radicaux libres en catalysant la 
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dismutation de l’O2
.- en oxygène et peroxyde d'hydrogène. L’expression de ce gène est augmentée lors 

de la conservation à 4°C par rapport aux cellules contrôles (Figure 26D). De plus, l’expression de la 

SOD1 est diminuée de façon significative dans les cellules conservées à 19°C et surtout 32°C 

contrairement aux cellules conservées à 4°C (respectivement, p<0,01 et p<0,05), tandis que celles 

conservées à 27°C et 37°C ne montrent pas de diminution significative.  

Concernant l’analyse transcriptomique des voies de l’hypoxie (Figure 26D), nous avons évalué 

l’expression d’HIF-1α (Hypoxia inducible factor-1α), qui est un facteur de transcription impliqué dans 

l’adaptation cellulaire à un stress hypoxique qui va conduire à l’activation des gènes suivants : (i) 

l’érythropoïétine (EPO), qui est un facteur de croissance activé par les fibroblastes interstitiels lors 

d’une hypoxie, (ii) le facteur de croissance de l’endothélium vasculaire (VEGF), qui est un facteur de 

croissance de l’endothélium vasculaire entraînant la perméabilisation vasculaire, la prolifération et la 

survie cellulaire dans des conditions hypoxiques, et (iii) son récepteur Flt1. L’analyse de ce test montre 

que l’expression de HIF-1α est augmentée dans les cellules conservées à 4°C comparée aux cellules 

contrôles (Figure 26D). Les conservations à 19°C, 27°C et 32°C conduisent à une diminution 

significative de son expression (p<0,001) alors que la conservation à 37°C n’apporte pas de différence 

significative. Concernant l’expression de VEGF et Flt1, on note également une augmentation de 

l’expression lors de la conservation à 4°C par rapport au contrôle. Pour ces deux gènes seules les 

conservations à 27°C et 32°C entraînent une baisse significative de leur expression par rapport à 4°C 

(p<0,05) tandis que, pour les conservations à 19°C et 37°C, on observe seulement une tendance à la 

diminution. Enfin, l’expression d’EPO est là aussi augmentée lors de la conservation à 4°C. De plus, on 

note une diminution de son expression lors de conservations à 19°C, 27°C, 37°C et surtout 32°C mais 

de façon non significative. De manière étonnante on remarque lors de l’analyse de ces gènes que plus la 

température de conservation des cellules diminue plus leur expression est augmentée mais ceci jusqu’à 

une certaine température car lorsqu’elles sont conservées à 37°C les cellules montrent un profil 

d’expression augmenté. 
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Figure 25 : (A) Dosage de l’anion superoxyde par un test DHE dans les cellules microvasculaires 

rénales après une séquence d’hypoxie, pendant 24h en UW à différentes températures, et de 

réoxygénation, durant 24h en DMEM à 37°C. 
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(B) Dosage du NO2
- dans les cellules endothéliales microvasculaires rénales conservées pendant 24 h 

en UW à différentes températures en hypoxie  (C) puis réoxygénées pendant 2h en sang de porc à 

37°C. 

(D) Expression des ARNm de SOD1, HIF1α, VEGF, Flt-1 et EPO par RT-qPCR dans des cellules 

endothéliales rénales suite à une hypoxie de 24h en UW à différentes températures et une 

réoxygénation de 2h en sang de porc à 37°C. 

n=8, moyenne ±SEM, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001températures versus 4°C 

 
 

3.4. Impact des différentes températures sur l’inflammation in vitro 

 
Suite à une hypoxie de 24h suivie d’une réoxygénation de 2h en sang et après lavage des cellules, le 

nombre de leucocytes adhérés sur le tapis cellulaire a été compté. L’adhésion des leucocytes est le 

signe d’une activation endothéliale. On observe une adhésion leucocytaire significativement plus 

réduite à 32°C et surtout 27°C comparée à 4°C (Figure 27B, respectivement p<0,01 et p<0,001). 

Tandis que les cellules conservées à 19°C et 37°C présente une adhésion leucocytaire similaire à celles 

observées à 4°C. 

Puis une analyse transcriptomique des gènes de l’inflammation (MCP-1 et TLR4) et de l’activation 

endothéliale (ICAM1) a été réalisée à la suite d’un protocole identique (Figure 27A). MCP-1 est une 

cytokine pro-inflammatoire de type chimiokine qui va conduire au recrutement de certaines cellules 

immunitaires, TLR4 est un « Tolls-Like » récepteur conduisant à l’activation  des voies de signalisation 

du NF-κB, des MAPK et de l’interféron de type 1, l’activation cellulaire et la production de cytokines 

proinflammatoire; et ICAM1 est une immunoglobuline présente à la surface de l’endothélium qui va 

permettre la diapédèse lors de l’activation endothéliale. Pour TLR4, on note une augmentation de son 

expression lors d’une conservation 4°C ainsi qu’à 37°C. Les conservations à 19°C et 27°C montrent 

une tendance à la baisse de l’expression de TLR4 alors que la conservation à 32°C permet une 

diminution significative (p<0,05). En ce qui concerne l’expression de MCP-1, elle est également 

augmentée à 4°C tandis que les autres températures permettent une diminution significative de son 

expression notamment à 19°C, 27°C et 32°C (p<0,001). Pour finir, on observe là aussi une baisse de 

l’expression d’ICAM1 à 37°C et 32°C (respectivement, p<0,05 et p<0,01), et surtout à 27°C et 19°C 

(p<0,001).  Concernant MCP-1 et TLR4, on remarque également que plus la température de 

conservation diminue plus leur expression augmente sauf à 37°C qui présente une expression élevée 

pour ces deux gènes mais moins importante qu’à 4°C. Tandis que pour ICAM1, son expression 
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augmente en fonction de la température de conservation sauf à 4°C, température pour laquelle 

l’expression est la plus élevée. 
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Figure 26 : (A) Expression des ARNm de TLR4, MCP1 et ICAM1 par RT-qPCR dans des cellules 

endothéliales rénales suite à une hypoxie de 24h en UW à différentes températures et une 

réoxygénation de 2h en sang de porc à 37°C 

(B) Comptage du nombre de leucocytes adhérés sur les cellules endothéliales microvasculaires rénales 

après une conservation en hypoxie de 24 h en UW à différentes températures et une réoxygénation 

pendant 2h en sang de porc à 37°C. 

n=8, moyenne ±SEM, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001 températures versus 4°C. 
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3.5. Détermination de l’effet des différentes températures sur les lésions d’IR dans un 
modèle rénal ex vivo 

 
Pour faire suite à ces résultats, nous avons voulu évaluer la conservation à 32°C et 19°C, qui 

représente respectivement la meilleure condition de conservation et l’une des deux températures 

intermédiaires apportant également de bons résultats, par rapport à 4°C dans un modèle rénale de porc 

ex vivo. Pour ce faire, nous avons conservé des reins de porc en UW à différentes températures pendant 

24h après lavage préalable du rein avec la solution à la température adéquate. 

Nous avons tout d’abord effectué une évaluation de la perte de la bordure en brosse et du 

détachement cellulaire, lésions tubulaires typiques des lésions de l’IR. Concernant la perte de la 

bordure en brosse, on n’observe aucune différence significative entre les différentes conditions (Figure 

28 et tableau 3). Néanmoins, il semblerait que la perte de la bordure en brosse soit moins importante à 

1h quand les reins sont conservés à 19°C ou 32°C; mais paraît être potentialisée pour des durées de 

conservation plus longues pour ces deux températures contrairement aux reins conservés à 4°C. De 

plus, en ce qui concerne le détachement endoluminal, on ne note pas non plus de différence 

significative entre les différentes températures au temps précoce (1h et 6h) par contre à 24h il 

semblerait qu’il y ait  un détachement cellulaire plus important mais non significatif à 19°C et 32°C 

comparée à 4°C. 

Nous avons ensuite réalisé une analyse transcriptomique (données non montrées) qui n’a montré 

aucune différence significative entre les différentes températures de conservation aux mêmes temps. 
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Figure 27 : Marquage à l’acide périodique de Shiff (PAS) représentatif après 1h, 6h ou 24h de 

conservation de reins  de porc en UW à 4°C, 19°C ou 32°C. Grossissement: 100X. 
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Tableau 2 : Evaluation des lésions histologiques des reins après conservation ex vivo à 4°C, 19°C ou 

32°C. 

 

4. Conclusions 

Les résultats obtenus soutiennent un effet délétère de la conservation à 4°C déjà décrit dans la 

littérature. En effet, la conservation à 4°C conduit à une mortalité cellulaire par nécrose élevée mais pas 

par apoptose et à une diminution de l’activité métabolique et de la quantité d’ATP corrélées avec une 

perte de l’intégrité cellulaire. La conservation des cellules à 4°C entraîne également une augmentation 

du stress oxydant, une activation des transcrits des voies de l’hypoxie, de l’inflammation et de 

l’activation endothéliale. 

La conservation à 37°C en hypoxie n’apporte pas une préservation adéquate aux cellules 

conduisant à une nette diminution de la survie cellulaire, une baisse de l’activité métabolique 

mitochondriale ainsi qu’une perte de l’intégrité cellulaire et mitochondriale. De plus, l’analyse 

transcriptomique montre une activation des marqueurs de l’inflammation (MCP-1 et TLR4), de 

l’activation endothéliale (ICAM1), des voies de l’hypoxie (HIF-1α, VEGF, Flt-1 et EPO) et du stress 

oxydant (SOD1).  

Tandis que la conservation in vitro à des températures intermédiaires (19°C et 27°C) et surtout 

subnormothermiques (32°C) permet une meilleure préservation des cellules avec une conservation de 

l’activité mitochondriale, une survie et une intégrité cellulaire supérieure à celles observées à 4°C. De 

plus, ces données sont corrélées avec une diminution de l’activation des voies de l’hypoxie, du stress 

oxydant, de l’inflammation et de l’activation endothéliale. 
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Cependant, l ‘évaluation sur le modèle ex vivo n’a pas confirmé ces données du fait du protocole 

non adapté à ces conditions de conservation. 
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C. DISCUSSION GENERALE 
 

 

Dans cette étude, nous avons cherché à étudier l’impact de différentes températures lors de la 

conservation en hypoxie sur les lésions d’IR dans un modèle in vitro de cellules endothéliales rénales 

porcines  et dans un modèle ex vivo de rein de porc.  

Nous avons choisi un modèle de culture primaire de cellules endothéliales rénales 

microvasculaires car c’est le premier type cellulaire touché par les lésions d’IR. De plus, afin de nous 

rapprocher le plus possible du contexte clinique, nous avons mimé dans notre modèle in vitro les 

périodes de conservation et de réoxygénation inhérentes à la greffe d’organe. Pour se faire, les cellules 

ont été conservées en hypoxie pendant 24h en UW, qui est la solution la plus utilisée en conservation 

d’organe, puis réoxygénées à 37°C soit pendant 24h en milieu de culture DMEM soit durant 2h en sang 

de porc, qui nous a permis d’être au plus près des conditions physiologiques et de juger, par exemple, 

l’interaction de l’endothélium activé avec les leucocytes. 

 

Les résultats obtenus soutiennent un effet délétère de la conservation à 4°C déjà décrit dans la 

littérature [2-7, 189]. En effet, la conservation à 4°C, qui est la température actuellement utilisée lors de 

la conservation statique des organes, conduit à une mortalité cellulaire élevée liée à la nécrose et non à 

l’apoptose et à une diminution de l’activité métabolique mitochondriale conduisant à une diminution 

des capacités de synthèse de l’ATP associées avec une perte de l’intégrité cellulaire et mitochondriale 

que nous avons pu constater grâce à l’utilisation de la microscopie électronique.  

De façon intéressante, on observe une différence entre le test XTT et le dosage de l’ATP 

intracellulaire, ce dernier présentant un niveau plus réduit. Cette différence souligne que lors de la 

conservation à 4°C en hypoxie la phosphorylation oxydative ne fonctionne pas correctement. En effet, 

le XTT permet de mesurer l’activité de la succinate déshydrogénase mitochondriale intervenant au 

niveau du complexe II de la chaîne respiratoire mitochondriale, tandis que l’ATP est synthétisée au 

niveau du dernier complexe de la chaîne lors de la phosphorylation oxydative : le complexe V (ATP 

synthase) (Figure 29). Ces deux tests sont donc associés néanmoins le dosage de l’ATP est plus 

représentatif du bon fonctionnement de l’activité mitochondriale car s’il y a une production d’ATP cela 

signifie que la chaîne respiratoire mitochondriale et la phosphorylation oxydative sont entièrement 

fonctionnelles. Nous avons également complété cette analyse de l’activité mitochondriale par la 

quantification du complexe IV mitochondrial malheureusement nous n’avons pas obtenu de différences 

significatives entre les différentes conditions. Cependant, il est à prendre en considération que la 
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quantification du complexe IV a été réalisée avec la concentration protéique minimale, ce test 

nécessitant une quantité importante de matériel, la quantité de protéines récupérée dans nos cellules 

après une séquence d’hypoxie/réoxygénation à différentes températures n’étant peut être pas assez 

suffisante.  

 

 

Figure 28 : Organisation fonctionnelle des composants de la chaîne respiratoire 

 

Nous avons également démontré que la préservation des cellules à 37°C n’est pas adaptée à la 

conservation statique en hypoxie. Effectivement, cette conservation induit une perte de viabilité 

cellulaire par nécrose et par apoptose ainsi qu’une diminution de l’activité métabolique mitochondriale 

et de la concentration en ATP associées avec une altération de l’intégrité cellulaire.  

Les températures intermédiaires (19°C et 27°C) permettent une meilleure conservation de 

l’activité métabolique mitochondriale et de la quantité d’ATP même si elles entraînent aussi une perte 

de viabilité cellulaire par nécrose, et par apoptose pour 19°C. Concernant l’intégrité cellulaire, elle est 

préservée à 27°C tandis qu’à 19°C elle semble altérée. Ces résultats sont en accord avec les 

observations d’autres équipes travaillant sur la protection de l'hypothermie, montrant que cette 

protection est déjà présente à partir de 26°C et qu’une réduction supplémentaire de la température 

n'induit pas une protection supplémentaire des lésions d’IR [214, 215]. De plus, il a été observé un 

impact protecteur de l’hypothermie légère, 15°C à 26°C,  sur les lésions tissulaires induites par le stress 

oxydatif durant l’IR; ainsi qu’une réduction de la production d’EOR intracellulaires [216]. 

Quant à la conservation à 32°C, elle permet la meilleure préservation avec une faible mortalité 

cellulaire par nécrose et par apoptose ainsi qu’une activité métabolique mitochondriale et une quantité 

d’ATP plus importante que les autres conditions, ces résultats étant associés à une préservation de 
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l’intégrité cellulaire et mitochondriale. Ces résultats concordent avec les données de la littérature qui 

associent la subnormothermie à un large éventail de mécanismes de protection qui pourraient diminuer 

les lésions d’IR dans un grand nombre de modèles in vivo et in vitro. Ces mécanismes comprennent 

l'induction de protéines de choc thermique, la réduction de l'apoptose par atténuation des voies 

intrinsèques et extrinsèques [211], la préservation énergétique et métabolique mais aussi l'activation 

des voies de signalisation de la survie et la réduction de l’ouverture du mPTP durant la reperfusion 

[206]. De plus, il a été montré que l'hypothermie modérée à 30°C diminue l'utilisation de l'énergie qui 

est au moins partiellement responsable du maintien de la fonction mitochondriale post-ischémique et la 

préservation relative de l'ATP, entraînant une préservation de l’intégrité structurelle [210]. De plus, une 

analyse de microarrays réalisée sur des HUVEC a montré que l’hypothermie à 33°C modifie 

significativement l’expression d’un grand nombre de gènes liés à des processus et des fonctions 

biologiques importantes, tels que le cycle cellulaire, l'apoptose et la prolifération cellulaire qui sont 

surexprimés; tandis que les chimiokines et l'adhérence cellulaire ont été sous-exprimés [213]. 

 

Les résultats concernant la nécrose et l’apoptose suite à une conservation à 4°C semblent assez 

pertinents lorsqu’ils sont associés avec la quantité d’ATP qui représente pour cette condition la quantité 

la plus faible. Dans la littérature, il a été décrit que le mécanisme exact du type de mort cellulaire activé 

semblait être dépendant des taux d’ATP cellulaire résiduels. En effet, la formation de l’apoptosome est 

un processus ATP-dépendant alors qu’une déplétion complète en ATP a plutôt tendance à mener à la 

nécrose [95]. Le niveau bas d’ATP explique donc pourquoi, alors que l’on observe une mortalité 

importante par nécrose, la quantification de l’activité de la caspase 9 est la plus réduite dans cette 

condition. 

Les résultats d’ATP intracellulaires doivent tout de même être étudiés avec précaution au vu des 

concentrations en ATP très élevées à 19°C, 27°C et 32°C en comparaison aux cellules contrôles. Il n’y 

a en effet pas de raison claire pouvant expliquer le fait qu’une cellule conservée en hypoxie puisse  

contenir des quantités d’ATP plus importantes qu’une cellule cultivée normalement. Il est possible que 

la cellule stressée sur-active la respiration mitochondriale, ayant besoin d’une plus grande quantité 

d’énergie pour faire face aux stress.  

 

La supériorité des températures intermédiaires et subnormothermiques par rapport à 4°C ou 37°C 

est appuyée par les résultats du stress oxydant démontrant là encore un effet plus délétère de la 

conservation à 4°C comparée aux autres températures de conservation. L’analyse transcriptomique 
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montre une augmentation de l’expression du gène SOD1 à 4°C ainsi qu’à 37°C qui souligne la mise en 

place de système de défense par les cellules contre les radicaux libres. 

 En outre, la perte d’activité observée lors de la conservation à 4°C en hypoxie pourrait être due 

à l’inhibition du métabolisme cellulaire à 4°C, les cellules ne pouvant plus métaboliser l’O2, ce dernier 

deviendrait alors toxique. Ceci est en corrélation avec les résultats du test DHE qui conduit, suite à la 

conservation à 4°C en hypoxie, au niveau le plus important d’anion superoxyde généré. 

Cependant, la production importante de DHE dans les cellules contrôles met en lumière une des 

limites du modèle cellulaire. Le choc de l’isolement à partir de l’organe entier, ou de la mise en culture 

dans des conditions différentes de celles présentes physiologiquement semble trop important pour les 

cellules microvasculaires. 

L’analyse du dosage des nitrites (NO2
-) montre que ceux-ci sont augmentés après 24h d’hypoxie 

lors d’une conservation à 4°C comparée aux cellules contrôles. Néanmoins, la seule condition qui 

génère moins de nitrite qu’à 4°C lors de l’hypoxie est la conservation à 32°C. Suite à la réoxygénation, 

on note une exacerbation de la quantité de nitrites dans toutes les températures de conservation; 

cependant, pour 19°C, 37°C et surtout 32°C, cette augmentation reste plus faible qu’à 4°C. De plus, il 

serait pertinent de corréler le dosage des nitrites à un dosage des nitrates (NO3
-) qui sont les produits de 

dégradation du NO et qui permettent d’évaluer indirectement la formation de NO. En effet, le NO 

réagit rapidement avec des molécules telles que l’oxygène ou l’anion superoxyde pour donner des 

nitrites et des nitrates, ainsi le dosage du NO2
- pourrait ne pas donner une image parfaite de la situation 

de la production de NO dans la cellule. 

 

Nous avons ensuite étudié les voies de signalisation protectrices, déclenchées suite à des conditions 

extrêmes d’oxydo-réduction tel que l’hypoxie, qui  permettent aux cellules de survivre. HIF-1 est l’un 

des facteurs de transcription impliqué dans cette adaptation cellulaire à un stress hypoxique. En effet, 

HIF-1 et HIF-2 sont des médiateurs clés dans l’homéostasie de l’oxygène et facilitent l’apport 

d’oxygène et l’adaptation des tissus à la privation en oxygène, en régulant l’expression de gènes dont 

les produits sont impliqués dans le métabolisme énergétique cellulaire et le transport du glucose, 

l’angiogénèse, l’érythropoïèse et le métabolisme du fer, la régulation du pH, la prolifération cellulaire, 

l’apoptose ainsi que les interactions cellules-cellules et cellules-matrice, participant à la protection du 

rein durant l'ischémie [219, 220].  

Le facteur de transcription HIF est une protéine hétérodimérique constituée d’une sous-unité 

régulatrice α et d’une sous-unité constitutive β. Ces deux sous unité sont constituées d’un motif basique 

de type hélice boucle hélice et d’un domaine d’homologie PAS (Period protein : PER ; Aryl 
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hydrocarbon Receptor Nuclear Translocator : ARNT ; Single Minded protein : SIM) permettant leur 

dimérisation et la liaison à l’ADN au niveau de séquences consensus (5’-CGTGC-3’) nommées 

séquence Hypoxia Response Element (HRE), qui sont présents dans les régions régulatrices des gènes 

sensibles à l'hypoxie. HIF-1 est exprimé dans pratiquement tous les organes et sert de régulateur maître 

dans l'adaptation à l’hypoxie. Au contraire, l'expression de HIF-2 est limitée aux cellules endothéliales 

vasculaires, aux hépatocytes et aux cellules interstitielles rénales et semble avoir des rôles qui 

chevauchent partiellement ceux de HIF-1, mais sont en grande partie non redondants [219].  

Dans les conditions physiologiques, les sous-unités α et β sont constitutivement produites par la 

cellule. Cependant, lors d’une pression partielle normale en oxygène ou normoxie, la sous-unité α est 

très labile avec une durée de vie de moins de 5 minutes. En effet, elle est hydroxylée par des prolyl 

hydroxylases au niveau de deux résidus proline par des enzymes spécifiques dont l’activité est 

dépendante de la présence d’oxygène, de fer et de 2-α-cétoglutarate. Cette hydroxylation renforcée par 

l’acétylation d’une lysine, conduit à la fixation de la sous unité α à la protéine suppresseur de tumeur 

von Hippel- Lindau (vHL)[221]. Cette protéine est un composant du complexe E3-ubiquitine ligase qui 

va induire l’ubiquitilation puis la dégradation finale de la sous unité α par le protéasome. 

Lors d’une diminution de la pression partielle en oxygène ou hypoxie, les prolyl hydroxylases 

(PHD) sont inactivées et la dégradation de la sous unité α est donc inhibée entraînant son accumulation 

intracellulaire. La sous unité α stabilisée rejoint alors le noyau, pour former un complexe avec la sous 

unité β et les cofacteurs de transcription CBP et p300. Ce complexe pourra alors se fixer au niveau des 

séquences HRE et induire l’expression de gènes cibles. 

L’activation de HIF peut également être modulée par les EOR produites au niveau de la 

mitochondrie [222, 223]. En effet, il a été démontré que les EOR étaient capables d’inhiber l’activité 

des PHD, probablement par modification de leur statut oxydo-réducteur entraînant la stabilisation de la 

sous-unité HIF-1α et l’activation du facteur de transcription HIF.  

Les principaux gènes induits par HIF sont le VEGF (Vascular endothelial growth factor), le 

récepteur au VEGF Flt-1 et l’érythropoïétine (EPO) [220].  

Le VEGF est un facteur de croissance de l’endothélium vasculaire, c’est une protéine dont le 

rôle est de déclencher la formation de nouveaux vaisseaux ou angiogénèse, afin de rétablir l’apport 

d’oxygène aux zones tissulaires ischémiées. La fixation du VEGF sur son récepteur va conduire à la 

dimérisation de ce dernier qui va entraîner l’activation de voies de signalisation résultant en la 

perméabilité vasculaire, la survie, la prolifération et la migration des cellules endothéliales, qui sont 

responsables du remodelage de l’endothélium vasculaire.  
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Flt-1 (fms-like tyrosine kinase-1, VEGFR-1)  est un récepteur du VEGF à activité tyrosine 

kinase de type III appartenant à la superfamille du récepteur au PDGF [224, 225].Il est retrouvé de 

façon prédominante sur les cellules endothéliales. Ce récepteur est une protéine transmembranaire 

constituée d’une région extracellulaire impliquée dans la reconnaissance et la fixation du ligand, et 

d’un domaine intracytoplasmique à activité tyrosine kinase (TK), reliés entre eux par une région 

transmembranaire, composée d’une séquence hydrophobe permettant l’ancrage du récepteur dans la 

membrane. Suite à la fixation du ligand (dimère) au niveau d’un ou plusieurs des sept domaines 

immunoglobuline (Ig)-like constituant le domaine extracellulaire de deux récepteurs monomères, le 

récepteur est dimérisé. La protéine kinase de chaque monomère du récepteur phosphoryle des résidus 

tyrosine du monomère de l’autre récepteur, au niveau du domaine intracytoplasmique, résultant en une 

activation du récepteur et en une cascade de transduction du signal. Leur stimulation conduit à une 

augmentation de l’activité mitogène des cellules endothéliales et favorise leur migration [226]. Le Flt-1 

est également impliqué dans la migration des monocytes et macrophages [227]. Il a aussi été suggéré 

que le Flt-1 servait à capturer le VEGF en excès afin de limiter la signalisation via le VEGFR-2. 

L’expression Flt-1 peut également être régulée par HIF-1α.  

L’EPO est une hormone de nature glycoprotéique principalement produite par le rein.  Cette 

hormone est un facteur de croissance qui stimule la production des globules rouges en se fixant à la 

surface des cellules érythroblastiques de la moelle osseuse, par l’intermédiaire de récepteurs 

spécifiques. Une hypoxie tissulaire entraîne une stimulation de la production d'EPO par les reins à 

partir des fibroblastes interstitiels présents dans le rein, conduisant à une augmentation de la production 

des hématies [219], [228]. 

Bien que l’activation précoce de la voie de signalisation HIF ait été décrite comme ayant des 

effets cytoprotecteurs [229], par induction de la survie cellulaire dans des lésions d’IR, au niveau de 

plusieurs organes comme le cœur ou le rein, le rôle de HIF dans l’activation chronique n’est pas 

totalement élucidé [219, 230, 231]. Haase a émis l’hypothèse que l’activation de HIF-1 lors d’une 

hypoxie chronique pourrait favoriser le développement de la fibrose rénale par trois processus au 

minimum [219]. Tout d’abord, par la régulation directe des facteurs pro-fibrosants, en synergie avec le 

TGF-β. Effectivement, HIF à la capacité d’induire l’expression du collagène de type I, d’augmenter 

l’expression des protéines TIMP-1 et PAI-1, ainsi que de diminuer l’expression de la MMP2 [230, 232, 

233]. Deuxièmement, par son rôle potentiel dans la TEM, Haase et ses collaborateurs ont prouvé que 

HIF était capable d’augmenter ce processus aussi bien dans un modèle in vitro qu’in vivo ainsi que 

chez des patients atteints de néphropathie chronique [234].  Enfin, il a montré que la régulation des 

réponses inflammatoires avait un rôle direct dans la fibrose tubulo-interstitielle. En effet, les 
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changements dans le microenvironnement cellulaire, tels que l’hypoxie, influent fortement sur le 

recrutement des cellules inflammatoires ainsi que sur leur fonction [235, 236]. 

 

Concernant les gènes des voies de l’hypoxie dans notre étude, la conservation à 4°C démontre le 

profil d’expression le plus élevé comparé aux températures intermédiaires et notamment 

subnormothermiques. En effet, les cellules conservées à 19°C, 27°C et surtout 32°C semblent moins 

souffrir de l’hypoxie comme le souligne la faible régulation de ces gènes. On observe également une 

corrélation entre l’expression d’HIF-1α et l’expression des gènes qu’il induit, c’est-à-dire VEGF, son 

récepteur Flt-1 et EPO car ils sont tous régulés de la même façon que HIF-1α. Cependant, on observe 

des différences entre les expressions de HIF-1α et Flt-1 par rapport à celle de VEGF et EPO. En effet, 

l’expression des premiers est augmentée lors des conservations à 4°C et 37°C comparées aux cellules 

contrôles tandis que les conservations à 19°C, 27°C et 32°C n’induisent pas d’augmentation des ces 

gènes. Or, l’expression de HIF-1α n’est pas augmentée sans un stress important, ce qui signifie que les 

cellules conservées à 19°, 27°C et 32°C n’ont pas souffert d’un stress aussi important que celles 

conservées à 4°C et 37°C. Au contraire, les expressions de VEGF et EPO, régulées notamment par 

HIF-1α, sont augmentées dans toutes les conditions hormis à 32°C qui représente dans les tests 

précédents la condition la moins délétère. Ces résultats conduisent à l’hypothèse que contrairement à 

HIF, l’expression des transcrits EPO et VEGF peuvent être modulés par un stress moins important. En 

effet, HIF devient facteur de transcription et active en premier lieu les gènes EPO et VEGF, puis dans 

un second temps HIF active sa propre transcription. 

 

L’analyse des marqueurs de l’inflammation (MCP-1 et TLR4) et de l’activation endothéliale 

(ICAM1) a permis d’évaluer par RT-qPCR l’impact des différentes températures lors de la 

conservation. Cette analyse met aussi en évidence une activation plus importante lors d’une 

conservation à 4°C ainsi que lors d’une conservation à 37°C mais de manière moins importante que la 

première.  En effet,  l’expression de MCP-1, une cytokine pro-inflammatoire permettant le recrutement 

de certaines cellules immunitaires,  est augmentée dans les conditions les plus néfastes, qui sont les 

conservations à 4°C et 37°C, tandis qu’il n’est pas observé d’expression de ce gène lors des 

conservations à 19°C, 27°C et surtout à 32°C. Nous avons ensuite démontré la sur-expression du gène 

TLR4 dans les cellules conservées à 4°C confirmant la mise en place d’une inflammation et de 

dommage cellulaire. Les TLR sont des récepteurs dont les ligands endogènes sont produits lors d’un 

dommage cellulaire et qui constitue des éléments clés dans la réponse immunitaire. De plus, 

l’activation de TLR4 peut être renforcée par le stress oxydatif qui est généré par l’IR. L’expression de 
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MCP-1 est diminuée dans les autres conditions notamment à 19°C, 27°C et 32°C. L’expression 

d’ICAM1, une immunoglobuline permettant la fixation des leucocytes et leur diapédèse lors de 

l’activation endothéliale, met en évidence une augmentation de l’activation endothéliale à 4°C par 

rapport au contrôle. Au contraire, la conservation à 37°C entraîne une baisse légèrement significative 

de son expression tandis que les conservations à 32°C et surtout à 27°C et 19°C conduisent à une 

diminution plus significative. Cette expression d’ICAM1 est en corrélation (sauf pour 19°C)  avec la 

quantité de leucocytes adhérés sur le tapis de cellules endothéliales activées par l’IR. 

 

Les résultats du modèle ex vivo ne sont malheureusement pas en accord avec les résultats obtenus 

dans le modèle in vitro. En effet, nous n’avons observé aucune différence significative entre la 

conservation à 4°C, 19°C et 32°C au niveau de l’intégrité tissulaire et de la régulation de l’expression 

des gènes des voies de l’hypoxie et de l’apoptose.  

Plusieurs raisons peuvent expliquer cette différence de résultat. Tout d’abord, nous n’étions pas 

dans des conditions de conservation parfaitement stériles au laboratoire (n’étant pas dans un 

environnement aseptisé comme dans le bloc chirurgicale de la plateforme IbiSA) ce qui a peut être 

entraîné des problèmes de contamination accentués par la température de conservation des organes 

(19°C et 32°C). Les résultats obtenus auraient donc pu être dus à des éléments extérieurs au cadre de 

notre étude.  

Néanmoins, lors d’une étude, il est essentiel de pouvoir s’appuyer sur différents types de modèles. 

De plus, il est primordial d’effectuer des tests dans un modèle in vivo afin de vérifier les résultats 

obtenus lors des études in vitro. Chaque  type de modèle présente des avantages différents et 

complémentaires. Les modèles cellulaires in vitro présentent l’intérêt d’être reproductibles, moins 

coûteux et permettent d’effectuer un nombre plus important de tests. Ils offrent également la possibilité 

de travailler sur un seul type cellulaire pouvant être modulé à façon. Les organes isolés ex vivo et les 

modèles animaux in vivo sont des systèmes intégrés physiologiques permettant de conserver 

l’architecture tissulaire et l’intégrité cellulaire et de fournir des interactions entre les différentes cellules 

d’un tissu et, pour le modèle in vivo, de lier les différentes composantes rentrant en interaction avec le 

tissu comme le passage du sang dans les vaisseaux. 
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D. CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 

L’objectif de ce travail était de confirmer l’effet délétère de la conservation à 4°C et de 

déterminer une température de conservation permettant de mieux préserver les cellules lors de 

l’ischémie. A l’échelle cellulaire, les résultats que nous avons obtenus soulignent une différence du 

comportement des cellules endothéliales microvasculaires de porc en fonction de la température (4°C, 

19°C, 27°C, 32°C ou 37°C).  

Nous avons démontré dans cette étude que la conservation in vitro à des températures 

intermédiaires (19°C et 27°C) et surtout subnormothermiques (32°C) permet une diminution des 

lésions d’IR rencontrées lors d’une conservation en hypoxie et en hypothermie. Ces données montrent 

une meilleure préservation des cellules avec une activité mitochondriale, une survie, une intégrité 

cellulaire et mitochondriale supérieures à 4°C, résultats corrélés à une diminution de l’activation des 

voies de l’hypoxie, du stress oxydant, de l’inflammation et de l’activation endothéliale. 

Tandis que la conservation à 37°C en hypoxie n’apporte pas une préservation adéquate aux 

cellules conduisant à une diminution de la survie cellulaire, une baisse de l’activité métabolique ainsi 

qu’une perte  de l’intégrité cellulaire. De plus, l’analyse transcriptomique montre une activation des 

marqueurs de l’inflammation (MCP-1 et TLR4), de l’activation endothéliale (ICAM1), des voies de 

l’hypoxie (HIF-1α, VEGF, Flt1 et EPO) et du stress oxydant (SOD1). Cette température nécessitant 

peut être des conditions physiologiques totales comme un milieu de conservation très proche du sang 

oxygéné. 

Au vu de nos résultats et dans notre modèle, la conservation actuelle à 4°C ne semble pas être la 

meilleure condition de conservation car elle entraîne des effets délétères. En effet, la conservation à 

4°C conduit à une mortalité cellulaire par nécrose élevée et à une diminution de l’activité métabolique 

et de la quantité d’ATP qui sont corrélées à une perte de l’intégrité cellulaire. La conservation des 

cellules à 4°C entraîne également une augmentation du stress oxydant, des voies de l’hypoxie, de 

l’inflammation et de l’activation endothéliale. 

Cependant, le passage au modèle ex vivo de conservation statique de reins de porc à différentes 

températures (4°C, 19°C et 32°C) n’a pas confirmé ces données du fait du protocole non adapté à ces 

conditions de conservation. 

Ce travail a permis d’apporter de nouvelles pistes de conservation afin de limiter les lésions 

d’IR dans le but  d’améliorer la fonction et la survie des greffons rénaux. 
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A ce moment de mon travail de thèse, j’ai changé de thématique de recherche car mon travail 

sur les températures de conservation mettait en évidence les limites du modèle et des moyens actuels de 

conservation. 

En effet, bien que le travail sur les cellules ait apporté des données importantes en termes 

d’impact de la température sur la survie des cellules, les premiers essais de passage vers l’organe entier 

ont révélé les limites du modèle cellulaire. En effet, une monocouche de cellules sur un support 

plastique, cultivées en conditions stériles, ne peut modéliser le degré de complexité d’un organe entier. 

Ce dernier a des besoins métaboliques plus importants, particulièrement si la température de 

conservation est plus élevée, et présents des contraintes vis-à-vis de la stérilité plus complexes que lors 

d’une culture cellulaire. 

Le passage vers l’in vivo fait envisager une complexité de la conservation beaucoup plus 

importante. Plusieurs pistes peuvent être discutées : 

-  l’utilisation d’une solution de préservation mieux adaptée aux besoins d’un organe au 

métabolisme encore actif. Une telle solution devra apporter des nutriments, probablement de l’oxygène, 

et devra sans doute être utilisée dans un contexte de conservation dynamique afin d’apporter de façon 

constante l’énergie, et d’assurer un flux pour débarrasser les déchets de l’activité métabolique. Un tel 

dispositif étant possible, le laboratoire disposant de machine de préservation des greffons qui 

permettent ce flux continu, mais le choix de la solution reste entier. Ces dernières années, de nouvelles 

solutions de préservation contenant des nutriments ont été développée, par exemple le PolySol, offrant 

un cocktail complexe de nutriment et d’antioxydants, qui pourrait être utilisé en conjonction avec une 

oxygénation active du liquide de perfusion, possibilité offerte par de nouvelles machines telles que la 

KidneyAssist de la compagnie OrganAssit ou la Wave du groupe IGL1. La solution Lifor est également 

disponible, cette fois ci offrant, en plus des nutriments, un transporteur d’oxygène non protéique. Cette 

dernière a, du reste, été créée pour la préservation normothermique, nous offrant donc un certain 

nombre de possibilités dans la poursuite de notre projet. Enfin, une autre solution consiste à utiliser le 

sang autologue, pour permettre le maintient de la viabilité à des températures normothermiques. 

-   une autre voie consiste à changer de perspective et à étudier la prise en charge du donneur. 

En effet, particulièrement dans le contexte des DDAC, la CRN a été mise en place. Il s’agit d’un 

système par lequel le sang du patient est oxygéné et circule dans le territoire abdominal par 

l’intermédiaire d’une adaptation du système de circulation extracorporelle utilisé en clinique. Cette 

technique pose évidemment la question de la température : le circuit pouvant être thermostaté, existe-t-

il une température à laquelle les organes seront mieux préservés ? Ce système a depuis peu été adapté 

chez le porc au laboratoire, et mon travail sur les températures pourra peut être, à terme, être utilisé 



   147 
CONFIDENTIEL 

comme base de travail pour l’amélioration des conditions de la CRN dans le but d’augmenter la qualité 

des organes. 

Cependant malgré l’attrait que représentent ces travaux, les conditions n’étaient pas réunies au 

laboratoire pour me permettre de faire évoluer mon programme de thèse. Ainsi j’ai opéré un 

changement de thématique vers un autre aspect de la conservation des organes qui est celui de 

l’hypoxie. 
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A. INTRODUCTION 
 
 

Dans cette deuxième partie, nous avons évalué l’impact de l’addition d’un transporteur d’oxygène  

naturel lors de la conservation sur les lésions d’IR. 

 

Malgré le principe de diminution métabolique par le froid, mis en place grâce à la préservation 

statique à froid, un métabolisme ralenti nécessite de l’oxygène. De plus, de grandes quantités de 

radicaux libres sont également générées par la perte de la respiration cellulaire conduisant à d'autres 

lésions. Les solutions de conservation sont conçues pour prévenir ces processus, principalement par la 

prévention des gonflements et des altérations de la membrane cellulaire. Cependant, l'absence 

d'oxygène peut être la raison pour laquelle la viabilité diminue au cours du temps. Fournir de l'oxygène 

durant la conservation pourrait soutenir la resynthèse de l'ATP mitochondrial et retarder le processus 

lésionnel.  

Par conséquent, le principe d’introduction de l’oxygène durant la conservation statique émerge de 

plus en plus. Différentes approches ont été développées : la persufflation par application veineuse 

rétrograde de l’oxygène, la TLM (two-layer method) avec PFC (perfluorocarbures ou hydrocarbures 

perfluorés), la solution Lifor® constituée de transporteurs d’O2 non protéiques (nanoparticules 

liposomales), les transporteurs basés sur les hémoglobines (Hemoglobin-Based Oxygen Carrier ou 

HBOCs) tels que la molécule M101 qui est une hémoglobine extracellulaire issue d’un ver marin, 

Arenicola marina. Toutes ces approches s'avèrent très efficaces dans l'amélioration de la conservation 

d'organes.  

 

1. La persufflation 

 

La persufflation de l’oxygène rétrograde est une technique simple, au moyen de laquelle l’oxygène 

humidifié et filtré est bullé directement à travers la vascularisation rénale. Le gaz peut ensuite 

s’échapper par les petits pores à la surface de l’organe. Sa première application remonte aux années 

1970. La technique a été un succès quand 100% de l’oxygène a été appliqué soit à des pressions 

élevées (50-60 mmHg) soit à des pressions plus faibles (11 mmHg). C’est un moyen simple et 

polyvalent pour régénérer les voies dépendantes de l’énergie cellulaire dans des conditions de travail 

métabolique relativement faible. 



   150 
CONFIDENTIEL 

Les expériences montrent que la persufflation pourrait effectivement fournir de l’oxygène à 

l’organe et soutenir le métabolisme anaérobie, ceci étant attesté par la production d’adénosine lors de 

la conservation. En 1989, après une série d’expériences réussies sur des reins de chien endommagés 

par l’ischémie chaude et basé sur des travaux antérieurs de Fischer et al. et de Ross et Escot, Rôles et 

al. ont adapté la technique à la pratique clinique. L’étude pilote appliquée sur 10 reins a montré que la 

fonction du greffon pourrait être améliorée après une lésion d’ischémie chaude significative. 

Cependant, suite à cette étude, il n’y a pas eu d’autres données générées sur la base de cette application 

dans la pratique clinique, probablement du fait de l’introduction des solutions de préservation moderne 

et des approches plus simples dans la conservation rénale. 

La technique de persufflation a ensuite été revisitée et une étude réalisée par Yin et al., dans les 

années 1990, a montré que bien que la persufflation pouvait réduire la perte d’adénosine dans les reins 

de rat après une conservation hypothermique de 24h, elle n’avait pas amélioré la fonction des greffons. 

Puis, la technique s’est plus fortement développée pour la conservation hépatique, ce qui a conduit à 

son application dans une étude clinique à petite échelle en 2008. Par ailleurs, les mêmes auteurs ont 

récemment appliqué cette technique au rein. Dans un modèle porcin, Treckmann et al. ont observé que 

la persufflation avait un effet bénéfique sur la fonction des greffons comparé aux techniques de 

conservation statique à froid et de machine de perfusion hypothermique. Ils ont utilisé une technique 

similaire à celle de Rolles et al. en administrant l’oxygène à une pression de 18 mmHg dans les reins 

ayant subi 30 min d’ischémie chaude mais en modifiant les conditions par adjonction de pièges à 

oxygène pour prévenir la peroxydation lipidique, basé sur les résultats qu’ils avaient obtenu dans leur 

travaux précédent sur le foie [237]. 

La technique de persufflation d'oxygène vasculaire non seulement maintient l'intégrité des 

cellules et des organes et leurs fonctions, mais permet aussi, dans une certaine mesure, la réparation des 

structures endommagées et la restauration de l’homéostasie cellulaire énergétique et de la transduction 

du signal moléculaire [238]. De plus, la persufflation permettrait d’inverser l'autophagie cellulaire 

induite par l’ischémie [239], rétablissant ainsi la capacité de régénération de la cellule lors de la 

reperfusion pour enlever les organelles endommagées et recycler les protéines dénaturée [240, 241]. 

Minor et al. ont montré, dans un modèle d’ischémie prolongée hépatique de porc,  l'effet bénéfique de 

la persufflation d’oxygène particulièrement sur la fonction endothéliale vasculaire et l’ultrastructure 

des tissus [242, 243]. 

 

            La persufflation d’oxygène représente un outil intéressant pour améliorer la viabilité des 

greffons, notamment hépatiques, et la survie prolongée. Cependant, cette technique pourrait être 
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difficile à mettre en place en clinique et elle fournit également de l’oxygène en excès ce qui pourrait 

induire un stress oxydant.  

 

2. Les perfluorocarbures (PFC) 

En 1966, une solution étonnante a été rapportée dans la revue Science, dans laquelle des souris 

pouvaient respirer dans un liquide et survivre. Les PFC sont des hydrocarbures, dans lequel la totalité 

ou la plupart des atomes d'hydrogène ont été remplacés par du fluor, dont certains ont une propriété de 

solubilité élevée pour les gaz respiratoires tels que O2, N2, CO2. Ce sont des solutions inertes qui ont un 

haut potentiel de dissolution de l’oxygène. Les PFC libèrent de l’oxygène sous un gradient de 

concentration en créant un environnement fortement oxygéné qui n’est pas affecté par la température. 

La solubilité de l’oxygène dans les PFC liquides est d'environ 20 à 25 fois supérieure à ce qu'elle est 

dans l’eau ou le plasma sanguin dans les mêmes conditions. De plus, la faible affinité pour l’O2 des 

PFC leur permet de libérer l’O2 plus efficacement que l'hémoglobine dans les tissus environnants. 

Ils peuvent être ajoutés durant la conservation statique à froid avec une technique appelée TLM 

(Two Layer Method) qui a été rapportée pour la première en 1988 à l'Université de Kobe en tant que 

méthode de conservation à froid des pancréas. La première TLM se composait de PFC et initialement 

de la solution Euro-Collins (CE), qui a ensuite été remplacée par la solution UW. La densité du PFC 

permet de former deux couches, le PFC se trouvant au fond, son poids spécifique étant plus élevé et la 

solution de conservation en haut. L'organe est en suspension à l’interface des deux couches. L'oxygène 

peut être ajouté de façon continue permettant la diffusion adéquate à travers l’organe [244]. 

La TLM réduit les lésions d'ischémie froide [245] et chaude [246] et de reperfusion [247] du pancréas 

et des îlots. Pendant la conservation avec la TLM, le pancréas est directement oxygéné par les PFC et 

maintient une pression partielle d'oxygène d'environ 60% du niveau physiologique normal [248]. 

 

La TLM a été particulièrement bénéfique pour la conservation du pancréas, permettant de 

générer une quantité suffisante d’ATP pour améliorer la viabilité des organes [249, 250]. Au cours de 

la conservation par la TLM, les greffons pancréatiques continuent de générer de l'ATP jusqu'à 96 h. 

L'ATP généré est utilisée pour actionner la pompe sodium/potassium pour maintenir l'intégrité 

cellulaire; ainsi, la TLM empêche le gonflement du pancréas de façon plus efficace que la solution 

UW. En outre, la TLM améliore la viabilité de l'endothélium vasculaire et la microcirculation [244]. 

Kuroda et al. ont montré  que la TLM pouvait ressusciter les pancréas endommagé suite à une ischémie 

chaude inférieure à 60 minutes. 
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La fonction des îlots canins conservés avec la TLM a été améliorée par rapport à ceux conservés 

en dans seulement après 3h de conservation ainsi que leur rendement et leur fonction après 24h de 

conservation [251]. La TLM pourrait améliorer le rendement des îlots dans les pancréas ayant subi des 

lésions d’ischémie chaude chez le chien [252], le primate et l’homme [253]. Des données sur les 

primates suggèrent qu'une préservation supplémentaire de 5 heures à l'aide de la TLM augmente 

considérablement les rendements des îlots sans affecter la fonctionnalité [254]. [255] 

L'utilisation de la TLM a également démontré un potentiel pour d'autres organes, mais n'a pas 

montré la capacité de l'oxygène à pénétrer profondément dans les tissus des organes possédant une 

capsule dense [250]. 

Dans le rein, son effet bénéfique a été montré dans un modèle de rat, mais, lorsqu'il est appliqué 

dans un modèle porcin, les résultats n'ont montré aucun avantage [237]. 

Au niveau clinique, la TLM a été utilisée pour la transplantation du pancréas à l'Université du 

Minnesota pour la première fois en 1999. Dans ce premier essai portant sur 10 cas, la TLM n'a eu 

aucun effet négatif sur les bénéficiaires après la transplantation. De plus, la qualité morphologique des 

greffons pancréatiques chez l'Homme après la reperfusion était excellente par rapport aux pancréas 

conservés avec la solution UW [244]. 

Le groupe de l'Université de Miami s'est penché sur la question de l'avantage de la TLM pour le 

donneur marginal. Ils ont isolé des îlots dans des pancréas de donneurs âgés (>50 ans) et ils ont 

clairement démontré que la TLM améliorait les rendements des îlots et le taux de succès de la 

transplantation avec donneurs marginaux comparés à la conservation statique à froid en UW [255].  

Même après une ischémie chaude de 60 minutes, le rendement des îlots isolés à partir de pancréas 

conservés avec  la TLM durant 24 heures atteignit des niveaux similaires au rendement des îlots de 

pancréas n’ayant pas subi d'ischémie chaude [256]. 

Le PFC peut également être formulée comme une émulsion pour perfusion continue et a été 

appliqué au cours des premières tentatives de la machine de perfusion. Cependant, l'instabilité et les 

effets indésirables des émulsions à empêcher leur application continue [250]. 

 

            Toutefois, les PFC ont l’inconvénient d’être hydrophobes, lipophiles et difficiles à stériliser 

[257]. De plus, la fixation de l’oxygène par les PFC nécessite des pressions partielles en oxygène 

importantes qui impliquent une alimentation en oxygène continue durant la période de préservation ce 

qui soulève le problème d’hyperoxie et de stress oxydatif [258] et qui pourrait éventuellement 

compliquer leur utilisation en clinique. De plus, on ne connaît pas les effets à long terme de la rétention 

de ces produits dans l’organisme. Dans les années 1960, lorsque ces produits ont été utilisés pour la 
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première fois comme substitut sanguin chez la souris [259-261], les effets secondaires ont été très 

importants. En effet, les PFC n’étaient pas  éliminés de la circulation de façon satisfaisante et 

s’accumulaient donc dans les tissus de l’organisme, provoquant des œdèmes. Puis, dans les années 

1980, une nouvelle version de PFC a été testée en phase clinique. Mais les problèmes de stockage, de 

coût financier, d’effets secondaires non négligeables et la faible efficacité de ce composé ont empêché 

l’extension de sa commercialisation [262, 263]. 

 

Récemment, il a été mis au point une nouvelle génération de PFC (PFBO : perfluorooctylbromide) 

qui ont également la capacité de transporter et délivrer l'oxygène aux tissus. Cependant, il a déjà été 

constaté qu’une augmentation de la quantité d’oxygène dans le sang pouvait engendrer une 

accumulation d’oxygène dans les tissus ce qui pourrait conduire à la formation d’oxygène radicalaire 

de type superoxyde.  

 

3. Les transporteurs d’oxygène basés sur des hémoglobines (HBOCs) 

Les HBOCs ont été développées comme alternatives à la transfusion sanguine et en tant 

qu’oxygène thérapeutique dans des conditions ischémiques. Les premiers efforts de développement se 

sont axés sur la préparation de l'hémoglobine native (Hb) à partir de globules rouges comme solution 

de transporteur d'oxygène universellement transfusable. En effet, lorsque l’Hb est soustraite des 

globules rouges, elle reste capable de transporter l’oxygène et n’induit pas de modification antigénique 

du fait de l’absence de la membrane cellulaire du globule rouge. « Cependant, cette hémoglobine libre 

présente deux inconvénients majeurs :  

- lors de l’extraction des globules rouges, le 2,3-diphosphoglycérate (2,3-DPG) est libéré et n’est plus 

disponible pour la molécule d’hémoglobine ce qui provoque un déplacement vers la gauche de la 

courbe de dissociation, avec comme conséquence une diminution de la pression partielle en oxygène 

pour laquelle 50 % de l’hémoglobine est saturée (P50). Cette P50 est inversement proportionnelle à 

l’affinité de l’hémoglobine pour l’oxygène. Cette trop forte affinité de l’hémoglobine pour l’oxygène 

devient alors un facteur limitant pour l’oxygénation tissulaire;  

- sa structure tétramérique n’est pas modifiée lors de son extraction du globule rouge, mais l’absence de 

la membrane de celui-ci soumet la molécule à différentes attaques chimiques, enzymatiques et 

mécaniques qui peuvent l’altérer. Elle est ensuite rapidement dissociée en dimères qui sont alors 

éliminés de la circulation par extravasation et filtration rénale. Il en résulte une néphrotoxicité ou des 

œdèmes tissulaires. 
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Les hémoglobines utilisées actuellement pour la fabrication des HBOCs sont d’origine 

différente : humaine et bovine ou recombinante. 

L’hémoglobine humaine est obtenue après la lyse des globules rouges du sang. Sa structure 

tétramérique physiologique au sein de globule rouge ne peut être conservée hors de celui-ci et elle se 

scinde en deux dimères alpha-bêta, ce qui réduit son poids moléculaire à environ 32 kDa. Elle exerce 

alors une pression oncotique plus forte, ce qui limite sa concentration d’utilisation. En solution, cette 

hémoglobine a plus d’affinité pour l’oxygène, puisque le 2,3-DPG n’est plus disponible, réduisant ainsi 

sa P50 de 27 mmHg à 12-14 mmHg. Administrée dans la circulation, elle la quitte rapidement pour être 

éliminée par les reins et produire une diurèse osmotique dans l’heure suivant son administration 

intraveineuse. Des effets indésirables ont été observés en présence de l’hémoglobine en solution. Parmi 

ces effets, nous trouvons: des effets vasomoteurs; une néphrotoxicité [264]; l’interférence avec la 

fonction des macrophages; le dépôt de fer ; l’histamino libération; des effets antigéniques et l’activation 

du complément, des kinines et de la coagulation. Par ailleurs, en solution, cette hémoglobine est 

capable de s’autoxyder en méthémoglobine et doit de ce fait être stockée dans un milieu dépourvu 

d’oxygène. De par son origine humaine, elle n’est disponible qu’en quantité limitée et comporte un 

risque important de transmission virale.  

L’hémoglobine bovine offre l’avantage de ne pas nécessiter le 2,3-DPG et de ce fait la P50 est 

d’environ 30 mmHg, et ceci que l’hémoglobine soit située dans le globule rouge ou non. Cette P50 

favorise la cession de l’oxygène aux tissus. Aussi, l’hémoglobine bovine est apparue comme une 

alternative intéressante à l’hémoglobine humaine, d’autant plus qu’elle est disponible en grande 

quantité et à un coût avantageux. Cependant, d’autres problèmes limitent actuellement son utilisation 

tels que : 

- le risque de transmission d’agent pathogène de nature protéique à l’homme ; 

- la difficulté de purification avec persistance de déchets membranaires, donc la possibilité de 

production d’anticorps antibovin après infusion de grandes quantités de protéines bovines. 

 

L’hémoglobine humaine recombinante a, tout d’abord, été produite chez Escherichia coli, dont 

le génome a été modifié pour contenir les gènes codant à la fois pour les chaînes alpha et bêta de la 

globine [265]. Ces mêmes modifications génétiques ont été produites ultérieurement par la levure 

(Saccharomyces cerevisae) et le porc transgénique. 

Mais l’apparition de risques typiques à la présence d’endotoxines, après l’infusion chez 12 

sujets, ont imposé une amélioration dans les étapes de purification, ce qui a permis de faire disparaître 
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ces effets indésirables. De plus, des modèles d’hémoglobine recombinante exprimée par les végétaux 

sont également à l’étude. Toutefois, la quantité d’hémoglobine synthétisée demeure actuellement trop 

réduite pour un transfert à l’échelle industrielle. » [266] 

 

Les fabricants de HBOCs ont donc dû procéder à une variété de stratégies visant à modifier la 

molécule d'hémoglobine native pour la stabiliser et augmenter sa taille afin d’empêcher son élimination 

par les reins, prolonger sa demi-vie plasmatique, et retrouver ses propriétés de distribution de l’oxygène 

de la même façon que l’hémoglobine dans les érythrocytes : des modifications chimiques (stabilisation, 

polymérisation et conjugaison), l'encapsulation et des modifications génétiques de l'hémoglobine ont 

été réalisées [267, 268]. 

Concernant les modifications chimiques, l’Hb peut être stabilisée par pontages 

intramoléculaires qui sont des liaisons entre différentes sous-unités α et β à l’aide de « cross-linker » tel 

que la diasparin. Ce type de liaison permet de stabiliser la structure tétramérique, sans modification de 

la masse moléculaire, de maintenir une affinité physiologique pour l’oxygène, et d’augmenter le temps 

de rétention dans la circulation sanguine.  

La polymérisation s’effectue via des liaisons intermoléculaires des tétramères avec un linker 

comme le glutaraldéhyde. Ce type de pontage permet d’accroître la masse moléculaire et ainsi 

augmenter très fortement le temps de rétention vasculaire. La polymérisation est utilisée pour la 

préparation de deux Hb : PolyHeme et Hemopure. PolyHeme est préparée à partir d’hémoglobine 

humaine pyridoxylée pour augmenter la P50, polymérisée avec du glutaraldéhyde et purifiée afin 

d’enlever les résidus des tétramères. Cette solution d’Hb possède une P50 de 26 mmHg et une demi-vie 

chez l’Homme de 24 heures pour une dose injectée d’environ 300 g [269]. PolyHeme est en phase III 

d’essais cliniques pour des indications de traumatismes. Hemopure (HBOC-201) est préparé à partir de 

l’hémoglobine bovine qui possède naturellement une affinité réduite pour l’oxygène par rapport à 

l’hémoglobine humaine. Hemopure a obtenu une autorisation de mise sur le marché en Afrique du Sud 

limitée à une utilisation dans le traitement d’anémies sévères et la transfusion en raison des ravages 

faits par le SIDA et a été commercialisée courant 2001. Des études sur les HBOC-201 ont montré 

qu’elles pouvaient maintenir la tension en oxygène des tissus et pouvaient améliorer l'homogénéité de 

l'oxygénation tissulaire locale dans des modèles animaux d'ischémie du muscle squelettique, qu’elles 

permettaient de réduire la taille de l'infarctus du myocarde dans l'ischémie expérimentale chez le rat 

[270] et qu’elles réduisaient les lésions d’IR du myocarde dans un modèle canin d’IR myocardique 

[271]. 
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« La conjugaison à des macromolécules, comme par exemple le polyéthylène glycol ou le 

dextran, a pour but d’augmenter la masse moléculaire afin d’accroître la demi-vie plasmatique, en 

réduisant notamment les phénomènes d’extravasation et de fuite rénale, de diminuer la reconnaissance 

par le système immunitaire et d’augmenter la viscosité et la pression oncotique des protéines. Les 

agents utilisés pour ce type de modification jouent de plus le rôle d’effecteur allostérique pour se 

substituer à la fonction du 2,3-DPG et augmenter la P50. Quatre hémoglobines conjuguées ont été 

développées, une seule est actuellement en essai clinique.   

De plus, la préparation de certains HBOCs peut s’effectuer par une combinaison de plusieurs 

des modifications chimiques décrites ci-dessus comme la solution d’hémoglobine humaine pontée et 

polymérisée, HemoLink. Une autre combinaison est une polymérisation de l’hémoglobine associée à la 

conjugaison de molécules protectrices telles que la catalase et la SOD permettant de réduire les effets 

toxiques dus à l’oxydation de la protéine et à la production de radicaux libres qui en résulte. 

Une autre approche consiste à encapsuler l’hémoglobine naturelle dans une structure de type 

nanocapsule ou liposome par une membrane artificielle fine composée de phosphatidylcholine afin de 

réduire l’élimination rénale et l’extravasation de l’hémoglobine et donc d’accroître sa persistance 

vasculaire. Le développement de ces produits est encore au stade préclinique. Leur évaluation chez 

l’animal a montré que certains problèmes restent à résoudre, tels que la viscosité élevée, la faible 

quantité d’hémoglobine encapsulée ou l’activation du complément suite à leur administration [272]. 

Mais le principal inconvénient de ces suspensions est leur capture par les macrophages spléniques et 

hépatiques.  

La production d’hémoglobine recombinante par génie génétique est une approche plus récente 

motivée par la raréfaction de la matière première dans les établissements de transfusion sanguine. Par 

ailleurs, des modifications appliquées au niveau génique permettent d’aboutir à la synthèse 

d’hémoglobine acellulaire présentant des propriétés fonctionnelles proches de celles de l’hémoglobine 

érythrocytaire. L’avantage potentiel de cette approche est d’utiliser des structures moléculaires 

homogènes et d’avoir des sources d’hémoglobine non humaines et non animales [273]. Ce type 

d’hémoglobine peut être synthétisé chez différents hôtes tels que les bactéries et les levures, systèmes 

permettant d’éliminer virtuellement tout risque de transmission virale. Une hémoglobine humaine 

recombinante exprimée chez E. coli a fait l’objet d’essais cliniques initiés en 1991 mais ce projet est 

aujourd’hui abandonné. La production d’hémoglobine humaine recombinante chez des porcs 

transgéniques fut une voie envisagée, mais elle souleva le problème de transmissions virales de 

l’animal à l’Homme, ainsi que des difficultés d’ordre bioéthique et religieux, si bien que le 

développement du produit dut être interrompu. » [266] 
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Toutes ces modifications de structure stabilisent la structure tétramérique de la molécule et 

affectent la taille moléculaire, la filtration rénale, la P50, l'affinité de la fixation du NO et la demi-vie 

de circulation (de l’ordre de 12 à 36 heures). 

Cependant, il y a un dilemme dans le compromis entre les propriétés souhaitables: les grandes 

hémoglobines et les liposomes peuvent avoir des demi-vies plus longues et sont moins actifs dans le 

captage de l'oxyde nitrique (NO) de l'endothélium (ce qui limite leurs propriétés hypertensives). 

Malheureusement, ils subissent également une auto-oxydation accélérée, une peroxydation des taux 

d'Hb et la perte de l’hème. D'autre part, les espèces plus petites sont moins antigéniques, sont filtrées 

par les reins, sont plus oncotiquement actives, et ont des temps de séjour vasculaire plus courts [267].  

Actuellement, des solutions d’une nouvelle génération sont à l’étude : elles ont été développées 

dans le but spécifique d’améliorer l’oxygénation des tissus ischémiques ou hypoxiques. Certaines 

d’entre elles présentent des propriétés physiologiques qui vont à l’encontre de ce qui est habituellement 

appréhendé (augmentation de la viscosité et de la taille de la molécule, accroissement de l’affinité pour 

l’O2 et production chimiquement plus homogène). 

  

« De nombreux effets indésirables ont été observés avec ces HBOCs et expliquent l’abandon du 

développement de certains d’entre eux. Parmi les effets secondaires les plus fréquents, il existe les 

effets hémodynamiques et les effets oxydatifs.  

L’administration systémique des HBOCs in vivo induit des effets secondaires d’ordre 

hémodynamique tels qu’une vasoconstriction qui provoque une augmentation de la pression artérielle 

systémique [274]. Cet effet a été constaté dans les études précliniques et cliniques avec la plupart de 

ces solutions [275]. Les mécanismes par lesquels l’Hb aurait cet effet impliquent une libération de 

radicaux libres tel que l’O2
.- [276], une pénétration de l’Hb dans la paroi vasculaire [277], un captage 

du NO [275], une libération d’endothéline-1 [278] et une stimulation des récepteurs alpha 

adrénergiques périphériques [279]. 

Par ailleurs, les HBOC s’autoxydent rapidement dans la circulation sanguine et induisent la 

libération des EOR responsables de dommages tissulaires et cellulaires et influencent le tonus 

vasculaire [276, 280]» [266]. De plus, la présence d’hydroperoxydes lipidiques dans des compartiments 

tissulaires influencerait la toxicité oxydative des HBOC [281] . 

 

Un grand progrès dans le développement des HBOCs a été réalisé au cours des dernières années, 

mais aucun n’a atteint le stade de l’utilisation clinique aux États-Unis, ni au Canada, ni même en 

Europe. « Les HBOCs se heurtent aux difficultés de compréhension des effets secondaires d’ordre 
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hémodynamique et oxydatif, ainsi qu’aux problèmes de mise au point des procédés de production de 

grande quantité, tant pour l’Hb d’extraction que pour l’Hb de recombinaison génétique, et à 

l’optimisation des technologies de purification assurant l’innocuité des produits » [266]. « Plus 

inquiétant, une méta-analyse récente [282] rapportant un excès d’infarctus du myocarde et de mortalité 

liée à l’utilisation des solutions d’Hb, certains auteurs [283] ont recommandé un moratoire dans le 

développement de ces solutions. » [284]. 

 

4. La solution Lifor® 

La solution Lifor® est une nouvelle solution de conservation d’organe entièrement artificielle 

contenant des nutriments, des facteurs de croissances et un transporteur (nanoparticules) de nutriments 

et d’oxygène non protéique, ainsi que des amino-acides et des sucres. Cette solution est utilisée en 

normothermie.  

Les résultats indiquent que Lifor® fournit une protection supérieure contre les lésions d’IR rénale 

in vivo après 45 minutes d'ischémie chaude. Bien que le mécanisme par lequel Lifor® offre une 

protection contre les lésions d’IR ne soit pas clair, les résultats des expériences d’hypoxie-

réoxygénation ex vivo et de conservation à froid suggèrent que Lifor peut limiter l'activation des voies 

apoptotiques [285]. 

L’efficacité de Lifor® comme solution de conservation d’organe a été évalué dans différentes 

études de cœurs isolés perfusés. Stowe et al. ont été les premiers à évaluer la solution Lifor® dans un 

modèle de cœur de cobaye perfusé avec un flux lent. En condition de température et d’air ambiant, la 

perfusion avec la solution Lifor® pendant 10h a assuré une meilleure protection contre les lésions 

cardiaques comparées à une perfusion en UW. Tandis que les cœurs perfusés en UW ne sont pas 

fonctionnels lors de la reperfusion, les cœurs conservés avec la solution Lifor® montrent une 

récupération presque complète des fonctions cardiaques. Dans une autre étude, Stowe et al. ont perfusé 

des cœurs de cobayes isolés pendant 20h avec du Lifor® ou de la solution cardioplégique. Les cœurs 

perfusés avec la solution cardioplégique étaient non fonctionnels lors de la reperfusion. La perfusion 

réalisée avec du Lifor® a fourni une protection marquée contre les lésions cardiaques comme indiquées 

par le retour presque complet de la contractilité cardiaque. Récemment, Gage et al. ont évalué la 

solution Lifor® chez un modèle porcin de perfusion rénale à température ambiante. Ils ont montré que 

pendant la perfusion, les reins de porc perfusés avec Lifor® avaient des débits plus élevés et de faibles 

niveaux de résistance par rapport aux reins perfusés avec l’UW à température ambiante ou à 4 °C. 

Cependant, les effets du Lifor® sur le taux de filtration glomérulaire et les lésions tubulaires n’ont pas 
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été explorés. Dans ces études, Lifor® fournit une protection contre les lésions cardiaques et les 

altérations hémodynamiques rénales lorsqu'il est utilisé à température ambiante. La preuve de 

l'efficacité de Lifor® dans l'ischémie chaude a été apporté dans un modèle d’IR chaude de rein de rat 

ainsi que de nouvelles preuves de cette efficacité dans l’ischémie froide [286]. 

 

5. La molécule M101 (HEMO2Life®) 

Un certain nombre d'Hb d’Invertébrés sont acellulaires, circulent et fonctionnent comme des 

transporteurs d'oxygène sans donner lieu à un stress oxydatif. Ceci a conduit à l’hypothèse selon 

laquelle ces Hb naturelles acellulaires pouvaient servir de modèles d’HBOCs thérapeutiques puis 

comme composantes de perfusion dans la préservation des organes avant la transplantation. 

M101 est un pigment respiratoire de haut poids moléculaire (environ 3,6 MDa) provenant d’un 

Invertébré marin, Arenicola marina (Am). L’hémoglobine M101 est développée par la société 

HEMARINA (Morlaix, France) comme additif aux solutions de préservations d’organes en attente de 

greffe et est formulée dans le produit HEMO2Life®. 

A la différence des Vertébrés, l’Hb de l’Arénicole est extracellulaire, c’est à dire non incluse dans des 

globules rouges. Elle possède une structure quaternaire organisée en bicouche hexagonale, d’où le nom 

de structure quaternaire en bicouche hexagonale (Hexagonal Bilayer hemoglobin ou HBL-Hb). Elle est 

formée de chaînes de globine et de chaînes de linkers non globine. Chaque globine est composée d’une 

protéine et un groupement prosthétique non protéique, l’hème. L’hème est un noyau aromatique, la 

protoporphyrine IX, dont les quatre azotes centraux sont liés à un atome de fer qui lie réversiblement 

l’oxygène.  

L’hémoglobine d’Am est constituée de 198 chaînes polypeptidiques appartenant à 10 types 

différents regroupés en deux catégories : 

- la première (156 chaînes) regroupe des chaînes polypeptidiques dites "fonctionnelles" portant un site 

actif capable de lier réversiblement l’oxygène; ce sont des chaînes de type globine qui possèdent la 

structure caractéristique de type globine fold ; dont les masses sont comprises entre 15 et 18 kDa ; ces 

chaînes sont très similaires aux chaînes de types α et β des Vertébrés; 

- la deuxième (42 chaînes) regroupe des chaînes polypeptidiques dites de "structure" (ou "linker") qui 

jouent un rôle dans le maintien de la structure quaternaire; possédant peu ou pas de sites actifs mais 

permettant l’assemblage des dodécamères ; ces chaînes ont des masses moléculaires comprises entre 22 

et 27 kDa. 
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Les globines et les linkers ne présentent pas les mêmes structures primaires et tertiaires, ni les mêmes 

propriétés fonctionnelles. 

Un modèle de la structure quaternaire de l’hémoglobine d’Am a été proposé par Zal et ses 

collaborateurs [287]. Chaque couche est constituée de 6 dodécamères en périphérie et de 2 trimères de 

globine au centre (Figure 30). Les trimères de globine sont constitués de 3 globines liées entre elles par 

des ponts disulfure. Un dodécamère (environ 205 kDa) est constitué d’un trimère de globine centrale lié 

à 9 monomères de globines par des liaisons non covalentes. Les dodécamères sont liés entre eux par 

des chaînes de structure ou « linkers» qui assurent une fonction de maintien de la structure de la 

molécule ainsi qu’une fonction antioxydante de type SOD (à Cu/Zn). Les linkers sont des protéines 

riches en cystéine qui, ont été observé dans Arenicola marina pour lier l’H2S à pH légèrement alcalin, 

ce qui entraîne la formation de persulfides à des fins de détoxification dans les espèces non 

symbiotiques. 

Suzuki et Riggs, et Chabasse et al. ont montré que les chaînes de linker d’Am possédent un 

domaine riche en cystéine conservé, un module LDL-A (low-density lipoprotein A), commun à la 

région riche en cystéine du domaine de liaison du ligand de la famille LDLR (low-density- lipoprotein 

receptor). Les études portant sur les modifications du taux de LDL induites par l'hémine libre, dérivé 

ferrique (trivalent) de la protoporphyrine, a révélé que l'hémine s’associe aux LDL et subit une 

dégradation oxydative, libérant le fer libre, connu pour catalyser la dégradation oxydante [288]. 
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Figure 29: Structure et conformation de l’hémoglobine extracellulaire M101 d’Arenicola marina 

[289]. (A) Micrographies en microscopie électronique à transmission [287, 288]. (B) Reconstitution 

3D [290]. A gauche : molécule vue de face. A droite : molécule vue de profil. (C) Modèle 3D de la 

conformation de M101 [287]. I: Structure en bicouche hexagonale de M101. II: Vue de face de la 

couche hexagonale, avec ses sous-unités dodécamériques (D) en périphérie et trimériques au centre 

(T). III: Dodécamère constitué de monomères (M), d’un trimère central (T), de globine et de linkers 

(L).  

 

 

M101 est stable à pH légèrement alcalin (pH 7-8) lorsque les sels sont présents à des 

concentrations similaires aux concentrations physiologiques. Parmi les sels qui sont importants pour la 

structure, les cations alcalino-terreux (Ca 2 + et Mg 2+) jouent un rôle de premier plan. De plus, les 

modules LDL-A, trouvés sur les chaînes des linkers, possèdent un groupe de quatre résidus acides 

conservés, qui peuvent être impliqués dans le repliement des protéines calcium dépendante [291]. 

Rousselot et al. ont montré que M101 est capable de se réassocier après dissociation à pH alcalin. Le 

modèle de dissociation suggère l'importance des interactions de ponts salins dans la stabilisation de la 

structure quaternaire et l'importance de la composition saline du tampon pour maintenir l'intégrité de 

M101 à pH légèrement alcalin [288]. 

Contrairement à la structure quaternaire tétramérique d'hémoglobines bovines et humaines et 

des tétramères crosslinkés pour créer des polymères d’Hb de haut poids moléculaire, M101 est une 

structure complexe de haut point moléculaire, composé naturellement de ponts disulfures inter et intra 

crosslinkés, ne nécessitant pas de modifications. M101 étant extracellulaire, il n’y a pas de typage 

sanguin éliminant ainsi les problèmes de compatibilité entre donneur et receveur (systèmes ABO et 

Rhésus). Elle ne présente pas de potentiel mutagène et n’induit aucune vasoconstriction à la différence 

d’autres HBOCs [288, 292]. Cette protéine non glycosylée n’induit aucune toxicité, ni réponse 

immunitaire chez la souris [287, 294, 295]. D’autre part, M101 est fonctionnelle dans une large gamme 

de température (4-37°C). 

A la différence des potentiels de réduction négatives exposés par les hémoglobines bovines et 

humaines (-155 à -23mV), M101 présente des potentiels de réduction positifs (+74mV, +63mV) 

corrélés et conformes à leur résistance observée dans plusieurs voie d'oxydation. Le potentiel d'oxydo-

réduction inhabituellement très positive manifestée par M101, couplé avec la réticulation naturelle, 

confèrent une grande stabilité. Cette Hb acellulaire d’Invertébré marin subit une réduction rapide et 
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importante (heme-Fe3+-> hème-Fe2+) à l'état de méthémoglobine en présence de faibles concentrations 

de plasma humain réduisant les composants. Une exigence physiologique fondamentale pour tous les 

HBOCs thérapeutiques est le maintien de l'hème-fer à l'état réduit (Fe2+). Cela est nécessaire pour la 

libération de la liaison réversible de l'oxygène moléculaire in vivo. L’oxydation conduisant à la 

formation de méthémoglobine (hème-Fe3+) entraîne la diminution de la capacité de transport d'oxygène 

des HBOCs. Sans un environnement réducteur adéquat, la méthémoglobine est convertie en 

hémichromes, associée à la formation de radicaux libres oxydants in vivo. De plus, M101 est 

naturellement résistante à l’auto-oxydation [293]. 

 

M101 est capable de fixer de manière réversible jusqu’à 156 molécules d’O2 à saturation (pour 

comparaison, l’hémoglobine humaine ne fixe que 4 molécules d’O2) qu’elle peut libérer sans effecteur 

allostérique dans un gradient d’oxygène, évitant les dommages dus au stress oxydatif. Sa P50, 

d’environ 7 mmHg, est plus faible que celle de l’Hb humaine (~23 mmHg) indiquant une affinité plus 

forte pour l’O2 [288].  

 

        Les caractéristiques fonctionnelles de M101, sa haute affinité pour l’O2 ainsi que son activité 

antiradicalaire intrinsèque (de type SOD) liée aux chaines de structure, peuvent s’avérer bénéfiques au 

cours de la préservation des organes avant la transplantation. Son activité antioxydante devrait 

permettre d’éviter à la fois la présence nocive d’EOR associés à l’hème et la libération des produits de 

dégradation d'Hb qui peuvent exacerber les lésions d’IR. De plus, M101 fonctionne dans une large 

gamme de températures (de 4°C à 37°C) permettant de l’utiliser lors de la conservation hypothermique.  

       M101 est dérivé d'un organisme marin qui est soumis à d'importants changements de températures 

et de conditions environnementales : passant de la normoxie/normothermie, à marée basse, à 

l'hypoxie/hypothermie, à marée haute. L'évolution lui a donc permis d’utiliser, de manière plus 

efficace, le transport d’O2, à des températures basses, avec la capacité de résister à un environnement 

difficile, comme l'hypoxie pendant de longues périodes. M101 semble donc parfaitement adapté à des 

conditions qui ressemblent au processus de conservation d'organes et de la transplantation. La 

technologie HEMO2Life® utilise une molécule représentant des millions d'années d'évolution pour 

cibler le cœur des lésions dans l’IR: le manque d'O2. 
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B. RESULTAT 1 : EVALUATION DE L’AJOUT D’UN 
NOUVEAU TRANSPORTEUR D’OXYGENE 

THERAPEUTIQUE SUR LA FIBROSE CHRONIQUE ET 
LA DYSFONCTION DE L’ORGANE LORS DE LA 

PRESERVATION STATIQUE RENALE 
 
 

Les résultats présentés dans cette partie ont été publiés en 2011 dans la revue « American Journal of 

Transplantation » (jointe en annexe de cette partie) et dont les références sont les suivantes : 

Thuillier R, Dutheil D, Ngo Trieu M T, Mallet V, Allain G, Rousselot M, Denizot M, Goujon J-M, Zal 

F and Hauet T (2011). Supplementation with a new therapeutic oxygen carrier reduces chronic 

fibrosis and organ dysfunction in kidney static preservation. American Journal of Transplantation. 

11(9):1845-60. 

 N’ayant participé qu’à la partie concernant l’étude in vivo chez le porc, la partie in vitro ne sera 

pas approfondie.  

 

1. Objectifs de l’étude 

Le protocole de préservation d’organe le plus couramment utilisé implique la conservation en 

hypothermie à 4°C [15, 296], dans le but de réduire le métabolisme et donc le besoin de l'organe en 

oxygène. Cependant, même si le métabolisme est ralenti, la cellule a encore besoin d'oxygène, 

l’hypoxie reste donc un des principaux obstacles à surmonter dans l'amélioration de la qualité des 

organes. La présente étude a consisté à évaluer les effets du transporteur naturel d’oxygène M101, 

hémoglobine extracellulaire du ver marin Arenicola marina, en tant qu’additif aux solutions de 

conservation dans la transplantation rénale. 

Pour cela, nous avons tout d’abord caractérisé les propriétés de cette molécule. Puis, nous avons 

déterminé ses effets sur la viabilité et l’activité métabolique cellulaire dans un modèle in vitro de 

cellules rénales de porc LLC-PK1. Et enfin, nous avons évalué ces mêmes effets sur la conservation de 

rein de porc autogreffé par mesure de la fonction rénale et de l’intensité des lésions histologiques suite 

à la séquence d’IR.  
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2. Protocoles utilisés 

En premier lieu, la caractérisation des deux propriétés majeures de M101, que sont le transport 

d’oxygène et son activité de type SOD, a été effectuée in vitro.  

La deuxième partie de ce travail a été réalisée sur un modèle de cellules LLC-PK1 (lignée de 

cellules tubulaires proximales porcine) soumise à une hypothermie à 4°C en air ambiant dans 

différentes solutions commerciales de conservation (UW, HTK, IGL, Celsior, Ringer Lactate ou 

Perfadex) supplémentées ou non en M101. Des évaluations de la mortalité et de la viabilité cellulaire 

ainsi que de la quantité d’ATP ont été réalisées. 

Pour la dernière partie de cette étude, nous avons utilisé un modèle in vivo d’autotransplantation de 

rein de porc Large White. Des évaluations de la fonctionnalité du greffon et des lésions histologiques 

rénales ainsi que l’inflammation ont été effectuées. Dans un souci de clarté, la terminologie utilisée 

dans les articles sera conservée dans les parties résultats en français.   

 

3. Résultats obtenus 

3.1. Evaluation de la fonctionnalité et de la stabilité dans différentes solutions de 
conservation de la molécule M101 

 
Une étude de la liaison de l’oxygène de la molécule M101 a tout d’abord été réalisée. La molécule 

a été mise en solution dans l’UW et elle a été désoxygénée soit par flush de N2 soit par ajout de cellules 

LLC-PK1 afin de consommer l’oxygène. Dans des conditions atmosphériques normales (normoxie), 

M101 dissous dans l’UW fixe l’oxygène (HbO2), on observe alors sur la courbe du spectre 

d'absorption un pic important à 418 nm, qui correspond à la protéine de l’Hb, ainsi que deux pics plus 

petits à 540 et 572 nm, qui correspondent aux bandes α et β de l’hème de l’Hb (Figure 31A). La 

présence de ces deux pics sur le spectre d’absorption est caractéristique de la fixation de l’oxygène par 

l’hème de l’Hb. Ensuite, la préparation a été fermée hermétiquement et l’oxygène consommé par les 

cellules (hypoxie). Après 75 min d'hypoxie, le spectre M101 change progressivement vers une 

conformation désoxy-Hb avec un décalage de la bande de Soret, une baisse des bandes α et β de l’hème 

et une augmentation de l'absorbance autour de 555 nm (Figure 31B). La désoxygénation complète 

apparaît au bout de 90min d'hypoxie : le spectre montre une bande de Soret avec un maximum à 428 

nm et un plateau avec un maximum à 555 nm, qui est le spectre caractéristique de la désoxy-Hb dérivé 

(Figure 31C). Cet état est réversible car l'oxygénation de la préparation permet de réobtenir le spectre 

initial de M101 (Figure 31D). 
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Figure 30 : Courbes des spectres de M101, ajoutée à la solution UW à une concentration de 1g/L,  

au cours du temps. (A) Spectre dans des conditions atmosphériques normales (normoxie). (B) 

Spectre après 75 minutes d’hypoxie (—) et en normoxie (···). (C) Spectre après 90 minutes 

d’hypoxie (—), 75 minutes d’hypoxie (--) et en normoxie (···). (D) Spectre après réoxygénation (—

), 90 minutes d’hypoxie (--) et en normoxie (···). 416, 418, 428 nm : maximum de la bande de Soret 

(γ); 540 nm : maximum de la bande bêta (β); 572 nm : maximum de la bande alpha (α); 555 nm : 

maximum de la bande β/α. 

 

Puis l’activité de type SOD de la molécule M101 a été vérifiée par un test NBT qui est basé sur la 

réduction d’un sel de tétrazolium, le nitroblue tetrazolium (NBT), en un produit de formazan coloré 

(NBT-diformazan) par les anions superoxydes. La SOD piège les  anions superoxydes, ce qui réduit le 

taux de formation du formazan. La molécule M101 permet une inhibition totale (Figure 32A, 93,5 ± 

1,1%) de la formation de NBT (nitroblue tetrazolium). Cette activité est totalement inhibée par le KCN, 

un inhibiteur spécifique de l’activité enzymatique de la SOD Cu/Zn (Figure 32B). Ainsi, la molécule 

M101 démontre par ce test une activité Cu/Zn SOD-like d’un haut niveau d’efficacité.  
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Figure 31 : (A) Evaluation du pourcentage d’inhibition de la formation de NBT en présence de 

doses croissantes de M101 lors d’une production d’anion superoxyde constante. (B) Evaluation du 

pourcentage d’inhibition de la formation de NBT en présence de M101 ou de SOD bovine provenant 

d’érythrocyte, utilisée comme contrôle. L’activité SOD totale (SOD, barres noires) a été comparée à 

l’activité SOD-Cu/Zn spécifique en présence de KCN (SOD+KCN, barres grises). Les résultats sont 

la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes.  



   167 
CONFIDENTIEL 

 

Enfin, afin de vérifier la possibilité d’utiliser cette molécule en préservation, la stabilité de M101 a 

été analysée dans les solutions UW, HTK, IGL, Celsior, RG et Perfadex (Tableau 4). La constante de 

dissociation et la demi-vie montrent que M101 est stable pendant de longues périodes de temps, 

indiquant un haut degré de compatibilité avec la majorité des solutions de préservation utilisées 

actuellement. 

 

 
 

Tableau 3 : Evaluation de la stabilité de M101 dans différentes solutions commerciales de 
conservation de greffons 
 

 

3.2. Détermination de la protection de la molécule M101 contre des lésions d’hypothermie 
cellulaire 

Les effets de la conservation en UW sur des cellules épithéliales rénales ont tout d’abord été 

déterminés. Seuls les effets de l’UW et de l’hypothermie ont été observés, les cellules n’ayant pas été 

soumises à une hypoxie. L’évaluation de la viabilité cellulaire par quantification de la libération de 

LDH, qui est le reflet de la nécrose, a démontré une perte de la viabilité cellulaire après 12h de 

conservation statique en UW (Figure 33A) et une mortalité quasi totale à 48h. L’activité métabolique, 

évaluée par un test MTT (Figure 33C), et la quantité d’ATP intracellulaire (Figure 33D) ont été 

réduites de façon concomitante avec la libération de LDH. On note également pour ces deux tests une 

perte quasi-totale de l’activité métabolique et totale de la quantité d’ATP après 48h de conservation en 

UW. Cependant, l’activation de la caspase-3, signe d’apoptose, n’a pas été observée de façon 

significative (Figure 33B). 
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Figure 32 : Evaluation des dommages cellulaires suite à une conservation des cellules LLC-PK1 à 

4°C pendant 48h en UW par quantification de la LDH libérée (A), de l’activité de la caspase-3 (B), 

de l’activité métabolique (C) et de la quantité d’ATP intracellulaire (D). Les résultats sont la 

moyenne ± SD de trois expériences indépendantes. á p<0.05 vs temps 0. 

 

A l’inverse, la molécule M101 a protégé les cellules épithéliales rénales de ces événements. En 

effet, lorsque M101 est ajouté, même en faible quantité (0,312 g/L) à la solution UW, on observe une 

diminution significative de la nécrose ainsi qu’une activité métabolique cellulaire et une quantité 

d’ATP significativement plus élevée après 24h de conservation à 4°C (Figure 34). Une protection totale 

a été atteinte à partir d’une concentration de 1,25 g/L de M101 comme le souligne les résultats de 

libération de la LDH : 6 ± 8%, de MTT : 71 ± 13%; et de quantification de l’ATP : 78 ± 23%. De plus, 

on observe une augmentation de la quantité d’énergie cellulaire lorsque les cellules ont été conservées à 

des concentrations à partir de 2,5 g/L de M101 tel que le souligne l’augmentation de 120% de la 

quantité d’ATP par rapport aux cellules conservées avec l’UW seul. Néanmoins, les doses supérieures 

à 2,5 g/L n’apportent pas de bénéfice supplémentaire. En effet, nous n’observons pas d’amélioration, 

au niveau de la viabilité et de la quantité d’ATP, une fois la dose de 2,5 g/L atteinte. Par contre, M101 
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protège les cellules de façon dose et temps dépendants comme le démontre les résultats d’évaluation de 

la nécrose (Figure 35). Il a été observé une libération de la LDH inférieur à 20% après 24h de 

conservation en présence de M101 à une concentration de 1,25 g/L, 36h à 2,5 g/L, 48h à 5 g/L et 72h à 

10 g/L.  

 

Figure 33: Suite à une conservation à 4°C pendant 24h dans la solution UW contenant des 

concentrations croissantes de M101 allant de 0 à 10g/L, les dommages cellulaires ont été déterminés 
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par dosage de la libération de LDH (A), de l’activité métabolique (B) et de la quantité d’ATP 

intracellulaire (C). Les résultats sont la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes. á p<0.05 

vs UW seul. 

 

 

Figure 34 : Suite à une conservation des cellules LLC-PK1 à 4°C pendant sept jours en UW 

contenant des doses croissantes de M101 allant de 0 à 10g/L, les dommages cellulaires ont été 

évalués par quantification de la LDH libérée. Les résultats sont la moyenne ± SD de trois 

expériences indépendantes.  

 

 

 Les expériences ont été reproduites avec d’autres solutions telles que le Ringer Lactate (RG) 

(Figure 36A), le Perfadex (Figure 36B), l’histidine tryptophane ketoglutarate (HTK) (Figure 36C), 

l’IGL (Figure 36D) et le Celsior (Figure 36E). Comme pour l’UW, la conservation avec ces solutions a 

induit des dommages fonctionnels. Deux types de résultats ont été obtenus: de manière similaire à 

l'UW, les cellules conservées en hypothermie dans le RG et, dans une moindre mesure, dans le 

Perfadex présentaient à la fois une nécrose et une perte d’activité métabolique; tandis que les cellules 

conservées en hypothermie dans l’HTK, l’IGL ou le Celsior ne présentaient qu’une perte d’activité 

métabolique. Néanmoins dans chaque solution l’ajout de M101 a permis d’améliorer la viabilité et la 

fonctionnalité cellulaire avec une libération de LDH inférieure à 20% dans toutes les conditions et une 

activité métabolique comprise entre 50 et 100%. De plus, au niveau de la nécrose, on observe une 

diminution significative, dans le RG et le Perfadex, même avec la dose la plus faible à 1,25 g/L; les 
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autres solutions ne présentant pas de libération de LDH. Concernant l’activité métabolique, on note une 

augmentation significative dès 1,25 g/L dans le RG, le Perfadex et l’HTK alors que dans l’IGL-1 et le 

Celsior on voit une augmentation significative qu’à partir de 5 g/L de M101. 
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Figure 23 : Les cellules LLC-PK1 ont été conservées à 4°C durant 24h dans du Ringer Lactate (A), 

du Perfadex (B), de l’HTK (C), de l’IGL-1 (D) et du Celsior (E), supplémentés avec des 
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concentrations croissantes de M101 allant de 0 à 10g/L. Les dommages cellulaires ont été 

déterminés en pourcentage de libération de LDH (a) et de l’activité métabolique (b). Les résultats 

sont la moyenne ± SD de trois expériences indépendantes. á p<0.05 vs cellules conservées en 

hypothermie dans les solutions de préservation seuls. 

 

3.3. Effet de la molécule M101 sur la fonction rénale 

 
Afin d’évaluer les effets de M101 sur la fonction rénale, nous avons utilisé un modèle in vivo 

d’autotransplantation de rein de porc Large White. Différents groupes ont été utilisés : le groupe UW 

dans lequel les reins ont été conservés dans la solution UW uniquement, le groupe UW + M101 où les 

greffons ont été conservés dans la solution UW supplémentée par 5g/L de M101, le groupe HTK dans 

lequel les greffons ont été conservés dans la solution HTK uniquement et le groupe HTK + M101 où 

les reins ont été conservés dans la solution HTK à laquelle a été ajoutés 5g/L de M101. Dans chaque 

groupe, le rein droit a été récupéré, lavé avec la solution préalablement refroidie puis conservé de façon 

statique à 4°C pendant 24h dans les différentes solutions. Le rein gauche a été néphrectomisé afin de 

reproduire la masse néphronique observée en situation clinique. Les reins ont ensuite été autogreffés et 

les animaux ont été suivis pendant 3 mois. En parallèle, un groupe contrôle «sham-operated» a été 

réalisé. Un dosage de la créatininémie a été réalisé pour évaluer la fonction rénale un jour avant la 

greffe (D-1), à 60 min (R60), D1, D3, D4, D5, D6, D7, D11, D14, 1 mois (M1) et M3 post-reperfusion 

dans l’ensemble des groupes expérimentaux étudiés. Comparés aux reins préservés en UW seul, les 

reins conservés avec de l’UW supplémenté en M101 ont montré des signes de reprise de diurèse tôt 

après la greffe, comme le démontre la production d’urine à D1 contrairement à D2 pour le groupe UW 

seul (Figure 37A, p = 0.016). De plus, les porcs du groupe UW + M101 ont retrouvés un niveau 

significatif de production urinaire plus rapidement à D4. Les groupes HTK et HTK + M101 

présentaient quant à eux des reprises de diurèse équivalentes (Figure 37B).  

En termes de reprise de fonction, nous avons observé que les taux de créatinine sérique du 

groupe UW montraient des niveaux élevés atteignant un sommet à D3 et diminuant lentement par la 

suite, avec un taux de 503 µmol/L à J14 (5 fois le niveau pré-transplant). Les animaux du groupe 

UW+M101, quant à eux, ont montré des niveaux significativement plus bas avec un sommet à D1 et 

une récupération accélérée menant aux niveaux observés avant transplantation à D7 (p = 0.009 à tous 

les points de temps, Figure 37C).  

Concernant la préservation avec l’HTK, seuls les porcs du groupe HTK seul ont montré un pic 

de créatinine sérique élevée à D1, suivi d'une lente reprise restant au-dessus des niveaux avant 



   174 
CONFIDENTIEL 

transplantation tandis que les animaux du groupe HTK+M101 ont montré un pic significativement 

inférieur à D1 (p = 0,009) et une récupération plus rapide du niveau avant transplantation à D11 

(Figure 37D). 

Puis, nous avons dosé la fraction d’excrétion du sodium (FeNa+) qui est une mesure du 

pourcentage de sodium excrété dans les urines par rapport au sodium réabsorbé par le rein. 

Normalement, le sodium est réabsorbé au niveau de différents segments du tubule rénal, mais lorsque 

le tubule est lésé, sa capacité de réabsorption est altérée entraînant une augmentation de la valeur de la 

fraction d’excrétion du sodium. Les mesures de réabsorption du sodium ont montré une amélioration 

significativement supérieure dans les reins conservés avec M101 par rapport aux solutions seules, 

confirmant une meilleure récupération. 
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Figure 36 : Evaluation de la fonction rénale après transplantation des reins conservés en UW (A-C-E) 

ou HTK (B-D-F) sans ajout de M101 (groupes UW et HTK) ou contenant 5g/L de M101 (groupes 

UW+M101 et HTK+m101) par diurèse (A-B), créatininémie (C-D) et fraction d’excrétion du sodium 

(E-F). Les résultats sont la moyenne ± SD de cinq expériences indépendantes. á p<0.05 vs UW; † 

p<0.05 vs HTK. 
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3.4. Impact de la molécule M101 sur l’intégrité tissulaire des greffons 

 
Suite à une coloration standard à l’Acide périodique de Schiff (PAS) permettant de mettre en 

évidence les mucines (épithélium à bordures en brosse), les membranes basales et le glycogène, une 

analyse histologique a été réalisée. L’évaluation histologique de la perte de la bordure en brosse et du 

détachement cellulaire, typique des lésions tubulaires d’IR, révèlent des dommages importants dans les 

greffons UW à D7 et D14, qui se stabilisent à M1 (Figure 38, tableau 5, partie supérieure). Les reins du 

groupe UW+M101 présentent des lésions moins étendues concernant la perte de la bordure en brosse 

ce qui empêche le détachement endoluminal. Le groupe HTK entraîne également des lésions 

importantes à D7 et D14 concernant la perte de bordure en brosse; par contre, on observe un faible 

détachement luminal qui n’apparaît plus après D7. Les groupes HTK ont montré une tendance similaire 

à l'amélioration de la perte de la bordure en brosse par M101 mais celle-ci n’a pas apporté de 

changement au niveau du détachement endoluminal. 
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Tableau 4 : Evaluation de l’intensité des lésions histologiques et de l’inflammation des greffons 
rénaux dans les différents groupes 
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Figure 37 : Marquage à l’acide périodique de Schiff de biopsies de reins à D1, D14 et M1 après 

transplantation pour les groupes UW, UW+M101, HTK, HTK+M101. Les flèches indiquent la perte de 

la bordure en brosse (bb) et la fibrose interstitielle/atrophie tubulaire (IFTA). 
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3.5. Effet de la molécule M101 sur l’inflammation  

 
Le degré d’invasion des tissus par les cellules du système immunitaire a également été évalué. 

Dans un premier temps, une évaluation semi-quantitative a été réalisée sur les sections marquées au 

PAS utilisée précédemment. Par cette technique, on observe un développement important de la réponse 

immunitaire dans les greffons UW pendant toute la durée du suivi. Au contraire, les reins conservés en 

UW+M101 ont montré une faible infiltration immunitaire précoce ainsi qu’une réduction des signes 

d’inflammation tardifs (Tableau 5). Les groupes HTK montrent également un faible niveau 

d’infiltration précoce mais ils montrent des signes d’inflammation tardifs plus élevés que les groupes 

UW.  

Une analyse plus détaillée à 3 mois a été réalisée par l’intermédiaire de la technique 

d’immunohistochimie, détectant dans un premier temps les cellules de la réponse immunitaire innée, 

positive à l’ED1 qui est présent à la surface des macrophages porcins, puis les cellules de la réponse 

adaptative grâce à un anticorps dirigé contre CD3, marqueur emblématique des lymphocytes T. Ces 

outils révèlent qu’à 3 mois l’invasion des cellules immunitaires innées (ED1+) et adaptatives (CD3+) 

est diminuée dans les reins conservés avec M101 par rapport aux solutions seules. 

 

3.6. Détermination de l’impact de M101 sur le développement de la fibrose 

 
Les porcs ont été euthanasiés à 3 mois, temps auquel nous avons déjà démontré le 

développement de la fibrose chronique dans ce modèle. Le développement de la fibrose interstitielle et 

de l’atrophie tubulaire (FIAT ou IFTA, en anglais) dans les greffons UW était étendu (23%), tandis que 

l’ajout de M101 les a réduit de façon significative (11%, p =0,049, Figure 39E). Les reins HTK ont 

également montré un développement important de la FIAT (25%). Ici aussi, l’ajout de M101a réduit de 

manière significative le développement des dommages (10%, p =0,038).  

La fonction rénale a ensuite été analysée par dosage de la créatinine sérique et de la protéinurie. 

La clairance rénale représente le volume de sang ou de plasma complètement épuré d’une substance 

par le rein, par unité de temps. La clairance de la créatinine, une substance complètement filtrée et non 

réabsorbée, reflète le débit de filtration glomérulaire. Lors du dosage de la protéinurie, la quantité de 

protéines urinaires ne doit pas être supérieure à 0,15 g/24h. Une protéinurie élevée reflète des lésions 

de la barrière de filtration glomérulaire et /ou tubulaire, qui ne laisse normalement passer qu’une 

quantité limitée de protéines. Les dommages histologiques ont été associés à une perte chronique de 

fonction, comme dans les groupes HTK et UW qui présentaient des taux élevés de créatinine sérique et 
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de protéinurie. Les groupes HTK montrent, néanmoins, un taux de protéinurie deux fois moins élevé 

que les groupes UW. Pour les deux solutions, l’ajout de M101 a réduit de façon significative ces 

niveaux. 

 

Figure 38 : (A-D) Marquage rouge Sirius représentatif pour les groupes UW (A), UW+M101 (B), 

HTK (C) et HTK+M101 (D) à M3 posttransplantation. (E) Quantification du développement de la 

fibrose (E), de la créatininémie (F) et de la protéinurie (G) dans chaque groupe. Les résultats 

correspondent à la moyenne ± SEM de cinq expériences indépendantes. á p<0.05 vs UW; † p<0.05 vs 

HTK. 
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3.7. Evaluation des effets de M101 sur la reprise précoce de fonction et après 3 mois 

 
Une autre analyse statistique a montré que l’ajout de M101 est corrélée négativement avec le 

taux de créatinine à D3 (R2 = 0,75, p =0,0001) et les niveaux d'excrétion de sodium à D3 (R2 = 0,74, 

p = 0,0001). Par ailleurs, nous avons déterminé que l’ajout de M101 était également négativement 

corrélée avec les résultats des analyses des lésions chroniques (3 mois) : créatinine (R2= 0,75,              

p = 0,0001), protéinurie (R2= 0,55, p =0,013) et fibrose (R2= 0,78, p =0,0001). Une analyse Two-Way 

ANOVA a révélé qu'il y avait une interaction entre M101 et la solution utilisée pour produire la 

protection observée dans nos analyses de la phase aiguë: créatininémie (p= 0,001) et réabsorption du 

sodium (p = 0,04) à D3, tandis que les effets chroniques de M101 à 3 mois étaient indépendants de la 

solution utilisée (données non présentées). 

 

4. Conclusions 

Nous avons décrit dans cette étude les effets bénéfiques de M101, nouveau transporteur naturel 

d’oxygène, dans un modèle in vitro de cellules tubulaires rénales conservées en hypothermie et dans un 

modèle in vivo de greffons rénaux porcins conservés soit avec la solution UW ou la solution HTK. La 

conservation des cellules avec M101 permet une amélioration significative de la viabilité et de 

l’activité métabolique cellulaire ainsi qu’une quantité d’ATP plus élevée contrairement à la 

conservation en UW seul. 

De plus, nous avons également démontré que l'utilisation de M101 dans un protocole de 

conservation statique en hypothermie, qui est la technique de conservation d’organe la plus utilisée, est 

corrélée à une meilleure reprise de fonction à court terme du greffon rénal ainsi qu’un meilleur résultat 

à long terme avec une réduction du développement de la FIAT, la cause principale de la perte du 

greffon. 
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C. RESULTATS 2 : EVALUATION DE 
L’EFFICACITE/ DOSE ET DU MECANISME DU 
TRANSPORTEUR D’OXYGENE M101 SUR LA 

PRESERVATION DES ORGANES 
 
 

Les résultats présentés dans cette partie ont été soumis pour publication dans la revue « » (jointe en 

annexe de cette partie) et dont les auteurs et le titre sont les suivants : 

Mallet V, Dutheil D, Polard V, Thuillier R, Rousselot M, Leize E, Goujon J M, Zal F and Hauet T. 

Dose efficacy and mechanism of the natural oxygen transporter HEMO2Life® in organ 

preservation.  

 

1. Objectifs de l’étude 

 
Dans l’étude précédente, nous avons rapporté l'utilisation d'une hémoglobine extracellulaire de ver 

marin, M101, dans la préservation statique, qui, lorsqu'elle est utilisée à une dose de 5 g/L dans les 

solutions UW ou HTK, permet d’améliorer la qualité du greffon dans un modèle porcin 

d’autotransplantation. La présente étude a eu un double objectif : tout d’abord, caractériser le 

mécanisme à l’origine de l’efficacité de M101 parmi les trois mécanismes de la molécule qui sont 

l’effet grosse molécule, l’activité anti-oxydante et l’activité transporteur d’oxygène; puis, dans un 

deuxième temps, cette étude a consisté à explorer les capacités de protection de faibles doses utilisées 

dans les protocoles de conservation avec la solution UW. 

A ces fins, nous avons utilisé deux modèles mimant les conditions de préservation des organes : un 

modèle in vitro de cellules endothéliales (premier type cellulaire concerné par les lésions d’IR) en 

culture primaire dans un protocole d’hypoxie/réoxygénation et in vivo dans un modèle porcin de 

transplantation rénale. 
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2. Protocoles utilisés 

La première partie de ce travail a été réalisée sur une culture primaire de cellules HAEC (cellules 

endothéliales aortiques humaines). Les cellules ont été soumises à une hypoxie à 4°C dans la solution 

UW supplémentée ou non en M101 à différentes doses suivie par une réoxygénation à 37°C en milieu 

de culture M200 complet pendant 24h. Des évaluations de la mortalité cellulaire, de l’activité 

métabolique ainsi que de la quantité d’ATP ont été réalisées. Ces évaluations ont également été 

complétées par une analyse de l’intégrité cellulaire réalisée par microscopie électronique. 

 

Pour la deuxième partie de cette étude, nous avons utilisé un modèle in vivo d’autotransplantation 

de rein de porc Large White. Un dosage de la créatininémie a été effectué pour évaluer la fonction 

rénale et une analyse histologique a été réalisée pour évaluer l’étendue des lésions rénales dans chaque 

groupe expérimental. Dans un souci de clarté, la terminologie utilisée dans les articles sera conservée 

dans les parties résultats en français.   

 

3. Résultats 

3.1. Effet dose-dépendant de M101 sur les lésions d’IR 

 
Nous avons évalué les effets de l’ajout de M101 à la solution UW dans un modèle in vitro 

d’hypoxie/ hypothermie et de réoxygénation qui reproduit les conditions de conservation des organes 

dans un modèle de cellule HAEC en culture primaire. 

Les effets induits par 24h d’hypoxie/ hypothermie ont tout d’abord été observés. Les cellules 

conservées en UW seul (groupe 0 g/L) présentaient une concentration diminuée d’ATP intracellulaire 

comparée aux cellules qui n’avaient pas subi l’hypoxie/ hypothermie (groupe contrôle) (Figure 40A, 

47% par rapport au contrôle, p<0,05), un niveau élevé de lactate déshydrogénase (LDH) libérée par les 

cellules nécrosées et une activité plus faible du complexe II de la chaîne respiratoire mitochondriale 

(Figure 40C, 51% par rapport au contrôle, p<0,05).  

Au contraire, l'addition d'une quantité croissante de M101 à l'UW a pu progressivement améliorer 

ces paramètres, en particulier en ce qui concerne les niveaux d'ATP intracellulaire (les concentrations 

de 2,5; 5 et 10 g/L étant significativement différentes comparées à 0 g/L) et les niveaux d’activité du 

complexe II tandis que l’on n’observe pas de différence sur la nécrose. 

Pour parfaire nos observations, nous avons mimé la reperfusion afin d’en étudier les conséquences 

sur les cellules. A la fin de la période d'hypoxie/hypothermie, les cellules ont été lavées quatre fois avec 

du PBS et réoxygénées en milieu de culture M200 complet à 37°C pendant 24 heures, dans le but 
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d’imiter la reperfusion. L'absence de M101 au cours de la période de réoxygénation a été évaluée par 

analyse spectrophotométrique de l'effluent de lavage, montrant qu’il ne reste aucune molécule M101 

dans le puits de culture après le troisième lavage, même pour la concentration de M101 la plus élevée 

(données non montrées); ainsi, les bénéfices observés à la fin de la période de réoxygénation sont dus à 

l'action de la molécule au cours de la conservation. 

Après 24h de réoxygénation, les cellules conservées en UW seul présentaient une diminution de 

l’activité du complexe II (Figure 40F, 33% du contrôle, p <0,05), et de la concentration intracellulaire 

d'ATP (Figure 40D, 24% par rapport aux cellules contrôles, p <0,05) ainsi qu’une  augmentation de la 

mortalité cellulaire avec une libération de 51% de la LDH comparée à 6% dans le contrôle (Figure 40E, 

p<0,05). Confirmant les données obtenues à la fin de la préservation, les cellules conservées en 

présence de M101 montrent une amélioration de ces paramètres de façon dose-dépendante, pour 

atteindre 86% d'ATP intracellulaire, 62% d’activité métabolique et seulement 13% la libération de 

LDH à une dose de 5g/L (p<0,05 vs 0g/L). De plus, l’augmentation de la quantité d’ATP est 

significative à partir de l’ajout de 2,5 g/L de M101 (83%) et celle de l’activité métabolique est 

significative dès l’ajout de 1 g/L de M101 (77%). 

Ces résultats montrent que, dans notre modèle in vitro d’IR, M101 est bénéfique pour la survie 

cellulaire de manière dose-dépendante, atteignant un niveau élevé de protection pour des doses 

comprises entre 1 et 5 g/L. 
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Figure 39 : (A-C) Analyses effectuées sur des HAEC suite à une hypoxie/hypothermie de 24h dans la 

solution UW contenant des concentrations croissantes de M101. (D-F) Analyses réalisées suite à un 
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protocol similaire suivi de 24h de réoxygénation dans un milieu et des conditions de culture régulières. 

(A-D) Quantification de l’ATP intracellulaire, représentée comme un pourcentage du niveau des 

cellules contrôles (non soumises à hypoxie/hypothermie); (B-E) Libération de LDH dans le milieu de 

culture par les cellules nécrosées, exprimée comme un pourcentage de la quantité totale de LDH 

présente dans le puit de culture; (C-F) Activité de la succinate deshydrogenase (complexe II 

mitochondrial, exprimée comme un pourcentage de l’activité détectée dans les cellules contrôles. Les 

résultats sont la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes. á p<0.05 vs les cellules contrôles; 

† p<0.05 vs la solution UW non supplémenté en M101 (0 g/L).  

 

3.2. Impact de M101 sur l’intégrité cellulaire 

 
Ces évaluations ont été complétées par une analyse de l’intégrité cellulaire réalisée par microscopie 

électronique. L’analyse des cellules suite à une hypoxie/hypothermie de 24h dans la solution UW a 

montré que cette méthode de conservation semble très néfaste pour la préservation de l'intégrité 

cellulaire (figure 41). En effet, toutes les cellules observées semblent altérées avec de nombreux 

organites en voie de lyse ainsi que la présence de nombreuses figures myéliniques, le réticulum 

endoplasmique non fonctionnel : cassé ou dilaté, des mitochondries altérées ou lysées et des noyaux 

avec des membranes perturbées, signes d’un stress cellulaire important.  

Au contraire, le traitement avec M101 réduit la quantité d’organites altérés, améliore l'intégrité 

mitochondriale et du noyau. Le réticulum endoplasmique semble, cependant, légèrement dilaté. De 

plus, on note la présence de vacuoles d’autophagie, non visibles dans les cellules conservées avec 

l’UW seul ce qui souligne la capacité des cellules à mettre en place des mécanismes de survie cellulaire 

afin de résister à des conditions stressantes par recyclage de leurs constituants dans le but de maintenir 

leur fonction. Néanmoins, lorsque les cellules sont conservées avec une dose de 5 g/L de M101, il 

semble qu’il y a une quantité de vacuoles d’autophagie plus importante et que les mitochondries sont 

moins bien conservées contrairement aux cellules conservées avec 1 et 2,5 g/L de M101. 
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Figure 40 : Observation morphologique par microscopie électronique des HAEC contrôles et des 

HAEC conservées en hypoxie/hypothermie pendant 24h en UW contenant des doses croissantes de 

M101. Les images sont représentatives de trois expériences différentes. Grossissement : 12 000X 

(photos à droite) et 30 000X (photos au centre et à gauche). 

 

3.3. Mécanismes de protection de M101 
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Afin de déterminer quel mode d’action donne ces bénéfices à la molécule M101, nous avons 

modifié cette dernière afin de séparer ses propriétés. Pour ce faire, nous avons étudié le mécanisme 

d'action de deux dérivés de M101 sur les cellules conservées. La cyanméthémoglobine (CyanMet), 

pour laquelle les hèmes fixant l’oxygène ont été liés de façon covalente et stable à des molécules de 

cyanure, permettant la suppression efficace de la fonction de transport d'oxygène de M101; et la forme 

dodécamère de M101 (DodecaM), où les linkers qui stabilisent la structure et qui portent l’activité 

oxydante ont été dissociés, entraînant une perte de sa propriété SOD ainsi que l'effet protecteur de sa 

grande taille, tout en gardant intactes ses capacités de transport de l'oxygène. Ces deux molécules ont 

été utilisées par ajout dans l’UW à des doses croissantes dans notre modèle in vitro 

d'hypoxie/hypothermie et de réoxygénation et ont ensuite été comparées aux molécules M101 non-

modifiées. 

       La quantification de la LDH libérée par les cellules nécrosées (Figure 42A) a montré de 

nouveau que l’absence de M101 induisait la mort cellulaire (51% de libération), tandis que 

l’augmentation de la dose de M101 était protectrice (résultats significatifs atteints à partir de 2,5 g/L). 

Toutefois, ni l'ajout de la CyanMet ni de la DodecaM n'ont pu affecter les niveaux de libération de 

LDH, et ceci à n’importe quelle concentration utilisée (augmentation significative par rapport à 

M101atteinte à partir de 2,5 g/L). 

       Le dosage de l'activité du complexe II de la chaîne respiratoire mitochondriale (Figure 42B) a 

montré un profil similaire, avec une faible activité lors de la conservation des cellules en UW seul  

alors que l’augmentation de la concentration de M101 était protectrice, surtout à des doses supérieures 

à 1 g/L. Ici aussi, l'addition de molécules modifiées CyanMet M101 ou DodecaM a été incapable de 

reproduire ce niveau de protection (diminution significative par rapport à M101atteinte au bout de 1 

g/L). 

L’analyse de la concentration intracellulaire d'ATP a confirmé une protection de M101 dose-

dépendante similaire à la protection de M101 en comparaison à l’UW seul, tandis que ni CyanMet ni 

DodecaM n’ont été en mesure de reproduire ces bénéfices. De façon intéressante, il y avait une 

tendance à l'amélioration de la concentration en ATP dans les cellules traitées avec la DodecaM d'une 

manière dose-dépendante (Figure 42C, 16± 4% à 0,025 g/ L versus 35± 3% à 5 g /L, p <0,05), un effet 

absent pour la CyanMet, ce qui suggère une certaine protection des concentrations croissantes du 

transporteur d'oxygène. Cependant, il n'y avait pas de différence significative avec l’UW seul, 

confirmant la supériorité de la molécule M101 non modifiée. 
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Figure 41 : Analyses métaboliques des cellules HAEC suite à une hypoxie/hypothermie de 24h en 

solution UW contenant des doses croissantes de la molécule M101 native ou de l’une des deux 
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molécules modifiées (CyanMet ou DodecaM) suivie par 24h de réoxygénation dans un milieu et des 

conditions de culture régulières. (A) Libération de LDH dans le milieu extracellulaire par les 

cellules nécrosées, exprimée en pourcentage de la quantité totale de LDH présent dans le puit de 

culture; (B) Activité du complexe II de la chaîne respiratoire mitochondriale et (C) quantification de 

l’ATP intracellulaire, exprimée comme un pourcentage de l’activité détectée dans les cellules 

contrôles. Les résultats sont la moyenne ± SEM de trois expériences indépendantes. á p<0.05 vs les 

cellules contrôles; † p<0.05 vs la solution UW non supplémenté en M101 (0 g/L); ‡ p<0.05 vs M101 

non modifiée à la même concentration.  

 

Ces résultats indiquent que des trois propriétés de M101que nous supposions être responsables de 

ces avantages, c'est à dire sa capacité à transporter l'oxygène, son activité SOD et sa grande taille, qui 

pourrait avoir un effet protecteur à travers un contrôle de la pression oncotique, aucune n'est plus 

importante que les autres. M101 doit rester intacte afin de préserver les cellules contre les lésions d’IR. 

 

3.4. Evaluation de la protection dose-dépendante de M101 in vivo 

 
Nous avions déjà démontré les avantages de M101 à 5 g/L additionnée aux solutions de 

conservation UW et HTK, dans un modèle préclinique d'autotransplantation rénale chez le porc. Afin 

de déterminer si des doses plus faibles de M101 pourraient avoir un effet protecteur, tel que suggéré par 

nos données in vitro, nous avons reproduit ces expériences en conservant les reins en solution UW 

supplémenté par 1g/L (UW+ 1 g/L M101), 2 g/L (UW + 2g/L de M101) et 5g/L (UW+ 5 g/L M101) de 

M101 et ils ont été comparés au groupe UW dans lequel les reins ont été conservés dans la solution 

UW uniquement. Un dosage de la créatininémie a été réalisé pour évaluer la fonction rénale 1 jour 

avant la greffe  (D-1), à 60 min (R60), D1, D3, D4, D5, D6, D7, D11, D14, 1 mois (M1) et M3 post-

reperfusion dans l’ensemble des groupes expérimentaux étudiés.  

 

Le dosage des taux de créatinine sérique après la reperfusion (Figure 43A) chez les animaux 

transplantés avec des reins conservés dans l’UW seul a montré une lente reprise de la fonction, 

caractérisée par un pic élevé à (environ 1200 μmol/L), et un retour lent à des niveaux plus bas au cours 

des deux semaines suivantes pour atteindre environ 400 μmol/L à D14, soit quatre fois plus que les 

niveaux avant transplantation. L’ajout de M101 dans la solution de conservation a montré une 

amélioration de le reprise avec un pic de créatinine sérique inférieure à D3 (environ 800 μmol/L) et une 
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reprise plus rapide par la suite, atteignant environ 150μmol/L, soit 1,5 fois les niveaux avant la 

transplantation, à D14. A D14, il n'y avait pas de différence entre les doses à 1, 2 et 5 g/L de M101. 

Nous avons effectué une analyse d’aire sous la courbe (AUC) pour le paramètre de la 

créatininémie (Figure 43B) et nous avons observé que l'aire sous la courbe pour les groupes UW + 1 

g/L, UW 2 g/L (environ 4000 µmol/L.jour) et UW 5 g/L (environ 2000 μmol/L.jour) étaient 

significativement plus bas que l'aire sous la courbe calculée pour les animaux UW (environ 1500 

μmol/L.jour, p <0,05). La différence entre les groupes traités par M101 n’est pas significative. 

Pour évaluer l'influence du protocole de conservation sur les résultats chroniques, nous avons suivi 

les animaux pendant 3 mois. Les dosages de la créatinine sérique à M1 et M3 ont montré des niveaux 

élevés chez les animaux UW, atteignant environ 380 et 160 μmol/L, respectivement (Figure 43D). 

D'autre part, l’ajout de M101 lors de la conservation a été en mesure d'améliorer la qualité des organes 

ce qui se  traduit par une amélioration de reprise de fonction à M1 (approx. 130 μmol/L) et M3 

(environ 120 μmol/L). De la même façon, aucune différence entre 1, 25 g/L de M101 n’a été mesurée à 

M3.  
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Figure 42 : (A) Mesure séquentielle de la créatinine sérique au cours des deux premières semaines 

après transplantation; (B) Mesure de l’aire sous la courbe au cours des deux premières semaines après 

transplantation; (C) taux de créatinine sérique à 1 et 3 mois après transplantation. Les résultats sont la 

moyenne ± SEM 
 *: p≤ 0.05 UW+1g/L M101 vs UW; §: p≤ 0.05 UW+2g/L M101 vs UW; #: p≤ 0.05 

UW+5g/L M101 vs UW. N=4-5. 

 

3.5. Effet de M101 sur les lésions parenchymales chroniques 

 
Pour déterminer si l’ajout de 1 ou 2 g/L de M101 à l’UW avait un effet protecteur contre le 

développement de lésions chroniques, nous avons procédé à l'analyse du développement de la fibrose 

dans les reins à M3 (Figure 44). Bien que la fibrose interstitielle dans les reins conservés en UW 

avoisinait 23%, l'avancement de cette lésion dans les groupes traités était inférieur, avec 9% dans le 

groupe UW + 1 g/L (p <0,05 par rapport à l'UW) et de 13% chez les animaux UW + 2 g/L. 
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Figure 43 : Marquage au rouge Sirius des tissus UW (A), UW+2g/L (B), UW+1g/L (C) et 

quantification du développement de la fibrose dans chaque groupe (D). Les résultats sont la moyenne ± 
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SEM 
 *: p≤ 0.05 UW+1g/L M101 vs UW; §: p≤ 0.05 UW+2g/L M101 vs UW; #: p≤ 0.05 UW+5g/L 

M101 vs UW. N=4-5. 

 

4. Conclusions 

Nous avons démontré une nouvelle fois les effets bénéfiques de la supplémentation par M101 de la 

solution de préservation UW et ce même à des doses plus faibles (1 et 2 g/L) que précédemment 

étudiées. Ainsi, il n’a pas été montré de différence significative entre les groupes traités par M101. La 

supplémentation par M101 d’UW a permis, dans un modèle d’autotransplantation rénale chez le porc, 

une amélioration de la reprise de fonction et une diminution des lésions parenchymales chroniques 

comparées à une conservation en UW seul. 

Nous avons également tenté de démontrer laquelle de ces propriétés lui conférait cet effet 

bénéfique. Suite à l’observation des données de deux molécules modifiées de M101, l’une avec sa 

capacité à fixer l’oxygène inhibée, l’autre avec une perte de son activité de type SOD et de son haut 

poids moléculaire, nous sommes arrivés à la conclusion que cette molécule était plus qu'un simple 

transporteur d'oxygène mais une molécule multifonctionnelle conférant une protection grâce aux 

avantages combinés de sa capacité à transporter l'oxygène, de son  activité SOD et de sa taille 

importante (permettant de réguler la pression oncotique). 
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D. DISCUSSION GENERALE 

 

1. Preuve de concept des bénéfices de M101 contre les lésions d’IR rénale 

 
Dans la première étude, nous avons décrit les avantages de l’ajout de M101 dans un modèle in 

vitro de cellules conservées en hypothermie et sur des greffons rénaux préservés soit avec la solution 

UW soit avec la solution HTK. En effet, l’ajout de M101 a augmenté la résistance des cellules aux 

lésions d’IR et est corrélé à l’amélioration de la reprise de fonction précoce et d’un meilleur pronostic à 

long terme avec une fibrose chronique significativement moins importante et une amélioration de la 

fonction. 

 

              M101, hémoglobine extracellulaire issue du ver marin Arenicola marina, est un transporteur 

d’oxygène développé en tant qu'additif aux solutions de conservation des organes en attente de greffe. 

Cette nouvelle molécule thérapeutique est formulée dans le produit HEMO2Life® développé par la 

société HEMARINA. Ce transporteur d’O2 présente des caractéristiques fonctionnelles idéales pour la 

préservation des organes, telles qu’une capacité à fixer une quantité importante d’O2 (156 molécules 

d’O2 à saturation), une aptitude à fonctionner à basse température et une activité anti-oxydante. Nous 

avons démontré, dans la première étude, la capacité d'oxygénation de M101 dans des conditions de 

conservation hypothermique. La fixation et la libération d’oxygène se produisant passivement dans un 

simple gradient d’oxygène et en l'absence d'effecteur allostérique. De plus, M101 est caractérisée par 

une P50 (env. 7 mmHg)  plus faible que celle de l’hémoglobine humaine, indiquant une affinité plus 

forte pour l’O2. Lorsque la PO2 est inférieure à la P50, l'oxygène est libéré de manière passive par la 

molécule M101 et est consommé par les cellules ou les tissus. Il s'agit d'un processus d’équilibre 

dynamique dépendant des besoins cellulaires, quand un site d’O2 devient libre, il sera réutilisé par une 

nouvelle molécule d’O2. Nous avons également confirmé que cette molécule possédait une activité 

SOD à Cu/Zn, qui est d’une grande valeur dans le contexte des lésions générées au cours de l’IR [295, 

297, 298]. 

 

In vitro, la conservation hypothermique en UW provoque (1) une augmentation de la libération 

de LDH par les cellules, (2) une réduction de l'activité métabolique et (3) du contenu énergétique de 

manière significative et progressive. Vingt-quatre heures de conservation hypothermique en UW a 

entraîné la perte presque complète du contenu énergétique, de la viabilité cellulaire et de l’intégrité 
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fonctionnelle. La majorité de la mort cellulaire a probablement été induite par une nécrose, comme 

indiqué par le test LDH, plutôt que par une apoptose, l’activité de la caspase-3 n'ayant pas augmenté. 

Ceci pouvant être expliqué par le manque d’ATP ne permettant pas de mettre en place l’apoptose qui 

est un mécanisme ATP-dépendant. Au contraire, M101 protège les cellules rénales de façon temps- et 

dose-dépendant, indépendamment de la solution utilisée. La libération de LDH dans les solutions HTK, 

IGL et Celsior présentait déjà de faibles niveaux en l’absence de  M101, son ajout n’a donc  apporté 

aucun effet supplémentaire sur ce paramètre. Par contre, l'effet bénéfique de M101 est plus évident 

avec le test MTT, ce qui est en accord avec une étude montrant la supériorité de la sensibilité du test 

MTT par rapport au dosage de LDH libérées dans une évaluation de l’activité métabolique. 

 

L’ajout de M101 augmente la quantité d’ATP intracellulaire, reflétant un meilleur maintien du 

métabolisme énergétique, en réduisant probablement la nécessité de passer de la respiration 

mitochondriale à la glycolyse anaérobie et en protégeant les mitochondries. Le maintien de niveaux 

d’ATP élevés lors de la conservation avec M101 peut également être bénéfique à la restauration de 

l'homéostasie énergétique lors de la reperfusion dû à un stress métabolique plus faible des voies 

oxydatives. 

 

Les résultats in vitro nous ont conduits à utiliser la dose à 5 g/L dans notre modèle in vivo 

d’autotransplantation chez le porc, prenant compte de la différence entre la culture 2D in vitro et le 

tissu 3D in vivo : ainsi, même si une dose plus faible est protectrice in vitro, nous mettions toutes les 

chances de notre côté pour cette preuve de concept. L’étude qui suivra, utilisant des doses plus faibles, 

nous confortera dans ce choix.  

 

            Nous avons conservé les reins soit avec de l’HTK soit avec de l’UW, qui sont les solutions les 

plus utilisées dans le monde (données Eurotransplant et UNOS) [4], pendant 24 h. La durée de 

conservation clinique moyenne mise en place actuellement est de 18 h, avec une tendance à 

l'augmentation, notre choix d’une conservation de 24 h apparaît donc justifié. De plus, une durée de 24 

h apporte un nombre de dommages d’IR adapté pour une preuve de concept. Bien que nous n'ayons pas 

évalué les bénéfices in vivo sur des durées de conservation plus courtes, la démonstration des avantages 

de M101 sur les temps de conservation courts est probable, compte tenu de l'impact de la molécule in 

vivo après 24 h de préservation et de la protection démontrée dans les études in vitro pour des durées de 

conservation plus courtes. 
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Dans notre étude nous avons observé des différences entre l'UW et l’HTK. Au niveau de la 

fonction rénale, le groupe UW montre une augmentation de la diurèse non retrouvée dans le groupe 

HTK. L’analyse des taux de créatinine sérique montre que le groupe UW conduit à des niveaux élevés 

atteignant un sommet à D3, diminuant lentement par la suite et n’atteignant jamais le niveau pré-

transplantation; tandis que le groupe HTK a montré un pic de créatinine sérique élevée à D1, suivi 

d’une reprise et d’une récupération plus rapide du niveau avant transplantation à D11. De plus, 

concernant l’excrétion sodique, les taux observés dans le groupe UW sont plus élevés et diminuent 

moins rapidement que dans le groupe HTK. L’évaluation des lésions tubulaires ne présente pas de 

différence entre les deux solutions concernant la perte de la bordure en brosse. Par contre, on note un 

détachement endoluminal important à D7 et D14 pour les animaux UW alors que les animaux HTK 

montrent un faible détachement endoluminal qui disparaît rapidement à D7. A l’inverse, l’immunité 

inné (ED1+) et adaptative (CD3+) semble plus élevée dans le groupe HTK contrairement au groupe 

UW. Enfin, on note la mise en place d’une fibrose interstitielle et d’une atrophie tubulaire (FIAT) dans 

les deux groupes avec tout de même une protéinurie deux fois moins importante dans le groupe HTK. 

 

Nous avons montré que les reins conservés dans les solutions seules induisaient une 

détérioration de la reprise de fonction avec une altération de la filtration glomérulaire et de la fonction 

tubulaire. En effet, l’insuffisance rénale aiguë conduit à une perte de la polarité des cellules épithéliales 

tubulaires rénales, entraînant une altération de l’homéostasie ionique caractérisée notamment par une 

augmentation de l’excrétion urinaire du sodium [72, 73]. Tandis que l'utilisation de M101 a été 

associée à une amélioration de la reprise précoce de fonction, en particulier dans les greffons conservés 

avec l’UW. Comme l'intensité des lésions d’IR est directement corrélée avec la survenue de reprise 

retardée de fonction du greffon chez les patients [7, 299], il est attendu que M101 pourrait être efficace 

dans la réduction des lésions d’IR in vivo dans les reins conservés. 

 

  Histologiquement, les lésions d’IR sont caractérisées par des lésions tubulaires étendues, telles 

que la perte de la bordure en brosse et l’infiltration accrue des cellules immunitaires [112, 300]. En 

effet, les lésions d’IR ont été démontrées comme étant capables d'induire des processus inflammatoires 

de façon antigène indépendante [301]. L’analyse histologique montre que la conservation avec les 

solutions seules entraîne de façon précoce une augmentation de la perte de la bordure en brosse et du 

détachement endoluminal, hormis pour HTK concernant le dernier paramètre, ainsi qu’une 

augmentation importante de l’immunité innée (ED1+) et adaptative (CD3+) trois mois après la greffe. 

Au contraire, l’ajout de M101est efficace dans la protection contre ces dommages et ceci dès le début, 
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probablement grâce à la protection cellulaire directe comme observée in vitro. Comme les cellules 

stressées produisent des signaux danger induisant une inflammation et une invasion cellulaire [102], la 

réduction de ces mécanismes par l’ajout de M101 est probablement due à une meilleure protection 

cellulaire. 

 

 Le stade final lésionnel du greffon rénal est la fibrose tubulo-interstitielle, qui va affecter sa 

fonction et qui va être d’autant plus importante que les lésions ischémiques aiguës et chroniques sont 

importantes. L’induction du processus de fibrose dépend des lésions ischémiques et des phénomènes 

d’inflammation chronique, ainsi que des processus de réparation. Effectivement, la fibrose correspond 

à l’activation continue d’un processus de cicatrisation conduisant à la formation de tissu cicatriciel qui 

va remplacer progressivement le tissu rénal fonctionnel. Ce processus est associé au phénomène de 

TEM, défini par la dédifférenciation de cellules épithéliales des tubulaires en cellules mésenchymateux. 

Ces cellules vont alors s’accumuler dans l’interstitium rénal où elles vont produire des molécules de 

MEC [302, 303]. La FIAT est le marqueur central de la dysfonction chronique du greffon, et 

finalement de  la perte du greffon lui-même [304]. Nous avons donc mesuré le développement de la 

FIAT parallèlement à la perte de fonction à 3 mois et déterminé que les solutions de conservation 

classiques ne pouvaient pas éviter le développement de la fibrose étendue ainsi que la perte de fonction. 

Cependant, l’ajout de M101 au moment de la conservation est corrélé avec une diminution du 

développement de la fibrose, une préservation de la fonction et une amélioration des résultats. Dans 

notre modèle in vivo, nous avons observé les effets additionnés des lésions de conservation et de 

reperfusion d'organe [305] et nos données soulignent l'importance d’un protocole de conservation 

optimisé. 

 

Il y a actuellement un regain d'intérêt concernant les machines de conservation d’organes [39, 306] car 

elles procurent une amélioration importante de la qualité du greffon et du résultat [307]. Bien que son 

mécanisme reste peu clair, le lavage des métabolites et des déchets cellulaires produits durant 

l'ischémie semble être une hypothèse vraisemblable. La présence de ces produits à la reperfusion est 

même probablement associée à l'activation accrue des voies de l’immunité innée, en association avec la 

voie du « signal danger » [308, 309]. Dans ce contexte, l'ajout de M101, qui pourrait être perfusé dans  

l'organe pour fournir de l'oxygène aux territoires les plus isolés, serait un ajout précieux et fournirait 

une protection supplémentaire ou synergique pour l'organe. 
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Etude dose réponse et mécanistique des bénéfices de M101 contre les lésions d’ischémie reperfusion 
rénale 

Dans notre deuxième étude, nous avons déterminé la dose-réponse des bénéfices du transporteur 

d'oxygène M101sur les lésions d’IR, en utilisant deux modèles différents. 

L’utilisation d’un modèle in vitro d’IR, c’est-à-dire mimant la conservation des organes avec une 

phase d'hypoxie/hypothermie dans la solution UW puis en reproduisant les conditions de reperfusion 

incubant les cellules conservées dans des conditions de culture normales, nous montre que l'addition de 

M101 durant la conservation offre des bénéfices en termes de concentration d’ATP intracellulaire ainsi 

que d'amélioration de l'activité de la chaîne respiratoire mitochondriale, se traduisant par une 

augmentation de la survie et ceci même après une séquence complète in vitro d’IR. Ces avantages sont 

clairement dose-dépendants, les effets maximums étant trouvés entre 2,5 et 5 g/L en fonction du test 

utilisé. Nous avons confirmé cet effet sur le maintien de l'intégrité cellulaire en utilisant la microscopie 

électronique à transmission. L’analyse des résultats montrent que la conservation en UW a des 

conséquences importantes sur l'intégrité des cellules, perturbant l'organisation des organites majeurs 

tels que le réticulum endoplasmique, qui apparaît très dilaté, et les mitochondries, qui sont en voie de 

lyse, ainsi que la membrane du noyau; ce qui sont des signes de souffrance cellulaire et qui pourraient 

conduire la cellule vers la nécrose. De plus, la présence de figures myéliniques indique également une 

altération cellulaire. En revanche, l'utilisation de M101 lors de la conservation a permis un meilleur 

maintien du phénotype cellulaire global, avec une préservation des noyaux, une conservation des 

structures cellulaires ainsi qu’une amélioration au niveau mitochondrial comme le montre la présence 

de nombreuses mitochondries avec des crêtes bien visibles. De plus, la présence d’autophagosomes 

montre que la cellule est capable de mettre en place une réponse contre le stress et suggère donc une 

meilleure capacité de récupération après une hypoxie/hypothermie, tel que confirmé par les tests 

fonctionnels. Il semblerait tout de même qu’il y ait une quantité plus importante de vacuoles 

d’autophagie à 5 g/L contrairement à 1 g/L et 2,5 g/L de M101. De plus, on note la présence d’un 

réticulum endoplasmique dilaté, mais moins qu’avec l’UW seul, qui avec la présence de vacuoles 

d’autophagie pourrait être synonyme d’un stress du RE. 

« Le stress du RE est une situation cellulaire pathologique fréquente provoquée par l’accumulation 

excessive de protéines natives, insuffisamment ou mal conformées au sein de la lumière du RE. Cette 

situation, dont les causes sont aussi fréquentes que l’ischémie, le stress oxydatif ou les infections 

virales, est la conséquence de désordres profonds de l’homéostasie du RE, qui n’est plus apte à assumer 

une de ses principales fonctions, la maturation post-traductionnelle des protéines nouvellement 

synthétisées. Les protéines mal conformées ne seront pas dirigées vers l’appareil de Golgi et seront 
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éventuellement dégradées par le protéasome ERAD (Endoplasmic Reticulum-Associated Degradation). 

Produites en excès, les protéines mal conformées ne pourront pas être toutes dégradées et finiront par 

s’accumuler dans la lumière du RE, provoquant une situation de stress, conduisant la cellule à activer 

une réponse adaptative particulière appelée UPR (« Unfolded Protein Response »), dont le but est de 

réduire l’accumulation de ces protéines. La réponse UPR permet d’adapter les fonctions cellulaires à 

cette modification environnementale et de rétablir une fonction du RE normale. Cette réponse est 

caractérisée par une réduction globale de la synthèse protéique par blocage traductionnel, une 

augmentation de l’activité de dégradation protéasomale et une augmentation des capacités 

enzymatiques de maturation protéique. Si le stress se prolonge et que l’adaptation échoue, la cellule 

déclenche un programme de mort cellulaire apoptotique [310-312]. De plus, il a été relaté que l’IR 

provoque des désordres de l’homéostasie du RE qui sont autant de facteurs inducteurs du stress du RE. 

Le déficit en ATP causé par l’hypoxie induit une diminution de la concentration intraréticulaire de 

calcium et une altération de l’activité de BiP et de GRP94. L’hypoxie et la carence en glucose sont 

connues pour induire des dysfonctions des systèmes de maturation des protéines natives aboutissant 

également à une réponse UPR. Enfin, la reperfusion provoque un stress oxydatif modifiant le statut 

redox du RE, interférant ainsi avec la formation des ponts disulfures et produisant l’accumulation de 

protéines mal conformées [313-315] » [316]. 

Une des conséquences de l’UPR est le phénomène d’autophagie. L’autophagie est un 

mécanisme physiologique cytoprotecteur au moyen duquel la cellule essaie de limiter les effets 

délétères liés au stress du RE en activant l’autodigestion de protéines et de certains organites 

intracellulaires [317, 318]. Lors d’un stress, l’autophagie permet de préserver la viabilité cellulaire en 

diminuant le niveau de protéines de conformation incorrecte dans le RE et en les recyclant afin apporter 

des nutriments nécessaires aux fonctions cellulaires vitales, ainsi qu’en éliminant les organites 

cellulaires lésés [318, 319]. Des études ont montré que des inducteurs pharmacologiques du stress du 

RE, tel que la tunicamycine et la thapsigargine, induisent la formation d'autophagosomes [320, 321]. 

Lors du stress du RE, l’autophagie peut être induite par la voie IRE1α/JNK [322] ou par la voie 

PERK/ATF4. ATF4 active l’autophagie d’une part en induisant l’augmentation de l’expression de 

Atg12 qui permet la conversion de LC3 [323] et d’autre part par l’activation direct de la transcription 

de LC3 [324]. L’activation de l’autophagie par ATF4 permet une résistance contre la mort cellulaire 

notamment lors de l’hypoxie [325]. 

L'autophagie, par son rôle dans la dégradation des protéines à durée de vie longue, pourrait donc 

intervenir comme renfort du système ERAD, qui est un système de dégradation des protéines à durée 

de vie courte. En effet, bien que les protéines ciblées et que les mécanismes de dégradation entre 
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l’autophagie et le protéasome soient différents, les deux systèmes jouent un rôle semblable dans le 

recyclage et la dégradation des acides aminés des protéines. Toutefois, le lien fonctionnel entre les 

deux systèmes et la façon dont ils pourraient être inter-régulés n'est pas bien compris. 

Cependant, même si le rôle de l’autophagie dans la survie cellulaire a été établi, de nombreuses 

études ont émis l'hypothèse que l'autophagie pourrait également être impliquée dans la mort cellulaire. 

En effet, une accumulation d'autophagosomes a été observée dans des cellules subissant une mort 

cellulaire, suggérant l’existence d’un lien entre autophagie et apoptose. Cependant, l’interaction entre 

autophagie et apoptose est complexe et les données sont souvent contradictoires [326]. 

 

Les résultats de microscopie électronique sont en accord avec les résultats précédents obtenus avec 

un modèle d'hypothermie sur une lignée cellulaire de tubules proximaux, dans lequel nous avons 

montré des bénéfices similaires dans plusieurs solutions de conservation. Les résultats de cette 

deuxième étude, l'amélioration du modèle par l'utilisation de cellules endothéliales primaires non-

immortalisées, qui sont le premier type cellulaire touché par l’IR, et l'affinement des paramètres de 

conservation, afin de se rapprocher de la situation clinique en utilisant à la fois l'hypoxie et 

l'hypothermie, montrent que les effets de M101 sont robustes et ne se limitent pas à un seul type de 

cellule. De plus, la dose présentant un effet maximal est très similaire dans les deux modèles, ce qui 

confirme la reproductibilité des bénéfices. 

 

Nous avons ensuite étudié la nature des effets bénéfique de M101 en tentant de déterminer laquelle 

de ses propriétés avait le plus d'impact sur l'intégrité cellulaire. En effet, M101 a trois propriétés 

majeures : c’est un transporteur d’O2 géant présentant 156 sites de liaison à l’O2 avec une affinité 

élevée pour l’O2, possédant une masse moléculaire élevée (~ 3600kDa), et démontrant une activité de 

type SOD intrinsèque [295]. Tout d’abord, l'apport d'oxygène au cours de la conservation pourrait être 

considéré comme une épée à double tranchant. Toutefois, le maintien de l'apport en oxygène au cours 

de la conservation a montré des avantages en termes de maintien de production d'ATP et de reprise de 

fonction à la reperfusion, à la fois par des approches technologiques ou pharmacologiques [237]. De 

plus, l’amélioration de la reprise du rein suite à l’IR en utilisant une activité de type SOD pendant 

l’ischémie est une approche raisonnable compte tenu du rôle central joué par le stress oxydant dans le 

développement des lésions d’IR. De telles molécules ont d’ailleurs été utilisées dans plusieurs modèles 

d’IR et ont démontré des effets bénéfiques [327]. Enfin, les grandes molécules sont utilisées dans des 

solutions de conservation pour contrer l’entrée  d'eau à l'intérieur des cellules; suite à l’afflux causé par 

le déséquilibre ionique et la perturbation de la pression oncotique à la suite du remplacement du sang 
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par un milieu acellulaire. Bien que la supériorité des solutions contenant des colloïdes, telles que l'UW, 

SCOT15 ou IGL1 n'est pas clairement démontrée en clinique [328], les preuves expérimentales 

suggèrent qu'un choix adapté de colloïde peut améliorer de façon significative la qualité des organes 

[329, 330]. 

Cependant, ces résultats sont à prendre avec du recul car : i) il s’agit d’un travail préliminaire, ii) à 

renouveler car les résultats ne corroborent pas ceux obtenus antérieurement et iii) qu’une analyse des 

molécules en fin d’expérimentation in vitro serait à effectuer afin de valider la structure de la molécule. 

 

 

  En conséquence, nous avons tenté de mesurer les différentes contributions de chaque propriété 

de l'effet protecteur de M101 contre les lésions d’IR in vitro. Malheureusement, les contraintes 

structurelles de la molécule permettent uniquement la production de deux dérivés M101. Le dérivé 

cyanméthémoglobine (CyanMet), qui utilise la liaison covalente du cyanure à l’hème transportant 

l'oxygène afin d’annuler la capacité de la molécule à transporter l'oxygène sans affecter sa structure 

globale ou son activité de type SOD. Et le dérivé dodécamère de M101 (DodecaM) produit par 

dissociation des linkers, qui assurent une fonction de maintien de la structure et qui porte l’activité 

SOD, par diminution du pH, entraînant une préservation de ses capacités de fixation et d'échange de 

l'oxygène, mais une destruction de son activité de type SOD et une réduction considérable sa taille, par 

perte de la structure de M101. Dans notre modèle in vitro, nous avons démontré que ces deux 

molécules étaient significativement moins efficaces dans la protection des cellules contre l’IR par 

rapport à M101 native. En effet, aucun bénéfice évident n’a pu être identifié avec l'utilisation de l'une 

de ces molécules par rapport à l’UW seul, et aucune différence significative entre les deux molécules 

modifiées n’a été observée. Seule une tendance à l’amélioration dose-dépendante de la production 

d'ATP est suggérée en observant les effets de DodecaM, ce qui impliquerait des bénéfices possibles de 

l'apport d'oxygène. Dans l'ensemble, ces résultats suggèrent que M101 n'est ni un simple transporteur 

d'oxygène, ni une grosse molécule  avec une activité de type SOD, mais un système complexe pouvant 

fournir une protection aux cellules lors du stress de l’IR. Des recherches plus approfondies sont donc 

nécessaires pour véritablement reconstituer le mécanisme d'action de cet additif. 

 

 Le deuxième objectif de l'étude était d'étudier les effets protecteurs de M101 lorsqu'elle est 

utilisée à des doses plus faibles que précédemment publiées afin d'évaluer le potentiel de transposition 

de cette molécule à la clinique. À cette fin, nous avons utilisé, comme lors de la précédente étude, un 

modèle porcin de transplantation rénale. Dans la première partie des résultats nous avons ajouté la 
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molécule M101 à une dose de 5 g/L à la solution UW et nous avons montré ces bénéfices significatifs 

concernant la reprise de fonction et la diminution des lésions chroniques comme la fibrose. Dans cette 

deuxième étude, nous montrons que les deux doses 1, 2 et 5 g/L de M101 ajoutées à l’UW durant la 

conservation du rein, en utilisant les mêmes conditions expérimentales que lors de l’étude précédente, 

fournissent un niveau significatif de protection. 

Nous avons d'abord analysé la reprise après la reperfusion, en utilisant la créatinine sérique en 

tant que marqueur de la fonction rénale. L’analyse du profil au cours des deux premières semaines a 

révélé une amélioration significative pour les reins conservés avec M101, une réduction de l’aire sous 

la courbe de moitié par rapport au niveau mesuré dans le groupe UW seul. Ceci indique une 

amélioration significative de la capacité de l'organe à récupérer du stress lié à la conservation et à 

reprendre une filtration du sang efficace, et ce quelque soit la dose testée.  

Le suivi chronique des animaux a confirmé l'amélioration de la qualité de l'organe. En effet, les 

animaux traités ont montré à la fois des niveaux de créatinine sérique et de fibrose interstitielle plus 

faible par rapport aux animaux UW seul un mois et trois mois après la transplantation. En considérant 

que la FIAT est souvent la cause de la dysfonction chronique du greffon, et finalement celle de la perte 

du greffon lui-même [304], les résultats obtenus dans cette étude confirment une meilleure qualité des 

organes obtenue avec le traitement par M101, quelque soit la dose. Les niveaux atteints avec les doses 

à 1 et 2 g/L ont été légèrement supérieurs à ceux obtenus avec 5 g/L, mais les différences observées ne 

sont pas significatives. Ainsi, alors que les études in vitro ont montré une relation dose-réponse 

graduelle entre les doses à 1g/L et 5g/L, la transition vers le modèle in vivo a révélé un effet seuil, avec 

des résultats identiques entre les doses 1 et 2 g/L, alors que la transition à 5g/L induit une amélioration 

des résultats observés, mais non significative. Cela met en évidence l'écart entre le contexte in vitro et 

in vivo : alors que le premier fournit une plate-forme polyvalente permettant des tests approfondis sur 

un grand nombre de conditions et de molécules, des analyses mécanistes poussées, le second est 

inévitable pour obtenir des données précliniques fiables qui peuvent guider la conception de nouvelles 

stratégies diagnostiques et thérapeutiques. 

 

 

  

. 
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E.  CONCLUSION ET PERSPECTIVES 
 

L’objectif de ce deuxième travail a été d’évaluer les effets d’un nouveau transporteur d’oxygène, 

l’hémoglobine de ver marin M101 en tant qu’additif aux solutions de conservation dans la 

transplantation d’organe et notamment rénale; ainsi que de caractériser le mécanisme à l’origine de son 

efficacité parmi ses trois mécanismes qui sont l’effet grosse molécule, l’activité anti-oxydante et 

l’activité transporteur d’oxygène.  

Nous pouvons conclure que la molécule M101 permet dans deux populations d’intérêt 

différentes, les cellules tubulaires rénales porcines d’une part et les cellules endothéliales humaines 

d’autre part, une amélioration significative de la viabilité et de l’activité métabolique cellulaire ainsi 

qu’une augmentation de la quantité d’ATP contrairement à la conservation en UW seul. 

De plus, nous avons également démontré que l'utilisation de M101, dans un modèle 

d’autotransplantation rénale chez le porc, est corrélée à une meilleure reprise de fonction à court terme 

ainsi qu’un meilleur résultat à long terme avec une réduction du développement de la FIAT, qui 

représente la cause principale de la perte du greffon. 

Enfin, suite à l’observation des données de deux molécules modifiées de M101, l’une avec sa 

capacité à fixer l’oxygène inhibée, l’autre avec une perte de son activité de type SOD et de son haut 

poids moléculaire, nous sommes arrivés à la conclusion que cette molécule était plus qu'un simple 

transporteur d'oxygène mais une molécule multifonctionnelle conférant une protection grâce aux 

avantages combinés de sa capacité à transporter l'oxygène, de son  activité superoxyde dismutase et de 

sa taille importante (permettant de réguler la pression oncotique). 

 

L’une des perspectives de ce travail serait d’étudier l’autophagie que nous avons observée aux 

niveaux cellulaires avec présence de figures myéliniques lors de la conservation en UW seul et de 

vacuoles d’autophagies lors de l’ajout de M101. En effet, lors d’un stress trop important et/ou de trop 

longue durée, l’autophagie considérée comme un mécanisme de survie cellulaire peut conduire à la 

mort cellulaire. 

De plus, ces données ouvrent des perspectives concernant l’utilisation de molécules ou de procédés 

capables de fournir de l’oxygène lors de la conservation hypothermique des organes et notamment des 

organes « marginaux » qui présentent une plus grande sensibilité aux lésions de l’IR. 

Cependant, fournir de l’oxygène aux tissus ischémiques au cours de la conservation en hypothermie 

pourrait toutefois être une «arme à double tranchant». En effet, une fois la chaîne respiratoire 

mitochondriale découplée, les molécules de dioxygène sont principalement utilisées pour la 
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monoréduction plutôt que la tétraréduction, conduisant à la production de l'anion superoxyde et à la 

mise en place d’un stress oxydatif si la cellule n'est pas capable de restaurer la respiration oxydative. 

Cette situation pourrait donc entraîner à la reperfusion des lésions encore plus importantes [331]. Il sera 

donc nécessaire lors de l’étude de ces nouvelles méthodes de s’assurer que l’oxygène apporté aux 

cellules lors de la conservation n’entraîne pas des conséquences délétères. 

Les caractéristiques fonctionnelles de M101, que sont sa forte affinité pour l’oxygène induisant un 

relarguage dans des zones fortement hypoxiques et son activité antiradicalaire en font un transporteur 

d’oxygène idéal. Cependant, l’utilisation de façon statique de molécules capables de fournir de 

l’oxygène ne permet peut être pas de protéger toutes les zones du rein notamment les plus profondes, le 

rein baignant simplement dans la solution de conservation contenant les molécules. Il serait donc 

intéressant de réaliser une analyse protéomique afin de vérifier la présence de protéines des voies de 

l’hypoxie afin d’observer la mise en place de ces voies dans les différentes zones du rein et ainsi 

d’évaluer la répartition de la molécule aux zones les plus profondes. 

De plus, il pourrait être judicieux d’utiliser ces molécules transportant l’oxygène dans des 

machines de perfusion ce qui permettrait de les délivrer à l’ensemble du rein. Des études sont 

actuellement réalisées aux laboratoires pour évaluer cette approche dans le cadre d’un projet ANR 

ayant pour but d’évaluer le bénéfice de l’utilisation d’HEMO2life® pour la conservation des greffons 

rénaux marginaux en machine de perfusion en comparaison d’une conservation en mode statique. 
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Expérimentale, GEPA, Département de Génétique
Animale, Domaine du Magneraud, Surgères, F17700,
France
eUMR7144, UPMC Université Paris 06, Equipe
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Static preservation is currently the most widely
used organ preservation strategy; however, decreased
donor organ quality is impacting outcome negatively.
M101 is an O2 carrier with high-oxygen affinity and the
capacity to function at low temperatures. We tested
the benefits of M101 both in vitro, on cold preserved
LLC-PK1, as well as in vivo, in a large white pig kid-
ney autotransplantation model. In vitro, M101 supple-
mentation reduced cold storage-induced cell death.
In vivo, early follow-up demonstrated superiority of
M101-supplemented solutions, lowering the peak of
serum creatinine and increasing the speed of function
recovery. On the longer term, supplementation with
M101 reduced kidney inflammation levels and main-
tained structural integrity, particularly with University
of Wisconsin (UW). At the end of the 3-month follow-
up, M101 supplementation proved beneficial in terms
of survival and function, as well as slowing the advance
of interstitial fibrosis. We show that addition of M101
to classic organ preservation protocols with UW and

Histidine–Tryptophane–Ketoglutarate, the two most
widely used solutions worldwide in kidney preserva-
tion, provides significant benefits to grafts, both on
early function recovery and outcome. Simple supple-
mentation of the solution with M101 is easily trans-
latable to the clinic and shows promises in terms of
outcome.

Key words: Graft preservation, ischemia reperfusion
injury, kidney transplantation, oxygen, oxygen trans-
porters
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cold storage; HBL-Hb, hexagonal-bilayer hemoglobin;
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Introduction

Kidney transplantation remains the therapy of choice for

end stage renal diseases. Ischemia reperfusion injury (IRI),

inherent to transplantation, strongly correlates with de-

layed graft function (1,2), chronic graft failure and late graft

loss (3–5). IRI is a complex process involving oxidative

stress, mitochondrial uncoupling (6,7) and the coagulation

cascade (8,9). It also activates innate immune response

independently of allogenicity (10), with intense immune

cells invasion (11,12). Hence, a better management of or-

gan preservation could limit IRI, improving graft quality and

outcome substantially.

Currently, hypothermic cold storage (CS) is the main strat-

egy to minimize ischemic injuries (1,13). CS preserva-

tion is based on metabolism reduction with tempera-

ture; however, even slow metabolism requires O2. Hence,

the concept of introducing O2 during CS is growing. Dif-

ferent approaches are developed: persufflation by retro-

grade venous application of O2, the two-layer method with
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Figure 1: Structure and conformation of

Arenicola marina hemoglobin. (A) Micro-

graphs obtained by transmission electron

microscopy (19,20). (B) Three-dimensional

reconstruction obtained by frozen electron

microscopy (17). Detailed are a face view

(a) and a profile view (b) of the molecule. (C)

Model of 3D conformation of Arenicola ma-

rina hemoglobin (20). I: Hexagonal bilayer

of the molecule. II: Face view of hexag-

onal layer with dodecameric subunits (D)

and trimer subunits (T). III: Dodecamer with

monomers (M), trimer (T) and linkers (L).

Conformation is a regular hexagonal bilayer,

each consisting of a central part consisting

of 2 trimers of globin (T) and a peripheral

part including 6 dodecamers (D), appearing

as equilateral triangles with 3 monomers

of globin (M) noncovalently bonded at each

edge and a trimer of globin (T) at the cen-

ter of the triangle. Dodecamers are bonded

with 3.5 nonglobin chains (L) ensuring con-

formation and stability.

perfluorocarbons (PFC) or gaseous oxygenation during CS

(14–16). However, their effectiveness remains unclear and

translation to the clinic could be difficult considering the

important changes in protocol and equipment.

Herein, we investigate a new therapeutic molecule,

Hemarina-M101 (M101) (Figure 1A), a respiratory pigment

from a marine invertebrate, Arenicola marina, developed

as an additive to preservation solutions (18–20). M101 is a

giant O2 carrier corresponding to an extracellular

hexagonal-bilayer hemoglobin (HBL-Hb). HBL-Hbs are nat-

urally extracellular heminic respiratory pigments of high

molecular weight (∼3600 kDa), made of complexes globin

and nonglobin linker chains (Figure 1B). Such large com-

plexes represent a summit of complexity for oxygen-

binding heme proteins with a remarkable hierarchical orga-

nization, each globin chain surrounding and protecting its

own heme group, a protoporphyrin ring with an iron atom

in center reversibly binding one O2 molecule. This con-

fers a high O2 binding capacity: M101 can carry up to 156

molecules of O2 (Figure 1C). M101 possesses other ad-

vantages: O2 is released against a gradient in the absence

of allosteric effectors, providing the environment with just

the right amount of O2; it functions in a large range of

temperature (from 4◦C to 37◦C) (21,22) and it possesses

intrinsic superoxide dismutase (SOD)-like activity linked to
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Cu/Zn metals (18), all invaluable in IRI (23,24). M101 is

also fully identified from gene to protein quaternary struc-

ture (25,26). Furthermore, M101 is nonimmunogenic (18).

These suggest an important potential towards improving

organ preservation by CS.

The concept of supplementing classical organ preserva-

tion protocols is rapidly gaining interest (9,27–32). Simple

addition of a molecule to an established protocol presents

high potential for translation to clinic, compared to more

cumbersome approaches of changing solutions and/or ma-

chines. We tested the benefits of M101 supplementation

in vitro in cold stored cultured cells using a range of solu-

tions used in the clinic, then in vivo with the two most

widely used static cold preservation solutions (90% of

the world’s market) (33): University of Wisconsin (UW)

and Histidine Tryptophane Ketoglutarate (HTK). We used

a pig model of kidney auto-transplantation, as this species

presents an elaborate system of interlobular and segmen-

tal arteries to supply the numerous kidney lobes, a char-

acteristic shared with humans and higher mammal but ab-

sent in rodents or dogs (6), making porcine models very

relevant to mimic human conditions (34,35).

Methods

Reagents

Unless specified, all reagents were purchased from Sigma-Aldrich (Lyon,

France).

M101 production and utilization in preservation solutions

M101 (HEMO2 life, Hemarina SA, Morlaix, Brittany, France) was manufac-

tured using standard procedures for the extraction of biologics conformed

to the specifications of the health authorities. The purified protein is frozen

at –80◦C then thawed to 4◦C before experiment and diluted in a preserva-

tion solution: UW (ViaSpan, Bristol-Myers-Squibb, Braine-l’Alleud, Belgium),

HTK (Custodiol, Essential Pharmaceuticals, Newton, PA, USA), IGL (IGL-1,

IGL Group, Lissieu, France), Celsior (Celsior, Genzyme, Saint-Germain-en-

Laye, France), Ringer Lactate (RL, Aguettant, France) or Perfadex (Perfadex,

Vitrolife, Sweden).

Figure 2: Spectral characteristics of oxyhemoglobin and deoxyhemoglobin derivatives of Arenicola marina hemoglobin. M101 is

a heminic respiratory pigment. The heme pocket of hemoglobin molecules is the site of many dynamics interactions involving O2 binding

(36). If the iron atom of the hemoglobin molecule is bounded to O2, hemoglobin is called oxy-hemoglobin or HbO2. If the iron atom of

the hemoglobin molecule is bounded to nothing, hemoglobin is called deoxy-hemoglobin or deoxy-Hb. All hemoglobin derivatives differ

from each other by their light-absorption spectra, which enable to identify the hemoglobin derivatives from its spectral profile. Spectral

signature of hemoglobin derivatives of Arenicola marina has widely been studied (37,38). The absorption is at its highest for the so-called

Soret band, at 416 nm for HbO2 and 426 nm for deoxy-Hb. It then drops off steeply until approximately 510 nm, where it picks up slightly

again at two typical peaks (Beta and Alpha bands) for HbO2 at 540 nm and 573 nm, respectively, and at a single larger band around

555 nm for deoxy-Hb. (A) Light-absorption spectra of HbO2 (black line) and deoxy-Hb (grey line) over the 390–650 nm range. (B) Maxima

and minima absorption of Soret, Beta and Alpha bands for HbO2 and deoxy-Hb derivatives. c = Soret band; b = Beta band; a = Alpha

band.
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M101 functional analyses

Oxygen binding: M101 was supplemented (1 g/L) to UW. Either N2 gas or

LLC-PK1 cells incorporated to the preparation was used to deoxygenate the

solution then both preparations were hermetically sealed. The functionality

of M101 was followed by spectrophotometry (36) allowing characteriza-

tion of oxyhemoglobin (HbO2) and deoxyhemoglobin (deoxy-Hb; Figure 2).

Absorption spectra were recorded over the 390–650 nm range (UVmc2,

SAFAS, Monaco). Dissolved O2 (dO2) was monitored using an O2 sensor

(Metler Toledo, France).

SOD activity : M101 SOD activity was evaluated by nitroblue tetrazolium

(NBT) assay modified by Oberley and Spitz (39). Briefly, superoxide was

generated by xanthine and xanthine oxidase in presence of catalase and DE-

TAPAC. Reduction of NBT was detected by spectrophotometry at 560 nm.

KCN was added 1 h at 4◦C before starting the experiment to deactivate

Cu/Zn-SOD. A Cu/Zn-SOD from bovine erythrocytes was used as a control

(Calbiochem).

Decreased absorbance indicates increased scavenging activity. The per-

centage inhibition of superoxide anion generation was calculated using:

[(A0 – A1)/A0×100], where A0 is the absorbance of control and A1 is the

absorbance of samples.

M101 structural analyses

M101 was supplemented (1 g/L) to solutions, its structure was followed

over time by isocratic gel filtration at room temperature with an autosampler

set at 4◦C employing an HPLC system (Dionex, France) and a 1 cm × 30 cm

Superose 6C column (fractional range 5–5000 kDa, GE Healthcare, Vélizy

Cedex, France). Flow rate was 0.5 mL/min and the eluate was monitored

with a photodiode array detector over the range 250–700 nm. The elu-

tion curves were acquired and processed using the Chromeleon software

(Dionex, Voisins le Bretonneux, France).

The dissociation curve was obtained normalizing the area of M101 peak

at time t (At) with the area of M101 peak at time 0 (At0) and plotted ver-

sus time. The GraphPad Prism software (GraphPad Software, La Jolla, CA,

USA) was used to fit the curve to linear (f(At/At0) = –kdt, T 1
2

= 1/(2kd))

or mono-exponential (f(At/At0) = a × exp[–kdt]) profile. The fit acceptability

was judged with the best-correlation coefficient. The dissociation constant

(kd) and half-life (T 1
2

) were deduced from the best-fitted curve: linear or

mono-exponential.

Cell cold-storage experiments

Porcine proximal tubular cell line LLC-PK1 (CL-101, ATCC, LGC Standards,

France) were cultured as previously described (40). Cold ischemia injury was

simulated by storage of cell monolayer at 4◦C under room atmosphere in a

preservation solution (UW, HTK, IGL, Celsior, RL or Perfadex) supplemented

or not with M101.

Assays were: (1) Necrosis: Lactate dehydrogenase (LDH) release was

tested using In Vitro Toxicology Assay Kit; (2) Apoptosis: Caspase-3 ac-

tivity was determined using Caspase-3 Fluorometric Assay kit (R&D Sys-

tems, Lyon, France); (3) Viability : Metabolic activity was determined by

MTT assay and (4) Energetic content: Intracellular ATP was determined us-

ing Adenosine 5′-triphosphate (ATP) Bioluminescent Assay Kit. Kits were

used following the manufacturer’s guidelines. Reactions were quantified

with a multiplate reader (Victor3, Perkin-Elmer, Waltham, MA).

For each parameter, results were expressed as percentages of measured

values in cold-preserved cells versus measured value in cells before injury

(control).

In vivo surgical procedures and experimental groups

Large white male pigs (INRA/GEPA, Surgères, France) were prepared as

previously described (4) in accordance with French guidelines of the Eth-

ical Committee for Human and Animal Studies. The right kidney was col-

lected, cold flushed and preserved for 24 h before transplantation, a time

chosen because it is slightly longer to the cold ischemia time noticed by

United Network for Organ Sharing for renal allografts (19.6 ± 8.4 h in

2000) (41). The left kidney was nephrectomized to mimic nephron mass

in transplanted situation. Surgical teams were blinded to protocols. Time

for vascular anastomoses was 30 ± 5 min, blood loss was minimal and

no postoperative complication was observed. Four groups were studied:

(1) UW: organ preservation with UW; (2) UW + M101: UW supplemented

with 5 g/L M101; (3) HTK: HTK; (4) HTK + M101: HTK supplemented with

5 g/L M101. Controls were sham-operated animals.

Functional parameters

Pigs were placed in a metabolic cage for diuresis (mL/24 h), creatinemia

(lmol/L), fraction of excreted sodium (%) and proteinuria (g/24 h) measure-

ments as previously described (3–5).

Morphological studies

Biopsies were collected 7, 14 days and 1 month after reperfusion. Brush

border loss and endoluminal detachment were assessed using a semiquan-

titative 6-point scale: 0, no abnormality; 1, mild lesions affecting less than

25% of kidney samples; 2, lesions affecting 25–50% of kidney samples; 3,

lesions affecting 51–75% of kidney samples; 4, lesions affecting more than

75% of kidney samples and 5, extensive necrosis and renal damage (42).

Quantitative determination of interstitial invasion was adapted from Banff

classification (43): 0, no mononuclear inflammatory cell in tubules; 1, Foci

with 1 to 4 mononuclear cells per tubular cross-section or ten tubular cells;

2, Foci with 5–10 mononuclear cells per tubular cross-section and 3, Foci

with more than 10 mononuclear cells per tubular cross-section.

Tubulointerstitial fibrosis was determined using Picro Sirius staining (44).

Immunohistochemistry was used for ED1+ and CD3+ cell invasion mea-

surement (SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA). Quantitative evaluation

was performed on 5–10 high-powered fields (200×).

Statistical methods: Means ± SEM or SD are shown. In vitro data were

compared using Dunett’s test. For in vivo data, the Mann–Whitney U test

was used for comparisons between 2 groups (only UW vs. UW + M101

and HTK vs. HTK + M101 comparisons were conducted). Correlations were

measured with Spearman’s test and dependence of M101 effect on the

solution used was tested using a two-way ANOVA. SPSS software (IBM,

Armonk, NY, USA) and GraphPad software (GraphP) were used for statistical

analyses. Significance was accepted for p < 0.050.

Results

M101 functionality

O2 binding: M101 in solution with UW was deoxygenated

by N2 flushing or by addition of LLC-PK1 cells. Figure 3

shows data obtained with cells since both set of exper-

iment gave the same results. Under room atmospheric

condition, M101 dissolved in UW was oxygenated (HbO2)

as shown by absorption spectrum (Figure 3A, normoxia).

Then, the preparation was hermetically sealed and O2

consumed by cells (hypoxia). After 75 min of hypoxia,

M101 spectrum switched progressively towards deoxy-Hb
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Figure 3: Spectral curves of M101 over time on the 390–650 nm range. M101 was supplemented to UW at a concentration of 1 g/L

and LLC-PK1 cells were added to the preparation. Preparation was kept at 4◦C and was hermetically sealed to induce hypoxia. Spectrum

of M101 was followed over time. (A) Spectrum under room atmospheric condition (normoxia). (B) Spectra after 75 min of hypoxia (—) and

under normoxia (···). (C) Spectra after 90 min of hypoxia (—), 75 min of hypoxia (—) and under normoxia (···). (D) Spectra after reoxygenation

(—), 90 min of hypoxia (-·-) and under normoxia (...). 416, 418, 428 nm: maxima of Soret band (c ); 540 nm: maxima of Beta band (b); 572

nm: maxima of Alpha band (a); 555 nm: maxima of b/a band.

conformation with a shift of Soret band, a decrease of Beta

and Alpha bands and an increase of absorbance around

555 nm (Figure 3B). Complete deoxygenation appeared af-

ter 90 min of hypoxia (Figure 3C): spectrum showed Soret

with a maximum at 428 nm and a plateau with a maximum

at 555 nm, the characteristic spectrum of deoxy-Hb deriva-

tive. This state was reversible as oxygenation of the prepa-

ration resulted in the initial spectrum of M101 (Figure 3D).

The measure of dO2 correlated with the light-absorption

spectra (data not shown).

SOD activity : M101 was an effective antioxidant with total

inhibition of NBT formation (Figure 4A, 93.5 ± 1.1%). This

activity is relative to a Cu/Zn-SOD since KCN, a specific

inhibitor of Cu/Zn-SOD enzymatic activity, totally inhibited

the scavenging ability of M101 (Figure 4B).

M101 is stable in commercial preservation solutions

The stability of M101 was assayed in UW, HTK, IGL, Cel-

sior, RL and Perfadex. Dissociation constant and half-life

show that M101 is stable for long periods of time (Table 1).

M101 protects cells in vitro against cold preservation

lesions

Conservation of kidney epithelial cells in the gold standard

solution, UW, was very deleterious (Figures 5–8). Assess-

ment of cell viability by LDH release demonstrated a loss of

cell viability after 12 h of CS (Figure 5A). No significant ac-

tivation of caspase-3 was detected (Figure 5B). Metabolic

activity (Figure 5C) and ATP content (Figure 5D) were re-

duced concomitantly to LDH release.
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Figure 4: Inhibitory effect of

M101 on the reduction of ni-

troblue tetrazolium by superox-

ide anion radical generated by

the hypoxanthine–xanthine ox-

idase system. (A) Percentage of

inhibition of NBT formation with

an increase of M101 under a

constant superoxide (O2
•−) gen-

eration. (B) Percentage of inhibi-

tion of NBT formation with M101

or bovine SOD from erythrocyte

used as control. Total SOD activ-

ity (SOD, black bars) was com-

pared to specific Cu/Zn-SOD ac-

tivity determined in presence of

KCN (SOD + KCN, light gray bars).

Shown are mean ± SD; n = 3.

M101 was protective against these events (Figure 6): as

little as 0.312 g/L was sufficient to significantly improve

structural and metabolic integrity and energetic content af-

ter 24 h. Total protection was reached at 1.25 g/L of M101

(LDH release: 6 ± 8%; MTT test: 71 ± 13%; ATP con-

tent: 78 ± 23%). Cellular energetic content was upregu-

lated with concentrations higher than 2.5 g/L (ATP content

>120% compared to control). M101 also protected renal

cells in a time and concentration dependent manners (Fig-

ure 7): cellular integrity was totally preserved (LDH release

< 20%) for 24 h at 1.25 g/L, 36 h at 2.5 g/L, 48 h at 5 g/L

and 72 h at 10 g/L.

Table 1: M101 Stability in commercial preservation solution

M101 Stability

Solution Buffer2 UW2 HTK1 IGL2 Celsior2 RL1 Perfadex1

kd (h–1) 0.00015 0.00017 0.00171 0.00107 0.00056 0.00140 0.00036

T1/2 (h) 3333 2941 292 467 893 357 1389

kd = dissociation constant; T1/2 = half-life.
1Stability of M101 was assayed for 24 h at 4◦C in different commercial solutions in comparison with the conditioning buffer (Buffer).
2Stability of M101 was assayed for 48 h at 4◦C in different commercial solutions in comparison with the conditioning buffer (Buffer).
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Figure 5: Cold-stored kidney epithelial cells preserved in UW for 48 h. LLC-PK1 cells were stored at 4◦C for up to 48 h in UW. Cell

damage was assayed by percentages of LDH release (A), caspase-3 activity (B), metabolic activity (C) and cellular ATP content (D). CS =

cold storage. Shown are mean ± SD. Statistics: ∗ = p < 0.05 versus time 0; n = 3.

Experiments were reproduced with other solutions (Fig-

ure 8): RL (Figure 8A), Perfadex (Figure 8B), HTK (Fig-

ure 8B), IGL (Figure 8D) and Celsior (Figure 8E). As for

UW, conservation in these solutions induced cell struc-

tural and/or functional damages (respectively, Figures 8a

and b). Two kinds of results were obtained: (1) similarly

to UW, cells cold-stored in RL and, in a lesser extent, in

Perfadex presented both structural and functional injuries;

(2) cells cold-stored in HTK, IGL or Celsior presented only

functional injuries. In every solution, M101 supplementa-

tion protected both cell integrity and cell functionality (LDH

release <20% in all conditions and MTT test: 50–100%).

In vivo kidney graft function recovery is faster with

M101

Pigs transplanted with UW + M101-preserved kidney re-

sumed urine production at day 1 (versus day 2 for UW), and

had a faster recovery to stabilized urine production levels

by day 4 (Figure 9A, p = 0.016). HTK groups had equivalent

diuresis recoveries (Figure 9B). Serum creatinine levels in

UW group showed high levels peaking at day 3 and slowly

decreasing afterwards. UW + M101 animals showed sig-

nificantly lower levels peaking at day 1 and recovered pre-

transplant levels by day 7 (p = 0.009 at all time points,

Figure 9C). HTK animals showed a high serum creatinine

peak at day 1, followed by a slow recovery remaining above

pretransplant levels while HTK + M101 animals had a sig-

nificantly lower peak at day 1 (p = 0.009) and a faster re-

covery to pretransplant level by day 11 (Figure 9D). Sodium

reabsorption measurements showed significantly supe-

rior performance in M101 preserved kidneys compared to

solution alone, confirming better recovery (Figures

9E and F).

Tissue integrity is better preserved in M101 grafts

Evaluation of brush border loss and cell detachment, typi-

cal IRI tubular lesions, revealed important damage in UW

grafts at days 7 and 14, stabilizing at month 1 (Figure 10;

Table 2, top panel). UW + M101 kidneys showed less ex-

tended lesions. HTK groups showed a similar trend to-

wards amelioration of histological lesions by M101.

Inflammation is less severe in M101 kidneys

There was an important immune response development in

UW grafts throughout the duration of the follow-up (Table 2,

middle–bottom panel). Kidneys preserved in UW + M101

showed little immune infiltration early on, and reduced

signs of inflammation later. HTK groups both showed low-

level infiltration. At 3 months, invasion of both innate

(ED1+) and adaptative (CD3+) immune cells revealed de-

creased levels of invasion in M101 preserved kidneys com-

pared to the solution alone.
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Figure 6: Cold-stored kidney epithelial cells preserved in UW

supplemented with M101 for 24 h. LLC-PK1 cells were stored

at 4◦C for 24 h in UW supplemented with M101 in concentrations

ranging from 0 to 10 g/L. Cell damage was assayed by percentages

of LDH release (A), metabolic activity (B) and cellular ATP content

(D). Shown are mean ± SD. Statistics: ∗ = p < 0.05 versus UW

alone; n = 3.

Outcome is improved by M101 supplementation

Pigs were euthanized at 3 months, time at which we pre-

viously demonstrated development of chronic fibrosis in

this model (Figure 11) (45,46). Development of interstitial

fibrosis and tubular atrophy (IFTA) in UW grafts was ex-

tensive (23%), while M101 supplementation significantly

reduced it (11%, p = 0.049; Figure 11E). HTK kidneys also

demonstrated important IFTA development (25%). Here

also, addition of M101 significantly reduced damage de-

velopment (10%, p = 0.038).

Histological damage was associated with chronic loss of

function, as both HTK and UW groups showed high serum

creatinine (Figure 11F) and proteinuria (Figure 11G) levels.

For both solutions, M101 supplementation significantly re-

duced these levels.

M101 supplementation correlates with better early

and 3-month outcomes

Further statistical analysis showed that M101 supplemen-

tation was negatively correlated with creatinine levels at

day 3 (R2 = 0.75, p = 0.0001) and sodium excretion levels

at day 3 (R2 = 0.74, p = 0.0001). Moreover, we determined

that M101 supplementation was also negatively correlated

with chronic outcome (3 months): creatinine (R2 = 0.75,

p = 0.0001), proteinuria (R2 = 0.55, p = 0.013) and fi-

brosis (R2 = 0.78, p = 0.0001). Two-way ANOVA revealed

that there was an interaction between M101 and the so-

lution used for acute outcome: creatinemia (p = 0.001)

and sodium reabsorption (p = 0.04) at day 3; while chronic

M101 effects at 3 months were independent of the solu-

tion used (data not shown).

Discussion

Herein, we describe the benefits of M101 supplementa-

tion on cold stored cells in vitro and on kidney grafts stored

with either UW or HTK. M101 supplementation increased

cell resistance to IRI and correlated with improved early

function recovery and better long-term outcome with less

chronic fibrosis and amelioration of function.

M101 is a new therapeutic molecule, an extracellular respi-

ratory pigment from marine organism, developed as an ad-

ditive to preservation solutions. This O2 carrier has peculiar

assets for organ preservation such as high oxygen affinity,

ability to function at low temperatures and anti-oxidative

activity. We demonstrated the oxygenation ability of M101

in CS conditions. O2 binding and release occurs passively

in a simple O2 gradient and in absence of allosteric effector.

M101 is characterized by a P50, corresponding to 50% of

the O2 saturation. When the PO2 is below the P50, oxygen

is released passively from M101 and consumed by cells or

tissues. This is a dynamic equilibrium process dependant

on cellular needs, when a O2 site becomes free, it will be

reused by a new O2 molecule. We also confirmed that this
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Figure 7: Cold-stored kidney epithelial cells

preserved in UW supplemented with M101

up to 7 days. LLC-PK1 were stored at 4◦C up to

7 days in UW supplemented with M101 in con-

centrations ranging from 0 to 10 g/L. Cell dam-

age was assayed by percentage of LDH release.

CS = cold storage. Shown are mean ± SD;

n = 3.

molecule possesses a Cu/Zn-SOD activity, which is of high

value in the context of IRI (18,23,24).

In vitro, progressive CS causes a significant and progres-

sive (1) increase in cell LDH release, (2) reduction in

metabolic activity and (3) reduction in energetic content.

Twenty-four hours of CS resulted in almost complete loss

of structural viability, functional viability and energetic con-

tent. The majority of cell death was likely due to necro-

sis, as shown by LDH test, rather than apoptosis since

caspase-3 activity did not change. M101 protected renal

cells in a time- and dose-dependent manner, independently

of the solution used. LDH release in HTK, IGL and Cel-

sior was at low levels without M101 so the addition of

M101 had no additional effect on this parameter. The ben-

efit of M101 is more evident by MTT assay, which is in

accordance to a study showing superiority of MTT assay

sensitivity over LDH release assay on the evaluation of

metabolic activity (47).

M101 supplementation increased cellular ATP content, re-

flecting superior maintenance of energetic metabolism,

likely decreasing the need to switch from mitochondrial

respiration to anaerobic glycolysis and protecting the mi-

tochondria. Maintenance of high ATP levels during preser-

vation by M101 may also benefit the restoration of en-

ergy homeostasis upon reperfusion due to less metabolic

stress on oxidative pathways.

In vitro results lead us to adopt 5 g/L in vivo, allowing for

possible discrepancies between in vitro 2D culture and in

vivo 3D tissue. In the later setting, we characterized the

effects of M101 supplementation in a porcine autologous

transplantation model particularly well adapted for study-

ing IRI, the target of M101. An allograft setting may have

biased the findings, for instance with side effects from

immunosuppression.

We preserved kidneys with either HTK or UW, the most

widely used solutions in the world (Eurotransplant and

UNOS data [14]), for 24 h. As current preservation time

average 18 h, with a trend towards increasing, our choice

of 24 h appears justified. Furthermore, 24 h provides the

amount of IR damage adapted for a proof of concept. While

we did not evaluate in vivo benefits on shorter preserva-

tion times, demonstration of M101 benefits on shorter

preservation time are likely, considering the impact of the

molecule in vivo after 24 h preservation and the protection

demonstrated on in vitro studies for shorter preservation

times.

The differences between UW and HTK have been the ob-

ject of several publications and since this study was not

designed to compare these solutions, we will focus our

discussion on the impact of M101 on their performance

separately. Use of M101 was correlated with improved

early recovery of function, particularly in grafts preserved

with UW. Since the intensity of IRI is directly correlated to

the occurrence of delayed graft function in patients (1,2),

it is expected that M101 will be efficient in reducing IRI in

vivo in preserved kidney graft.

Histologically, IRI is characterized by extensive tubular dam-

age, such as loss of brush border, and intense immune cell

infiltration (11,12). Indeed, IRI was shown to be capable to

induce inflammatory processes in an antigen-independent

fashion (10). M101 supplementation was effective in pro-

tecting against these damages early on, likely through di-

rect cell protection as observed in vitro. As stressed cells

produce danger signals inducing inflammation and cell in-

vasion (48), reduction of these mechanisms by M101 sup-

plementation was likely due to better cell protection.

IFTA is the pivotal marker of chronic loss of graft func-

tion, and ultimately loss of the grafts itself (49). We
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Figure 8: Cold-stored kidney epithe-

lial cells preserved for 24 h in differ-

ent commercial preservation solu-

tions supplemented with M101. LLC-

PK1 cells were stored at 4◦C for 24 h

in Ringer Lactate (A), Perfadex (B), HTK

(C), IGL-1 (D) and Celsior (E), supple-

mented with M101 in concentrations

ranging from 0 to 10 g/L. Cell damage

was assayed by percentages of LDH

release (a) and metabolic activity (b).

Shown are mean ± SD. ND = not de-

tected. Statistics: ∗ = p < 0.05 versus

cells cold-stored in the preservation so-

lution alone; n = 3.
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Figure 9: Kidney function following reperfusion. Porcine kidneys were cold-flushed and preserved for 24 h with UW (A-C-E) or HTK

(B-D-F) supplemented with M101 at a concentration of 0 g/L (UW and HTK groups) or 5 g/L (UW+M101 and HTK+M101 groups). After

transplantation, kidney function was assayed by diuresis (A–B), serum creatinine (C–D) and fraction of excreted sodium (E–F). Follow-up

was performed the day before transplantation (D-1) and after transplantation (at 1h = R60; from day 1 to days 14 = D1 to D14; at months

1 and 3 = M1 and M3). Shown are mean ± SEM. Statistics: ∗ = p < 0.05 versus UW; † = p < 0.05 versus HTK; n = 5.

therefore measured the development of IFTA in parallel

with function loss at 3 months and determined that clas-

sical preservation solutions could not avoid extensive fi-

brosis development as well as loss of function. However,

supplementation with M101 at the time of preservation

correlated with diminished development of fibrosis, pre-

serving function and improving outcome. In our in vivo

model, free of any effects due to immunosuppression

(50), we observed the summated effects of damage sus-

tained by organ preservation and reperfusion (51) and our

data outlines the importance of an optimized preservation

protocol.
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Figure 10: Evolution of kidney histology. Representative PAS staining of kidney biopsies at days 7, 14 and month 1 posttransplantation

for UW, UW+M101, HTK, HTK+ M101 groups. Arrows showed brush border loss (bb) and interstitial fibrosis/tubular atrophy (IFTA).

Providing O2 to ischemic tissue during CS could how-

ever be a “double-edged sword,” as O2 can also fuel

oxidative stress if the cell is not capable of restor-

ing oxidative respiration (52). Herein, we showed that

the use of an O2 carrier during static preservation

was protective, allowing cold-preserved cells to maintain

their stock of ATP, hence presenting a balanced energy

metabolism at reperfusion and being able to handle the

sudden influx of O2 without excessive oxidative stress

activation.

Alternative carriers are possible, such as PFCs (14,16),

which through the use of the two-layers method (53)

showed interesting potential in pancreas (54) and small
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Table 2: Histological evaluation of kidney grafts

Histological Score

Brush Border Loss Endoluminal detachment

Groups D7 D14 M1 D7 D14 M1

UW 3.5 ± 1.1 2.6 ± 0.9 2.1 ± 0.3 3.1 ± 0.3 2.5 ± 0.6 2.0 ± 0.1

UW + M101 2.0 ± 1.4 2.0 ± 1.5 1.8 ± 0.4 0 0 0

HTK 3.5 ± 0.6 2.3 ± 1.2 1.8 ± 0.4 1.0 ± 0.1 0 0

HTK + M101 3.0 ± 1.6 1.5 ± 0.6 1.4 ± 0.5 1.0 ± 0.5 0 0

Inflammation

Immune Infiltration Tubulitis

Groups D7 D14 M1 D7 D14 M1

UW 3.1 ± 0.4 3.2 ± 0.3 2.6 ± 0.4 3.2 ± 0.4 3.1 ± 0.2 3.0 ± 0.3

UW+M101 0.0 ± 0.01 1.0 ± 0.6 1.0 ± 0.0 0 0 1.0 ± 0.1

HTK 1.5 ± 0.6 1.3 ± 1.2 1.2 ± 0.4 0.8 ± 0.9 0.7 ± 0.6 1.2 ± 0.4

HTK+M101 1.5 ± 0.9 1.2 ± 0.5 1.2 ± 0.4 1.0 ± 0.5 0.5 ± 0.6 1.0 ± 0.1

CD3+ at 3 month ED1+ at 3 month

UW 17.0 ± 2.0 12.5 ± 1.5

UW+M101 6.9 ± 0.41 9.5 ± 0.4

HTK 23.0 ± 1.4 17.3 ± 3.2

HTK+M101 14.2 ± 3.92 6.6 ± 1.22

1p < 0.05 to UW.
2p < 0.05 to HTK; n = 5.

Top panel: Typical IRI histological lesions, brush border loss and endoluminal detachment, were assayed for UW, UW+M101, HTK and

HTK + M101 groups after 7 days, 14 days and 1 month posttransplantation. Scale: 0, no abnormality; 1, mild lesions affecting less

than 25% of kidney samples; 2, lesions affecting 25–50% of kidney samples; 3, lesions affecting 51–75% of kidney samples; 4, lesions

affecting more.

Middle panel: Inflammation was evaluated by measurement of tubulitis and immune infiltration and invasion for UW, UW + M101, HTK

and HTK + M101 groups after 7 days, 14 days and 1 month posttransplantation. Quantitative determination was adapted from Banff

classification: 0, no mononuclear inflammatory cell in tubules; 1, Foci with 1 to 4 mononuclear cells per tubular cross-section or 10 tubular

cells; 2, Foci with 5 to 10 mononuclear cells per tubular cross-section; and 3, Foci with more than 10 mononuclear cells per tubular

cross-section. Shown are mean ± SD.

Bottom panel: Inflammation was evaluated by measurement of CD3+ and ED1+ after 3 months posttransplantation: 3-month samples

were specifically stained by immunofluoresence and the average number of positive cells by high-powered field (200×) was determined.

Shown are mean ± SEM.

bowels (55) preservation. However, PFCs have the incon-

venient of being hydrophobic, lipophilic and difficult to ster-

ilize (56). Moreover, O2 binding by PFCs needs high O2 par-

tial pressures, which implies a continuous O2 supply during

the preservation period and which raises the problem of

hyperoxia and oxidative stress (57), possibly complicating

their use in the clinic. Furthermore, recent data on pigs

showed that the two layer method was not advantageous

for kidney preservation (58). Another method consisting

of active gaseous oxygenation by retrograde persufflation

is also possible and has been shown in a small study to

improve initial organ function (59); however, it might be

difficult to set up in the clinic. These techniques provides

O2 in excess which could induce oxidative stress while a

carrier such as M101 has the unique property of provid-

ing O2 against a gradient, according to the physiological

need of the cell and in a reversible process as we showed

with functionality studies. Hemoglobin-based oxygen car-

riers are polymerized hemoglobin solutions from human or

bovine origin first developed as blood substitute (60,61).

However, they have not been used in organ preservation

and their use appears difficult, as the function of warm-

blooded hemoglobin is uncertain at reduced temperatures.

Nonprotein O2 carriers are also included in Lifor (Lifeblood

Medical, Freehold, NJ, USA), a new preservation solution,

and showed promises in improving resistance to IRI in a rat

model of warm ischemia (62). However, protection during

hypothermia remains to be demonstrated and thus does

not justify a complete change of preservation solution pol-

icy in the clinic, while the simple addition of an additive

such as M101 has a higher translatability potential.

Moreover, M101 is naturally suited for hypothermic deliv-

ery of O2. Indeed, it is derived from a marine organism,

produced in a safe and secure environment, subjected

to important changes in temperatures and environmental

conditions. Evolution has therefore honed it into a most

efficient way to transport O2 in an extracellular manner,

at low temperatures and with the ability to withstand a

harsh environment such as hypoxia. In effect, M101 has

been designed by evolution to maintain life in hypoxic and

hypothermic conditions for long periods of time, hence is
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Figure 11: Kidney outcome at 3 months. A–D: Representative red Sirius staining for UW (A), UW+ M101 (B), HTK (C) and HTK+ M101

(D) groups at 3 months posttransplantation. E: Quantification of fibrosis development in each group. F: Serum creatinine in each group.

G: Proteinuria in each group. Shown are mean ± SEM. Statistics: ∗ = p < 0.05 versus UW; † = p < 0.05 versus HTK; n = 5.

perfectly suited for organ preservation. M101 is thus stable

in a wide range of organ preservation solutions of various

ionic compositions and osmolarities, and provides both O2

carrying and SOD abilities (18). This technology harnesses

the product of millions of years of evolution to target the

heart of IRI: lack of O2.

There is currently a rise of interest in regards to machine

preservation of grafts (63,64) as it provides important im-

provement of graft quality and outcome (65). Although its

mechanism remains unclear, the washout of metabolites

and cellular waste produced during ischemia is a likely hy-

pothesis. The presence of these products at reperfusion

is indeed likely associated with the intense activation of

the innate immune pathway, in accordance with the dan-

ger signal pathway (66,67). In this setting, the addition of

M101, to be cycled through the organ to deliver oxygen

to its most remote territories, could be a valuable addition

and provide additive or synergistic protection for the or-

gan. This important issue is to be investigated in a future

study.

In conclusion, we demonstrated herein the beneficial use

of a novel O2 carrier in two of the most used preservation

solutions. We have demonstrated that the use of M101 in

CS protocol is correlated with better short-term function

recovery and reduced development of IFTA, main cause of

graft loss. It is hoped that, in future, this technique will im-

prove organ preservation not only for conventional organs

but also for extended criteria and deceased after cardiac

death organs, particularly as organ shortage leads centers

towards increasingly marginal donors.
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ABSTRACT 

 The intensity of the ischemia reperfusion injury of the donor organ, encountered 

during the preservation phase and after anastomosis, is acknowledged as being a key 

factor for long term graft outcome. 

 We previously showed that the addition of 5g/L of a dedicated natural oxygen 

carrier, M101 (formulated in a commercial product designed as HEMO2life®) was 

beneficial for the static preservation of kidney grafts both in University of Wisconsin 

(UW) and Histidine-Tryptophane-Ketoglutarate solutions. Herein, we refined these 

findings using a dose dependent approach both in vitro on endothelial cells preserved in 

UW and in vivo in a pig kidney autotransplantation preclinical model. 

 We first showed in vitro that cells were significantly better preserved with M101 

in a dose dependent manner, the additive showing benefits in terms of survival and 

metabolic activity, as well as a higher level of cellular integrity as shown by electron 

microscopy on preserved cells. These benefits were also evident when simulating 

reperfusion, cells preserved with M101 displaying a better ability to recover from 

preservation stresses, the highest level of viability being reached with 5g/L M101. 

 Transferring these findings in vivo, we tested the addition of 1, 2 and 5 g/L of 

M101 in UW for 24h static cold preservation. Serum creatinine measurements at 

reperfusion confirmed the important benefits of M101 treatment in terms of function 

recovery.. In the same way, histological analysis of kidney parenchyma on day 7 biopsies 

confirmed the superiority of M101-supplemented UW over UW alone, and could not 

differentiate between the doses. 



 Three months follow up confirmed the trend of the first two weeks, with 

creatinine and fibrosis levels similar to pretransplant kidneys, with no differences 

between the doses. 

 In conclusion, this dose-efficacy study of HEMO2Life®as an additive to static 

organ preservation showed a significant a protection of the kidney graft from 1g/L to 

5g/L dose levels, both on early function recovery and outcome.  



INTRODUCTION 

 Organ transplantation is the therapy of choice for end stage organ failure. The 

procedure, involving the transfer of an organ from a donor to a recipient, involves an 

unavoidable step of ischemia, which can last up to 36 hours in case of kidney 

transplantation from deceased donors. A variety of pathophysiological pathways are 

activated during this period, such as oxidative stress, mitochondrial uncoupling, or 

inflammation [1, 2] ; an injury which will be worsened by the sudden reperfusion of the 

organ with oxygenated blood, the stressed parenchyma then activating the coagulation 

cascade [3, 4] and the innate immune response independently of allogenicity [5], 

involving intense immune cells invasion in the kidney and deregulation of the 

regenerative processes [6, 7]. 

 Ischemia reperfusion injury (IRI) plays thus a central role in determining organ 

quality and is strongly correlated to early non-function or delayed graft function [8, 9], as 

well as chronic graft failure and late graft loss [10-12]. It is thus of paramount importance 

to design strategies to better preserve organs in order to limit IRI, improving graft quality 

and outcome substantially.  

 Current organ preservation protocols involve cold storage at 4°C [8, 13], with the 

goal of reducing metabolism and thus the organ’s requirement in oxygen. However, even 

as the metabolism is slowed down, the cell still requires oxygen, making hypoxia one of 

the key hurdles to overcome on the way to improved organ quality. Several avenues of 

research are pursued to solve this issue, proposing both technological approaches through 

persufflation or direct oxygenation in the case of machine perfusion [14] as well as the 

use of a pharmacological approach using a carrier to deliver oxygen into the tissue. This 



later concept of supplementing classical organ preservation protocols with adapted 

pharmaceuticals is rapidly gaining interest in the community [4, 15-20]. Indeed, simple 

addition of a molecule to an established protocol presents the potential of a rapid 

translation to the clinic, compared to the more cumbersome approach of changing the 

whole protocol with solutions and machines. 

 Several classes of materials have been studied as potential oxygen carriers, for 

instance perfluorocarbons (PFCs) [21, 22] with the two-layers method [23], or 

Hemoglobin-Based Carriers (HBOCs) which are polymerized hemoglobin solutions from 

human or bovine origin firstly developed as blood substitute [24, 25], or even non-protein 

oxygen carriers  such as is found in Lifor® (liposomal nanoparticles), a new preservation 

solution [26]. However, although the later two solutions showed promises in several 

animal models, they are designed for use in normothermic conditions. Regarding PFCs, 

they have the inconvenient of being hydrophobic, lipophilic and difficult to sterilize [27]. 

There thus remain to be found a strategy that can easily be translated to the clinic, with 

minimal change in current protocols.  

 We recently reported the use of a naturally occurring respiratory pigment in cold 

static preservation, M101, which when used at a dose of 5g/L in Viaspan® (UW, 

University of Wisconsin) or Custodiol® (HTK) on preservation solutions improved 

significantly graft quality and outcome in a large animal preclinical model [28]. This 

extracellular hemoglobin is obtained from a marine invertebrate, Arenicola marina [29-

31], a worm living in sandy beaches constantly subjected to environmental changes: from 

normoxia/normothermia at low tide to hypoxia/hypothermia at high tide, conditions 

which resemble the process of organ preservation and transplantation. M101 is 



formulated in a commercial product designed as HEMO2life®. The present study is the 

continuation of our preliminary findings, in which we explore the protective capabilities 

of lower dosages used in preservation protocols with the UW solution. 

 We used models mimicking conditions of organ preservation, both in vitro using 

primary endothelial cells (first concerned by IRI) in a hypoxia/reoxygenation protocol 

and in vivo in a pig model of kidney autotransplantation.  



MATERIAL AND METHODS  

HEMO2life® (M101) 

The extracellular hemoglobin M101 is formulated in a commercial product designed as 

HEMO2life® (Hemarina SA, France) as an additive to preservation solutions. 

HEMO2life
® is manufactured using GMP standards governing medicinal products [32]. 

Cell culture 

Human primary aortic endothelium cells (HAEC) were cultured according to the 

manufacturer’s recommandations (Fisher Bioblock, Illkirch, France). After a 12h period 

of synchronization in low-nutrient culture medium (M200 + 2% Fetal bovine Serum 

(FBS), Fisher), cells were subjected to 24 hours under hypoxia (Bactal2® gas: 0% O2, 5% 

CO2, 95% N2, Air Liquide, Puteaux, France) at 4°C in UW solution (Bristol-Myers 

Squibb, Rueil-Malmaison, France), mimicking cold ischemia during organ preservation. 

M101 was added to UW solution at the indicated doses (0 to 10 g/L). At the end of this 

period, UW was removed and cells were washed four times with PBS. Cells were then 

cultured with fresh medium (M200 + 2% FBS) and placed in the incubator (37°C in 5% 

CO2, 95% air), mimicking organ reperfusion.  

Control cells were cultivated for the same amount of time as tested cells in regular media 

(M200 + 2% FBS) and conditions (37°C in 5% CO2, 95% air). 

Assays were: -Necrosis: Lactate dehydrogenase (LDH) release was tested using In Vitro 

Toxicology Assay Kit (Sigma-Aldrich, St Louis, USA); -Metabolic activity was 

determined by the XTT assay (Roche, Boulogne-Billancourt, France); -Intracellular ATP 

was determined using Adenosine 5'-triphosphate (ATP) Bioluminescent Assay Kit 



(Sigma). Kits were used following the manufacturer’s guidelines. Reactions were 

quantified with a multiplate reader (Victor3, Perkin-Elmer, France).  

Transmission Electron Microscopic Evaluation of cultured cells 

HAEC, subjected to 12h synchronization followed by 24h cold hypoxia in UW solution 

supplemented or not with various doses of M101 (0, 1, 2 or 5g/L), were fixed in 3% 

glutaraldehyde (Sigma) in 0.1M PBS (fournisseur) for 2h at 4°C. Cells were then 1) 

rinsed three times with PBS pH 7.4 (fournisseur), 2) post-fixed in osmium tetroxyde 1% 

(Sigma) in PBS for 1h, processed through a graded acetone (Sigma) series, 3) embedded 

in araldite (Fluka, Buchs, Switzerland) and 4) polymerized overnight at 60°C. Thin 

sections (60nm) were cut with a diamond knife on Reichert Ultracut S (Reichert, Depew, 

NY, USA), recovered on Cu grids and contrasted with uranyl acetate (4%) (Sigma) and 

lead citrate (Sigma). Slides were observed under JEOL 1010 transmission electron 

microscope (JSM840, JEOL S.A., Europe). Semi quantitative scoring was conducted as 

follows: -Necrosis: average number of necrotic bodies per field; -Autophagosomes: 

average number of autophagosomes in observed cell; -Lysed organelles: average number 

of lysed organelles by observed cell; -Swollen mitochondria: proportion of observed 

swollen mitochondria, showing loss of inner membrane crescents; -Intact mitochondria: 

average number of mitochondria by observed cell. 4 to 5 non overlapping fields were 

analysed for each of the 3 independent experiments.

In vivo Surgical procedures and Experimental groups

Large white male pigs (INRA/GEPA, Surgères, France) were prepared as previously 

described [11] in accordance with French guidelines of the Ethical Committee for Human 

and Animal Studies. The right kidney was harvested, cold flushed and preserved for 24 



hours before transplantation at 4°C, while the left kidney was nephrectomized to mimic 

nephron mass in transplanted situation. Surgical teams were blinded to protocols. Time 

for vascular anastomoses was 30±5min, blood loss was minimal and no post operative 

complication was observed. Four groups were studied: 1-UW: organ preservation with 

UW solution alone; 2-UW+5g M101: UW solution supplemented with 5g/L M101; 2-

UW+2g M101: UW solution supplemented with 2g/L M101; 2-UW+1g M101: UW 

solution supplemented with 1g/L M101.  

Functional parameters  

Pigs were placed in a metabolic cage for diuresis (mL/24h), creatininemia (µmol/L) 

measurements as previously described [10-12].  

Morphological studies  

Biopsies were processed for conventional histology. Cortical and medullary kidney tissue 

was collected 7, 14 days and 1 month after reperfusion. Brush border loss, histological 

patterns typical of proximal tubule cell injury, was assessed in the following semi-

quantitative 6-point scale: 0 - no abnormality; 1 - mild lesions affecting less than 25% of 

kidney samples; 2 - lesions affecting 25-50% of kidney samples; 3 - lesions affecting 51-

75% of kidney samples; 4 - lesions affecting more than 75% of kidney samples and 5 – 

extensive necrosis and renal damage [33].   

Tubulointerstitial fibrosis was determined using Picro Sirius staining quantified in silico

on 10 non overlapping microscopic kidney cortex fields (100X) [34].  

Statistical methods 

Results are shown as mean±SEM. For the statistical analysis among groups, we used 

NCSS software (NCSS LLC, USA) to perform non parametric Kruskal-Wallis Multiple-



Comparison Z-Value Test (Dunn's Test). Statistical significance was accepted for P 

<0.05. 

 



RESULTS 

M101 protects against cold hypoxia in a dose-dependent manner 

We investigated the effects of supplementing UW solution with M101 in an in vitro

model of cold hypoxia and reoxygenation which reproduces the conditions of organ 

preservation and reperfusion with human primary endothelial cells, the first cells affected 

by IR in the organ. 

We first proceeded to observe the effects of 24h cold hypoxia. Cells preserved in UW 

alone (0g/L group) demonstrated a high level of necrotic-cells-released lactate 

dehydrogenase (Fig1A, 32% versus 4% in Control, p<0.05), showed a decreased level of 

intracellular ATP (Fig1B, 47% of Control, p<0.05), and a lower activity of the 

mitochondrial respiratory chain complex II (Fig1C, 51% of Control p<0.05). Addition of 

M101 to the UW was able to improve these parameters in a dose-dependent manner, 

particularly regarding the levels of intracellular ATP (significantly different from 0g/L 

for concentrations of 2.5, 5 and 10g/L) and complex II activity. 

M101 preserves the cell integrity during preservation 

Electron microscopy and ultrastructural analysis of cells at the end of 24h cold hypoxic 

preservation (Fig2 and Table 1) showed that the preservation in UW alone was very 

deleterious for the cellular integrity: many necrotic bodies were observed, and in the few 

remaining cells the organelles were severely altered, showing distended non functional 

endoplasmic reticulum, swollen mitochondria and nuclei with disturbed membranes, 

indicative of extensive stress. These cells also showed numerous myelinic figures, 

indicating necrotic cell death. Treatment with M101 reduced the amount of necrotic 

debris (p<0.05 for all doses vs. UW) as well as improved mitochondrial integrity and 



reticulum endoplasmic folding. Although cell structures were altered by the stresses of 

preservation, presence of autophagosomes rather than necrotic bodies indicated a better 

maintenance of essential pathways for proper resistance to stress, likely due to the 

maintenance of ATP production. 

M101 protects against IRI in a dose-dependent manner 

To refine our observation, we endeavored to explore the consequences of simulated 

reperfusion on cold-preserved cells. At the end of the 24h cold hypoxia period, the 

preservation solution was removed and cells were cultured in regular media and under 

regular culture conditions for 24h, to mimick graft reperfusion. After 24h of reperfusion 

of cells cold-preserved with UW alone, cell injuries were drastically increased: the LDH 

release was elevated to 51% (versus 6% in Control, p<0.05, Fig3A) while the 

intracellular concentration of ATP in UW alone preserved cells was down to 24% of 

Control (Fig3C, p<0.05) and complex II activity was decreased to 33% of Control 

(Fig3C, p<0.05). Confirming data obtained at the end of preservation, M101 preserved 

cells showed improved in these measurements after reperfusion in a dose dependent 

manner, reaching 13% LDH release, 86% of intracellular ATP, and 62% XTT activity for 

the 5g/L dose (p<0.05 vs. 0g/L).  

These results show that, in our in vitro model of IRI, M101 is beneficial for cell survival 

in a dose dependent manner, reaching high level of protection at doses ranging from 1 to 

10 g/L.  

Dose-dependent protection in vivo  

We previously used a preclinical porcine model of kidney autotransplantation in order to 

demonstrate the benefits of 5g/L M101 as a supplement to the preservation solution, 



using either UW or HTK. In order to determine if lower doses of M101 could be 

protective, as suggested by our in vitro data, we proceeded to reproduce these 

experiments by preserving kidneys in UW solution supplemented by either 1, 2 and 5g/L 

M101.  

Measurement of serum creatinine levels after reperfusion (Fig 4, A) in animals 

transplanted with kidneys preserved in UW alone showed a slow recovery of function, 

characterized by a high peak at days 3-5 (approx. 1100µmol/L) and a slow recovery to 

lower levels over the next two weeks reaching approximately 500µmol/L at day 14, 5.5 

times the pretransplant levels. Addition of 1 or 2 g/L of M101 in the preservation solution 

showed improved recovery with a lower serum creatinine peak at day 3 (approx. 900 and 

700µmol/L respectively) and a faster recovery afterwards, reaching approximately 

150µmol/L, about 1.7 times the pretransplant levels, at day 14.  

On the other hand, addition of 5g/L M101 further improved function recovery, reaching 

peak at day 1 (approximately 500µmol/L) and showing pretransplant serum creatinine 

levels as early as day 11 (approximately 100µmol/L). 

In addition, an area under the curve (AUC) analysis in the first two weeks after 

transplantation was also performed (Fig 4, B) and showed that AUC for the UW+1g/L 

and UW+2g/L groups were nearly identical (approx 4000 µmol/L.day), while AUC for 

5g/L was lower (approximately 2000 µmol/L.day). AUCs for 1, 2 and 5 g/L were 

significantly lower than AUC calculated for UW animals (approx 8500µmol/L.day, 

p<0.05). Furthermore, even though the decrease of AUC in 5 g/L group was slightly 

higher compared to the two others M101 treated groups, the difference between the dose 

levels was not significant (p<0.05).  



In order to determine the potential benefits of M101 on parenchyma injury, we performed 

kidney biopsies at day 7 and processed them for semi quantitative analysis of injury, 

measuring the intensity of brush border loss and endoluminal detachment, two major 

features of IRI, as well as the level of tissues invasion by immune cells (Fig 5, Table 2). 

We determined that after 7 days, grafts preserved with UW presented a high level of 

ischemia reperfusion lesions, with a concomitant cellular invasion by the immune system. 

On the other hand, grafts preserved with UW supplemented with M101 presented 

reduced levels of lesion, with significantly less brush border loss (BBL) and cellular 

detachment (CD) whatever the dose level. Moreover, less invading cells were found in 

these grafts. No significant difference in injury level was observed among M101 treated 

groups.  

To evaluate the influence of the preservation protocol on chronic outcome, we followed 

the animals for 3 months. Serum creatinine measurements at months 1 and 3 showed 

elevated levels in UW animals, reaching approx. 380 and 160µmol/L respectively. On the 

other hand, addition of 1 or 2 g/L M101 during preservation was able to improve organ 

quality as translated into improved function recovery at 1 month (approx. 130µmol/L and 

180µmoL/L respectively) and 3 months (approx. 120µmol/L).. In the 5g/L group, levels 

at 1 month and 3 months post transplantation remained at the level reached at day 

11.Significant difference was measured between UW group and 1g/L, 2g/L and 5g/L of 

M101 after 3 months. 

Chronic parenchymal injury 

We previously demonstrated development of chronic fibrosis in our models after 3 

months follow up [35, 36]. To determine if supplementation of UW with either 1 or 2 g/L 



M101 was protective against this chronic injury, we proceeded to analyse fibrosis 

development in kidneys at 3 months (Fig 6). While interstitial fibrosis in UW preserved 

kidneys averaged 23%, the advancement of this lesion in treated groups was lower, with 

9% in the UW+1g/L group, 13% in the UW+2g/L animals and 5% in the UW+5g/L 

group; each M101 treated group reaching statistically significant difference with UW 

(p<0.05 to UW). No significant difference in fibrosis level was shown between 1g/L and 

5g/L (p�0.05). 



DISCUSSION 

 Herein, we investigated the dose-dependent benefits of the natural oxygen 

transporter M101 (HEMO2Life®) against ischemia reperfusion injury, using two different 

models. 

 Using an in vitro model of IR, namely by simulating organ preservation through a 

hypoxia/hypothermia phase in UW solution and reproducing reperfusion conditions by 

transferring the preserved cells to normal culture conditions, we show that addition of 

M101 during storage offers benefits in terms of intracellular ATP concentration as well 

as improved mitochondrial respiratory chain activity, translating into increased survival. 

These benefits are clearly dose-dependent, the maximal effects being found between 2.5 

and 5g/L depending on the test used. We confirmed the effect on cell integrity 

maintenance using transmission electron microscopy, showing that preservation with UW 

had important consequences on cell integrity, disturbing the organization of major 

organelles such as the endoplasmic reticulum and the mitochondria, as well as disrupting 

the membrane of the nucleus; inducing the cell towards necrosis as shown by the 

presence of myelinic structures. In contrast, use of M101 during preservation permitted a 

better maintenance of overall cell phenotype, with observable improvement in 

endoplasmic reticulum and mitochondrial structure and no effect on nuclei. Furthermore, 

the presence of autophagosomes shows that the cell is able to mount a response against 

the stress and thus suggests a better ability to recover from hypoxia/hypothermia, as 

confirmed by functional tests. 

 These findings are in line with previous work from our laboratory [28] using a 

model of hypothermia with a proximal tubule cell line, in which we showed similar 



benefits in several preservation solutions. The present findings, improving the model 

through the use of non immortalized primary endothelial cells, the first cell type facing 

IR, and refining the simulation by using both hypoxia and hypothermia, show that the 

effects of M101 are robust and not limited to a single cell type. Moreover, the dose at 

which the effect was maximal was very similar in both models, confirming the 

reproducibility of the benefits. 

 The second objective of the study was to investigate the protective effects of 

M101 when used lower doses than previously published in order to evaluate the clinical 

translation potential of this molecule. To this end, we used a pig model of kidney 

transplantation, a species providing a high degree of clinical relevance to our data since 

its genome is close to that of humans and in particular its kidneys presents an elaborate 

system of inter lobular and segmental arteries to supply the numerous kidney lobes, a 

characteristic shared with humans and higher mammal but absent in rodents or dogs [1], 

making porcine models very close to human conditions [37]. Previous findings using 

5g/L of M101 in UW solution showed significant benefits in terms of function recovery 

and chronic lesions such as fibrosis. Herein, we show that both 1 and 2 g/L of M101 

added to UW during kidney preservation, using the same experimental conditions as for 

the higher dose, provided a significant level of protection. 

 We first analyzed recovery after reperfusion, using serum creatinine as a marker 

of kidney function. Analysis of profile over the first two weeks revealed a significant 

improvement for M101-preserved kidneys, lowering the area under the curve by half its 

level measured in UW alone animals. This indicates an improved ability for the organ to 

recover from the stresses of preservation and resume proper filtration of the blood. The 



improvement demonstrated by 1, 2 and 5g/L was significant compared to UW alone. The 

level of protection seems similar, as no statistical difference among the dose level groups 

was demonstrated. 

 In order to determine the parenchymal impact of the different preservation 

conditions, analysis of kidney biopsies at day 7 was performed. We noted an important 

level of lesions in UW alone preserved graft, with high amount of brush border loss and 

endoluminal detachment, indicating a high level of IR stress of the proximal tubules. 

Moreover, these grafts displayed an important level of invasion by immune cells, likely 

responding to the stress signals emitted by the parenchyma. Graft preservation with 

M101-supplemented UW, on the other hand, showed a better level of tissue preservation, 

with lower levels of injury and immune invasion. This is in line with the biochemical 

data, as a better recovery is synonym of a higher capacity for regeneration within the 

organ, generally indicated better organ quality. A similar reduction of IR lesions was 

observed for each M101 dose. (p�0.05). 

 Chronic follow up of the animals confirmed the amelioration in organ quality. 

Indeed, treated animals showed both lower serum creatinine and interstitial fibrosis level 

compared to UW alone. Considering that IFTA (interstitial fibrosis and tubular atrophy) 

is often the cause of chronic loss of graft function, and ultimately loss of the graft itself 

[38], this confirms the better organ quality obtained with M101 treatment, whatever the 

dose level. The levels attained with 1 and 2 g/L were slightly higher than those obtained 

with 5g/L, but the difference between the lower dose of 1g/L and the higher one did not 

reach significance. Thus, while in vitro experimentation showed a gradual dose response 

between the 1g/L and the 5g/L doses, transition to an in vivo setting revealed a threshold 



effect, with similar outcomes between 1 and 2g/L while transition to 5g/L seems to 

induce a slightly improvement of the graft, but not significantly. This highlights the gap 

between in vitro and in vivo settings: while the former provides a versatile platform 

permitting extensive testing of a large number of conditions and molecules, allowing for 

in depth mechanistic analysis, the later is unavoidable to obtain reliable preclinical data 

which can guide the design of new therapeutic and diagnostic strategies. 

 In conclusion, we clearly demonstrate herein the beneficial use of M101 at a 

lower dosage than previously published:, a reduced dose of M101 significantly reduce 

serum creatinine levels within the two first weeks and the intensity of IRI and permit an 

improvement in graft outcome. 



ACKNOWLEDGEMENTS: 

This work has obtained the label of the competitiveness cluster ‘Pôle Mer Bretagne’ 

(France) and was in part financed by funds of the ‘Agence National de la Recherche’ 

with the program “Recherche et Innovation en Biotechnologie” (ANR-07-BIOT-007-01). 

The authors would like also to thank William Hebrard, Catherine Henri and Pierre 

Couturier for their invaluable help in the animal experiments.  



FIGURE LEGENDS 

Figure 1: M101 dose-dependent benefits on cold-stored endothelial cells preserved 

in UW. Human primary aortic endothelial cells were synchronized for 12h in starving 

media then subjected to 24h hypoxia/hypothermia in UW solution containing an 

increasing concentration of M101 (0 to 10g/L), upon which analyses were conducted. 

Analyses were: A: Measurement of the amount of lactate dehydrogenase (LDH) released 

in the culture media by necrotic cells, expressed as percentage of the total amount of 

LDH present in the culture well (CTL); B: Quantification of intracellular ATP, 

represented as a percentage of the levels in Control cells (CTL, not subjected to 

hypoxia/hypothermia); C: Level of succinate dehydrogenase (complex II of the 

mitochondrial respiratory chain) activity, expressed as percentage of the activity detected 

in Control cells. Results are means±SEM of 3 independent experiments. � p<0.05 vs

Control; † p<0.05 vs UW not supplemented with M101 (0 g/L).  

Figure 2: Electron Microscopy evaluation of M101 benefits at the end of hypoxia. 

Human primary aortic endothelial cells were synchronized for 12h in starving media then 

subjected to 24h hypoxia/hypothermia in UW solution containing an increasing 

concentration of M101 (0, 1, 2 or 5g/L), upon which cells were fixed and processed for 

electron microscopy analysis. Shown are representative images of 3 independent 

experiments. Arrows indicate the different organelles analyzed in Table 1.  

Figure 3: M101 dose-dependent benefits on cold-stored endothelial cells after 

reperfusion. Human primary aortic endothelial cells were synchronized for 12h in 

starving media then subjected to 24h hypoxia/hypothermia in UW solution containing an 

increasing concentration of M101 (0 to 10g/L). Cells were then subjected by 24h 



reoxygenation in regular media and culture conditions, after which analyses were 

performed. Analyses were: A: Measurement of the amount of lactate dehydrogenase 

(LDH) released in the culture media by necrotic cells, expressed as percentage of the total 

amount of LDH present in the culture well (CTL); B: Quantification of intracellular ATP, 

represented as a percentage of the levels in Control cells (CTL, not subjected to 

hypoxia/hypothermia); C: Level of succinate dehydrogenase (complex II of the 

mitochondrial respiratory chain) activity, expressed as percentage of the activity detected 

in Control cells. Results are means±SEM of 3 independent experiments. � p<0.05 vs

Control (CTL); † p<0.05 vs UW not supplemented with M101 (0 g/L). 

Figure 4: Kidney function following reperfusion. A: Sequential measurement of serum 

creatinine in the first two weeks following transplantation. B: Areas under the curve 

measurements in the first two weeks after transplantation. C: Serum creatinine levels at 1 

and 3 months after transplantation. Shown are mean±SEM. Statistics: *: p� 0.05 

UW+1g/L M101 vs UW; §: p� 0.05 UW+2g/L M101 vs UW; #: p� 0.05 UW+5g/L 

M101 vs UW. N=4-5. 

Figure 5: histologie J7 

Figure 6: Kidney outcome at 3 months. A: Representative red Sirius staining for UW, 

UW+1g/L M101, UW+2g/L M101), UW+5g/L M101: B: Quantification of fibrosis 

development in each group. Shown are mean+SEM. Statistics: *: p� 0.05 UW+1g/L 

M101 vs UW; §: p� 0.05 UW+2g/L M101 vs UW; #: p� 0.05 UW+5g/L M101 vs UW*: 

p<0.05 versus UW. N=4-5. 
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TABLES 

Table 1: Semi quantitative scoring of in vitro lesions observed by electron 

microscopy in endothelial cells at the end of preservation  

Group Necrosis Autophagosomes 
Lysed 

organelles

Swollen 

mitochondria 

Intact 

Mitochondria 

UW 2.8±0.2 0 3±0 >50% 4.8±1.2 
UW+1g/L M101 1.4±0.3 * 4.3±1.5 1±1 * <25% 10.4±0.9 

UW+2.5g/L M101 1.4±0.3 * 4.0±1.4 1±0 * <25% 11.3±1.0 * 
UW+5g/L M101 1.3±0.1 * 10.0±1.8 * 1±0 * <25% 11.2±0.9 * 

Semi quantitative scoring was conducted as follows: Necrosis: average number of 

necrotic bodies per field; Autophagosomes: average number of autophagosomes in 

observed cell; Lysed organelles: average number of lysed organelles by observed cell; 

Swollen mitochondria: proportion of observed swollen mitochondria, showing loss of 

inner membrane crescents; Intact mitochondria: average number of mitochondria by 

observed cell. Statistics: *: p<0.05 to UW 

Table 2: Semi quantitative scoring of ischemia reperfusion lesions in kidney grafts 

at day 7  

Group BBL CD Inflammation 

UW 3.5±1.1 3.1±0.3 3.1±0.3 
UW+1g/L 

M101 1±0,8* 0,25±0,5* 1±0* 
UW+2g/L 

M101 1,5±0,6* 0±0* 1±0* 
UW+5g/L 

M101 1±0* 0±0* 0,2±0,4* 



Needle biopsies were performed 7 days after transplantation and processed for PAS 

staining. Semi Quantitative scoring was conducted as indicated in the methods section. 

Statistics: *: p<0.05 to UW 
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