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RESUME

ISCHEMIE-REPERFUSION : IMPACT DE LA PERFUSION RENALE SUR LA
FONCTION DES GREFFONS

La pénurie d’'organes a amené les équipes de transplantation a revoir leurs criteres
de prélevement et a élargir I'acceptation des greffons a des organes provenant de
donneurs marginaux (ECD et DDAC).

Le recours aux greffons marginaux impose de réduire les lésions induites durant
'R, et doit conduire a une prise en charge optimisée durant la période de conservation de
facon a limiter le risque de PNF et de RRF et de permettre une amélioration de la survie

des greffons.

C’est face a cette situation, que la question de la perfusion d'organe et de
I'utilisation des machines de perfusion s’est posée et a justifié la réalisation de ce travail.

Un modéle d’autotransplantation chez le porc qui constitue le gold standard pour
I'étude des lésions d’IR a été choisi car il permet d’évaluer les effets de I'IR sur le rein.

Les reins ont subi une ischémie chaude de 60 minutes et une ischémie froide de 22
heures, durant laquelle la conservation hypothermique des reins a été randomisée soit en

incubation statique dans IGL-1 ou Belzer MPS soit sur machine de perfusion.

Nous avons utilisé comme paramétre d’étude : la survie des animaux, différents
dosages biologiques, une analyse histologique et une évaluation immunologique par
RTgPCR des certains génes impliqués dans le mécanisme lésionnel d’IR.

Nos résultats montrent au total :

- Que la machine de perfusion RM3 diminue le risque de RRF et PNF post greffe et
gu’il existe donc une supériorité des conditions de conservation lorsque les reins

sont placés sur la machine de perfusion.

- La supériorité de la solution IGL-1 sur la solution Belzer MPS ; il existe un effet
propre de la solution IGL-1 pour moduler les mécanismes inflammatoires et

immunologiques liés aux lésions d’IR.

- Que la reprise de fonction et la PNF dépendent du liquide utilisé et qu’il existe un

effet d’addition entre I'lGL-1 et la machine de perfusion.



Mots clés : Ischémie, Reperfusion, Machine de Perfusion, Transplantation Rénale.



ABSTRACT

ISCHEMIA - REPERFUSION: IMPACT OF RENAL PERFUSION ON GRAFTS
FUNCTION

Organ shortage has led transplant teams to re-evaluate their acceptance criteria and to
increase their use of marginal donor organs (ECD and DDAC). For this reason, it is
necessary to reduce the lesions due to IR. By optimizing organ conservation, the risk of

PNF and RRF can be limited, and organ survival increased.

The question of organ perfusion and the use of perfusion machines arose in this

context, leading to the work we present here.

We chose to evaluate the effects of IR on a porcine auto-graft model, that being the

gold standard for the study of IR lesions.

The kidneys were subject to hot ischemia for 60 minutes, and then to cold ischemia for
22 hours, during which they were randomly conserved either through static incubation in

IGL-1 or Belzer MPS or on a perfusion machine.

We studied the animal survival rate, various bioassays, histological analysis and
immune reactions though RTgPCR of certain genes involved in IR lesion mechanisms.

Our results show:

- That the RM3 perfusion machine decreases the RRF and PNF post-graft risk and

thus the perfusion machine conservation is better than static conservation.

- IGL-1 superiority over Belzer MPS; IGL-1 solution independently modulates

inflammatory and immunological mechanisms linked to IR lesions.

- That function recovery and PNF depend on the liquid used where there is an
additive effect between the use of IGL-1 and the use of a perfusion machine.

Key words: ischemia, reperfusion, perfusion machine, kidney transplantation.
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1. Avant-propos



Lors d’'une transplantation, quelque soit 'organe greffé, le greffon est soumis a
une séquence d’'ischémie froide pendant la conservation puis a une ischémie chaude
durant la période d’anastomoses vasculaires. Cette séquence est a l'origine de
Iésions d’ischémie-reperfusion (IR), et expose le transplant a de nombreuses
complications a court et a long terme. La connaissance et la maitrise des
mécanismes physiopathologiques impliqués dans I'IR peuvent nous aider a limiter la

souffrance cellulaire tout en améliorant la qualité des organes a transplanter.

Depuis quelques années, nous faisons face a une pénurie importante
d’'organes. L’écart entre le nombre de donneurs et celui de receveurs continue a se
creuser malgré 'augmentation du nombre d’organes prélevés. La pénurie d’organes
conjuguée au Vvieilissement de la population ont amené les équipes de

transplantation a revoir leurs critéres de sélection de donneurs.

Les machines de perfusion constituent aujourd’hui un outil incontournable qui
nous permet de transplanter des organes, considérés comme non viables il y a

quelques années.

C’est pourquoi nous avons choisi de développer un programme de recherche
centré sur l'intérét que peut avoir l'utilisation des machines de perfusion sur des
organes soumis a une ischémie prolongée dans un modéle d’autotransplantation
rénale chez le porc ; modele qui mime les conditions d’exposition sévere a ischémie
que nous trouvons habituellement dans la catégorie de donneurs décédés par arrét

cardiaque.



- ) 4

2. Géneéralites



2.1.Histoire de la transplantation rénale et des

machines de perfusion

Les premiéres tentatives de greffes rénales datent de la fin du XIXéme siécle,
Jaboulay qui était le patron de Carrel fut 'un des premiers a tenter des xénogreffes

réalisées a I'époque au cou ou au pli inguinal dans des modéles animaux.

De ces premiéres tentatives Alexis Carrel appréhende non seulement les
difficultés techniques et met au point au début du XXéme siécle une technique
d’anastomose vasculaire toujours utilisée aujourd’hui ; mais il pressent également
'existence de cellules spécifiquement orientées contre le greffon ; ses travaux lui

vaudront I'obtention du prix Nobel de Médecine en 1914.

L’expérience clinique de la transplantation rénale débute réellement en 1952 a
Paris. Aidé par les travaux de R. Kuss qui établit en 1951 la stratégie de
transplantation rénale hétérotopique sur les vaisseaux iliaques qui est encore utilisée
aujourd’hui, le Pr. Jean Hamburger réalisa avec son équipe, a la veille de Noél une
allogreffe de rein a partir d'un donneur vivant, ou une mere avait donné un rein pour
son fils en insuffisance rénale aigue sans espoir de récupération fonctionnelle, greffe
réalisée sans traitement immunosuppresseur et qui donnera trois semaines de survie
au patient avant qu’un rejet aigu ne vienne détruire le greffon et conduire a son
décés. Deux ans plus tard J. Murray et J. Merill aux Etats Unis conscients de
I'expérience francgaise, convaincus que la génétique devait jouer un rdle crucial dans
la survie du greffon et aidés par les travaux expérimentaux réalisés par Medaward
vont réaliser entre deux jumeaux homozygotes une greffe de rein syngénique avec
un excellent résultat fonctionnel qui se maintiendra de nombreuses années (1).
Commence alors I'épopée de la greffe rénale, dont le développement actuel et la
réussite ont été conditionnés par la découverte de limplication du systéme
immunitaire dans les mécanismes de rejets, par l'identification de molécules actives
pour limiter ces mécanismes ou les corticoides, I'azatioprine, le sérum anti
lymphocytaire et la ciclosporine vont jouer un réle clé, par la découverte due a J.
Dausset du systéme HLA. La premiéere transplantation rénale a partir d'un donneur
cadavérique sera réalisée a Boston en 1962 et c’est quelques années plus tard, en

1968, grace a la publication réalisée a I'Université d’Harvard concernant les critéres
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de mort encéphalique que l'activité de prélévement multi-organes commence a se
développer (2, 3). De ce fait, les organes commencent a circuler et le centre ou
I'organe est prélevé n’est plus forcément le centre ou il est transplanté. Assurer des
conditions de conservation des organes durant les transports devient une nécessité
et les solutions de conservation de premiere puis de seconde génération font leur

apparition.

Dans les années 1990 les résultats de la greffe font de la transplantation une
modalité privilégiée de prise en charge de I'insuffisance rénale terminale ce qui induit
un déséquilibre entre l'offre et la demande et concourt a une pénurie de greffons
rénaux qui se conjugue a un vieillissement de la population des donneurs qui
présentent de plus en plus une vasculopathie sous-jacente. Ceci va mécaniquement
conduire les équipes de transplantation a utiliser les greffons issus des donneurs
marginaux, tels que des donneurs décédés aprés arrét cardiaque (DDAC) et des
donneurs a critéres étendus (ECD) (4-7). Le prix a payer de l'utilisation de tels
organes est un taux plus élevé de retard de reprise de fonction (RRF) et d’'un risque
plus important de non fonction primaire (PNF) (8-13). Le recours aux organes
marginaux et I'exposition de ces organes a des temps d’ischémie prolongée vont
conduire les équipes de transplantation a s’intéresser aux mécanismes d’ischémie et
de reperfusion et a ouvrir la voie a de nombreux travaux de recherche qui permettent

aujourd’hui de définir 4 axes d’action principaux :

1- Le pré conditionnement du donneur ou de I'organe qui consiste a préparer
I'organe a la période d’ischémie a laquelle il va étre exposé.

2- L’optimisation des liquides de conservation.

3- L’optimisation des méthodes de conservation : qui confronte l'incubation
statique a la perfusion.

4- Le post conditionnement qui consiste a protéger 'organe au moment de la
reperfusion.

C’est de l'optimisation des méthodes de conservation que nous parlerons
essentiellement dans ce travail. L'amélioration des liquides de conservation ne
permettant pas en particulier de préparer le lit vasculaire du greffon a la reperfusion,

l'idée a germé que [l'utilisation de machines capables de perfuser des greffons
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rénaux doit étre en mesure d’améliorer les conditions de conservation des reins

préleveés.

Rappelons que la perfusion d’organe sur machine est un concept assez
ancien ; en 1935 Carrel et Lindbergh avaient déja imaginé une machine de perfusion
d’organe mais il a fallu attendre 1963 avec Humphries puis Belzer en 1967 (14) pour
avoir les premiers prototypes cliniques. D’abord assez utilisées elles ont été
abandonnées dans les années 80 avec I'’émergence de liquides de conservation de
seconde génération du fait de leur colt et de leur complexité d’utilisation (15) ; mais
face a une pénurie croissante d’organes et a la volonté d’élargir le pool de donneurs
aux greffons marginaux Belzer avait été amené dans les années 90 a réutiliser la
perfusion et c’est depuis que leur utilisation s’est intensifiée d’abord aux USA (16) ;
et ce n'est finalement que depuis une dizaine d’années que certaines équipes

Francaises ont commencé a utiliser les machines (Figure 1).
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Figure 1 - Evolution des machines a perfusion entre 1970 et 2012 (Waters Medical

Systems). Machine de perfusion LifePort® (Organ Recovery System)
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2.2.Ischémie reperfusion

Les mécanismes impliqués dans le phénoméne d’ischémie reperfusion (IR)

(Figure 2) peuvent étre regroupés en deux phases (17) :

2.2.1 Phase d’'ischémie

La premiére phase est identifiéte comme la phase d’ischémie. Elle est
caractérisée par I'absence totale de flux sanguin au niveau de l'organe concerné.

Dans cette phase on retrouve principalement deux types d’ischémies distinctes :
2.2.1.1 Ischémie chaude

C’est la période durant laquelle I'organe n’est pas irrigué alors que la
température corporelle est autour de 37°C. C'est a ce moment que le risque de
|ésion tissulaire est le plus important. Ce risque augmente au prorata du temps

d’'ischémie et peut aboutir a la constitution de Iésions rénales irréversibles.
2.2.1.2 Ischémie froide

C’est la période durant laquelle I'organe est conservé par une solution de
préservation d’organes, la température normalement utilisée oscille autour de 4°C.
Cette température est capable d’inhiber partiellement le métabolisme cellulaire (18) ;
Van’t Hoff a décrit que le métabolisme diminue de 50% a chaque palier de 10
degrés. Malgré cette diminution de la température, le métabolisme ne s’arréte pas
completement menant la cellule a un épuisement des réserves énergétiques.
L’ischémie froide commence classiquement au moment du clampage aortique et de
la perfusion in situ des organes avec la solution de conservation. La durée ne devrait
pas dépasser entre 18 et 20 heures pour les greffons rénaux (19), puisqu’a partir de
20 heures de conservation statique les lésions glomérulaires s’accélérent de fagon
exponentielle. C’est de la qualité de la conservation que va dépendre lintégrité de

'organe.
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2.2.1.3 Ischémie chaude relative ou ischémie
tiede

Un troisieme type d’'ischémie a été décrit, c’est l'ischémie tiede ou ischémie
chaude relative. Celle-ci correspond au moment ou le rein est sorti de la glace lors
de la transplantation, le temps de réaliser les anastomoses vasculaires ; cette
période s’arréte au moment du déclampage vasculaire qui s’accompagne de la
reperfusion de l'organe. Les Iésions pouvant se développer durant cette période
n’ont jamais fait objet d’études trés approfondies. L’ischémie ti€de est donc assimilée

a l'ischémie chaude.

2.2.2 Phase de reperfusion

La phase de reperfusion commence au moment du déclampage vasculaire et
revascularisation de I'organe (chez le receveur) qui avait été soumis a une ischémie
chaude et froide. Cette phase se caractérise par I'arrivée de sang riche en nutriments
et en oxygéne au niveau de l'organe transplanté. Malgré le rétablissement de la
circulation, certains territoires du greffon sont mal perfusés (taches violacées
macroscopiquement). La vasoconstriction induite par I'ischémie va mettre du temps a
disparaitre et durant cette période les zones mal perfusées vont souffrir d’'une
ischémie chaude qui va majorer les Iésions tissulaires. C’est a ce moment que les
Iésions de la classique séquence d’'IR augmentent de maniére considérable a cause
de la production de radicaux libres (ROS) (20-25) qui vont agresser les cellules,
aidés en cela par un fonctionnement mitochondrial défaillant au niveau de I'organe
greffé. Une grande partie des lésions touchant les organes sont donc liées a la
fabrication de ROS par l'organe et c’est la sommation de tous les événements
induisant la formation et 'accumulation de ROS qui va conditionner I'importance des
Iésions tissulaires induites au moment de la reperfusion lors de la transplantation
rénale (26).

En pratique les lésions seront d’autant plus sévéres que I'ischémie totale est
longue et que l'organe est fragile (donneurs a critéres étendus). L’ischémie chaude
est la plus délétere puisque la privation d’oxygéne survient alors que le métabolisme
cellulaire n’est ni interrompu ni ralenti. |l est bien établi que plus le temps d’ischémie

chaude est long, plus le taux de retard de reprise de fonction et le taux de non
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fonction primaire sont élevés (27, 28). Si l'arrét circulatoire et I'ischémie chaude
surviennent alors que le donneur n’a pas recu une forte dose d’héparine ou que le
rein n’est pas rapidement lavé avec du liquide de conservation (ex: donneurs
décédés par arrét cardiaque), il y a un risque majeur de formation de trombi par
stase sanguine au niveau de la macro et microcirculation de l'organe ; la micro
thrombose qui n’est pas toujours identifiée lors du prélévement va impacter de
maniére importante sur la reprise de fonction et sur la durée de vie du greffon.
L’ischémie froide participe elle aussi a la constitution de Iésions d’'IR, méme si celles-
ci sont moins déléteres pour l'organe que lischémie chaude ; I'ischémie froide
rajoute un risque supplémentaire de retard de reprise de fonction et de non fonction
primaire. En pratique clinique le retard de reprise de fonction, qui témoigne d'une
souffrance cellulaire, oblige les patients transplantés a dialyser dans les jours ou
semaines suivant la transplantation (29).

Par ailleurs les lésions d’'IR vont également induire une augmentation de
I'incidence du rejet aigu qui conditionne en partie la survie du greffon a moyen et

long terme (30).
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-E o |~ J oxydant Fibrose
= = $» EMT
® 1 Ve D | Réaction_
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Figure 2 - Principaux mécanismes lésionnels au cours de I'IR
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2.3.Mécanismes lésionnels de I'ischémie et de

la reperfusion

2.3.1 Lésions induites durant la phase de

conservation (ischémie froide)

Au moment du prélevement d’'un organe, celui-ci va étre privé de nutriments et
d’'oxygéne. Ceci induit une altération de I'homéostasie cellulaire et tissulaire de

'organe.

Le manque de nutriments et d’'oxygéne va perturber profondément la fonction
cellulaire. Le métabolisme est ralenti par la baisse de la température. Cela va
générer une glycolyse anaérobie qui va conduire a 'accumulation de déchets ainsi

qu’a une baisse trés importante de la réserve d’ATP.

En I'absence d’oxygene, le métabolisme cellulaire oxydatif, principale source
de production énergétique cellulaire, va finir par s’arréter et basculer vers un
métabolisme anaérobie. La phosphorylation oxydative mitochondriale étant bloquée,
la production d’ATP va se faire par glycolyse anaérobie, ce qui conduira a une
production extrémement diminuée d’ATP. La glycolyse en absence d’oxygéne
(Figure 3) conduit par réduction du pyruvate en lactate a une acidose cellulaire
profonde (31-34). Le pH intra cellulaire diminue au fur et a mesure que l'acide
lactique et les protons H* s’accumulent au sein de la cellule, conséquence directe de
'hydrolyse de I'ATP. L’acidose parvient ensuite a se propager vers le milieu
extracellulaire ce qui conduit a des lésions tissulaires définitives (35) par

perméabilisation de la membrane cellulaire puis par afflux d’eau.
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lactate

Figure 3 - Glycolyse en absence d’oxygéne

La pompe Na’/H" s’active avec la chute du pH, conséquence directe de
accumulation intracellulaire d’'ions H*. Le Na® va étre transporté vers I'espace
intracellulaire en échange avec le H' qui va étre transféré vers I'espace
extracellulaire. Le Na* ainsi présent en quantité importante a l'intérieur de la cellule
va attirer 'eau, qui va étre responsable d’'un cedéme intracellulaire. La mitochondrie
sera touchée par I'cedéme conduisant a un dysfonctionnement de la chaine
respiratoire mitochondriale. Ceci dérive dans la production de ROS oxygénés qui
vont détruire la membrane cellulaire (36). Pour éviter ce phénoméne délétére pour la
cellule, la pompe d’échange Na*/Ca™™ est alors activée pour renvoyer vers I'espace
extracellulaire I'excédant de Na* (32, 37). Le Ca™" arrivant au cytosol en échange
avec le Na* activera plusieurs enzymes protéolytiques et cytolytiques dépendantes
de cet ion. Ce processus méne la cellule vers l'apoptose ou mort cellulaire

programmeée.

L’équilibre cellulaire est altéré suite a larrét de la pompe Na'/K* ATP
dépendante par épuisement des réserves énergétiques. L’arrét du fonctionnement
de cette pompe ATPase entraine une fuite du potassium par diffusion passive vers le
milieu extracellulaire ainsi qu’une entrée de sodium (38). Cela altere 'homéostasie

puisque la cellule n'est plus capable de transporter les ions contre le gradient de
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concentration, I'eau est attirée vers le milieu intracellulaire par I'entrée du sodium
conduisant vers I'cedéme cellulaire (39). Toutes les fonctions cellulaires nécessaires
a I'équilibre de la cellule seront alors touchées par I'cedéme conduisant a une

perturbation profonde du métabolisme (Figure 4).
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Figure 4 - Conséquences de I'ischémie a niveau cellulaire

La mitochondrie est le principal producteur d’ATP. L’organelle concentre
plusieurs voies impliquées dans I'apoptose qui vont s’activer dans les premiéres
trente minutes de la reperfusion (40-45). La production de ROS couplée a
'augmentation de la concentration de calcium dans le cytosol et a la diminution du
pH par l'accumulation d’acide lactique conduit vers une perméabilisation de la
membrane mitochondriale. La chaine respiratoire mitochondriale est alors altérée,
menant a une augmentation d’anions. Ces anions vont interagir avec I'oxygéne
restant pour déboucher sur la production d’une espéce radicalaire particulierement
active : I'anion superoxide Oy (46).

Il existe des mécanismes de défense capables de protéger la cellule des
lésions induites par les ROS basés sur la mise en ceuvre de mécanismes

enzymatiques (Figure 5). La manganése superoxyde dismutase (MnSOD) est une
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métallo-enzyme qui prend en charge I'anion superoxide O, pour le transformer en
radical hydroxile OH™ (47). La glutathion/glutathion peroxydase capte les radicaux
hydroxiles pour les transformer en H,O. Cependant les systémes de protection
cellulaire anti oxydante perdent de leur efficacité au fur et a mesure que le temps
d’'ischémie augmente, laissant la cellule sans mécanisme de protection au moment

de la reperfusion (48).

HO*

A I’'ischémie

MnSOD

b

Les liquides de conservation hypothermiques utilisés actuellement ont été

Figure 5 - Mécanismes de défense cellulaires face aux ROS.

modélisés pour les protéger des effets néfastes de I'ischémie. Malgré tous les efforts
réalisés pour préserver la fonction cellulaire, I'épuisement de la réserve énergétique
conduit a une accumulation de déchets toxiques issus du métabolisme anaérobie.
Les lésions induites lors de la phase ischémique ne constituent que la partie
eémergeante de l'iceberg et elles seront exacerbées par I'apport brutal d’'oxygéne a la

reperfusion.

Le métabolisme cellulaire est ralenti grace a I'hypothermie, cependant la
réeserve d’ATP s’affaiblit considérablement aprés 4 heures d’ischémie froide (49).
L’hypothermie comme nous I'avons vu n’étant pas capable d’arréter le métabolisme
cellulaire et la production d’ATP en anaérobie étant insuffisante, la cellule se retrouve

en situation d’acidose et cedéme cellulaire (17, 49, 50).
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L’hypothermie provoque également d’autres bouleversements des fonctions
cellulaires. Les cellules endothéliales particulierement sensibles a lischémie vont
s’activer et entrer en apoptose ce qui conduit a leur desquamation (51). La perte
d’intégrité des cellules tapissant les vaisseaux sanguins durant l'ischémie facilite
alors la migration des leucocytes activés dans I'espace sous endothélial (diapédése)
lors de la reperfusion ce qui va participer a I'inflammation par activation du systéme
immunitaire inné du receveur. L’'ischémie prépare de cette maniére le terrain pour la

constitution des lésions au moment de la reperfusion.

2.3.2 Lésions induites pendant la phase de

reperfusion

La reperfusion se caractérise par la majoration des lésions pré existantes
dues a lincapacité des mécanismes protecteurs de protéger la cellule face a
I'exacerbation de la production de ROS. Le mécanisme Iésionnel dans cette phase

est d’'une part inflammatoire et d’autre part immunologique (34, 52) (Figure 6).
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Durant la phase d’ischémie se produit une vasoconstriction globale au sein du
greffon. Cela se traduit a I'échographie doppler par une élévation des résistances
intra-rénales et cliniquement par des zones violacées visibles a la surface du greffon.
Cela est dO aussi en partie a une compression du lit vasculaire par 'cedeme. Ce

phénoméne est connu comme le « no-reflow » (53).

L’afflux du sang riche en oxygéne au greffon sensibilisé pendant l'ischémie va
faciliter une réaction immuno-inflammatoire. Les polynucléaires neutrophiles et les
macrophages activés expriment des molécules d’adhérence a leur surface qui
permettent aux leucocytes de s’accrocher aux cellules endothéliales. Les cellules
endothéliales Iésées expriment aussi a leur surface des molécules d’adhérence telles
que ICAM-1 (Intercellular Adhesion Molecule-1) ou VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion
Molecule-1), les intégrines et les sélectines E, P et L (54). L’hyperexpression de
molécules d’adhérence augmente le « Rolling » leucocytaire provoquant une
agglomération des cellules au niveau de la lumiere vasculaire favorisant encore

d’avantage le phénomeéne de « no-reflow » (53, 55, 56).

D’autres molécules exprimées a la surface des cellules endothéliales
endommagées participent au phénomeéne de « no-reflow ». Les phospholipides pro-
coagulants (57) vont induire une micro-thrombose vasculaire qui se rajoute aux
mécanismes préalablement décrits pour majorer la souffrance de I'organe lors de la

reperfusion (55).

Lors du déclampage vasculaire I'organe va se revasculariser de maniére
inhomogéne car certains territoires seront mal reperfusés. Les lésions qui vont se
constituer au sein de ces territoires mal perfusés seront importantes car elles
s’effectuent en ischémie chaude a la température corporelle. L’extension des zones
touchées par ce phénoméne de « no-reflow » conditionnera au moins en partie la
reprise de fonction de I'organe, pouvant aller en certains cas jusqu’a la non reprise

de fonction.
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La souffrance tissulaire lors de la reperfusion va également conduire a la
synthése de monoxyde d’azote (NO). Ce puissant vasodilatateur interagit avec les
ROS conduisant a la production de peroxynitrites (ONOOH) (Figure 7). Cette espéce
radicalaire contribue fortement aux lésions de 'R (34).

L-Arginine GTP

NOL_ (.
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NO SYNTHASE inductible
NO SYNTHASE neuronale DNA damage

Figure 7- Production de peroxynitrites.

L’afflux massif d’oxygéne fait basculer le métabolisme qui fonctionnait en
anaérobie vers un métabolisme aérobie. Le sang oxygéné dans le greffon va
participer a la production de ROS oxygénés qui vont agresser les cellules aidés en
cela par un fonctionnement mitochondrial déficient au niveau de I'organe transplanté.
Une grande partie des Iésions tissulaires touchant les organes sont donc liées a la
fabrication de ROS oxygénés par le rein et c'est la sommation de tous les
évenements induisant 'accumulation de ROS qui va conditionner I'importance des
|€sions tissulaires induites au moment de la reperfusion lors de la transplantation
rénale (26).

Les systemes de défense cellulaire sont dépassés ne pouvant pas prendre en
charge la production importante de ROS. L’exacerbation de la production d’espéces
radicalaires induit la peroxydation des lipides de la membrane mitochondriale. Cette
membrane devient alors incompétente et se rend perméable au cytochrome C (58)
qui passe vers le cytosol activant la caspase 9, celle-ci activera la voie intrinséque de

'apoptose (59) (Figure 8). Le stress oxydant contribue aussi a la libération du
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calcium contenu a l'intérieur du réticulum endoplasmique activant un certain nombre
d’enzymes protéolytiques. Ce processus conduit a des Iésions tissulaires plus ou
moins réversibles au sein de l'organe transplanté; l'importance des Iésions
conditionnera la réversibilité ou non de Iésions et impactera sur le type de reprise de

fonction.

Caspase 8
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Figure 8 - Voies de déclenchements de I'apoptose

2.3.3 Lésion d’IR : Réponse inflammatoire et réponse

immune

Lors d'une greffe rénale, la mort encéphalique (par la libération massive de
cytokines pro-inflammatoires) (60), le prélévement du transplant, et les conditions de
conservation provoquent un stress oxydatif important conduisant a des dommages
cellulaires plus ou moins réversibles (61, 62). Outre la constitution de ROS, les
mécanismes d’agression tissulaire (61, 63, 64) passent par 'activation de la cascade
du complément et la stimulation des récepteurs impliqués dans la reconnaissance de
signaux «danger» (Figure 9). Ces signaux vont étre reconnus par des récepteurs
Toll (TLR) et CD44 a la surface des leucocytes et des cellules endothéliales. La
stimulation de TLR-2 et TLR-4 (65) situés a la surface des cellules effectrices du

systéme immunitaire inné (cellules dendritiques, monocytes, granulocytes) va
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permettre de déclencher la réponse inflammatoire (62, 66-68) par induction d’'une
signalisation intra cellulaire impliquant notamment les MAPK; ceci conduit a
I'activation du complément (69, 70) et du complexe d’attaque membranaire et aux

|ésions cellulaires.
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Figure 9 - Signaux de danger, réponse inflammatoire selon W. Land.

Au niveau des tissus lésés, de nombreux composants comme les
protéoglycanes, I'acide hyaluronique, des protéines de choc thermique (hsp70), et
les molécules cellulaires oxydées et dégradées, vont accentuer I'émission des
signaux danger et la boucle de stimulation (71). Les cellules endothéliales,
particulierement sensibles a l'ischémie, vont s’activer et surexprimer les molécules
d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1 et Sélectines E, P, L) favorisant « le Rolling » des

leucocytes et leur migration vers les tissus.

Par ailleurs, durant la réponse inflammatoire, certain effecteurs de I'immunité
innée (cellules dendritiques et macrophages, principalement) vont présenter les
antigenes du greffon libérés lors de la destruction tissulaire aux lymphocytes du

receveur, conduisant a I'activation de la réponse immunitaire adaptative (62, 67, 72-
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74). La surexpression des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de
classe | et Il, va catalyser l'allo-reconnaissance. Au niveau tissulaire, les molécules
pro-inflammatoires et chimio-attractives (Figure 10) vont attirer et activer les cellules
immunitaires du receveur (facteurs du complément C3a et C5a, des cytokines et
chimiokines comme le TNF-alpha, I'lL-1beta, I'lFN-gamma, I'lL-8 ou CCL2) (62, 66-
68, 75-80). Le greffon est ainsi rapidement infiltré par les leucocytes au moment de
la reperfusion. (66, 67, 73, 81).

il ICAM- PotE

]
Espace Interstitiel : ; :

MIP-2
Chemt:vklnes<><:>(><><>
N1, -6, 8,-12,-18
' 8ondm|c
Comp IemenF’ Cytokines

lF’I(fll

Epithelium tubulaire

Figure 10 - Principales facteurs de la réaction inflammatoire.

Cette stimulation par 'immunité innée de I'immunité adaptative joue un réle
crucial dans l'induction du rejet (66, 67, 73, 81) qui prend part au long cours a la
dysfonction chronique du greffon. Outre 'amélioration de la reprise de fonction des
greffons, les différents outils visant a réduire le phénoméne d’IR vont donc contribuer
a limiter la stimulation des mécanismes inflammatoires médiés par I'immunité innée,
et in fine limiter I'agression tissulaire spécifique et non spécifique qui impacte

négativement la survie des greffons.

25



2.4.0utils de prise en charge de I'ischémie

reperfusion

La pénurie d’'organes est considérée comme [|'obstacle principal auquel doit
faire face la transplantation rénale aujourd’hui, ce qui rend les greffons rénaux

particuliérement précieux (82-84).

Cette pénurie de reins conjuguée a une détérioration de I'état des donneurs a
progressivement amené les équipes de transplantation a revoir leurs critéres de
prélevement (85-87) et a évaluer l'intérét clinique que peut revétir I'utilisation de reins
qui étaient considérés il y a quelques années encore comme non transplantables et
qui entrent dans la catégorie des reins dits « marginaux » ou «a criteres
élargis » (88). Ces reins proviennent de donneurs &agés, aux antécédents de
pathologie pouvant affecter la filtration (HTA, diabéte,...), ou présentant un
pourcentage important de glomérulosclérose, une ischémie froide prolongée, voire
une insuffisance rénale. Il est clairement établi que les conditions de conservation
des organes durant et aprés leur prélevement jouent un role clef dans leur reprise de
fonction immédiate mais également sur leur fonctionnement au long cours. Une
grande partie des Iésions tissulaires touchant les organes sont au moins
partiellement liées a la fabrication par le rein de ROS dés la phase de réanimation, et
ces lésions s’accumulent durant le prélévement, la période de conservation
hypothermique, pour se majorer lors du déclampage vasculaire du fait de la
reperfusion (26). C’est pour cela qu’un certain nombre d’équipes recherchent des
outils plus efficaces qui permettent de limiter les Iésions tissulaires induites aux
différents temps de la préparation du donneur, du prélevement d’organe, de
l'ischémie et de la reperfusion afin d’optimiser la reprise de fonction des reins. Outre
le choix du liquide de conservation et I'utilisation des machines de perfusion qui ont
fait la preuve de leur efficacité, d’autres stratégies sont encore en cours d’évaluation.
Le pré conditionnement ischémique des greffons rénaux et le conditionnement post
ischémique font partie des stratégies étudiées pour lutter contre les lésions

d’ischémie reperfusion.
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2.4 .1 e pré conditionnement ischémique (PCI)

Le pré conditionnement vasculaire ischémique est bien connu en
transplantation cardiaque et hépatique et est utilisé en pratique clinique par quelques
equipes. |l consiste a réaliser des ischémies chaudes successives de I'organe de
courtes durée (5 minutes environ) qui vont avoir pour objectif de mettre en veille tous
les mécanismes de défense tissulaire impliqués dans la lutte contre l'ischémie
tissulaire, avant de procéder au clampage complet de l'organe (et a son
refroidissement par le liquide de préservation en situation de prélévement). Il est
ainsi montré que les cceurs ou les foies ayant subis un pré conditionnement
vasculaire développent moins de Iésions tissulaires au moment de la reperfusion ce

qui va se traduire par une meilleure reprise de fonction (89-91).

Le mécanisme physiopathologique d’induction de tolérance a l'ischémie n’est
pas encore tres clair. Des nombreux médiateurs ont été incriminés dans ce
processus tels que le NO, I'endothéline, les protéines de choc et I'adénosine ; par
contre, ces médiateurs différent probablement entre les organes et entre les espéces
(92). L’adénosine, la bradykinine et les opioides libérés durant les intervalles
d’ischémie induisent la mobilisation des phospholipases cellulaires aboutissant a la
translocation de la protéine kinase C du cytosol vers la membrane cellulaire. Ceci
joue un role essentiel dans la protection cellulaire face a ischémie (92). De plus, |l
existe un phénoméne protecteur humoral qui agit a distance, appelé PCI remote
(PCIR) et qui protege les organes face a I'ischémie. Les mécanismes impliqués ne
sont pas encore bien connus mais des médiateurs humoraux tels que la bradykinine,
'adénosine et les opioides (93) semblent impliqués. Certains auteurs ont décrit un
mécanisme de médiation neuronale qui transférerait une protection a distance de
'organe conditionné vers un autre organe susceptible de subir une ischémie

prolongée (92).

Le PCIl a donc démontré son effet protecteur face a I'ischémie, sur I'organe
cible et a distance de cet organe (94-98). Il existe un large spectre de protocoles
utilisés pour conférer cet effet protecteur. Le PCI est normalement réalisé via des
cycles courts d’'ischémies chaudes successives. Les cycles appliqués a un organe
cible donné peuvent varier en temps et en nombre. De plus, lintervalle entre les

séquences de PCI et I'ischémie ultérieure peut également varier ; en effet, deux
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fenétres de protection envers I'agression ischémique ont été définies : 'une précoce
a partir de la fin du PCIl « early window of protection » et la seconde plus tardive
pouvant s’étendre a plusieurs semaines aprés le conditionnement et appelée « late

window of protection ».

L’analyse des données expérimentales du PCIl a contribué a optimiser les
protocoles utilisés dans les modéles animaux et a mieux approcher les conditions
cliniques utilisables (99-101). Une méta analyse a montré que dans plusieurs travaux
publiés réalisés chez I'animal utilisant comme parameétres d’étude la créatininémie,
l'urée et les lésions histologiques, le PCI était en mesure d’induire une protection du
rein face aux Iésions d’IR (102). Toutefois les limites des modéles expérimentaux
doivent étre rappelées puisque en particulier chez les rongeurs, la fiabilité de la
créatininémie comme marqueur de la fonction rénale souléve des questions, I'impact
de I'excrétion tubulaire de la créatinine sur la clairance de la créatinine étant plus
important chez la souris que chez 'lhomme (103). Par ailleurs, d’autres marqueurs de
lésions rénales tels que KIM-1 (Kidney Injury Molecule-1) et NGAL (Neurophil
Gelatinase-Associated Lipocalin) pourraient avoir un intérét dans I'évaluation pré
clinique et clinique (104) et fournir des informations supplémentaires sur les
conséquences de I'IR. Le sexe s’est curieusement révélé étre une variable
importante sur les résultats obtenus. |l a été démontré qu’il existe une différence
significative en faveur du male en ce qui concerne l'efficacité du PCI sur le coeur
(105). Enfin la protection conférée par le PCl ou par le PCIR semblerait plus efficace
quand les séquences appliquées pour obtenir I'effet protecteur sont réalisées dans
les 24 heures précédant I'ischémie principale (late window of protection) (102). Ces
données sont particulierement intéressantes pour la transplantation, car les
séquences de PCIl ou PCIR pourraient étre appliquées en amont du prélevement
chez le donneur pour induire une protection sur les organes prélevés ; ainsi au lieu
d’appliquer une séquence de PCI directement a 'organe avec des risques de |ésion
vasculaire que cela peut comporter chez les donneurs présentant un mauvais terrain
vasculaire (artériopathie), il est imaginable de réaliser avant le prélevement des
clampages successifs sur 'un des membres sans mettre en danger l'organe a

transplanter (102) avec I'induction d’un effet protecteur tout aussi efficace.

En somme bien que le PCIl et le PCIR se soient révélés efficaces pour

protéger le rein face a l'ischémie dans plusieurs modéles expérimentaux chez
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'animal (93, 106, 107); les PCI et le PCIR n’ont pas fait I'objet d’études de bon
niveau de preuve pour le rein chez I'homme. Plusieurs études cliniques ont
cependant été réalisées pour le cceur; un certain nombre d’études ont analysé le
PCI chez des patients ayant subi un pontage aorto-coronarien montrant que cette
procédure est capable de réduire les besoins en inotropes, les arythmies
ventriculaires et de raccourcir le séjour en réanimation (108) ; par contre ce bénéfice
n’a pas été démontré sur toutes les variables étudiées (109-113). Malgré l'effet positif
du PCl et du PCIR face aux lésions d'IR dans des nombreuses études
expérimentales chez I'animal, ces résultats ne sont pas confirmés pour le rein en
clinique humaine ; il n’'y a pas en particulier de consensus sur le nombre de stimuli
ischémiques, ni sur le temps nécessaire entre les cycles pour I'obtention de l'effet
protecteur. Une meilleure connaissance des mécanismes impliqués et de voies de
signalisation devrait probablement permettre d’obtenir des résultats mieux
reproductibles. Le PCI constitue donc une voie de recherche intéressante ; ces effets
protecteurs pourraient s’additionner a ceux des liquides et des modalités de
conservation utilisés pour lutter contre les lésions d’IR; les stratégies actuelles
devant étre améliorées notamment quand il s’agit de greffons marginaux (qui
constituent 50 % des greffons et une cible privilégiée pour la constitution des Iésions
d’'IR). Outre les implications en transplantation, le PCI pourrait également se révéler
trés utile lors de chirurgies rénales qui imposent un clampage pédiculaire plus ou

moins prolongé (114, 115).
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2.4.2 Liquides de conservation d’organes

2.4.2.1 Histoire des liquides de préservation

Au début de la transplantation rénale, dans les années 50, les organes étaient
prélevés chez des donneurs vivants. Ces greffons étaient simplement refroidis au
contact de la glace ou rincés avec du Ringer avant la transplantation compte tenu du
fait que les temps d’ischémie étaient trés courts. L’introduction du prélévement
d’'organes a partir des donneurs en mort encéphalique, qui rallonge ce temps
d’'ischémie, a obligé les équipes de transplantation a développer des solutions de
conservation d’organes plus performantes. Historiquement la premiére solution a été
développée par Collins et ses collaborateurs en 1969 (116, 117) ; il s’agissait d’une
solution de type intracellulaire (a haute concentration de potassium et basse
concentration de sodium) qui permettait de bloquer les mouvements d’eau durant la
période de conservation et de limiter 'oedéme intracellulaire. Cette solution qui
présentait un probléme de précipitation liée a la présence de magnésium a
rapidement fait I'objet d’'une modification par le réseau d’Eurotransplant (suppression
du magnésium et rajout du glucose) et a alors porté le nom d’EuroCollins. Cependant
'EuroCollins donnait de trés mauvais résultats en transplantation hépatique et
pancréatique et c’est pour cela qu'en 1980 Folkert Belzer a développé aux Etas Unis
la solution de I'Université de Wisconsin (UW). Il s’agissait |a encore d’'une solution de
type intracellulaire mais a laquelle ont été adjointes différentes molécules dont un
imperméant et un colloide permettant une amélioration considérable des conditions
de conservation et de réaliser des transplantations de foies et de pancréas avec de
bons résultats ce qu’il n'était jusque-la pas possible d’obtenir avec I'Eurocollins.
Grace aux travaux de Belzer le concept de conservation d’organes solides va
prendre un intérét majeur dans la communauté de transplanteurs (118-120). Outre
'amélioration des résultats de la greffe pancréatique (118) et hépatique (121)
l'utilisation du Belzer a également permis une amélioration des résultats en
transplantation rénale (122) ; des études ont montré sa supériorité indiscutable face
a la solution d’Eurocollins (123-125) ce qui fait que 'UW est devenue le gold
standard des solutions utilisées par les équipes de transplantation. Cependant la
solution UW présente des inconvénients qui ont été largement décrits (126, 127). La

composition de cette solution et notamment son caractére hyperpotassique
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s’accompagne d’une dépolarisation membranaire et d'une vasoconstriction de
'organe ; cela a conduit un certain nombre d’équipes a modifier sa composition pour
la rendre plus physiologique. Ainsi certains auteurs ont proposé, suite a la réalisation
de travaux expérimentaux chez le gros animal, d’inverser la concentration de sodium
et de potassium. Cette modification de la composition de la solution UW, devenue
une solution de type extracellulaire, permet d’améliorer les conditions de
conservation et la reprise de fonction des reins en particulier (126, 128).

Au cours du temps il est devenu clair que le caractere extra cellulaire et
'adjonction aux solutions d’'un imperméant (qui ne soit pas du glucose) et d'un
colloide est en mesure d’améliorer les conditions de conservation. En effet une
solution intracellulaire riche en potassium et dépourvue de colloide provoque lors de
la conservation une entrée massive d’eau a l'intérieur de la cellule. Cela conduit a
une activation des pompes ATP dépendantes afin de maintenir 'lhoméostasie, mais
conduit rapidement a un épuisement des réserves énergétiques et a 'apparition d’un
cedéme intracellulaire pendant la phase d’ischémie froide. De plus, le caractére
hyperpotassique de la solution provoque une vasoconstriction de tout le réseau
artériel du greffon accroissant le phénoméne de « no-flow » a la reperfusion. La
concentration élevée en glucose (utilisé comme imperméant mais métabolisé par la
cellule) et en phosphate de la solution d’Eurocollins (hyper-osmolarité), induit des
lésions cellulaires par afflux du glucose a [lintérieur de la cellule (129). Le
métabolisme du glucose rendu a la cellule provoque en situation d’ischémie une
activation de la glycolyse anaérobie qui induit la formation de lactate et expose la
cellule a une acidose importante (129, 130). Notons enfin que le Belzer (UW)
contient du HES (Hydroxyethyl-Starch) utilisé comme colloide et que cette molécule
a été reconnue comme néphrotoxique dans les années 90 (131-133) ; elle conduit
par ailleurs a I'agrégation et a la constitution de micro thrombis de globules rouges

qui sont potentiellement déléteres au moment de la revascularisation de l'organe.

Fort de ces constatations plusieurs solutions de conservation d’organes
extracellulaires de nouvelle génération ont vu le jour, et utilisent comme colloides du
PEG (Poly Ethyléne Glycol) a la place de 'HES avec d’excellents résultats (134,
1395).
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2.4.2.2 Liquides de préservation : vers de

nouvelles compositions

Le plasma, présente physiologiquement une température a 37°C et une
osmolarité de 308 mOsmol/L. Les liquides de conservation doivent approcher au
maximum cette osmolarité pour limiter les échanges entre les compartiments extra et
intra cellulaires et maintenir I'équilibre ionique entre les deux compartiments.
L’osmolarité proche du sang nécessite une pression oncotique importante ce qui
rend la solution de conservation visqueuse. La viscosité élevée dans une solution de
préservation conditionne la qualité du ringage, celui-ci étant de moins bonne qualité

avec les solutions les plus visqueuses.

Les liquides de conservation de référence étaient jusqu’a il y peu des solutions
hyperpotassiques, non physiologiques, dont le rapport Na*/K* est a 'opposé de la
concentration du plasma (5mM de potassium, 140 mM de sodium, et 2,5 mM de
calcium). Il est reconnu que la forte concentration en potassium induit une
vasoconstriction par dépolarisation cellulaire qui induit une augmentation de la
pression de perfusion et une diminution du débit au moment de la reperfusion. Ceci

participe de maniére évidente a majorer le phénomene de « no-reflow ».

Par ailleurs, une forte concentration de potassium altére profondément
I'homéostasie cellulaire et pousse a I'activation des pompes ioniques Na*/K* ATPase
afin de maintenir les concentrations ioniques de part et d’autre de la membrane
cellulaire. Les réserves énergétiques cellulaires sont rapidement consommées alors
que la production d’ATP ne peut pas couvrir les besoins. Ceci conduit a une acidose
métabolique profonde par production d’acide lactique. Les protons H* produits par la
dégradation en anaérobie de I'ATP, participent a la Iésion tissulaire et a la
constitution de ROS. Une des conséquences est I'apparition d’'un cedeme cellulaire

par diffusion passive d’eau vers I'espace intracellulaire.

Durant la phase d’ischémie I'équilibre du calcium est aussi altéré au niveau
intracellulaire (réticulum endoplasmique, mitochondrie et cytosol). La distribution du
calcium est assurée par les pompes ATP dépendantes, qui en 'absence d’ATP ne
peuvent plus prendre en charge I'afflux massif de calcium libre intracellulaire (63). Au

moment de la reperfusion (qui conduit a une augmentation brutale de la température
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de l'organe) le calcium accumulé va activer des protéases calcium dépendantes
présentes dans le cytosol (ex : calpaine) (17, 42, 50, 63, 136, 137) et vont participer
a la constitution des lésions précédemment décrites dans la séquence d’'IR (138)
(Figure 11).

cytosol . mzltrlce‘
mitochondriale
\_\-H-""‘—-—._
activation des systémes
/ enzymatiques Ca dépendants
clivage I I Xanthine
de la spectrine - N ( déshydrogénase
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oxydation clivage
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Figure 11 - Effets de I’afflux calcique intracellulaire.

L’acidose générée par la consommation d’ATP en condition d’anaérobie doit
étre maitrisée par la solution de conservation en ajoutant un tampon a la solution afin
de stabiliser le pH au niveau intra et extracellulaire (139). L’histidine, L’'HEPES, le
bicarbonate, le phosphate et le tryptophane sont des molécules classiquement
utilisées comme tampon pour amortir les variations du pH (139-141).

La dégradation du glucose, source énergétique de la cellule, est a l'origine de
'acidose durant la phase d’ischémie par production d’acide lactique (130). Cet
élément nécessaire au métabolisme cellulaire doit étre présent dans la solution de

préservation mais sa concentration devra étre limitée afin d’éviter 'acidose.

L’'cedéme tissulaire, engendré par le phénoméne d’IR conduit a une
dégradation de la matrice extra cellulaire qui met en jeu la viabilité de la cellule.
L’cedéme conduit par ailleurs a une compression du lit vasculaire et a une
augmentation des résistances vasculaires ; cela favorise le développement de zones

d’'ischémie au moment de la reperfusion (phénoméne de « no-flow ») (142). De ce
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fait les solutions doivent impérativement contenir des molécules qui exercent une

pression oncotique protégeant I'organe de 'cedéme (61, 142-146).

Il existe traditionnellement deux types de molécules qui limitent 'cedéme

tissulaire :
24.2.21 Lesimperméants

Les imperméants, qui se divisent en deux catégories :

1) Les sucres tels que la raffinose, la sucrose, le mannitol, etc ; ces molécules
sont capables de créer une pression osmotique forte dans le compartiment

vasculaire et limitent 'oedéme tissulaire.

2) Les anions tels que le citrate, le gluconate ou l'acide lactobionique. Ces
molécules ont un double mécanisme d’action pour protéger les cellules, elles limitent

I'cedéme cellulaire et elles présentent un effet protecteur de membrane.
2.4.2.2.2 Les colloides

Les colloides tels que [I'hydroxyéthyl-amidon, le polyéthyléne glycol,
lalbumine, le dextran, etc ; ces grosses molécules ont une taille qui ne leur permet
pas de traverser les membranes cellulaire : elles exercent une pression oncotique
qui limite 'oedéme interstitiel et cellulaire. L’adjonction de ce type de molécules est
d’autant plus intéressante que le temps d’ischémie est long. L’albumine semble la
molécule la mieux adaptée physiologiquement mais son prix constitue une vraie
barriére a son utilisation. Les colloides tels que I'hydroxyéthyl-Starch (HES) contenu
dans 'UW, le polyéthylene glycol présent dans plusieurs solutions de quatriéme
génération, ainsi que le dextran sont moins onéreux. Le HES est par ailleurs a
I'origine d’'une néphrotoxicité qui a été décrite par plusieurs auteurs (147-149). Cette
molécule induit aussi une agrégation érythrocytaire (150, 151) dont nous avons déja
parlé. Le polyéthylene glycol est doté de trois qualités: il s’agit d’'une molécule
neutre, non toxique, la pression oncotique apportée par cette molécule limite
efficacement 'oedeme interstitiel et cellulaire (143, 144, 146, 152); et elle pourrait
conférer une immunoprotection par son ancrage a la membrane cellulaire ou le PEG
masquerait les antigénes situés a la surface des cellules endothéliales (153, 154).

Cet immunocamouflage attribué a l'utilisation du PEG a été démontré par plusieurs
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études expérimentales pour le cceur (155-157), le foie (158), lintestin (159), le
pancréas total (160) et les ilots pancréatiques (153, 161, 162), le rein (163), le
poumon (164, 165), les leucocytes (162) et les globules rouges (166-171).

Durant les années 90, 2 nouvelles solutions de préservation cardiaque, une
congue par H.J. Breitschneider, le Custodiol® ou HTK (histidine-tryptopane-
kétoglutarate) et une autre le Celsior® mise au point par P. Menasche, ont été
étendues a la préservation des organes abdominaux. Elles se caractérisent par une
concentration relativement basse de potassium et sont classées comme des

solutions de troisieme génération.

Le travail publié par De Boer (172), qui a comparé prospectivement 'UW
(solution de deuxieme génération) a I'Eurocollins (solution la plus ancienne ou de
premiere génération) et a 'HTK ou Custodiol® (solution de troisieme génération)
chez des donneur a cceur battant a montré une nette supériorité de 'UW par rapport
a I'Eurocollins mais également de HTK par rapport a I'Eurocollins. Cette étude
comme d’autres (173) n’a pas pu mettre en évidence de différence entre 'UW et
'HTK pour des temps d’ischémie froide courts. Cependant lorsque les temps
d’'ischémie froide dépassent 24 heures une étude rétrospective (123) réalisée sur
323 transplantations rénales comparant des reins conservés avec HTK a ceux
préservés avec UW, le taux de RRF de greffons serait significativement inférieur
dans le groupe UW, et la survie des transplants a un an significativement meilleure
avec UW. Le moins bon effet du Custodiol® pour des temps d’ischémie prolongée
serait due au fait que cette solution ne contient pas de colloide.

On peut donc actuellement considérer que la solution idéale doit :

o Respecter les concentrations ioniques du plasma surtout en ce qui concerne
le sodium et le potassium (et donc étre de nature extracellulaire).

e Etre pourvue d’un imperméant qui ne doit pas étre du glucose car il interfére
avec le métabolisme cellulaire et majore I'acidose mais doit plutét étre un
sucre non métabolisé (Raffinose par exemple) ou du lactobionate.

e Etre pourvue d’'un tampon qui permette de compenser I'acidose induite par le
métabolisme anaérobie.

e Etre pourvue d'un colloide non toxique qui protége lI'organe de I'cedéme avec
une option préférentielle pour un PEG.
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2.4.2.3 Liquides de préservation : Quatrieme
génération

Plusieurs solutions dites de quatrieme génération ont vu le jour ces derniéres
années. L’ajout des colloides et notamment du PEG aux liquides de préservation a
fait 'objet de nombreuses études qui ont démontré leur efficacité pour lutter contre

I'cedéme interstitiel et cellulaire.

La prévention de I'cedéme tissulaire par le PEG avait été décrite par Robinson
en 1971 (143). Robinson a poursuivi ses travaux et a montré que le PEG agissait
comme un soluté qui ne traverse pas les membranes et qui exerce une pression
oncotique qui limite I'cedéme tissulaire, sans perturber I'équilibre ionique des
compartiments intra et extracellulaires (143-145). Daniel et Wakerley ont utilisé le
PEG 20 kDa dans un modéle de cellules rénales porcines, montrant que ce colloide
non toxique permettait de maintenir la viabilité cellulaire au cours de la préservation
(146). Ganote en 1977 a montré que le PEG 6 kDa était capable empécher 'cedéme
cellulaire lors de la préservation de tissu cardiaque de rat, et limitait les Iésions dues
a 'absence d’oxygene et a 'hypothermie (152). Le PEG 8 kDa a également été testé
dans un modéle d’hépatocytes de rat isolés et préservés pendant 24 heures au froid,
celui-ci a montré une efficacité pour réduire I'cedéme tissulaire et diminuer la
mortalité des cellules (174). Toujours dans un modéle d’hépatocytes de rat, le PEG a
encore montré que son pouvoir protecteur était probablement lié a une meilleure
conservation des microfilaments d’actine et a une meilleure préservation de I'intégrité

de la structure des microtubules (175).

En 1989 la premiére étude portant sur l'utilisation du PEG en conservation de
cceurs de lapins entiers a été publiée ; sur la base de la solution d’Université
Wisconsin une modification a été faite au niveau du colloide employé ou I'HES a été
remplacé par du PEG 20 kDa, 50g/L. Les résultats de cette étude sont en faveur
d’'une meilleure conservation de la fonction cardiaque et notamment d’une
amélioration de la fraction d’éjection cardiaque lorsque le PEG est substitué a 'HES
dans la solution d’'UW (156).

Collins et ses collaborateurs se sont aussi intéressés au PEG et ils ont réalisé

la premiere étude clinique publiée dans le Lancet en 1989. Cette étude portait sur
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l'utilisation en transplantation cardiaque de la solution de St Thomas modifié par
addition de PEG 20 kDa a une concentration de 50 g/L. Un total de 20 patients ont
été inclus. Les résultats, trés en faveur de l'utilisation du PEG, montraient une
diminution du taux de rejet aigu des greffons cardiaques ainsi qu'une survie a 1 an
nettement supérieure 95,5% vs 50% par rapport a la solution sans PEG (155). Cette
étude a poussé a la réalisation d’autres travaux pour tester I'intérét de l'utilisation en
clinique du PEG. Ainsi ce colloide a également été testé en conservation hépatique
(158), cardiaque (157), intestinale (159), pancréatique (160); ces travaux ont
confirmé un effet protecteur du PEG qui serait li€ au moins en partie a un
immunomasquage des molécules de classe | et || du CMH (154). Sur la base de ces
publications le PEG est devenu un objet d’études plus approfondies

Dans les années 2000, 2 liquides de préservation ont été créés en France,
'IGL-1® et le SCOT 15®. Ces solutions sont classées comme étant de quatriéme

génération ; elles sont de type extracellulaire et utilisent comme colloide le PEG.

L’'IGL-1® a fait I'objet de nombreuses publications qui ont montré son
efficacité dans la conservation d’organes abdominaux (134, 176). Cette solution
caractérisée par une forte concentration en sodium et la substitution du HES par du
PEG 35 kDA a 1 g par litre, a été testée dans un modéle murin de rein isolé perfusé
ainsi que dans un modele d’autotransplantation rénale chez le porc (177, 178). Chez
le rat ex vivo et chez le porc in vivo, Badet et al. ont pu montrer que I'GL-1®
permettait d’améliorer significativement les fonctions tubulaire et glomérulaire. Cela
se traduit par une meilleure reprise de la fonction rénale et une meilleure clairance
de la créatinine dans le modéle d’autotransplantation rénale chez le porc en
comparaison avec I'UW. Sur le plan histologique chez le porc, I'GL-1®
s’accompagne d’une infiltration cellulaire mononuclée du rein moins dense, par une
expression interstitielle atténuée des marqueurs de fibrose, par une diminution des
marqueurs d’apoptose et par une diminution de I'expression du CMH. Cette
réduction de l'expression du CMH s’accompagne comme l'ont montré d’autres
auteurs (100, 179, 180), d'une diminution de I'expression de VCAM-1 et de
linfiltration tissulaire par les CD4+ mais également d’une réduction des Iésions de
fibrose interstitielle. L'étude de I'expression du marqueur alpha-SMA chez le porc a
montré une diminution de la fibrose pour les reins conservés avec de I'lGL-1® (178).

Ces résultats sont en rapport avec le caractere extracellulaire de la solution IGL-1®
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qui permet de maintenir 'homéostasie ionique, de limiter la vasoconstriction en
réduisant la pénétration de calcium dans les cellules et d’éviter la constitution
d’cedéme des compartiments intra et extra cellulaire (181). D’autres études ont
montré les mémes effets (128) ; pour d’autres organes tels que le foie ou les Iésions
sinusoidales et hépatocellulaires sont moins marquées lorsque la solution de
conservation utilisée est riche en sodium et pauvre en potassium (182). En clinique
humaine I'lGL-1® a fait I'objet d’'une étude multicentrique prospective comparative
non randomisée avec la solution d’'UW, ou elle s’est avérée au moins équivalente a
la solution d’'UW ; dans les premiers 15 jours aprés la transplantation les patients
greffés avec des reins préservés avec I'lGL-1® présentaient une décroissance de la
créatininémie plus rapide ainsi qu'une meilleure clairance de la créatinine.
Néanmoins cette étude n’a pas pu démontrer une différence significative en ce qui
concerne le taux de RRF ni de survie des greffons. Enfin, cette solution a été utilisée
avec succes en clinigue humaine dans la conservation des greffons hépatiques,
pancréatiques, d’ilots pancréatiques et tout dernierement dans la conservation des

tissus composites (183-185).

Dans la solution SCOT 15®, le PEG a un poids moléculaire de 20 kDa. Une
des propriétés fondamentales du PEG est de maintenir les molécules d’eau a son
contact. Chaque molécule de PEG peut attirer autour de 10000 molécules d’eau
ayant une faible mobilité et une haute structuration. Ces molécules d’eau forment
une barriere qui masque les sites membranaires. Cela explique le réle
immunoprotecteur des molécules de PEG qui sont en contact avec la membrane
cellulaire. Le SCOT 15® est capable des dissimuler les antigénes exprimés a la
surface des cellules au moment de la reperfusion, cette qualité du PEG avait déja été
décrite par G.M. Collins et par W.N. Wicomb en 1991 (155). S. Giraud et al. ont pu
montrer que le SCOT 15® était capable de prolonger la survie d’'une allogreffe d’ilots
pancréatiques chez la souris sans aucun traitement immunosuppresseur chez le
receveur (153). Par contre l'article publié par H. Perrin et al., est le seul a ne pas étre
en accord avec la protection immunologique apporté par le PEG (186) probablement
parce que le modéle choisi utilisant des unités cellulaires isolées n’était pas adapté.
R. Thuillier et al. (187) ont montré dans un modéle d’allo-transplantation rénale chez
le porc que la conservation du transplant avec SCOT 15® était capable de prolonger

la survie de l'allogreffe de fagon significative par rapport aux solutions UW et IGL-1®,
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alors que les receveurs n'ont eu aucun traitement immunosuppresseur. La solution
SCOT 15® a fait I'objet un rapport préliminaire en transplantation rénale chez
'homme ou les auteurs ont pu montrer I'efficacité de ce liquide de conservation. Le
SCOT 15® a été comparée a UW avec des meilleurs résultats en terme de taux de
RRF, par contre il n'y a pas eu de différence en ce qui concerne la fonction rénale a
3 mois entre le SCOT 15® et UW (188).

Une seule étude qui compare les deux solutions de quatriéme génération le
SCOT (30g/l de PEG 20 kDa) et IGL-1® (1g/l de PEG 35 kDa) a UW a été réalisée
dans un modéle d’allo-transplantation rénale chez le porc. Ce travail montre que la
concentration de PEG dans la solution de conservation joue un rdle crucial durant la
préservation statique. Ainsi le groupe conservé avec du SCOT présente une
supériorité en terme de fonction rénale, de fibrose, de marqueurs de I'inflammation et
de I'’hypoxie, de marqueurs de transition épithélio mesenchymateuse, par rapport aux
solutions d’'UW et IGL-1® a un et trois mois du suivi (135). Reste a confirmer ces

résultats trés intéressants de la conservation statique en clinique humaine.

En somme les solutions de quatriéme génération mieux modélisées pour la
conservation gagnent du terrain dans la communauté des transplanteurs épaulés par
plusieurs publications sérieuses. L'UW longtemps considérée comme la solution de
référence sur la base de publications anciennes mais randomisées en clinique

humaine devrait progressivement perdre son statut de gold standard.
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2.4.3 Machines de perfusion rénale hypothermique

La pénurie d’organe et la modification de [I'épidémiologie de la mort
encéphalique ont conduit les équipes de transplantation a prélever des greffons
jusque-la considérés comme non transplantables en particulier pour les organes
provenant de donneurs a critéres étendus (criteres UNOS, ECD), ou des donneurs

décédés par arrét cardiaque (DDAC).

Dans les conditions de marginalité, la qualité de la préservation des greffons
rénaux est cruciale du fait de son impact sur le taux de RRF et sur le taux de PNF
(19).

La perfusion rénale hypothermique (PRH) nécessite la canulation de I'artére
du rein et la vérification de I'absence de fuites sur le systéme artériel. Le liquide de
perfusion rénale est délivré au greffon, par flux pulsatile (Waters Medical Systems)

ou par flux continu a pression variable (Organ Recovery System).

La PRH a été une méthode utilisée par Belzer dans les années 80, il utilisait la
perfusion pour les reins soumis a une ischémie froide longue ou pour des reins qu'il
considérait de moins bonne qualité (189) mais le cout et la complexité de la PRH lui

ont fait préférer la conservation statique (190).

L’utilisation de la machine de perfusion a conduit a la modélisation d’un liquide
de conservation spécifiquement utilisable pour la perfusion qui est de nature extra

cellulaire et de méme composition pour tous les modéles de machines.

Pendant trés longtemps une seule machine commercialisée par la société
Water Medical Systems (RM3®) (Figure 1) était disponible sur le marché. Cette
machine se caractérise par une perfusion pulsatile ou il existe une alternance de
périodes équivalentes a la systole (pression positive de la machine) et de relaxation
semblable a la diastole ou il n’existe aucune pression forcée induite par la machine
mais une restitution d’'une partie de la pression due a [l'élasticité du systéme
vasculaire si celui-ci est normal. Le systéme de perfusion développé par Water
Medical Systems est le seul qui puisse étre considéré vraiment comme pulsatile et
dont le fonctionnement se rapproche le plus des conditions physiologiques de
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perfusion tissulaire. A contrario, les machines munies d’'une pompe a rotation
continue comme la machine de perfusion commercialisée par la société Organ
Recovery System (LifePort®) s’accompagnent d’'une perfusion a pression toujours
positive donc continue mais a pression variable (liée a une modification de la vitesse
de rotation de la pompe) ; ceci explique que le systeme vasculaire du greffon soit

toujours soumis a une pression positive durant la perfusion (Tableau 1).

La machine de perfusion de Waters RM3® a été largement utilisée ; plus de
45000 perfusions rénales ont été reéalisées en clinique humaine. Des études
rétrospectives et quelques essais prospectifs non randomisés, concernant I'utilisation
de la RM3® ont montré que l'utilisation de cette machine de perfusion permet de
diminuer significativement le taux de RRF des transplants (191-195) et améliore la
fonction de greffons a deux ans (196) ainsi que leur survie a cinq ans (197).

Le rationnel d’utilisation des machines de perfusion s’est dans un premier
temps appuyé sur des données rétrospectives mais également sur des
recommandations publiées par TlUNOS qui recommande depuis 2007 I'utilisation des
machines de perfusion pour tous les reins mais particulierement pour ceux issus de
donneurs DDAC et ECD.

Sur la base de ces données et d’autres études publiées par quelques équipes
européennes, le protocole Francais de DDAC oblige depuis 2005 les équipes qui
souhaitent développer la greffe a partir de ce type de donneur a utiliser une machine

de perfusion pour la conservation des greffons jusqu’a la greffe.

Ce n’est finalement qu’en 2009 qu’un papier du NEJM (198) comparant de
facon randomisée [I'utilisation de la machine a l'incubation statique pour des paires
de reins prélevées chez un méme donneur a montré que l'utilisation de la machine
permettait d’améliorer la survie de greffon a un an de 4 % mais également de
diminuer de fagon statistiquement significative le taux de non fonction primaire et de
reprise retardée de fonction pour les reins marginaux ; ces résultats ayant été depuis

réactualisés et largement confirmés avec plus de trois ans de suivi (199).

Plus en détail, la publication réalisée par le groupe Eurotransplant en 2009
(198) dans le cadre d'une étude randomisée prospective utilisant la machine

LifePort®, montre la supériorité de la PRH vs la conservation statique en termes de
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RRF (défini dans cette étude comme la nécessité de dialyse dans la premiére
semaine suite a la transplantation), de vitesse de récupération de la fonction rénale,
de sevrage de la dialyse (plus rapide) et de survie de greffons rénaux supérieure de
4 % a un an. Les résultats rapportés par les auteurs sont trés intéressants car toutes
les catégories de greffons ont été randomisées et incluses dans I'étude. L’effet de la
PRH est d’autant plus efficace qu'il s’agit d’'un rein marginal issus de ECD ou de
DDAC (199-201). Une analyse postérieure publiée en 2012 par C. Moers sur I'étude
d’Eurotransplant (199) montre que la survie des greffons a 3 ans n’ayant pas de
risque de RRF est similaire a celles de reins perfusés, et qu'il existe une différence
significative en terme de survie a 3 ans en faveur du groupe perfusé pour les reins a
risque de RRF. Par contre, I'analyse réalisée par |. Jochmans concernant les DDAC
Maastricht Il inclus dans I'étude Eurotransplant indique qu’il n’existe pas de
différence significative en terme de survie a un an des greffons ni des patients entre
les groupes perfusé et non perfuse, en revanche il existe une différence significative
a faveur du groupe perfusé en ce qui concerne le RRF (202).

Il est bien établi que la durée de la conservation statique est étroitement liée a
une augmentation du taux de RRF (203, 204), a une élévation de taux de rejet aigu
(27, 205), a une diminution de la filtration glomérulaire (206) et a une moindre survie
d’allo-greffe (19, 27, 207). Une étude réalisée par Ciancio et al. (208) a montré que
des durées de PRH prolongées (au-dela de 30 heures) n’avait pas une influence
négative sur I'évolution des greffons par rapport a des durées de PRH moins
longues, et que méme une durée de PRH prolongée pourrait méme avoir un effet

protecteur vis-a-vis du greffon face au rejet.

La conservation par PRH semble limiter le risque de rejet du greffon, et cela
est tres probablement dU a la diminution de I'expression de molécules de surface
comme ICAM-1 et les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classes
| et Il. H. Lauschke et al. ont démontré qu'il existe une diminution de I'expression des
molécules de surface sur des foies perfusés (209). Trois études rapportent le taux de
rejet aigu prouvé par biopsie rénale des reins perfusés (198, 210, 211). L'essai
réalisé par Danielewicz et al (211), a montré un taux de rejet aigu significativement
plus important quand les greffons n’étaient pas perfusés, par contre Moers et al.
(198) et Watson et al. (210) n'ont pas trouvé de différence significative en terme de

rejet aigu entre les groupes de reins perfusés et non perfusés.
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L’index de résistance vasculaire rénal (IRR) est souvent utilisé comme outil
d’évaluation de viabilité de greffons. L'IRR est calculé directement par la machine de
perfusion par le ratio pression moyenne / flux par minute (RM3®). Selon I. Jochmans
et al. (212) 'IRR est un facteur de risque indépendant de RRF et de perte du greffon
a 1 an. Néanmoins, cette analyse indique que I'IRR a une faible valeur prédictive, ne
pouvant pas étre utilis€ comme seul parameétre dans I'arbre décisionnel, pour
accepter ou rejeter un transplant. Cette étude est d’autant plus intéressante que les
centres de greffes ne connaissaient pas les valeurs des paramétres de perfusion
concernant I'organe a transplanter. Dans cet essai toutes les catégories de greffons
ont été inclues sauf ceux parvenant des DDAC de la catégorie | et || de Maastricht
puisque pour ces greffons la perfusion était considérée comme impérative compte

tenu du risque de PNF élevé.

Il a été montré que la machine de perfusion peut avoir un effet délétere dans
certaines conditions, des dommages vasculaires pourraient étre induits par les forces
de cisaillement mécaniques liées a la perfusion (213-215) du fait de frictions
endothéliales répétées ou continues qui pourraient faire le lit de lésions cellulaires et
d’'une augmentation du risque de thrombose également en rapport avec une hyper
expression du facteur de Von Willebrand (215). Le risque de thrombose serait corrélé
a la viscosité du liquide de perfusion et serait d’autant plus important que la pression
de perfusion est élevée (215); il serait limité pour des pression de perfusion ne
dépassant pas 40mmHg ce qui explique le choix des équipes de transplantation de

ne pas perfuser au-dela de 50mmHg.

L’index de résistance rénale, paramétre proposé pour étre utilisé comme outil
d’évaluation de la viabilité du greffon et comme argument pronostique dans la reprise
de fonction, varie selon le type de systéme de perfusion utilisé. Le calcul de ces
index est réalis€é de maniére différente pour les deux machines actuellement

commercialisées, rendant toute comparaison difficile.

Des travaux rétrospectifs non randomisés anciens publiés par des équipes
ayant utilisé la RM3® suggérent I'existence de deux paramétres probablement
prédictifs de RRF : L'index de résistance vasculaire rénal et le débit de perfusion
rénale ramené au poids du greffon. Les auteurs semblent s’accorder sur le fait qu'un

index de résistance supérieur a 0.40 mmHg / ml / mn en fin de perfusion est un
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facteur de risque de RRF (216-219) de méme qu’un débit de perfusion rénale < 0.4
ml / min / g de tissu rénal (pesée du greffon réalisée juste avant le début de la
perfusion, rein dégraisse) (216, 220, 221) et ceci pour une pression de perfusion
systolique comprise entre 40 et 50 mmHg. Les auteurs ont adopté de maniere
unanime le seuil de 0.40 mmHg / ml / mn comme critére d’acceptation de greffons
issus des DDAC. Récemment une étude publiée par I'équipe lyonnaise de
transplantation (222) a montré qu’il est possible de modifier la stratégie d’allocation
des reins issus de DDAC Maastricht | et Il en privilégiant la réalisation de monogreffe
lorsque les IRR sont inférieur a 0.35 mmHg / ml / mn et en réalisant des bigreffes
lorsque les IRR sont entre 0.4 et 0.5 mmHg / ml / mn, avec de trés bon résultats

fonctionnels au long cours.

Durant la perfusion, le liquide qui recircule dans la cassette peut faire I'objet
d’analyses biologiques. Certain auteurs ont utilisé des marqueurs dans le cadre de
'évaluation des greffons. L’alpha GST (Alpha-Glutathione-S-Trasnferase) est
augmentée dans les lésions tubulaires proximales. |l est trés sensible mais
malheureusement peu spécifique ce qui rend sa valeur pronostique peu fiable (223).
L’équipe de transplantation de Newcastle au Royaume Uni utilise cependant ce
marqueur comme un des paramétres d’évaluation de viabilité du greffon (224-226) et
l'utilise aussi pour décider si un greffon doit étre exclu ou accepté pour étre
transplanté en mono ou bigreffe. Une analyse plus tardive publiée en 2010 par C.
Moers sur I'étude d’Eurotransplant (227) montre que la glutathione-S-transférase, la
N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG) sont des facteurs prédictifs indépendants de
RRF mais non de PNF. Dans la méme étude d’autres marqueurs ont été analysé tels
que la LDH, [laspartate aminotrasférase, et [I'alanine-aminopeptidase; ces
marqueurs n’ont pas montré de valeur prédictive vis-a-vis de la RRF ou de la PNF et
il ne semble pas exister de corrélation non plus avec le temps d’ischémie froide ou
avec I'IRR des reins perfusés. D’autres marqueurs biologiques ont fait l'objet
d’études tels que le calcium ionisé, le pH, le MDA (malonyldialdehyde), mais il
n'existe pas un niveau de preuve suffisant qui permet lintroduction de ces
paramétres en clinique dans le cadre de [I'évaluation d’un greffon avant

transplantation.

Notons que les marqueurs biologiques sont indépendants du systéme de

perfusion utilisé et que ceci est particulierement intéressant puisque cela devrait
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théoriquement permettre a tous les centres de transplantation d’utiliser ce paramétre
indépendamment du type de machine de perfusion choisi pour peu bien sir qu’un
marqueur fiable soit identifié.

Pour résumer, la perfusion sur machine permet de diminuer Ila
vasoconstriction intra-rénale et corticale, et prépare le lit vasculaire a la reperfusion,
permet de préserver la viabilité des cellules endothéliales, d’éliminer les
microthrombi du cortex rénal , de mieux maintenir le pH intracellulaire, de diminuer
I'cedéme tissulaire, d’apporter des substrats métaboliques et de I'oxygéne, et permet
d’éliminer des produits du catabolisme (228). Par ailleurs la machine de perfusion,
pourrait permettre une sélection des greffons et une élimination de ceux présentant

de mauvaises données hémodynamiques exposant a un risque élevé de PNF.

Ces résultats sont suffisamment probants pour que les tutelles aient accepté
de financer [I'utilisation des machines de perfusion pour les greffons issus de
donneurs marginaux dits a criteres étendus (ECD) et que son utilisation soit

obligatoire pour les reins issus de DDAC.
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Tableau 1 - Caractéristiques techniques des machines de perfusion.

RM3® / WaterS Medical

LifePort / Organ Recovery System

Perfusion pulsatile générée par systéme

mécanique permettant de délivrer un volume de
liquide de conservation (bolus) par unité de

temps.

Perfusion générée par une pompe a rotation
continue dont la vitesse de rotation varie de

fagon cyclique.

Réglage du volume (du bolus) de liquide délivré
par unité de temps qui détermine la pression de

perfusion

Réglage de la pression comme parametre de

perfusion

Mesure directe du débit de perfusion

Calcul du débit de perfusion

Calcul de l'index de résistance rénale selon la
formule : IR = ((syst+2diast) / 3) / débit

Calcul de lindex de résistance rénale selon la
formule : IR = ((syst+diast)/2)/ débit

Perfusion a PaO2 ambiante avec possibilité

d’oxygénation du rein durant la perfusion

Perfusion rein immergé sans possibilité d’apport
d’O2 : baisse de la Pa0O2

Pas de protection du rein en cas de panne de la

Protection du rein en cas de panne de la

machine de perfusion machine : rein immergé dans du liquide de
conservation
Refroidissement du liquide de perfusion par un | Refroidissement du liquide de perfusion

cooler externe ou par un bac a glace pour les

transports

uniquement par bac a glace

Ecran de surveillance des paramétres de

perfusion et enregistrement des données

Ecran de surveillance des parameétres de

perfusion et enregistrement des données

Machine difficilement transportable

Machine facilement transportable de trés faible

encombrement

Cassettes de perfusion pour 1 ou 2 reins par

machine

Systéme de perfusion permettant de perfuser un

rein par machine
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244 Le post conditionnement ischémique (PoCl)

Le post conditionnement vasculaire ischémique consiste a réaliser lors de la
transplantation une revascularisation graduelle par périodes successives de
clampage et déclampage du pédicule du greffon. Plusieurs travaux de recherche
expérimentaux réalisés en particulier en transplantation cardiaque chez le rat ont pu
mettre en évidence des meilleures reprises d’activité cardiaque apreés une période
d’'ischémie prolongée lorsque la reperfusion du cceur est effectuée graduellement en
assurant deux ou trois périodes de revascularisation breve de 1 a 2 minutes
entrecoupées d’ischémies chaudes de 5 minutes environ. Les cceurs présentent
moins de Ilésions tissulaires ce qui s’accompagne d'une meilleure reprise

fonctionnelle de I'activité cardiaque (229).

Plusieurs travaux expérimentaux réalisés chez les rongeurs ont démontré que
le PoCl pouvait avoir un effet bénéfique sur la reprise de fonction rénale et sur

I'apoptose suite a une période d’ischémie (230-232).

Dans les modéles expérimentaux chez le petit animal, les chercheurs ont
essayé de mimer les conditions auxquelles sont soumis les greffons avant la
transplantation en induisant une ischémie chaude par clampage pédiculaire pendant
une période de temps définie. La transplantation rénale chez le petit animal est
techniquement tres difficile, ce qui fait que la plupart des travaux publiés se sont
limités a la réalisation d’une ischémie chaude, sans avoir recours ni aux liquides de
conservation ni a une période d’'ischémie froide plus ou moins longue ce qui éloigne

ces travaux de la réalité clinique de la transplantation rénale (230-240).

En ce qui concerne les modéles utilisés chez le gros animal, les reins doivent
étre exposés a une ischémie chaude plus longue pour obtenir un niveau d’agression
tissulaire similaire a celui obtenu chez le petit animal (241, 242). Le sexe, apparait
étre une variable importante car la femelle est plus résistante que le male a
lischémie (243). D’autre part les résultats publiés sont contradictoires et il apparait
bien que l'absence de consensus concernant les protocoles utilisés rend difficile
I'utilisation du PoCl en clinique humaine, le plus difficile semblant d’obtenir comme
pour le pré conditionnement la bonne séquence de PoCl.
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L’effet protecteur du PoCl serait déclenché par la libération d’adénosine,
d'opiacés, de bradykinine, d’érythropoiétine, d’oxyde nitrique endogéne,
d’acétylcholine, et de cytokines pro-inflammatoires telles que le facteur de nécrose
tumoral ou l'lL-6 et par une diminution de I'expression de protéines telles des
facteurs tissulaires comme la thrombine (244). Par ailleurs, quelques études
expérimentales ont montré que le post conditionnement pouvait étre induit par
'administration directe de molécules ciblant les voies de signalisation concernées
(245, 246) (post conditionnement pharmacologique). Certaines molécules, comme
des antagonistes de la P-Selectine ou des inhibiteurs de la thrombine, peuvent étre
administrées durant la période de conservation et induisent un effet protecteur face a

I'ischémie.

La formation des ROS qui sont considérés comme les principaux agresseurs
tissulaires dans le syndrome d’'IR (247-249) joue un rdle critique dans la balance
survie cellulaire / apoptose (72, 250, 251). Le stress oxydatif peut étre en partie
quantifié. La superoxide dismutase (SOD) et le malondialdehyde (MDA) sont des
marqueurs du stress oxydatif et des ROS ; il existe en pratique une augmentation de
ces marqueurs lorsque des lésions d’IR sont engagées. Deux essais réalisés pour
étudier 'R ont utilisé ces marqueurs ; I'expression du MDA était significativement
plus basse dans le groupe avec PoCl que dans le groupe d’ischémie seule (235,
241). Grace au PoCl la formation de ROS aprés l'ischémie est atténuée, ce qui est
en accord avec une consommation moindre de la SOD. Jiang et al (242) ont utilisé
un modele d’auto transplantation rénale, qui en plus de l'ischémie chaude comporte
une ischémie froide de 24 heures ; les résultats obtenus montrent une augmentation
de la SOD et une diminution du MDA dans le groupe ayant eu l'ischémie + PoCl
comparé au groupe avec ischémie sans PoCl (242). La glutathione peroxidase
(GSH) une enzyme qui présente une activité anti oxydante, cette enzyme est
également augmentée aprés PoCl (235). Ces résultats montrent que le PoCl est
capable de déclencher la mise en alerte de mécanismes protecteurs qui atténuent la

production de ROS grace a I'action des enzymes catalytiques.

Le dysfonctionnement des mitochondries lors de lischémie puis de la
reperfusion participe a la constitution des lésions. L’ouverture des pores de transition
mitochondriaux (PTM) induit une perméabilité pathologique de la membrane qui

meéne a l'apoptose (252). Zhang et al. (238) ont mesuré le potentiel de membrane
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mitochondrial pour évaluer les PTM et ils ont trouvé un potentiel de membrane
supérieur quand un PoCl était réalisé. L'utilisation de ce parameétre pourrait aider a
quantifier le niveau des lésions mitochondriales consécutives a l'ischémie. Les
canaux de potassium ATP dépendants mitochondriaux (mK-ATP) offrent un effet
protecteur favorisant la survie cellulaire (253). Il a été prouvé que les mK-ATP sont
impliqués dans la protection conférée par le PoCl (254-256). Zhang et al. (238) ont
montré que les mK-ATP ont une implication dans le PoCl rénal, I'effet des mK-ATP
pouvant étre diminué par [Il'administration dun inhibiteur sélectif (5-

hydroxydecanoate) (255).

L’IR conduit a linduction d’'une cascade inflammatoire (72, 251) dont la
conséquence va étre l'apoptose ou la nécrose cellulaire. L’augmentation des
protéines pro-apoptotiques telles que la caspase-3, la Bax et la cytochrome C est
bien décrite aprés exposition a une séquence d'IR (231); le PoCl diminue la

production de ces protéines.

Eldaif et al. ont confirmé que I'adénosine active la protéine kinase C qui agit
sur la perméabilité mitochondriale et favorise la survie cellulaire (232). L'effet de
I'oxyde nitrique (NO) sur les lésions d’IR a également été étudié ; le NO pourrait avoir
un effet double et antagoniste, il atténuerait d’'une part I'activité des neutrophiles et
augmenterait d’autre part la formation de peroxynitrite, élément oxydant cytotoxique
ce qui complique linterprétation des résultats de I'effet du NO. Le PoCl augmenterait
la NOS (oxyde nitrique synthéase) au niveau endothélial et la libération de NO serait
associée a une amélioration de la récupération de la fonction rénale. Si un inhibiteur
du NO est utilisé, I'effet protecteur du PoCl est annulé. Cela tend a montrer qu’au

final le NO a un effet plutét protecteur (233).

Le Facteur de Nécrose Tumoral alpha (TNF-alpha) semble étre un des
médiateurs clé de la réaction inflammatoire (257). Durant la phase d’ischémie le
développement de zones de nécrose est accompagné de la production de cytokines
(258) qui en activant des différentes voies de signalisation telles que le facteur-kB
conduisent a la mort cellulaire par apoptose. Miklos et al. (239) ont examiné le
niveau sérique de TNF-alpha ainsi que linfiltration rénale du TNF-alpha 2 heures

aprés la reperfusion. Le TNF-alpha sérique et [linfiltration tissulaire étaient

49



significativement augmentés aprés une ischémie seule en comparaison avec les

reins ayant eu un PoCl.
La cyclo-oxygénase (COX) -2 augmente apreés IR (259). L’inhibition de la

COX-2 serait associée a une amélioration des conditions de conservation du rein

(236, 260).
Le complément et notamment le C3a et le C5a sont impliqués dans la

cascade de la réaction inflammatoire du au phénomeéne d’IR (255, 261). Le PoCl
pourrait prévenir l'activation du complément résultant dans une diminution de

I'inflammation (237) (Figure 12).
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L’inflammation due a l'agression tissulaire induit linfiltration du rein par des
polynucléaires neutrophiles qui vont libérer des cytokines, des protéases et de la
myélopéroxidase (MPO). L’activité de la MPO est réduite par le PoCl, ce qui suggére

une moindre infiltration tissulaire par des neutrophiles (235, 241).

Ces données suggérent que le PoCl contribue a diminuer la formation de
ROS. Pendant la reperfusion au moment de I'afflux massif d’oxygéne qui majore la
formation des ROS, les antioxydants induits par le PoCl seraient capables de
métaboliser les ROS par conversion de superoxide en H;O.

Les parametres les plus souvent utilisés pour évaluer I'intérét de l'utilisation du
PoCl et son impact sur la fonction rénale sont la créatininémie et l'urée (262). Dans
la majorité des études expérimentales réalisées jusqu’a aujourd’hui le PoCIl semble
réduire la sévérité des Iésions d’'IR. Les travaux expérimentaux d’Eldaif et al. (232)
qui utilisent un seul algorithme pour induire le PoCl chez le rat montrent que la
fonction rénale est comparable entre le groupe ayant subi une ischémie + PoCl et le
groupe contréle. Cela confirme que le PoCl est capable de diminuer

considérablement les effets néfastes du syndrome d’IR sur la fonction rénale.

Pour le cceur la durée de l'ischémie conditionne les résultats du PoCl (263) ;
un effet délétére du PoCl sur extension de l'infarctus du myocarde a été observé
suite a une ischémie principale de 15 a 30 minutes, tandis qu’un effet protecteur a
été obtenu quand lischémie principale est comprise entre 45 et 60 minutes.
Finalement, I'effet protecteur était affaibli quand I'ischémie était comprise entre 90 et
120 minutes. Dans le rein, aucun effet délétére sur la fonction de I'organe n’a été
décrit.

Jablonski et al. ont décrit un score pour mesurer les Iésions histologiques lors
des phénomeénes d’IR (250). Au niveau histologique, il existerait moins de lésions
quand le PoCl est utilisé. Serviddio et al. (234) utilisent une échelle d’évaluation semi
quantitative et montrent une différence significative au niveau histologique entre les
reins soumis a une ischémie avec et sans PoCl. Zhang et al. (238) ont montré une
différence significative en terme d’apoptose entre les groupes avec et sans PoCl.
Enfin, le PoCl induit une diminution de la fibrose tubulointerstitielle 12 semaines
apres que lischémie ait été appliquée due trés probablement a une inflammation

moins intense a la phase aigué de l'ischémie (240). En somme, le PoCl serait
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capable de diminuer les lésions tissulaires et d’améliorer la reprise fonctionnelle de
'organe. Ce bénéfice serait assuré gréace a la prévention de la formation de ROS, a
la stimulation d’enzymes anti oxydantes, a l'augmentation de la résistance des

mitochondries face a I'ischémie et finalement a la réduction d’apoptose.

Reste encore a définir et ce n’est pas le moindre des probléemes le meilleur

algorithme pour induire un effet protecteur maximal avec le PoCl.

Cette procédure de PoCl est simple a réaliser et pourrait étre largement
répandue. Cependant elle n'est pas dépourvue de risque puisque le clampage et le
déclampage successif d’artéres athéromateuses de greffons marginaux pourraient
entrainer des lésions mécaniques de plaques et exposer a un risque de thrombose

qui devra étre évalué.
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3. Rationnel du
travail

experimental



Pour des raisons méthodologiques liees surtout a la multiplicité des
événements pouvant interférer dans la reprise de fonction d’un organe transplanté
nous avons considéré que des études préliminaire chez I'animal, dans des conditions
expérimentales optimales, standardisées et reproductibles doivent étre réalisées en
amont de ['utilisation clinique des machines. C’est pour connaitre spécifiquement
l'intérét de l'utilisation des machines de perfusion que nous nous sommes engages
dans ce projet puisque trés peu de données expérimentales étaient disponibles
lorsque nous avons commencé ce travail en 2008 dans le cadre d’'un Master 2 ;
travail poursuivi dans l'unité de recherche U 1082 sous la forme d’'une thése dont
nous rapportons ici les travaux réalisés et les résultats sous la forme de trois articles

originaux qui seront discutés.
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3.1. Marginalité

La pénurie d’organes, probleme majeur en transplantation, est une réalité a
I'échelon national (84) et international (82, 83) depuis une vingtaines d’années. De
fait elle est considérée comme [|'obstacle principal auquel doit faire face la
transplantation rénale aujourd’hui et malgré un grand nombre de proposition faites
depuis plusieurs années pour enrayer cet écueil, la pénurie persiste, privant les
patient insuffisants rénaux chroniques d’un acces légitime a la transplantation rénale.
En effet la transplantation rénale est aujourd’hui considérée comme [I'option
thérapeutique de choix au stade terminal de 'IRC (264) puisqu’elle est la seule a
avoir démontré une meilleure survie (265) et une meilleure qualité de vie pour un
cout inférieur a celui de la dialyse et cela quelque soit 'dge des patients (266) s'ils

sont éligibles pour la greffe.

L’inadéquation entre 'augmentation forte du nombre de patients candidats a la
greffe et le nombre faiblement croissant de greffons disponibles, conduit
inéluctablement a une augmentation du nombre de patients inscrits sur les listes
d’attente et du temps qu’il devront passer sur la liste avant de pouvoir bénéficier

d’'une greffe, et pose un véritable probléme de santé publique.

Par ailleurs, le profil des donneurs d’organes en état de mort cérébrale s’est
profondément modifi€ depuis vingt ans, passant d’'une situation ou les donneurs
étaient des patients jeunes et ou la cause principale de mort encéphalique était les
accidents de la voie publique ; a une situation ou 'age moyen de la population des
patients donneurs atteint actuellement 52 ans, ou la cause de mort encéphalique est
de plus en plus liée a des accidents vasculaires cérébraux, se développant sur des
terrains de diabéte, d’hypertension artérielle, et expliquant une détérioration

progressive de la qualité des greffons (84).

La pénurie de donneurs conjuguée a une détérioration de leur état général a
progressivement amené les équipes de transplantation a revoir leurs critéres de
prélevement (85-87). Aidées par I'amélioration de la réanimation, des techniques
chirurgicales de prélévement et de greffe, et des solutés de conservation, par

larrivée des machines de perfusion et par I'amélioration des traitements
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immunosuppresseurs, les équipes de transplantation sont a I'’heure actuelle
poussées a utiliser des reins qui avant étaient considérés comme non
transplantables et qui entrent dans la catégorie des reins dits « marginaux ». Ces
donneurs marginaux (a critéres élargis) sont définis par les critéres UNOS (267); les
reins proviennent le plus souvent de donneurs agés de 60 ans ou plus ou d’'un age
compris entre 50 et 60 ans mais aux antécédents de pathologies pouvant porter
atteinte a la fonction rénale comme I'hypertension, le diabéte, etc., ou des DDAC, ou
tout simplement des donneurs présentant un pourcentage important de
glomérulosclérose, une ischémie froide prolongée, des sérologies virales positives
voire une insuffisance rénale débutante ou modérée. Cette situation pousse
nécessairement les équipes de transplantation a élargir 'acceptation des greffons a
des organes provenant de donneurs marginaux. Les reins issus d’ECD représentent

aujourd’hui plus de 50% des greffons proposés a I'échelon national (84).

Les greffons provenant de DDAC pourraient permettre d’accroitre le pool de
donneurs d'environ 20 a 30% selon les centres (268). Plusieurs équipes
européennes ont tenté durant les années 80 et 90 d'utiliser ce type de greffons avec
des résultats initialement marqués par des taux de PNF des greffons qui restaient
inacceptables. Ce n’est qu’au prix d’'une sélection stricte des donneurs (en particulier
du respect d’un temps minimum entre l'arrét cardiaque et la mise en ceuvre des
premieres manceuvres de réanimation) et de l'utilisation des machines de perfusion
dans la conservation des greffons que le taux de PNF est devenu acceptable et la

survie de greffons trés satisfaisante (269).

La classification de Maastricht (270) a permis de définir 4 stades chez ces
donneurs (Tableau 2). Les catégories | et || de Maastricht sont dites non controlées
car I'arrét cardiaque est non prévisible donc le prélévement ne peut étre anticipe. A
l'inverse, les catégories Ill et IV de Maastricht permettent de mieux organiser le
prélévement et la greffe (271).
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Tableau 2 - Classification de Maastricht

Stade Définition

Stade | Arrét cardiaque (AC) en dehors de
tout contexte de prise en charge médicalisée

et réanimation de qualité < 30 min aprés AC.

Stade |l AC en présence de secours qualifiés
mais dont la réanimation ne permettra pas

une récupération hémodynamique.

Stade llI Décision d’arrét de soins en raison du
pronostic.
Stade IV Mort encéphalique + AC irréversible

en cours de prise en charge en réanimation.

Une étude réalisée par W. Hanf et al. a Lyon (272) a cherché a savoir si les
greffons provenant des DDAC non contrdlés avaient une fonction rénale, une fibrose
interstitielle et une atrophie tubulaire (FIAT) superposables a celle des greffons
provenant des donneurs a criteres élargis (ECD). La qualité de ces deux catégories
de reins a été comparée a celle des reins optimaux des patients greffés rein
pancréas, dont les organes proviennent des donneurs optimaux. Dans cette étude
les DDAC non contrdlés avait 81.5% de RRF vs 27.6% pour les ECD. En ce qui
concerne la fibrose évaluée a 3 et 12 mois, il n’existait pas de différence entre les
deux catégories de reins marginaux. La fonction rénale mesurée par clairance de
l'inuline a 3 ans ne montrait pas de différence entre les ECD et DDAC non contrdlés.
Par contre il est important d’insister sur le fait que les critéres de sélection des DDAC

doivent étre trés stricts afin d’éviter la non fonction primaire de greffons.

Le recours aux greffons marginaux impose de réduire au maximum les |ésions
induites durant I'IR. Ceux-ci doivent bénéficier d’'une prise en charge optimisée
durant la période de conservation de fagon a limiter le risque de PNF et de RRF et
de permettre une amélioration de la survie des greffons au long cours (223, 273-

276). Lorsqu’on considére la survie des greffons marginaux dans les séries nord-
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américaines le risque relatif de perte de greffon est 1.7 fois supérieur a celui des
donneurs non marginaux (267, 277, 278) et on assiste a une évolution plus rapide
des dysfonctions chroniques de greffons liées essentiellement au développement
d’'une FIAT (272).

C’est face a cette situation, que la question de la perfusion d’organe et de
l'utilisation des machines de perfusion dans le cadre de la préservation, avec ou
sans ajout de molécules ou d’intrants, s’est posée et a justifié la réalisation de ce

travail.
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3.2.Effet Machine

Les mécanismes d’action de la machine de perfusion sont a priori multiples et

seraient liés :

1- A une évacuation des déchets potentiellement toxiques grace au

lavage continu du greffon.

N
1

A l'apport d’'oxygene et a la préservation des réserves d’ATP

w
1

A la réduction de I'expression de molécules de surface.

AN
1

Au maintien de la viabilité et de la fonction de I'endothélium du

greffon.

(@)
1

A la réduction de la fibrose rénale a long terme.
6- A la capacité d’évaluer la viabilité des organes; et de les

sélectionner.

1. Evacuation des déchets potentiellement toxiques par lavage continu du
greffon.

L’élimination des déchets potentiellement toxiques par lavage
continu du greffon est une hypothése intuitive, elle reste trés peu étudiée
dans la littérature. En anaérobie comme nous l'avons précisé dans les
généralités le greffon génére un grand nombre de métabolites toxiques. La
PRH permettrait dans une certaine mesure d’éliminer les déchets du

métabolisme et de limiter I'effet toxique qu’ils peuvent avoir sur le greffon.

2. Apport d’'oxygene et préservation des réserves d’ATP.

Le principe de la conservation hypothermique est de réduire la
température aux alentours de 4°C pour ralentir le métabolisme et donc
réduire la consommation d’oxygéne. Néanmoins, a cette température 10%
du métabolisme est encore actif, ce qui impose de fournir une quantité
minimale d’oxygéne pour éviter I'épuisement des réserves d’ATP (279,
280) dont la consommation n’est que fortement ralentie (281-283).
L’épuisement des réserves en ATP lorsqu’il survient, conduit a une
inactivation de la pompe Na® / K" ATP dépendante puis a I'augmentation

des concentrations de calcium, de sodium et d'eau dans la cellule,
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amenant aux lésions cellulaires précédemment décrites. L’apport
d’oxygéne permet aussi de limiter les lésions des mitochondries qui jouent
un réle majeur dans le maintien de 'homéostasie cellulaire alors que I'on
pouvait craindre que l'apport d’'oxygéne sur une chaine respiratoire
mitochondriale découplée ne soit délétére et induise la production de ROS
(283). Cependant I'apport d’'oxygéne doit étre mesuré car il existe lorsque
les concentrations sont élevées un risque d’induire d’avantage de lésions
tissulaires (279).

En situation de conservation statique la pression partielle d’'oxygéne
est faible, ceci est d’autant plus vrai que le greffon se trouve dans un
systéme clos et étanche. En situation de PRH utilisant la machine de
perfusion de Waters RM3® [I'oxygénation est permanente avec une
pression partielle aux alentours de 21% (équilibration avec I'air ambiant), et
la possibilité d’augmenter la pression partielle par adjonction d’oxygene
dans le systéme de perfusion. A contrario, lorsqu’on utilise la machine de
perfusion d’Organ Recovery System LifePort® le greffon se trouve dans
une cassette étanche (systéme clos) isolé de l'air ambiant et sans
possibilité d’apport d’oxygéne ce qui explique qu'apres 4 heures de
perfusion la pression partielle en oxygene soit nulle (expérience réalisée
dans notre unité de recherche).

Une étude comparative dans un modéle d’autotransplantation rénale
avec 60 minutes d’ischémie chaude réalisée dans notre unité de recherche
et réecemment publiée (284) montre qu’il y a un bénéfice a oxygéner le rein
pendant la conservation avec une meilleure reprise de fonction rénale, et
une diminution des Iésions tissulaires et tubulaires et de la fibrose a 3 mois.
Ces résultats sont contradictoires avec ceux publiés précédemment par
Gallinat et al. (285) qui ne trouvent pas de bénéfice a l'ajout de
'oxygénation pendant la perfusion. Dans le modéle d’autotransplantation
rénale chez le porc utilisé par Gallinat et al. le rein n’avait pas été soumis a
une ischémie chaude préalable au prélévement, ce qui pourrait expliquer
'absence de différence entre les groupes oxygéné et non oxygéné,
puisque les lésions induites par la simple ischémie froide sont de moindre
intensité que quand on l'associe a une ischémie chaude préalable ; et
gu’elles sont de fait plus facilement réversibles.
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Le bénéfice de I'oxygénation durant la PRH étant établi, restera a
évaluer I'intérét que pourrait avoir 'utilisation de certaines molécules telles
que ’hémoglobine de ver marin, qui joue un rdle de transporteur d’oxygéne
mais également d’anti oxydant pendant la PRH. Cette hémoglobine a déja
été testée en conservation statique avec des résultat encourageants dans

notre unité de recherche (286).

. Réduction de I'expression de molécules de surface.

Le rapport entre immunité innée et adaptative est actuellement bien
établi de méme que le rapport entre IR et stimulation d'immunité innée (75,
77, 78). Il est aujourd’hui démontré qu’une stimulation de I'immunité innée
non spécifique peut également stimuler l'allo-reconnaissance et le rejet
dans une situation de transplantation d’organe. L’expression de certaines
molécules qui participent au processus d’adhésion telles que 'lCAM-1 ou
d’autres molécules impliquées dans [lallo-reconnaissance comme le
complexe majeur d’histocompatibilité de classes | ou |l apparait
significativement diminuée aprés perfusion par machine (209). La qualité
de la préservation d’organe peut donc avoir des conséquences directes sur
le degré d’allo-réactivité (163, 287, 288).

. Maintien de la viabilité et de la fonction de I'endothélium du greffon.

Il s’agit trés probablement d’'une pierre angulaire de la conservation
d’'organes. Le maintien de la viabilité endothéliale a fait 'objet de plusieurs
travaux de recherche qui démontrent que les forces de cisaillement (shear
stress) jouent un rdle important sur la survie et la fonction des cellules
endothéliales in vitro. Ainsi lors d’'une conservation statique (absence de
flux, dont des forces de cisaillement), les cellules endothéliales changent
de morphologie et s’engagent dans un mécanisme les conduisant a
'apoptose. A contrario, si I'endothélium est soumis a un flux continu, les
cellules maintiennent leur morphologie et restent viables sans s’engager
dans un mécanisme de destruction cellulaire (289) (Figure 13). Ceci a bien
été montré en microscopie électronique sur des cellules endothéliales de
reins humains (290, 291). Sur le plan mécanistique il semblerait que les

intégrines présentes a la surface de I'endothélium, agissent comme des
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mécanorécepteurs (Figure 14) capables de convertir un stimulus

mécanique (forces de cisaillement) en un signal biochimique dirigeant les

cellules soit vers I'apoptose soit vers un maintien de leur survie (Figure 15)

(292). Cependant, I'induction de flux turbulents ou la perfusion avec des

pressions trop élevées sont déléteres pours les cellules endothéliales (215).
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Figure 15 - Réles des intégrines selon R. Ross

5. Réduction de la fibrose rénale a long terme.

Nous avons pu montrer dans notre laboratoire de recherche utilisant
un modéle d’autotransplantation rénale chez le porc avec ischémie
contrélée (modéele mimant les conditions auxquelles sont soumis les
greffons rénaux issus de DDAC), que la conservation par PRH était
capable de diminuer trés significativement la fibrose rénale sur les biopsies
réalisées a 3 mois (287). Ceci explique probablement le gain apporté par la
machine de perfusion en terme de survie dans I'étude réalisée par le

groupe d’Eurotransplant (198, 199).

6. Capacité a évaluer la viabilité des organes (sélection des greffons).
La PRH permet de disposer potentiellement de paramétres

d’évaluation supplémentaires de la qualité du greffon. Plusieurs études ont
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montré l'intérét d’intégrer I'IRR et le flux pour évaluer la viabilité du greffon,
et décider s’il peut étre transplanté ou non (216, 217, 219-221). Cependant,
I'inconvénient majeur de I'IRR est sa faible valeur prédictive (212), qui fait
qu’il ne peut a priori pas étre pris comme seul parametre pour décider de
'acceptation ou du refus d’'un greffon. La fiabilité de ce paramétre est
probablement corrélée a la qualité du réseau vasculaire du transplant le
rendant particulierement discutable quand il s’agit de reins provenant
d’ECD présentant une vasculopathie du greffon. A contrario, I'absence de
|ésion vasculaire que I'on retrouve pour les DDAC Maastricht | et Il pourrait
permettre de fiabiliser ce paramétre d’évaluation (222). D’autre part les
marqueurs biologiques pourraient également intervenir dans la décision
d’accepter ou de ne pas accepter un greffon (223-227).

Le sentiment est cependant que des paramétres isolés ne
permettront probablement pas d’aboutir a une sélection des greffons et
gu’il faudra recourir a l'avenir a des arbres décisionnels multifactoriels
tenant probablement compte de [rhistoire clinique du donneur, de

I'histologie, des paramétres de perfusion et de caractéristiques du receveur.
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3.3.Modeéle d’autotransplantation rénale chez le
porc comme modeéle étude des lésions des

phénomeénes d’IR

La survie de greffons rénaux n’est pas seulement en rapport avec des facteurs
de rejet allo-immun, mais aussi avec des facteurs moins spécifiques qui relévent par
exemple du mécanisme d’IR initial susceptible de stimuler I'immunité innée et
adaptative. Cette partie de la recherche longtemps négligée par les équipes de
transplantation constitue aujourd’hui un axe de recherche particulierement
important ; en effet les mécanismes mis en jeu durant I'ischémie et la reperfusion
conditionnent au moins en partie la survie de greffons et leur capacité fonctionnelle.
Comme nous l'avons déja mentionné, c’est pour les greffons issus des donneurs
marginaux que le risque de voir se développer une PNF ou une dysfonction
chronique du greffon rapide est le plus important, rendant pour ce type de greffon les

conditions de conservation particulierement déterminantes.

De ce fait les équipes de transplantation ont recherché a mimer au laboratoire
dans des modeles expérimentaux les conditions de marginalité auxquelles les
greffons peuvent étre exposés, afin de mieux approcher le type de Iésion auxquelles
sont exposés ces organes et de mieux explorer les voies qui permettent d’améliorer

les conditions de conservation.

Le porc est actuellement reconnu comme I'animal dont la physiologie et
'anatomie se rapprochent le plus de celles retrouvées chez 'homme (en dehors du
singe). Cette similitude fait que cet animal a été choisi par la majorité des équipes
travaillant dans le domaine de I'IR en transplantation rénale, comme modéle animal
de référence (293-296).

Ce modéle expérimental d’autotransplantation rénale chez le porc large White

a été développé au sein de l'unité Inserm U 1082 /I.N.R.A. a Surgéres.
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Ce modéle d’autotransplantation chez le porc avec néphrectomie
controlatérale constitue aujourd’hui le gold standard pour I'’étude des Iésions d'IR. Ce
modéle permet en particulier d’évaluer précisément les effets de I'IR sur le rein.

Le modéle permet d’évaluer les fonctions tubulaire et glomérulaire des
greffons, la reprise de fonction rénale, la survie des greffons et des receveurs, les
marqueurs de linflammation (immunité innée) et de la transition épithélio

mésenchymateuse, et I'importance de la fibrose au long cours.

Le fait qu’il s’agisse d’'un modéle d’autotransplantation permet de mieux
étudier I'impact réel et spécifique des lésions d’IR sur le rein, en s’affranchissant de
la réaction allo-immune nécessairement présente, et confondante dans la situation
d’'une greffe allo-génique qui impose l'utilisation d’un traitement immunosuppresseur

néphrotoxique et s’accompagne des Iésions tissulaires d’allogreffe.

Dans ce modele le rein gauche a été disséqué puis clampé pendant 60

minutes in situ (ischémie chaude), puis conservé au froid pendant 22 heures.

Méme si elle ne reproduit pas parfaitement toutes les conditions retrouvées
chez un DDAC [l'adaptation du protocole expérimental associant une ischémie
chaude de 60 minutes et une ischémie froide de 22 heures, permet de se rapprocher
des conditions auxquelles sont exposées les greffons rénaux issus des DDAC non

controlés.
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4. Objectifs du

travail



Comme nous avons vu précédemment, les modalités de conservation vont

pouvoir influencer la reprise de fonction et la survie de greffons. Nous avons cherché

a évaluer dans notre modele expérimental I'intérét que pouvait avoir I'utilisation de la

machine de perfusion durant la période d’ischémie froide.

Ce travail de thése a donc eu pour but d’évaluer :

1-

Les effets de la perfusion rénale pulsatile vs la conservation statique sur la
reprise de fonction du greffon et sa survie.

La capacité de la machine de perfusion a limiter les lésions d’IR et, de
préserver l'intégrité tissulaire des greffons.

Si le type de solution de conservation utilisée sur la machine a un impact
sur le résultat fonctionnel.

Les effets de la perfusion rénale a court terme et a long terme.

Les cibles moléculaires impliquées dans les mécanismes de protection.
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5. Méethodes



5.1.Protocole de recherche

Nous avons étudié la survie, la fonction, I'histologie et les differents marqueurs

a un mois et puis a 3 mois des reins autotransplantés chez le porc.

Les porcs sont soumis a une alimentation standard (Société Arrive, Saint
Fulgent, France) et ont un acces libre a I'eau. Les animaux sont placés dans des box
individuels et soumis a une température ambiante constante (22 + 2°C). Une

restriction alimentaire est débutée 24 avant I'intervention.

Toutes les manipulations réalisées chez I'animal sont en conformité avec les
recommandations des Ministeres de I'Agriculture, de la Santé et de la recherche
dans le pur respect des régles éthiques et avec I'accord des comités d’éthique

national et régional.

Les expériences ont été réalisées sur des porcs Large White males, agés de 4

mois d’un poids de 40 £ 4 kg.
5.2. Protocole d’anesthésie

L’animal est anesthésié au masque de Hunter par un mélange gazeux de
sévoflurane 8% (Sévorane®) associé a du protoxyde d’azote et de I'oxygéne en
proportions égales. Le sévoflurane est ensuite remplacé par de lisoflurane 2%
(Foréne®). Une voie veineuse est posée par I'intermédiaire d’'un cathéter de 20G en
plastique (Becton Dickinson Vascular Access Inc. Sandy, UT, USA) dans une veine

marginale de l'oreille gauche.

Une sonde d’intubation oro-trachéale (n°6.5) est mise en place sous contrdle
visuel a l'aide d'un laryngoscope. La curarisation de l'animal est effectuée par
injection de bromure de pancuronium 0.15 mg/kg en bolus, puis a la demande. On
pratique une ventilation contrélée avec une fréquence respiratoire de 16/min et on
maintient un taux de CO2 expiré entre 35 et 45 mmHg (respirateur LKB médical
ENGSTRON SYSTEM). Une sonde gastrique est mise en place et sera enlevée en

fin d’intervention.
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Un cathéter de péridurale Portex® 16G est introduit par ponction percutanée
en position sacro-coccygienne. L’analgésie per-opératoire est effectuée par ce
cathéter péridural par lequel sont injectés 0.25 ml/kg de xylocaine adrénalinée a 1%,
des réinjections de 0.125 ml/kg sont réalisées toutes les heures. Le cathéter

péridural est retiré le lendemain de la transplantation.

La surveillance peropératoire est assurée par le contrble de la fréquence
cardiaque et de la saturation en oxygene. Les pertes hydrosodées sont compensées

par 10 ml/kg/h de gélofusine 4%.

5.3.Protocole chirurgical : Prélevement du rein

gauche

L’animal est en décubitus dorsal (Figure 16). Apres désinfection cutanée a la
polyvidone iodée et la mise en place des champs stériles, on débute par une
cervicotomie gauche afin de mettre en place un cathéter jugulaire externe gauche,
extériorisé aprés un trajet sous-cutané derriére l'oreille gauche. Ce cathéter est
laissé en place 15 jours pour I'administration des solutés de réanimation et des

traitements ainsi que la réalisation des prélevements sanguins.

Figure 16 - Installation de I’animal
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La voie d’abord est une incision transrectale gauche chez le male. Le rein
gauche est abordé par une voie extra-péritonéale. Le pédicule est disséqué sur toute
sa longueur jusqu’a l'aorte pour l'artére et la veine cave inférieure pour la veine
(Figure 17). L'uretére est disséqué de facon atraumatique sur 15 cm et sectionné
apres ligature.

Figure 17 - Rein gauche complétement

disséqué avant clampage pédiculaire in situ

5000 Ul d’héparine sodique sont injectés en bolus 10 minutes avant le
clampage pédiculaire. Le rein gauche est soumis a 60 minutes d'ischémie chaude
par ligature directe du pédicule (double ligature au Dexon® 0) (Figure 18), puis
prélevé au plus prés de l'aorte et de la veine cave afin de laisser une longueur

maximale sur le greffon.

Figure 18 - Aspect du rein suite a 60 minutes
d’ischémie chaude in situ 72



Le rein est immédiatement plongé dans du sérum physiologique a 4°C, un
cathéter est introduit dans I'artére rénale permettant ainsi de flusher 'organe (Figure
19) avec la solution de conservation de choix (IGL-1 ou BELZER MPS) a 4°C.

Figure 19 - Greffon rénal au cours du lavage par

une des solutions de préservation

Aprés lavage, le rein est pesé (Figure 20) puis soumis a 22 heures de
conservation hypothermique statique ou dynamique sur machine de perfusion
RM3® (Waters Medical System) a 4°C (Figure 21).

Figure 20 - Pesée du rein avant perfusion.
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Figure 21 - Rein installé sur la machine de

perfusion

Apres vérification de 'hémostase, la fermeture est réalisée en deux plans par

des surjets de fil résorbable Asufil® 1.

Les animaux prélevés sont alors isolés en cage biologique, a jeun et

réhydratés pendant les 22 heures avant I'autotransplantation.

5.3.1 Surveillance et paramétrage de la machine lors

de la conservation

Le principe de fonctionnement de la RM3® Waters Medical Systems est de se
rapprocher des conditions physiologiques de perfusion en délivrant a un rythme
choisi (hombre de pulsation par minutes) un volume de perfusat (volume stroke) dont
'importance va conditionner la pression de perfusion systolique dans I'artére rénale.
Au plus le volume est important face a une résistance du lit artériel donnée au plus la
pression de perfusion sera importante. Le volume de perfusion devra varier avec
'ouverture du lit vasculaire et doit permettre dans les conditions habituelles
d’atteindre et de maintenir au cours du temps une pression de perfusion de 40mmHg
environ (Figure 22). La machine calcule en temps réel la résistance artérielle de

'artére rénale en considérant la pression moyenne et le flux (mesuré
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indépendamment par un capteur doppler). La machine de perfusion enregistre la
pression de perfusion, le débit et les index de résistances. Ces parametres seront

récupérés a la fin de la procédure a 'aide d’'un ordinateur.

Pression (P) initiale = 35 mmHg

|

P= 35 a 40 mmHg tout le long de

la perfusion

Température : 4-7°C

Figure 22 - Protocole de surveillance et de paramétrage de la

machine RM3® lors de la perfusion.

5.4.Protocole chirurgical : Autotransplantation

rénale

L’animal est de nouveau anesthésié, intubé et ventilé selon le méme protocole

d’anesthésie.

L’intervention débute par une cervicotomie droite afin d’aborder Il'artére
carotide interne droite qui sera liée. En amont de la ligature, on pratique une
artériotomie transversale afin de pratiquer une mesure sanglante de la pression

artérielle tout au long de la greffe.

L’incision transrectale est reprise. Le péritoine est incisé et ouvert. L’aorte et la
veine cave sont abordées par voie transpéritonéale, on procede a la néphrectomie
droite aprés double ligature au Dexon® 0 de l'uretére, de l'artére et de la veine

rénale droite. Le péritoine parietal postérieur est fermé par un surjet de Vicryl® 4.0
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La transplantation est hétérotopique. La dissection de l'aorte et de la veine
cave inférieure est réalisée sous le pédicule rénal gauche, sur une longueur de 5 cm.
5000 Ul d’héparine sodique sont injectés en bolus 10 minutes avant le clampage

aortique.

Le rein, aprés une nouvelle pesée et préparation des vaisseaux, est mis en
place, dans la fosse lombaire gauche en position rétro péritonéale apres incision du
péritoine parietal postérieur. L’aorte est clampée latéralement par un clamp de
Satinsky. Une aortotomie longitudinale est pratiquée en emportant une pastille de
'aorte et une anastomose latéro-terminale est confectionnée avec du fil de
polypropyléne 5/0 double aiguillé (Figure 23). A la fin de I'anastomose artérielle, un
clamp de Bulldog est posé sur l'artére rénale et le clampage aortique est levé. La
veine cave est alors clampée latéralement et une large veinotomie longitudinale est
pratiguée. Une anastomose termino-latérale au fil de polypropylene 5/0 double
aiguillé est réalisée. A la fin des anastomoses, les clamps sont levés simultanément
(Figure 24).

Figure 23 - Anastomose artérielle termino

latérale (artére rénale — aorte).

La durée des anastomoses vasculaires doit étre de 30 +/- 5 minutes.
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On finit par le rétablissement de la continuité urinaire. Une anastomose
urétéro-vésicale directe, sans trajet anti-reflux, est effectuée avec un fil résorbable de
Maxon® 4/0. Cette anastomose est protégée par une endoprothése de type double J
de longue durée (Karl Storz ; Gmbh & co, Tuttlingen, Allemagne) que I'on laissera en

place jusqu’au sacrifice de I'animal a 3 mois.

Figure 24 - Aspect du greffon rénal suite au

déclampage vasculaire

Le rein est rétropéritonisé par fermeture au Vicryl® 4.0 du péritoine parietal
postérieur. L'intestin gréle est déroulé en totalité afin de s’assurer l'absence
d’'invagination grélo-grélique fréquente chez le porc. On s’assure également de
'absence de torsion de I'axe mésentérique et de I'absence de volvulus du cblon. La
paroi est fermée en deux plans a 'aide du Vicryl® 2. Le cathéter carotidien est retiré

apres ligature de I'artere carotide, la cervicotomie est alors suturée.
5.5. Suivi post opératoire immeédiat

Les porcs autotransplantés restent en surveillance dans les box de suivi post-
opératoire pendant 7 jours (Figure 25). Toutes les thérapeutiques sont commencées

en post-opératoire immédiat.

Rééquilibration hydroélectrolytique : Durant cette période, les porcs regoivent
500 mL de chlorure de sodium 0.9 % en perfusion intraveineuse avec la pompe

Abott®. Quand les porcs commencent a uriner, on compense volume par volume la
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diurése en plus des 500 mL de perfusion de base. Pour une diurése > 4000 mL, on
apporte 500 a 1000 mL de Ringer lactate en complément du chlorure de sodium pour

totaliser la compensation des pertes.

Figure 25 - Suivi post opératoire, cage

métabolique

Antibioprophylaxie : Les porcs regoivent tous les jours 1 injection
intraveineuse d’Amoxicilline et d’Acide Clavulanique 1 g/j a partir du jour du
prélevement et les 7 jours suivants. Puis 1 injection intramusculaire d’Amoxicilline

reconstituée grace a 10 mL de chlorure de sodium 0.9% a chaque biopsie rénale.

Prophylaxie anti-ulcéreuse : Par 1 ampoules intraveineuse de Lanzoprazole
40 mg reconstitué avec 0.2 mL de chlorure de sodium 0.9% pendant les 5 premiers

jours apreés l'intervention.

Analgésie : En ce qui concerne I'analgésie, pendant les 3 premiers jours, on
injecte 1 ampoule intraveineuse de Nalbuphine 20 mg et au 3éme jour 1 ampoule

intraveineuse d’Acupan (Laboratoires Biocodex ; Montrouge, France).

Diurétiques : Les porcs recoivent du Furosémide 125 mg en IVSE (soit 0.6

mL/h) le jour de la greffe et le protocole est ensuite dépendant de la diurése :
e Sidiurése nulle:
J1:250 mg (soit 1.1 mL/h).

J2 : 300 mg (soit 1.3 mL/h).
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J3 : 350 mg (soit 1.5 mL/h), a maintenir les jours suivants si il n’y

a pas de diurese.

e Si la diurése est < 1500 mL/jour, on maintient la dose de Furosémide

en I'état.
e Sila diurese est > 1500 mL/jour, on divise la dose de Furosémide par 2

et on l'arréte le jour suivant.

Au terme des 7 jours de surveillance, les animaux sont renvoyés a I'animalerie
ou ils sont gardés en box individuels avec acceés libre a I'eau et a la nourriture. Si au
terme des 7 jours les porcs n'ont pas repris de diurése, ils sont sacrifiés et autopsiés

(greffon envoyé en anatomopathologie).

Le suivi des animaux est théoriquement de 3 mois, au terme desquels les

porcs sont sacrifiés et le greffon envoyé en anatomopathologie.

5.6.Préléevements réalisés pour les différentes

analyses

Les prélévements sont effectués pour évaluer :

e La fonction rénale
e Ladiurése
e La protéinurie et fraction d’excrétion du sodium.

e L ’histologie.

Prélevements sanguins : ils sont réalisés a J0, J1, J3, J5, J7, J11 puis a
J14 sur le cathéter jugulaire, a M1 et a M3 au moment du sacrifice par

ponction artérielle fémorale.

Prélévements urinaires : ils sont réalisés sur les urines de 24 heures a
Jo, J1, J3, J5, J7, J11, J14, M1 et avant le sacrifice a M3.

Les échantillons biologiques sont évalués par Modular bioanalyser

(Roche, Diagnostics, France).
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Biopsies transcutanées (Figure 26): elles sont réalisées sous contrble
échographique a J7, J14 et M1 sous anesthésie générale au masque

(induction par sévofluorane 8% puis relais par foréne 3%).

j (Y —, — f— po—]

Figure 26 - Réalisation d’une biopsie percutanée du greffon.

5.7.Sacrifice

Aprés une prémeédication par une injection intramusculaire de kétamine 2.5
mg/kg, les porcs sont endormis au masque et mis en décubitus latéral droit. Une
lombotomie sous-costale est réalisée. Le rein transplanté est libéré de l'espace
rétropéritonéal. Le pédicule est clampé en masse et une injection intraveineuse |étale
de KCI est pratiquée. Aprés néphrectomie, des prélévements sur la médullaire et le
cortex du greffon sont réalisés et conservés dans du formol ou de I'azote liquide pour

une analyse différée.
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5.8. Analyse Histologique

Les fragments destinés a I'étude histologique standard ont été fixés dans une
solution de formol tamponné a 4%. Aprés passage dans des bains d’alcool de
concentration successivement croissante, ils ont été inclus en paraffine. Les lames
sont ensuite colorées a I'Hémalun-éosine-safran et au Periodic Acid Schiff. Ces
colorations permettent d’évaluer le degré de nécrose épithéliale et l'état des
microvillosités apicales. L'intensité des Iésions est évaluée de fagon semi-
quantitative sur une échelle de 0 a 5 selon une méthode déja validée au laboratoire
(297) :

- 0 : Absence de lésions ;

- 1: Lésion concernant moins de 10 % de la section examinée ;
- 2 :Lésions concernant 10 a 25 % de la section examinée ;

- 3 : Lésions concernant 26 a 50 % de la section examinée ;

- 4 : Lésions concernant 51 a 75 % de la section examinée ;

- 5 Lésions concernant plus de 75 % de la section examinée.

Les fragments de tissu rénal des animaux sacrifiés a 3 mois ont été analysés
pour déterminer la progression de la fibrose interstitielle a long terme grace a
'analyse semi-quantitative de lames colorées au Picrosirius, marqueur spécifique
des collagénes fibrillaires interstitiels de type | et 1l (298). L'importance de la fibrose
a été scorée a l'aide de 'échelle suivante :

0 : Absence de fibrose.

- 1: Fibrose minime corticale systématisée intéressant moins de 25% de la
surface examinée, avec des tubes non altérés et un infiltrat cellulaire
mononuclé uniquement localisé dans les zones de fibrose.

- 2: Fibrose interstitielle corticale systématisée et mutilante intéressant entre 25
et 50% de la surface examinée, avec une atrophie tubulaire focale et un
infiltrat inflammatoire plus dense.

- 3 : Fibrose corticale sévére mutilante visible sur plus de 50% de la surface

examinée. Les glomérules sont le siége ici d’'une sclérose évoluée avec de
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fréquents « pains a cacheter » et linfiltrat cellulaire interstitiel apparait plus

diffus et plus agressif.

Nous avons aussi réalisé une immunohistofluorescence quantitative sur les
fragments obtenus a 3 mois marqués par des anticorps anti-vimentine (Cell Marque,
Rocklin, CA, USA) et avec un anticorps secondaire Cy3 (Invitrogen). Cette procédure

nous a permis de déterminer l'intensité de la transition épithélio mésenchymateuse.

5.9.Etude de I'expression transcriptomique par
RTqg-PCR Quantitative

Les biopsies obtenues au moment du sacrifice de I'animal ont été
immédiatement congelées dans de I'azote liquide. L'extraction d’ARN a été réalisée
avec le trizol selon les recommandations du fabricant (Fischer Scientific, France).
L’ADN génomique est éliminé en utilisant le DNA-free kit (Applied Biosystems, USA).
L’ADN complémentaire (cCDNA) est obtenu par une premiére transcription reverse en
utilisant des amorces aléatoires. La réaction de PCR en temps réel est réalisée dans
des plaques optiques (96 puits) avec 10 ng de cDNA sur I'appareil ABI Prism 7300,
selon les recommandations du fabricant (Applied Biosystems). Les amorces porcines
sont congues par OligoPerfect™ (Invitrogen, USA). Pour chaque géne étudié, il est
déterminé le nombre de cycle Ct nécessaire pour atteindre le seuil de détection. Le
ACt du géne étudié est obtenu par la soustraction de la valeur Ct de 'ARNr 18S
(bruit de fond) de celle du géne. Au final, la quantité relative d’ARNm est obtenue par

I'équation suivante (299):

QRQ fité relative = 2-(ACt geéne étudié groupe expérimental — ACt géne étudié groupe témoin)
uantité relative =
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6. Publications



6.1.ARTICLE 1

Codas R, Badet L, Eugene M, Giraud S, Thuillier R, Hauet T, et al. Evaluation
of pulsatile perfusion machine RM3 for kidney preservation in a swine model of renal
autotransplantation. Transplant Proc. 2009 Oct;41(8):3296-8.

6.1.1 Rappel des objectifs et hypothéses

Les machines de perfusion sont utilisées en clinique depuis plusieurs années
surtout aux USA. Le changement important dans la démographie des donneurs
d’'organes a poussé les équipes de transplantation a utiliser des reins considérés
jusque-la comme non transplantables, notamment ceux provenant des DDAC. La
plus grande partie des travaux réalisés en clinique montre l'efficacité de la perfusion
pour diminuer le taux de RRF et de PNF chez des donneurs de la catégorie de
Maastricht lll. Nous avons donc choisi d’utiliser un modéle se rapprochant des
conditions de prélevement d’organe dans le cadre des DDAC de la catégorie de
Maastricht | et Il (non contrdlees). Ces deux catégories sont les seules utilisées en
France dans la mesure ou la loi n‘autorise pas pour le moment I'arrét de soins
(Maastricht IlI).

L'objectif a été d’évaluer si la machine de perfusion rénale (RM3®) est en
mesure de limiter les lésions rénales dues au phénomene d’IR et de maintenir
lintégrité du greffon par rapport a la conservation statique dans le modele
d’autotransplantation rénale chez le porc modélisé pour approcher les conditions

cliniques du Maastricht | et Il.

6.1.2 Publication
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F
ELSEVIER

Evaluation of Pulsatile Perfusion Machine RM3 for Kidney
Preservation in a Swine Model of Renal Autotransplantation

R. Codas

, L. Badet, M. Eugene, S. Giraud, R. Thuiller, and T. Hauet, on behalf of group FLIRT

ABSTRACT

Aim. Transplantations of kidneys from non—heart-beating donors (NHBD) are intended
to increase the donor pool by 20% to 30%. Nevertheless the rate of primary nonfunction
and delayed graft function is generally higher among this group of donors. The goal of this
study was to assess whether kidney preservation by a pulsatile perfusion machine was able
to limit the renal lesions due to ischemia reperfusion injuries as compared with static
incubation. We have used a model of an autotransplanted kidney exposed to controlled
warm ischemia in the pig to mimic the clinical conditions of NHBD.

Material and Methods. Left kidneys from 11 large white pigs aged 4 weeks were
harvested after vascular clamping of the renal vessels for 1 hour. Kidneys were preserved
for 22 hours. Two groups were studied: the MPS static group (static incubation with Belzer
MPS; n = 6) versus the MPS RM group (renal perfusion with Belzer MPS; n = 5). Kidneys
were then autotransplanted into pigs after a right nephrectomy. The primary end point was
animal survival rate at 1 month. Secondary endpoints were evolution of the plasma
creatinine values, proteinuria, tubular sodium reabsorption, and histological features at 1
month.

Results. For all biological parameters, the differences between the perfusion and the
static incubation groups were significant, except creatinine, with favorable cffects for the
perfusion machine group. The histological data at 1 month showed recovery of the normal
kidney architecturc in the MPS RM group.

Conclusion.

In our pig experimental model that reproduced the clinical conditions of a

NHBD, we demonstrated better kidney preservation when the pulsatile perfusion machine
was used as compared with static conservation.

URING the last 15 years, there has been a continuous
increase in patients with end-stage renal failure
awaiting kidney transplantation. At the same time the
number of cadaveric donors™? has not increased suffi-
ciently, leading to a dramatic shortage of kidneys for
transplantation. Therefore, a growing number of transplan-
tation centers use kidneys from marginal donors as new
organ sources. In this setting several centers have renewed
their interest in the use of non-heart-beating donors
(NHBD) also called “deceased donors after cardiac ar-
rest.”*? Transplantations performed with kidneys harvested
from NHBD are intended to increase the donor pool by
20% to 30%. Kidney transplantation from NHBD display
an increased rate of delayed graft function (DGF; up to
80%)*° and, more importantly, of primary nonfunction
(PNF), which may occur in more than 15% of cases.” This

0041-1345/09/$-see front matter
doi:10.1016/j.transproceed.2009.08.045

3296

rate of PNF is not acceptable; the use of kidneys collected
from NHBD requires proper tools to assess their suitability.
This evaluation must allow the discard of bad kidneys if it is
to limit the DGF rate. Kidney viability can be assessed in
several ways®’; donor history®? and microscopic evaluation
of biopsy specimens'” are the factors usually considered,
but they are not sufficiently accurate to entirely avoid PNF.
The use of a pulsatile perfusion machine (MPP), in which
kidneys connected via the renal artery to the machine are
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PULSATILE PERFUSION MACHINE RM3

perfused by a preservation solution, allows one to control
the perfusion pressure and to assess flow and resistance
indices over time. During the perfusion, clots are cleared
and free radicals, which are released during the period of
warm ischemia, may be washed away. The MPP has been
shown to improve the quality of human NHBD kidneys by
reducing the DGF rate. It appears to be an important tool
to test kidney viability."'~'> The goal of our study was to
assess whether kidney preservation by MPP was able to
limit the renal lesions due to ischemia reperfusion injuries
as compared with kidney preservation by static cold storage
(CS). We have used a model of an autotransplanted kidney
exposed to controlled warm ischemia (WI) in the pig to
mimic the clinical conditions of NHBD. Herein we have
presented our results at 1 month.

MATERIALS AND METHODS
Animals

All experiments were performed in accordance with federal legis-
lation regarding the protection of animals. Large white pigs aged 4
weeks and weighing 40 +/—5 kg were housed in metabolic cages.
They were fed ad libitum with a constant nutrient laboratory
grower diet and allowed free access to tap water. All animals
demonstrated normal renal function before the start of the study.

Experimental Design

We used a well-established porcine renal autotransplantation
technique.'®!” The WI time was standardized at 1 hour. The left
kidneys from 11 pigs were harvested after vascular clamping of the
renal vessels (WI). Kidneys were preserved for 22 hours at 4°C in
CS or subjected to MPP (pressure settings: 35/40 mm Hg) using
Belzer MPS (University of Wisconsin machine perfusion solution).
We compared an MPS static group (CS with Belzer MPS solution
usually used on the machine; n = 6) with an MPS RM group (renal
perfusion using the MPP and Belzer MPS as perfusion solution;
n = 5). The primary end point was the animal survival rate at 1
month. Secondary endpoints were evolution of the plasma creati-
nine values, proteinuria, tubular sodium reabsorption, and histo-
logical features at 1 month.

Renal Autotransplantation

Kidneys were then autotransplanted in pigs after a right nephrec-
tomy. Vascular anastomoses were performed end-to-side (renal
vein-vena cava) and end-to-side (left renal artery—aorta), using 5-0
polypropylene running sutures. Reperfusion was established by
release of the venous and arterial clamps, 30 minutes after clamp-
ing. The ureter was cannulated using a double J stent into the
bladder.

RESULTS

No significant differences in cold ischemic times and anas-
tomosis times were observed between the groups (Table 1).
For all biological parameters, the difference between the
perfusion and the CS groups was significant (P = .05),
except the plasma creatinine, with a favorable effect for
MPP preservation. The histological data at 1 month showed
significantly less tissue lesions in the 2 kidney perfusion
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Table 1. Results at 1 Month
Feature MPS Static MPS RM
Animal survival 3/6 5/5
Plasma creatinine (umol/L) 160 = 33 126 = 10
Proteinuria g/24 h 1.73 £0.18 0.43 = 0.22
Tubular sodium reabsorption rate 0.17 = 0.02 0.08 = 0.02

groups, with almost ad integrum recovery of the normal
kidney architecture in the MPS RM group (data not
shown).

DISCUSSION

Donor organ shortage is a major problem in modern
transplantation. The acceptance of NHBD is one possible
way to deal with this problem. It is estimated that fully
developed NHBD programs can increase the available
kidneys for transplantation by 20% to 30%.'® However,
kidneys retrieved from NHBD endure a period of WI,
which can potentially damage them significantly. It is,
therefore, of the greatest importance to assess the viability
of kidneys prior to transplantation; MPP seems to be, at this
moment, the most objective way to predict which kidneys
may not function and should be discarded before use.

This study demonstrated that MPP improved preserva-
tion of porcine kidneys. In the past, several experimental
studies have addressed the role of machine perfusion in
renal preservation using canine models. In contrast to
humans, dogs are relatively resistant to ischemic injury.'®
We chose the pig as an experimental model because its
renal anatomy and physiology are close to the human
situation.'®2**! An autotransplantation model was used to
exclude allogeneic immune responses, allowing unbiased
investigation of ischemia/reperfusion injuries. To determine
renal function of the autotransplanted kidney, we per-
formed a contralateral nephrectomy.

This characteristic of pig kidneys makes them ideal to use
for perfusion on the RM3 MPP, which is used in human
organ transplantation. In our pig experimental model that
reproduces the clinical conditions of NHBD, we demon-
strated a better condition of kidney preservation when MPP
was used compared with CS in the same solution. His-
topathological study of the biopsy specimens showed recov-
ery of the normal kidney architecture at 1 month, which
correlated with the biochemical data. The beneficial effect
of the machine appeared to be independent of the type of
preservation solution.
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6.1.3 Synthése

Les reins ont subi une ischémie contrdlée de 60 minutes in situ (ischémie

chaude) et une ischémie froide de 22 heures. Durant les 22 heures de conservation

hypothermique les reins ont été randomisés pour étre conservés soit en incubation

statique soit sur machine de perfusion.

Nos résultats montrent :

1-

Que le taux de survie des animaux est significativement plus élevé dans le
groupe perfusé que dans le groupe incubation statique.

Que les reprises de fonctions tubulaire et glomérulaire sont améliorées et
plus rapides dans le groupe perfusé comparé au groupe non perfusé.

Que la protéinurie marqueur de l'altération glomérulaire au plus long cours
est significativement moins importante dans le groupe perfusé.

Que l'étude histologique des reins réalisée aprés un mois de suivi est
caractérisée par une récupération quasi-totale de I'architecture tubulaire

dans le groupe perfusé.

Ceci permet de conclure a une supériorité des conditions de conservation

lorsque les reins sont placés sur la machine de perfusion au lieu d’étre laissés en

incubation statique seule.
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Codas R, Thuillier R, Hauet T, Badet L. Renoprotective effect of pulsatile
perfusion machine RM3: pathophysiological and kidney injury biomarker
characterization in a preclinical model of autotransplanted pig. BJU Int. 2012
Jan;109(1):141-7.

6.2.1 Rappel des objectifs et hypothéses

Depuis 2005 la législation Frangaise permet de transplanter des greffons issus
de DDAC, afin d’élargir le pool des donneurs en transplantation rénale compte tenu
de la pénurie d’'organes. Nous avons pu montrer dans notre premiére publication que
la machine de perfusion est en mesure d’améliorer les conditions de conservation
des reins soumis a des ischémies contrélées mimant les conditions retrouvées dans

la population des DDAC Maastricht | et Il.

Nous avons cherché a déterminer si le type de liquide de conservation utilisé
durant la perfusion par la machine RM3® était en mesure d’influencer la qualité de la
préservation. La perfusion avec du Belzer MPS modélisé par les fabricants de
machines pour la perfusion a été comparée a la perfusion par de I'lGL-1®, solution
de quatrieme génération habituellement utilisée pour la conservation en incubation

statique.

6.2.2 Publication
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e To assess the effect of machine
perfusion (MP) on renal function recovery
vs kidney preservation in static cold
storage (CS), in a large animal preclinical
model.

e To assess whether MP benefits are
dependent on the preservation solution
used.

® Using an established autotransplantation
pig kidney model associated with a
contralateral nephrectomy we studied the
impact of MP against the deleterious
effects of warm ischaemia (WI; 60 min),
then 22 h of cold ischaemia using MP or
static CS, followed by autotransplantation.
e We used Berzer MP solution (MPS),
recommended for MP, and Institut Georges
Lopez preservation solution (IGL-1),
designed for CS.

® The pigs were divided into four study
groups: MPS-CS: static CS with MPS
(n=7); MPS-MP: renal perfusion with MPS
using the Waters Medical Systems
(Rochester, MN, USA) RM3 pulsatile
machine (n = 7); IGL-CS: static CS with
IGL-1 solution (n = 7); IGL-MP: renal
perfusion with IGL-1 solution (n = 7).

© 2011 THE AUTHORS

high.

solutions containing polyethylene glycol.

What's known on the subject? and What does the study add?
Machine perfusion of kidney graft improves short term outcome. However, the
technique still requires optimisation, as the rate of delayed graft function remains

Machine perfusion of kidney graft has significant benefits on chronic outcome in
terms of interstitial fibrosis and kidney function. Improvement of the technique is
possible using alternative perfusion fluids, such as fourth generation preservation

e The effect of ischaemia was determined
using different variables: pig survival;
plasma creatinine; proteinuria; oxidative
stress; tubular sodium reabsorption rate;
and tissue damage at 1 month.

® Pig survival was higher in MP and IGL
groups compared to MPS-CS.

® Plasma creatinine levels did not differ
among the groups, but proteinuria assay
showed significant benefits for the MP vs
static CS groups.

e Histological evaluation of kidney grafts
showed more injury in the CS groups than
in the MP groups.

e Urinary measurement of tubular enzyme
activity differed substantially among the
groups, highlighting the benefits of MP in
maintaining brush border integrity.

BJU INTERNATIONAL © 2011 BJU INTERNATIONAL | doi:10.1111/}.1464-410X.2011.10393.x

® In our model reproducing the conditions
of deceased after cardiac arrest donors we
show that MP decreases the risk of renal
dysfunction and preserves kidney
parenchyma.

® A non-invasive urinary enzyme assay can
provide valuable information on graft
integrity.

® The preservation solution used is
important as the wrong solution can
decrease the benefits of MP.

preclinical studies, animal models, machine
preservation perfusion, ischaemia
reperfusion injury, preservation solution,
delayed graft function
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The best treatment for patients with
end-stage renal disease is kidney
transplantation, with long-term benefits
compared with dialysis for patient survival
and health-related quality of life [1,2]. The
shortage of organs and donor demographic
changes have led to the concept of the
so-called 'marginal’ donor, which refers

to elderly donors who died from
cardiovascular causes, whose organs
present cardiovascular risk factors or

a reduction in GFR [3]. Organs from
marginal donors have additional damage
resulting from acute ischaemia and are
more sensitive to preservation methods [4].
Several centres have renewed their interest
in deceased after cardiac arrest donors
(DCAs) which could potentially increase
the donor pool by 20-30% [5]; however,
DCA kidney transplantation has a higher
rate of delayed graft function and,

most importantly, a higher incidence

of primary non-function [6-8]. The
development of better organ preservation
methods is, therefore, of paramount
importance and deserves scientific
consideration.

Machine perfusion (MP) is based on a
controlled circulation of a perfusate and
allows control of the perfusion pressure
and the assessment of flow and resistance
indices over time. MP improves the quality
of DCA kidneys in humans, reduces the
delayed graft function rate and is an
important tool for testing the viability

of kidneys [9,10], but the protective
mechanisms of MP remain unclear [11].

Our aim was to assess if MP kidney
preservation can better limit the renal
lesions caused by ischaemia reperfusion
injury than preservation in static cold
storage (CS). We used an autotransplanted
pig kidney model exposed to controlled
warm ischaemia (WI) to mimic the clinical
conditions of DCA organs. We previously
validated this model and obtained data
that could be extrapolated to human DCA
kidneys [12,13]. Porcine kidneys are of
similar size and weight to adult human
kidneys and are known to have similar
anatomical and physiological characteristics
[14]. Rodent ischaemia-reperfusion acute
kidney injury models do not resemble
human renal injury because rodents have
unilobular, unipapillary kidneys where

segmental arteries are bypassed [14,15].
Pigs, monkeys and humans have
multilobular and multipapillary kidneys
and an elaborate system of interlobular
and segmental arteries to supply the
numerous kidney lobes. Moreover, the pig
kidney model allows a follow-up for several
weeks and consequently a detailed picture
of injury. Together, these characteristics are
valuable for the clinical translation of
experimental studies.

We assessed the effect of MP using Belzer
MP solution (MPS), a solution close to
University of Wisconsin (UW) solution (used
for cold-storage) where lactobionate is
replaced by gluconate and potassium is
reduced to achieve an extracellular level,
and using a novel preservation solution
developed by Institut Georges Lopez (IGL-1),
which combines

the advantages of UW solution and

Celsior solution that are associated with
polyethylene glycol polymer of 35 kDa at
low concentration [16,17].

PIG MODEL AND SURGICAL PROCEDURE

Left kidneys from 28 large white pigs aged
4 weeks and weighing 40 (+4) kg were
collected after vascular clamping of the
renal vessels for 1 h (WI). Then the organ
was removed and immediately cold-flushed
with preservation solution (MPS or IGL-1).
Kidneys were preserved for 22 h at 4 °C.
The animals were divided into four study
groups: MPS-CS: static CS with MPS (n=7);
MPS-MP: renal perfusion with MPS using
the Waters Medical Systems (Rochester,
MN, USA) RM3 pulsatile machine (n = 7);
IGL-CS: static CS with IGL-1 solution
(n=7); IGL-MP: renal perfusion with
IGL-1 solution (n = 7). Afterwards, the
kidney was re-implanted and the
contralateral kidney was removed.
Heterotopic autotransplantation of the
left kidney using end-to-side aorta and
vena cava anastomosis was performed

via the mid-line incision, as previously
reported [18,19]. In all cases, re-warming
ischaemia during implantation until
anastomosis was 30 (£5) min. The primary
endpoint was the pig survival rate at 1
month. A control group of three animals
was performed to assess the normal
values of creatinine in pigs with a single
nephrectomy at 1 month.

RENAL FUNCTION EVALUATION

Pigs were placed in metabolic cages for
24-hourly urine collections. Blood and
urinary samples were collected and plasma
creatinine, Na+ fractional excretion and
proteinuria were measured on days 7, 14
and at 1 month using a modular automated
analyser (Roche Diagnostics, Meylan,
France).

MORPHOLOGICAL STUDY

Ultrasonography-quided biopsies from the
deep cortex/outer medulla region of the
kidney were collected on days 7, 14 and at 1
month, then processed for light microscopy.
Conventional stains were applied
(haematoxylin and eosin, periodic acid-
Schiff). Histological lesions (brush border
integrity, and intratubular detachment) were
expressed using a semiquantitative scale
[20]: 0: no detection; 1: criteria detected in
<10%; 2-10: criteria detected in <25%;
3-26: criteria detected in <5000; 4-51:
criteria detected in 75%; 5: criteria detected
in >75% of kidney samples. This evaluation
was performed on 5-10 high powered fields
(200X).

MEASUREMENT OF RATIO OF OXIDIZED
GLUTATHIONE TO TOTAL GLUTATHIONE

Oxidized gluthatione (GSSG)/reduced
glutathione (GSH) + GSSG was measured
as described previously [21]. GSH was
determined by the formation rate of
5-thio-2-nitrobenzoic acid. GSSG

was measured by the 5,5’-dithiobis(2-
nitrobenzoic acid)-GSSG reductase recycling
assay after removal of GSH from
2-vinylpryridine. Total glutathione and GSSG
levels were defined as the change in optical
density (OD) at 412 nm for 1 min at 37 °C.

KIDNEY INJURY BIOMARKERS

The activities of the brush border enzyme
alanine aminopeptidase (AAP) and lysosomal
enzyme N-acetyl-B-D-glucosaminidase
(NAG) were determined in urine on days

1, 3 and 7 after reperfusion, as previously
described [22]. NAG and AAP activity (U/L)
was expressed as a ratio with urinary
creatinine (mmol/L) so as to adjust for
differences in urinary flow in the sample.

© 2011 THE AUTHORS
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FIG. 1. A

Pig survival and perfusion
parameters. A, Kaplan-Meier
representation of pig survival. B,
Flux values over time in MP
grafts. C, Resistance indexes over
time in MP grafts. Values are
mean (sem). *P < 0.05 vs MPS-CS;
#P < 0.05 compared with IGL-CS;
°P < 0.05 compared with
MPS-MP. B
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STATISTICAL ANALYSIS

For contrasting qualitative and quantitative
variables, Student's t-test was used (as there
were comparisons between only two
samples), or its non-parametrical equivalent,
the Mann-Whitney test. anova was used to
compare groups, followed by the Bonferroni
post-test correction, or the Kruskal-Wallis
test (non-parametrical equivalent to anova).
Results are expressed as mean (sem). A P
value of <0.05 was considered to indicate
statistical significance.

RESULTS
PIG SURVIVAL

After 1 month, 4/7 pigs survived in the
MPS-CS group, one pig did not resume urine
production after 1 week (primary non-
function) and 2/7 animals were killed on
days 16 and 21 because of impairment of
their general condition (no weight gain,
polyuria, prostration, not eating), which
implied renal failure. All pigs survived in the
other groups (Fig. 1A, P< 0.05).

RESISTANCE PROFILES AND RENAL FLOW
DURING PERFUSION

Renal flows increased as renal resistance
(RR) decreased, coinciding with the opening
of the renal vascular bed during perfusion.
There were greater flow volumes and less
resistance in the MPS-MP group than in the
IGL-MP group during the first hours of MP
(Fig. 1B). All perfused grafts had a lower RR
at the end of the perfusion (Fig. 1C).

RENAL FUNCTION AND PROTEIN EXCRETION

There was a faster recovery of serum
creatinine levels in the MPS-MP, IGL-CS and
IGL-MP groups than in the MPS-CS group
(Fig. 2A, P< 0.05 on days 7 and 11). There
was no statistically significant difference in
terms of serum creatinine level at 1 month
among groups or compared with control
values [the mean (sem) creatinine level in
pigs with a single nephrectomy at 1 month
was 107 (8) mmol/L].

Tubular sodium reabsorption rate values are
shown in Fig. 2B. Animals that were killed
were not included in the calculations. There
was a statistically significant difference
(P < 0.05) in tubular sodium reabsorption
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rates between the MPS-MP and the MPS-CS
groups. There was no difference between
IGL-MP and IGL-CS groups, but both groups
were different compared with the MPS-CS
on days 7 and 11 (P < 0.05).

Protein excretion is shown in Fig. 2C. The
lowest levels were noted in the perfused
groups, regardless of the solution used
(P < 0.05). The IGL-CS group had lower
proteinuria than the MPS-CS group

(P< 0.05)

BIOCHEMICAL ANALYSIS

The activity of AAP and NAG, tubular cell
enzymes of the renal brush border, in urine
indicates tubular damage (Fig. 2D,E). The
MPS-MP group showed a decrease in the
urinary activity of these enzymes, which is
an indication of ongoing repair mechanisms
(P < 0.05 vs all other groups). The IGL-MP
group had consistently lower levels than the
IGL-CS group (P < 0.05). Between the two
CS groups, IGL preservation was better than
MPS for recovering tubular integrity.

The GSSG to total glutathione ratios (Fig. 2F)
showed that oxidative stress in MPS-CS pigs
was significantly greater than in all the
other groups for the duration of the
follow-up (P < 0.05).

HISTOPATHOLOGY

Histological evaluation is shown in Fig. 3
and Table 1. Cellular detachment and brush
border loss were less severe in perfused
groups on both day 14 and at 1 month
(P < 0.05). There were fewer lesions in the
IGL-CS group than in the MPS-CS group
(P < 0.05), but the lowest grades of lesions
were found in the MPS-MP group,
significantly lower than IGL-MP.

The optimization of marginal organs for
transplantation is of great importance for
renal transplant programmes [23,24]. The
optimum preservation conditions seem to be
important for limiting ischaemia reperfusion
injuries, especially for marginal donor
kidneys. An improvement in organ
preservation quality may have a significant
effect on renal allograft outcome and
modulate the risk of long-term
complications [25]. To date, the predominant
organ preservation method has been static

TABLE 1 Morphological evaluation of graft tissues

Intratubular detachment

Brush border integrity

Group Day 7 Day 14 1 Month Day 7 Day 14 1 month
Sham 0 0 0 0 0 0

MPS-CS 45 (0.4) 43 (0.4) 3.8 (0.2) 47 (0.5) 43 (0.4) 3.7 (0.5)
MPS-MP 3.6 (0.4) 2.8 (0.2)* 2.1 (0.3)* 3.6 (0.5) 2.8 (0.2)%t 2.2 (0.3)*+
IGL-CS 4.0 (0.2) 3.7 (0.3)% 3.0 (0.3)* 40 (0.2) 3.5 (0.3)F 2.9 (0.3)*
IGL-MP 3.7 (0.5) 3.0 (0.3)* 2.7 (0.3)* 3.7 (0.5) 3.2 (0.3)* 2.3 (0.2)*

*P < 0.05 vs IGL-CS and MPS-CS; 1P < 0.05 vs IGL-MP: #P < 0.05 vs MPS-CS. Values are mean (SEM).
Scale: 0: no detection; 1: criteria detected in <10%; 2-10: criteria detected in <25%; 3-26: criteria
detected in <50%; 4-51: criteria detected in 75%; 5: criteria detected in >75% of kidney samples.

CS. Pulsatile perfusion, or MP, is an
interesting alternative, but its protective
mechanisms and benefits remain unclear
[26-28]. In the present study we used an
experimental model mimicking the
conditions of DCA to assess if MP could
improve functional recovery after kidney
transplantation.

There is increasing clinical evidence of the
benefits of MP compared with CS in kidney
transplantation. The results of a multicentre
randomized controlled trial of paired kidneys
highlighted the ability of MP to reduce
delayed graft function [9]. Retrospective

and prospective studies published in the
literature have shown the benefit of MP [11],
but do not clearly show the independent
effect of MP with different preservation
solutions.

Our experimental porcine
autotransplantation kidney model with

60 min of Wl and 22 h of hypothermic
pulsatile perfusion using the RM3 machine
(Waters Medical Systems) reproduces the
conditions of uncontrolled DCA (Maastricht
classes | and I1). It provides preclinical,
relevant information comparing the effects
of MP with the commonly used static CS
solutions. The model allows the direct
assessment of Ischemia Reperfusion Injury
(IR) and renal and tubular cell function
without the complication of immunogenic
factors or recipient characteristics [28].

In the present study, the first line of
evidence is that MP can reduce the risk of
renal dysfunction for kidneys exposed to
prolonged ischaemia. Tubular and glomerular
functions were evaluated using tubular
sodium reabsorption rates and proteinuria,

respectively. Histological data showed that
there was more tissue damage in non-
perfused kidneys. Perfused grafts showed an
efficient recuperation of renal architecture
at 1 month after renal autotransplantation.
These histological data are in accordance
with biological data in the blood and urine.

We found that MP benefits are independent
of the solution used; however, the
compatibility of the preservation fluid for
perfusion is important. The use of colloids
at high concentration, for example, is
probably unsuitable for perfusion because
the formation of PEG clusters block renal
microcirculation.

Arterial resistance levels were lower in the
MPS-MP group than in the IGL-MP group.
This finding is probably related to the

size of the colloid in the IGL-1 solution
(polyethylene glycol 35kD, with a high
molecular weight) when compared with MPS
solution which contains hydroxyethylstarch.
This less effective perfusion may be the
reason that IGL-MP was not as effective as
MPS-MP in the present study. Interestingly,
MPS in CS conditions is less effective than
IGL, which previously showed benefits in CS
[29]. This may also be attributable to colloid,
as previous studies have reported a
deleterious effect of hydroxyethylstarch in
CS related to accelerated aggregation of
erythrocytes during CS preservation or
volume expansion [30-32], an effect which
appears to be mitigated by MP.

The rise in perfusion flow and the decrease
in RR observed in the present study suggest
that an increase in perfusion flow at a
preset perfusion pressure could be a reliable
indicator of graft viability [33,34]. For DCA

© 2011 THE AUTHORS

BJU INTERNATIONAL © 2011 BJU INTERNATIONAL



BENEFITS OF RM3 MACHINE PERFUSIOI\]

FIG. 3. Graft histology. Representative PAS staining of kidney biopsies at days 3 (D3) and 7 (D7) after transplantation. (M1: 1 month).
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organs, a resistance index higher than 0.4
on the RM3 machine could lead to a high
risk of primary non-function after 6 h of
perfusion.

The present results confirm those of a
previous study that found that MP with
MPS was more effective than static CS [35].
In the present study we expand on these
findings with the addition of IGL-1 groups,
and confirm the compatibility of this less
expensive solution with MP for a similar
level of protection.

Interestingly, variations in plasma creatinine
and sodium excretion measurements were
not significantly different among the
groups. This shows that classic techniques
are less able to discriminate between MP
and CS than more invasive techniques such
as histology, or less used techniques such as
urinary enzyme measurement and
glutathione redox ratio. This may explain the
relatively low impact of MP recorded in
clinical studies, where these later assays are
not usually performed. Furthermore, the
assay performed detected dysfunction
within the grafts earlier than classic assays
(as early as day 3), offering an earlier
readout on the quality of the graft and
permitting better management of the
patient early on, which possibly lowers the
chances of later dysfunction. The results of
the present study support the need to
extend the array of assays used in patient
follow-up.

Interestingly, although the classic evaluation
of kidney function using serum creatinine
and sodium excretion levels shows a return
to baseline values at 1 month, proteinuria
and other analyses reveal significant injury,
even in the MP group. Thus, although MP
was able to rescue the injury to an extent,
there is scope for optimization to improve
kidney preservation and quality with this
method.

The present study supports the use of MP
in lower than optimum kidney donor
transplantation, with improved renal and
tubular cell function compared with static
CS techniques.
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6.2.3 Synthése

La solution de conservation de Belzer MPS, de type extra cellulaire et
contenant comme colloide le HES a été congue pour la perfusion. Son utilisation sur
la machine de perfusion a été comparée a I'utilisation de la solution d'IGL-1® de type
extra cellulaire et contenant du PEG 35 kDa a 1 gramme par litre (solution congue

pour l'incubation statique).

4 groupes expérimentaux ont été comparés: Belzer MPS en incubation

statique et en perfusion et IGL-1® en incubation statique et en perfusion.

Nous avons évalué dans notre modéle expérimental la survie des animaux, la

fonction rénale, le stress oxydatif et I'histologie a 1 mois.

Nos résultats montrent comme dans le premier article un effet bénéfique de la
PRH puisque nous constatons une meilleure survie des animaux dans le groupe
perfusé avec du Belzer MPS. Il n’est pas retrouvé de différence significative de
survie entre les animaux transplantés avec des reins perfusés ou mis en incubation
statique dans I'lGL-1®. Seul le groupe d’animaux greffés avec des reins conservés
dans du Belzer MPS en incubation statique montre une survie significativement
inférieure a tous les autres groupes. L’évaluation de la reprise de fonction par
analyse des valeurs de la créatinine plasmatique a montré une meilleure reprise de
fonction pour les groupes perfusés et pour le groupe conservé en statique par I'lGL-
1® a J7 et J15. Cette différence entre les reins perfusés en machine et ceux placés
en incubation statique n’est plus retrouvée a 1 mois. De plus, il n’existait pas de
différence significative a un mois entre les animaux ayant subi une ischémie rénale
comparé au groupe Sham (néphrectomie unilatérale). La fraction d’excrétion du
sodium montre une différence significative au détriment du groupe conservé en
statique par du Belzer MPS par rapport aux autres groupes a J7 et J11. Cette
différence n’est pas retrouvée entre les groupes conservés en perfusion ou en
statique par de I'lGL-1®. Le stress oxydant est significativement supérieur dans le
groupe conservé en incubation statique avec du Belzer MPS pendant tout le suivi.
Lorsque les marqueurs urinaires de lésions tubulaires sont étudiés a 1 mois il existe
un bénéfice significatif a I'utilisation de la machine indépendamment du liquide utilisé.

Ceci se confirme d’'une part avec I'étude de la protéinurie @ 1 mois (corrélée aux
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Iésions glomérulaires) qui montrent une différence significative aux dépens des
groupes conservés en incubation statique par rapport aux groupes perfusés, et
d’autre part avec I'étude histologique a 1 mois qui met également en évidence une

restitution de I'architecture tubulaire quasi-totale lorsque les reins ont été perfusés.

Nous avons donc pu montrer dans ce travail que l'effet machine peut étre
indépendant de la solution de conservation utilisée (pour peu que la solution soit
compatible avec la perfusion) et confirmer que la PRH est en mesure d’améliorer les
fonctions tubulaires et glomérulaires des greffons soumis a une ischémie controlée

ainsi que leur récupération histologique.
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6.3.ARTICLE 3

Thuillier R, Codas R, Marchand E, Lathelize H, Page O, Valagier A, Badet L,
Hauet T. Chronic renoprotective effect of pulsatile perfusion machine RM3 and IGL-1
solution in a preclinical kidney transplantation model. Journal of translational
medicine. 2012;10:233.

6.3.1 Rappel des objectifs et hypothéses

L’objectif de ce travail a été d’évaluer l'effet (& 3 mois) de la machine de
perfusion sur la fonction rénale et d’évaluer s’il existe un effet additionnel a
l'utilisation pendant la perfusion d’'une solution contenant du PEG 35 kDa a 1
gramme par litre (Solution IGL-1®). Le rationnel de I'utilisation de la solution IGL-1®
comme solution de perfusion s’appuie sur les bons résultats de reprise fonctionnelle
des reins conservés en incubation statique avec cette solution et sur le fait que la

faible concentration de PEG peut étre compatible avec la perfusion.

Nous avons utilisé pour réaliser notre travail expérimental le méme modéle

d’autotransplantation rénale que celui utilisé dans nos précédentes publications.

6.3.2 Publication
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Abstract

Background: Machine perfusion (MP) of kidney graft provides benefits against preservation injury, however
decreased graft quality requires optimization of the method. We examined the chronic benefits of MP on kidney
grafts and the potential improvements provided by IGL-1 solution.

Method: We used an established autotransplantation pig kidney model to study the effects of MP against the
deleterious effects of warm ischemia (WI: 60 minutes) followed by 22 hours of cold ischemia in MP or static cold
storage (CS) followed by autotransplantation. MPS and IGL-1 solutions were compared.

Results: Animal survival was higher in MPS-MP and both IGL groups. Creatinine measurement did not discriminate
between the groups, however MPS-MP and both IGL groups showed decreased proteinuria. Chronic fibrosis level
was equivalent between the groups. RTgPCR and immunohistofluorescent evaluation showed that MP and IGL-1
provided some protection against epithelial to mesenchymal transition and chronic lesions. IGL-1 was protective
with both MP and CS, particularly against chronic inflammation, with only small differences between the groups.

Conclusion: IGL-1 used in either machine or static preservation offers similar levels of protection than standard MP.
The compatibility of IGL-1 with both machine perfusion and static storage could represent an advantage for clinical
teams when choosing the correct solution to use for multi-organ collection. The path towards improving machine

perfusion, and organ quality, may involve the optimization of the solution and the correct use of colloids.

Background

Nowadays, kidney transplantation is the best treatment
for patients with end-stage renal disease, with long-term
benefits on patient survival and quality of life [1]. How-
ever, this therapy is now a victim of its success, with an
increasing shortage of organs: in 2010 in the USA,
15,429 kidney transplants were performed for 87,903
patients on the waiting list (OPTN, 2010). This leads to
donor demographic changes as transplantation centers
now accept more extended criteria donors (ECD). These
donors are defined as presenting co-morbidity factors
such as age, death from cardiovascular causes,
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cardiovascular risk factors or a reduction in glomerular
filtration [2]. These conditions increase the sensitivity of
the organ to preservation conditions [3]. Furthermore,
there is renewed interest in deceased after cardiac death
donors (DCD) [4], also displaying an increased rate of
delayed graft function (DGF) and a higher incidence
of primary non function [5]. The increased proportion of
these types of donors has lead to re-thinking of proper
organ preservation methods as in order to fully use these
sources an important effort must be made to improve
organ quality through better preservation.

Machine perfusion (MP) is based on a controlled cir-
culation of a solution within the organ for the duration
of the preservation. MP improves the quality of kidneys
in the clinic [6] and is particularly efficient in decreasing
both primary non function and DGF in ECD [7] as well
as DGF in DCD transplantation [8]. These benefits are
also fuelling debate about the cost effectiveness of the

© 2012 Thuillier et al,; licensee BioMed Central Ltd. This is an Open Access article distributed under the terms of the Creative
Commons Attribution License (http://creativecommons.org/licenses/by/2.0), which permits unrestricted use, distribution, and
reproduction in any medium, provided the original work is properly cited.
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method and the subgroups of patients on which to use it
[9]. However, despite its significant efficiency in reducing
DGF and increasing three year survival [10], a high inci-
dence of failure remains, highlighting the need for
improvements to be made on this method in order to
bring it to its full potential.

In a previous study, we measured the benefits of MP
versus static cold storage (CS) using the Waters RM3
system in a preclinical model of DCD kidney transplant-
ation in pigs [11,12]. In the same study, we analyzed the
possible benefits of using the IGL1 (Institute George
Lopez 1) solution in the system instead of the recom-
mended MPS (Machine Perfusion Solution). Indeed
IGL-1 is a fourth generation preservation solution con-
taining polyethylene glycols (PEG), which offer several
advantages in preservation solutions: they are non toxic,
neutral, water soluble, and their high affinity for water
molecules along their chain creates layers of ‘structured
water’ when they are adsorbed to the cell surface, offer-
ing an ‘exclusion volume’ preventing cells and proteins
fixations, as in the case of the immunological synapse
[13], offering the possibility of ‘immunocamouflage’ [14].
Protection from the immune system is also provided by
the effect of PEG binding on cell surface potential gradi-
ent, affecting charge-charge and non-covalent binding/
adhesion involved in antigen—antibody recognition. We
determined in this short term study that there was a
clear protection from MP when compared to CS, inde-
pendently of the solution, and that there was a slight ad-
vantage from using MPS over IGL1 in MP, as kidneys
preserved with the later showed some increase in the
level of tissue injury recorded on an anatomopathologi-
cal scale.

Herein we propose the results of the aforementioned
study with a longer follow up (3 months), with the aim
to provide more discriminating data between the groups.
Indeed, 3 months after transplant is the time of choice
for protocol biopsies in patients, allowing for estimation
of the development of chronic lesions such as interstitial
fibrosis and tubular atrophy. In our pig model, we previ-
ously showed that 3 months was also a valuable time to
evaluate the chronic consequences of preservation, par-
ticularly regarding chronic injuries.

We performed these experiments in a pig model of
kidney transplantation, reproducing conditions of DCD,
which present the advantage of using the same machines
as the clinic [11]. In this setting, we subject the kidney
to 60 min of warm ischemia prior to 22 hours of
hypothermic pulsatile perfusion in RM3, a model reflect-
ive of the uncontrolled DCD (Maastricht classes I and
IT). It provides pre clinically relevant information com-
paring the effects of MP with the commonly used static
cold storage solutions. The model allows the direct as-
sessment of IRI and renal and tubular cell function
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without the complication of immunogenic factors or re-
cipient characteristic. In addition, porcine kidneys are of
similar size and weight than adult human kidney and are
one of the two biomedical animals (with large primates)
presenting a multilobular and multipapillary kidney and
an elaborate system of interlobular and segmental arter-
ies to supply the numerous kidney lobes, it is therefore
well adapted for the modeling of kidney transplantation
[15]. The present study uses an isograft model, devoid of
the influence of both brain death and immunosuppres-
sants. This route was chosen because we felt that immu-
nosuppressors, with their own set of deleterious side
effects, would bias our results. Furthermore, machine
perfusion has been developed to optimize graft preserva-
tion, hence address ischemia reperfusion injury, leading
us to run this first series of tests on a non-brain dead ani-
mal. It is also important to note that our model is
designed to follow the setting of classes I and II of the
Maastricht criteria, but does not fit it exactly. Indeed, this
criteria includes no more than 30 min arrest before start-
ing the CPR procedure, which is then continued during
the transport to the hospital (generally with a machine);
then as failure to resuscitate is pronounced there is a
5 min no touch period. All these steps should not exceed
150 min before femoral vessels canulation. The donor
is then either cold perfused or an extracorporeal circuit
is put in place, giving enough time to secure consent
from the family and collect the organs, which are then
machine perfused. Our current model does not include
all these steps, however we trust that 60 min WI repro-
duces as closely as possible the conditions of DCD.
Lastly, although our model does not include brain death
and thus cannot be used to draw direct conclusions in
regards to ECD organ transplantation, the high degree
of injury encountered by the organ suggest that any
intervention proven beneficial in this model is likely to
improve ECD organ quality and thus would warrant a
dedicated investigation with an appropriate model.

Methods

Animal model and surgical procedure

Left kidneys from 28 large white pigs aged 4 weeks and
weighting 40 + 4 kg were collected after vascular clamp-
ing of the renal vessels for 60 min (warm ischemia, WI)
preceded by administration of 150 U/kg heparin 10 min
before clamping the left/or right renal artery. Then the
organ was removed and immediately cold-flushed with
500-600 mL of preservation solution at a constant pres-
sure of 75 mmHg (Belzer MPS or IGL-1 placed at 1 m
of height). There was no difference in time or volume of
flush out between the groups. Kidneys were preserved
during 22 hours at 4°C. Four groups were studied: MPS-
CS: static incubation with Belzer MPS (n = 7); MPS-
MP: renal perfusion with Belzer MPS using the RM3
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Waters Medical Systems pulsatile machine (n = 7); IGL-
CS: with IGL-1 solution in static conservation (n = 7);
IGL-MP: renal perfusion with IGL-1 (n = 7). Afterwards,
the kidney was re-implanted and the contralateral was
removed. Heparin (5000U) was injected prior to clamping
pre-anastomosis. The heterotopic autotransplantation of
the left kidney using end-to-side aorta and vena cava anas-
tomosis was performed via the mid-line incision, as previ-
ously reported [16]. In all cases, re-warming ischemia
during implantation until anastomosis was 30 + 5 min. A
control group of 3 animals was performed to assess the
normal values of creatinine in pigs with a single nephrec-
tomy. All animal experiments were conducted according
to the guidelines of the French Ministry of Agriculture for
the use and care of laboratories animals.

Renal function evaluation

Pigs were placed in metabolic cages for 24-h urine col-
lections. Blood and urinary samples were collected.
Plasma creatinine and proteinuria were measured with a
Modular bioanalyser (Roche Diagnostics, France).

Morphological study

Corticomedullar kidney samples were collected at
3 months. A standard procedure was used to estimate
the level of tubulointerstitial fibrosis using Picro-Sirius
staining [17] on 5-10 fields (100X). For immunohisto-
fluoresence, anti-Vimentin antibody (Cell Marque,
Rocklin, CA, USA) was used with secondary antibody
coupled with Cy3 (Invitrogen). Quantitative evaluation
was performed in silico on 35 high powered fields (5 per
animal, 200X).

Real Time quantitative PCR (RTqPCR)

We used Trizol for RNA extraction (Fisher Scientific,
France). Genomic DNA was removed using DNA-free
kit (Applied Biosystems, USA) and first-strand reverse
transcription (Applied) was performed. Real Time PCR
assays were performed on an ABI Prism 7300 (Applied).
Porcine primers (Additional file 1: Table S1) were
designed using OligoPerfect™ (Invitrogen, USA). Expres-
sion level was obtained with the 24V Method. Con-
trols are age-matched kidneys which have not beet
subjected to ischemia reperfusion.

Statistical methods

Results are shown as mean+SEM. For the statistical ana-
lysis among groups, we used NCSS software (NCSS
LLC, USA) and one-way ANOVA analysis. In case the
ANOVA revealed statistical differences, Tukey-Kramer
post-hoc test for multiple comparisons in case of nor-
mality (Skewness, Kurtosis and Omnibus tests) and
equality of variance (Modified-Levene Equal-Variance
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Test) and Kruskal-Wallis Multiple-Comparison Z-Value
Test (Dunn's Test) in case these parameters were not
met. For the multivariate analysis of variance, the Wilks'
Lambda, Hotelling-Lawley Trace, Pillai's Trace and Roy's
Largest Root tests were used to evaluate the hypothesis
that the solution and/or the machine had no effect on
the variable, and in case the hypothesis was rejected the
analysis of variance for each factor and for their inter-
action was conducted. Statistical significance was
accepted for P < .05.

Results

Early function recovery

Compared to MPS-CS, the decrease in serum creatinine
levels post-transplantation was faster in the MPS-MP,
IGL-CS and IGL-MP groups (Table 1), particularly evi-
denced by the levels reached at day 14. There was no
statistically significant difference between these three
groups.

3month survival and function

At the end of the follow up, only 57% of animals in the
MPS-CS group survived while all animals of the other
groups were able to reach the end of the follow up
(Figure 1A, P <.05). Animal loss during follow up was
due to renal failure, 3 cases of animal loss due to surgi-
cal errors (1 anastomosis failure, 2 bowel misplacement)
were excluded from the analysis. No sign of vascular
thrombosis was observed. Renal function of surviving
animals showed no differences between the groups in
terms of serum creatinine (Figure 1, B). There was a
higher level of proteinuria in the MPS-CS group com-
pared to the other three groups (Figure 1, C, P <.05).

Chronic fibrosis development

Analysis of interstitial fibrosis intensity revealed similar
levels in all groups (around 15%), typical for fibrosis in
its earlier stages (Figure 1 D-H).

Activation of injury mechanisms

We performed RTqPCR on markers of chronic kidney
lesion pathways and determined that grafts from all
groups demonstrated heightened levels of stress, as

Table 1 Kidney function recovery after reperfusion

Groups Serum Creatinine (umol/L)

D-1 D5 D7 D14
MPSCS 893+46 14751+724 1531.6+4074 12544 +£655.7
MPS MP  92.1+48 1225741847 12257+1847* 1794+202*
IGL CS 81.0+44 11353+1618 11353+161.8* 1684+195*
IGLMP  820+58 13893+1583 13893+1583* 2136+19.1%

Values are mean + SEM. Statistics: *: p < 0.05 versus MPS-CS; #: p <0.05 to IGL
CS; 9: p <0.05 to MPS MP.
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shown by heat shock proteins (Hsp) 70 and 90 expression
(Figure 2, A). Oxidative stress was also present, with
equivalent expression of NADPH oxidase subunit Nox 2
in all groups, while p47phox subunit showed higher ex-
pression in the MPS-CS group compared to the other
three groups (Figure 2, B).

Activation of fibrosis development mechanisms
We measure the expression of pro-fibrosis markers by
RTqPCR (Figure 2 C) and determined a similar level of
overexpression for PAII in all groups. Thrombospondin
1 (Tspl) was also overexpressed in all groups although
slightly reduced in IGL-MP. Connective tissue growth
factor (CTFG) overexpression was detected in all group,
with some reduction in MPS-MP kidneys. Interestingly,
expression of transforming growth factor p (TGFp) was
only detected in MPS-CS grafts.

Investigating mediators of epithelial to mesenchymal
transition (Figure 2, D), we measured a trend towards
overexpression of Vimentin in MPS-CS kidneys

compared to the other groups, seemingly confirmed by
S100A4 measurements.

Epithelial to mesenchymal transition (EMT)

We performed immunohistofluorescent staining for
Vimentin and determined that in concordance with
RTqPCR data, staining intensity was high in the MPS-
CS Group (Figure 3) while it remained low in all three
other groups (P < .05).

Chronic inflammation markers

We further defined the inflammatory situation by
RTqPCR. Expression of TNFa was high in MPS-CS
group while it appeared lowered in both MPS-MP and
IGL-CS groups. IGL-MP group showed highly decreased
expression for this marker, suggesting a likely negative
regulation of inflammation at the time of analysis
(Figure 4, A). This trend was also observed in other
innate immunity markers, as MCP1 appears overex-
pressed in the MPS-CS group compared to the other two
(Figure 4, B). TLR4 and TLR2 expression analysis
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revealed a similar trend, with significantly lower expres-
sion in IGL-MP compared to MPS-CS (Figure 4, B). IGL
groups also showed significantly lowered expression of
adaptative markers IL10 and IL1Rn compared to MPS-
CS (Figure 4, C), and diminished expression of endothe-
lial activation marker P selectin (Figure 4, D).

Multivariate analysis of variance

In order to measure the influence of the preservation so-
lution (MPS or IGL1) and the mode of preservation (MP
or CS) on organ quality, both their individual contribu-
tion and their interaction, we performed a multivariate
analysis of variance on proteinuria and vimentin staining
at 3 months (Table 2).

The results show that each factor plays an important
individual role for these parameters, as demonstrated by
the high F ratio and low p value. Interestingly, the influ-
ence of the interaction between solution and mode of

preservation was also high, indicating that the

improvement brought by the combination of factors is
more than the simple addition of their individual
contribution.

Discussion

In the present study, we confirmed previous findings
demonstrating the benefits of MP on chronic kidney graft
outcome [11]. Considering the importance of the solu-
tion bias when measuring the impact of machine preser-
vation [18] and the fact that we previously demonstrated
the superiority of MP over CS, all other parameters
being equal [12,19], we did not include in the present
study a CS group using standard static preservation so-
lution (for instance University of Wisconsin) as we felt a
repetition of these experiments would represent an un-
ethical use of animals, in addition, an non-randomized
prospective multi-center study showed that in clinical
practice IGL-1 solution has the same effectiveness as
UW solution in cold storage [20]. However, in previous
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studies using the same DCD model with static University
of Wisconsin preservation, we found serum creatinine
levels of approximately 400 pmol/L at 3 months [21],
which when compared to the data of the present sug-
gests superiority of MP versus CS when these modes

Table 2 Multivariate analysis of variance results

are used in clinic-like conditions. Nevertheless, use of
MPS for both CS and MP permitted the measurement
of the benefits of the RM3 without interference from
solution components, and indeed when using MPS,
recommended solution for the RM3 machine, we show

Factor Vimentin Staining at 3 months

Sum of Squares Mean Square F-Ratio Probability level Power
A: Solution 6,801158 6,801158 10,39 0,006132 0,849834
B: Mode of Preservation 9,683869 9,683869 14,79 0,001782 0,946426
AB: Interaction 7,065302 7,065302 10,79 0,005421 0,862812
S: Residual variance 9,16562 0,6546872

Protéinuria at 3 months

Factor Sum of Squares Mean Square F-Ratio Probability level Power
A: Solution 0,844812 0,844812 48,59 0,000001 0,999998
B: Mode of Preservation 0,788403 0,788403 45,35 0,000001 0,999996
AB: Interaction 1,239591 1,239591 71,30 0,000000 1,000000
S: Residual variance 0,3650857 1,738503E-02
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that MP increases graft survival and preserves chronic
function parameters such as proteinuria compared to
static storage. However, other typical parameters such
as serum creatinine and fibrosis were not changed by
the machine. In depth analysis of the phenotypes within
the kidney graft by RTqPCR showed decreased levels
in the expression of markers typical of chronic lesion
such as Notch 4, which has been shown to inhibit angio-
genesis [22], thus likely impeding the proper reparation
mechanisms within the graft. We also detected lower
p47phox expression in MPS-MP group, a subunit of
NADPH oxidase. NADPH oxidase is a protein complex
located in the plasma membrane as well as in the mem-
brane of phagosome, which variation in expression have
been linked to the level of oxidative stress in the tissue
and to chronic injury [23]. Thus, MP appears beneficial
in regards to chronic stress on the parenchyma.

Another important mechanism of chronic kidney graft
lesion is epithelial to mesenchymal transition, during
which epithelial cells differentiate and alter their pheno-
type towards that of a mesenchymal cell, thus going
from a polarized, anchored and non dividing cell to an
unpolarized, mobile and fast proliferating cell. This re-
generative process is believed to be deregulated and pro-
mote fibrosis in the context of chronic graft rejection
[24]. We investigated this phenomenon by first using
RTqPCR to observe expression of Vimentin, typical mar-
ker of EMT, and CTGF, an important downstream ef-
fector of TGE-P involved in fibrosis [25] and EMT [26].
In our study, MPS-MP grafts had decreased expression
of these markers compared to MPS-CS graft, a result
which was then confirmed by immunohistofluorescence
for Vimentin.

Hence, although interstitial fibrosis measurement
using standard method (Sirius Red Staining) did not re-
veal a difference between these groups, mechanistic ana-
lysis showed that this process was slowed down in the
MP group compared to the CS group. These results sug-
gest that uncovering MP benefits may be difficult using
standard methods of evaluation. We previously came to
a similar conclusion during the evaluation of the Lifeport
machine [19], when the use of KPS, of identical compos-
ition than MPS, made comparison between MP and CS
more difficult as there was only slight differences in
survival and typical biochemical evaluation. There also,
proteinuria was one of the most discriminating markers.

In this previous study as well as the present one, the
bias of the perfusion solution was very apparent. In both
studies, multivariate analyses revealed both an individual
effect of the machine and the solution on outcome mar-
kers, but more importantly showed a significant effect of
the combination of factors. Our results herein show that
the evidence for MP benefits is difficult to find when
using IGL1 in CS and MP.
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We previously reported little differences between IGL1
and MPS in MP when follow up was limited to 30 days,
with a slight advantage for the use of MPS in terms of
histological injury. Herein, longer follow up highlighted
differences between both IGL groups and MPS-CS as evi-
denced by several parameters such as survival and pro-
teinuria, as well as lesional markers detected by RTqPCR.
Both IGL groups displayed reduced expression of TGFB
and Vimentin, which was confirmed by immunostaining,
suggesting a better level of protection obtained through
the use of the PEG-containing solution.

The use of PEG involves the concept of immunoca-
mouflage [14], we thus investigated the immune response
within the grafts. Interestingly, classical evaluation of
immune cell invasion did not reveal differences between
the groups (data not shown), however RTqPCR evalu-
ation of immune markers determine some effects of
IGL compared to MPS. IGL preserved grafts presented
reduced levels of IL-10 and IL-1Rn, typical of Th2
phenotype. As Th2 immunity is linked to the develop-
ment of fibrosis [27], the protection provided by IGL
appears to be directed against fibrotic pathways.

Further investigation of innate immunity by RTqPCR
analysis revealed that expression of TNFa, TLRs and
Pselectin was the lowest in IGL grafts. TNF-a is one of
the earliest cytokine produced in response to stresses,
particularly by resident dendritic cells [28]. TLRs are
well described effectors of ischemia reperfusion injury
[29] and TLR4 as recently been shown to have a central
role in kidney graft injury, both on the short and long
term [30]. Pselectin is a marker of endothelial activation.
Hence, the use of IGL appears to lower the immunogen-
icity of the graft, confirming our previous findings in an
allotransplantation model [31].

The benefits from combining IGL and MP were more
difficult to determine. Indeed, the only statistical differ-
ence between the IGL-CS and IGL-MP groups was in
the recorded level of TNF« expression, which was sig-
nificantly lower than controls, suggesting a negative
regulation taking place within the kidney at the time of
analysis. More data points would be necessary to de-
scribe in further detail the dynamics of immune regula-
tion in this context. However, the difficulty in assessing
the benefits of the combined use of IGL1 and MPS is
concordant with retrospective and prospective studies
published in the literature which have shown the benefit
of MP [32] but did not clearly demonstrate the inde-
pendent effect of MP with different preservation solu-
tions. However, IGL-MP group results were more
consistently reaching statistically significant difference to
MPS-CS compared to the other groups. Thus, combin-
ing MP and IGL increases the protective potential of
each technique to better preserve the graft against
chronic adverse outcomes.



Thuillier et al. Journal of Translational Medicine 2012, 10:233
http://www.translational-medicine.com/content/10/1/233

The difficulty in discriminating between groups with
classical approached such as histology and biochemistry
underlines the need for tools providing in depth analysis
of the tissue phenotypes. Herein we demonstrate that al-
though two tissues show similar levels of fibrosis, one
group is much further along on the path towards fibrosis
development according to the transcripts expressed by
the cells. These results highlight the need for further re-
search on in depth biomarkers, particularly using highly
reproducible models to identify specific reporters of in-
jury linked to variations in a single parameter.

In conclusion, this study demonstrates that the evalu-
ation of machine perfusion is highly dependant on the
solution used. Multivariate analysis of variance con-
firmed that the perfusion solution was significantly asso-
ciated with the result, and moreover that combination of
solution and machine could have additive effects. IGL-1
used in either machine or static preservation offers simi-
lar levels of protection than standard MP. Importantly,
our data is in contradiction with a previous report from
our team with a shorter follow up time. This highlight
the needs for proper follow up durations in preclinical
studies, particularly in research areas where chronic out-
come is of crucial importance. The compatibility of IGL-
1 with both machine perfusion and static storage could
represent an advantage for clinical teams when choosing
the correct solution to use for multi-organ collection.
The path towards improving machine perfusion, and
organ quality, may thus involve the optimization of the
solution and the correct use of colloids.
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6.3.3 Synthése

4 groupes expérimentaux ont été comparés: Belzer MPS en incubation

statique et en perfusion et IGL-1 en incubation statique et en perfusion.

Nous avons évalué dans notre modéle expérimental la survie des animaux, la
fonction rénale, le stress oxydatif, le degré d’inflammation, I'activation de I'immunité

innée et adaptative, I'activation des cellules endothéliales et I'histologie a 3 mois.

Nous avons utilisé comme parameétre d’étude: la survie des animaux,
différents dosages biologiques, une analyse histologique et une évaluation
immunologique par étude de l'expression des certains génes impliqués dans le

mécanisme lésionnel d’IR.

Nos résultats montrent, comme a 1 mois dans I'article 2 que la survie a 3 mois
des animaux est supérieure dans les groupes perfusés et dans le groupe conservé
en statique avec I'lGL-1® par rapport au groupe conservé en statique dans du Belzer
MPS. La créatininémie ne différe pas entre les groupes a 3 mois mais la protéinurie
est significativement plus importante dans le groupe Belzer MPS en incubation
statique comparé aux trois autres groupes. Le degré de fibrose est équivalent dans

tous les groupes. En RTqPCR, nous avons étudié I'expression des genes:

- Des protéines du stress oxydant, de I'inflammation (immunité innée).

- Des cytokines médiatrices de 'immunité adaptative.

- Des protéines impliquées dans la transition épithélio mésenchymateuse et
dans la fibrose.

- Des protéines impliquées dans I'activation du complément.

- Des protéines impliquées dans la stimulation des cellules endothéliales ou de

'apoptose.
Ceci nous permet d’arriver aux conclusions suivantes :

e Qu’il existe un effet propre de la solution IGL-1® pour diminuer les
mécanismes inflammatoires liés aux lésions d’'IR, mais également pour

moduler 'immunité innée et I'agression de la cellule endothéliale.
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e Qu’il existe un effet propre de la machine qui s’additionne a celui de I'GL-1®

pour améliorer les conditions de conservation.

¢ Que la seule différence en faveur du groupe IGL-1® en perfusion par rapport
au groupe IGL-1® en incubation statique, est la présence d’un rétro contrdle
de I'expression du TNF-alpha probablement di a un effet synergique entre la

perfusion et le PEG en perfusion.

¢ Que la solution Belzer MPS utilisée en conservation statique conduit a une
stimulation de I'immunité innée et adaptative significativement supérieure aux

trois autres groupes.

En immunofluorescence, la vimentine, marqueur de la transition épithélio
mésenchymateuse est significativement plus élevée dans le groupe des reins
conservés en incubation statique par du Belzer MPS (en accord avec les résultats
obtenus en RTqPCR pour la Vimentine et le S100A4) alors que la fibrose a 3 mois
est non significativement différente entre tous les groupes, ce résultat laissant
supposer que la fibrose aurait probablement continué a évoluer dans le groupe
Belzer MPS en incubation statique et que le sacrifice des animaux aurait da étre plus

tardif pour le prouver.

Nous avons donc montré dans cette partie du travail que la qualité de la
conservation dépend dans une certaine mesure de la solution utilisée et de la
méthode de préservation choisie.

L’analyse statistique en multi variée confirme que ['utilisation de la solution
IGL-1® est associée a l'obtention de meilleurs résultats et qu’il existe un effet

addition quand la machine de perfusion est utilisée.
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7. Discussion
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Comme nous l'avons bien rappelé les lésions induites par les mécanismes
d’ischémie et de reperfusion, vont porter atteinte a I'intégrité tissulaire du greffon et
perturber la reprise de fonction. Lorsque ces lésions sont réversibles elles se
traduisent cliniquement par une RRF alors que lorsqu’elles sont irréversibles le
patient doit faire face a une PNF. Les |ésions induites passent par une altération du
meétabolisme cellulaire, conséquence directe de I'ischémie froide et/ou chaude, et
vont conduire a I'épuisement des réserves énergétiques cellulaires, I'acidose, le
développement d’'un cedéme tissulaire, et dans les situations les plus critiques a une

apoptose et/ou une nécrose tissulaire.

Comme nous l'avons aussi mentionné l'optimisation de la conservation des
organes, et notamment des greffons marginaux, constitue un enjeu de santé
publique majeur puisque prés de 50% des organes proposés aujourd’hui en France
(et dans d’autres pays européens ou aux USA) rentrent dans cette catégorie (34, 49,
84), et que la survie de greffons au long cours va largement dépendre des conditions
de conservation et de reprise de fonction (122). Outre la mise en ceuvre des
mécanismes inflammatoires non spécifiques (immunité innée), lischémie et la
reperfusion vont conduire comme nous I'avons rappelé a une libération de la réponse
immunitaire adaptative essentiellement marquée aprés transplantation rénale par un
risque accru de rejet aigu a médiation cellulaire et de dysfonction chronique au long

cours.

By

La lutte contre le développement des lésions liees a l'ischémie et a la
reperfusion passe par des spécificitts de prise en charge du donneur (pré
conditionnement), la mise au point de nouveaux liquides de préservation, 'adaptation
des modalités de conservation et le meilleur contréle des conditions de reperfusion

(post conditionnement).

Le développement de liquides de conservation de quatriéme génération
caractérisés par une composition biochimique de type extracellulaire et par
I'utilisation de nouveaux colloides de type PEG a déja permis d’améliorer la reprise
de fonction, sans cependant étre capable de mettre en évidence une meilleure survie
de greffons au longs cours en clinique (134). Au travers de cette expérience se pose
la question plus générale de la valeur a accorder aux études expérimentales

réalisées en amont de I'expérience clinique, lorsque des études randomisées ne
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permettent pas pour des raisons méthodologiques d’étre réalisées en clinique
humaine. L'avis de plus en plus partagé sur cette question est que les modéles
animaux pertinents et validés sont en mesure de répondre de fagon mieux ciblée a
des questions auxquelles les études cliniques ne peuvent finalement pas répondre
compte tenu de I'hétérogénéité des populations étudiées et de la difficulté a isoler,
dans notre problématique, 'R comme cause spécifique de dysfonction du greffon.
C’est dans ce contexte que le modele pré clinique et validé d’autotransplantation
rénale chez le porc (300, 301) apparait comme particulierement intéressant et
pertinent a utiliser pour I'étude des lésions induites par I'ischémie et la reperfusion; il
permet d’évaluer précisément I'impact de Iésions d’IR sur les fonctions glomérulaires
et tubulaires des greffons rénaux sans avoir les biais classiques dus aux réactions

allo-immunitaires et aux caractéristiques des receveurs.

Alors que les machines de perfusion sont utilisées en pratique clinique, en
particulier aux Etats Unis depuis d’assez nombreuses années peu de travaux
expérimentaux ont été reéalisés jusqu’'a aujourd’hui afin de démontrer [Ieffet
spécifiquement bénéfique de la machine de perfusion et dapprocher les
mécanismes mis en jeu pour 'amélioration des conditions de conservation. Plusieurs
travaux réalisés en clinique humaine montrent le bénéfice de la PRH sur la
conservation statique (210, 276). Une étude multicentrique randomisée réalisée par
Eurotransplant (198, 199) montre de maniére claire qu’il existe un bénéfice net de la
perfusion pour toutes les catégories de greffons, en termes de reprise de fonction et
de survie a 1 an et a 3 ans des greffons. Des études rétrospectives et prospectives
montrent aussi un effet bénéfique de la machine de perfusion (302), en revanche |l
n‘a pas été prouvé que ce bénéfice soit indépendant du liquide de conservation
utilisé pour la PRH.

Notre travail expérimental s’est donc attaché a comparer la conservation
statique a la perfusion sur machine afin d’évaluer le bénéfice apporté par la perfusion
et d’approcher les mécanismes mis en jeu qui restent méconnus (210, 276, 303).
Nous avons choisi dans notre travail de comparer la machine de perfusion a une
solution de conservation de quatriéme génération dont la composition répond
aujourd’hui aux meilleurs standards de qualité possibles ; I'lGL-1® a fait I'objet de
publications qui démontrent son efficacité en incubation statique (134), efficacité

attribuée au PEG (colloide non toxique) et a sa composition extracellulaire. La
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solution de conservation UW a été écartée car nous avons pu montrer dans des
travaux antérieurs que les animaux dont les reins sont conservés avec de 'UW ont
une moins bonne reprise de fonction et une fibrose plus importante que dans des
groupes expérimentaux utilisant du Belzer MPS (287) que ces solution soient
utilisées en conservation statique ou en perfusion. Ces résultats sont en rapport avec
le caractére intra cellulaire de la composition de 'UW et avec la présence de HES
responsable d’'une néphrotoxicité et d’'une agrégation des globules rouges lors de la
conservation (150, 304, 305).

Rappelons que la comparaison du résultat obtenu entre la perfusion et
incubation statique est d’autant plus importante que la mise en jeu de la perfusion
implique intrinséquement plus de difficulté organisationnelle et logistique, et un coat
de mise en ceuvre plus élevé, alors méme que la conservation par incubation

statique reste de loin la plus répandue.

Nous avons cherché dans notre travail expérimental a nous rapprocher des
conditions d’ischémie et reperfusion supposées les plus critiques dans un modéle
d’autotransplantation rénale chez le porc avec ischémie contrdlée, qui mime dans
une certaine mesure les conditions des DDAC, et a évaluer le bénéfice de I'utilisation
de la machine de perfusion en termes de reprise de fonction et de survie des
animaux. Nous avons d’autre part cherché a mettre en évidence les mécanismes
protecteurs mis en ceuvre en utilisant plusieurs méthodes d’évaluation semi
quantitatives de I'expression de molécules ou de genes spécifiquement impliquées
dans I'IR.

L’analyse des données obtenues a 1 mois montre trés clairement que la PRH
est en mesure de réduire la RRF et PNF sur des greffons exposés a une ischémie
prolongée en comparaison avec la conservation statique. Les fonctions glomérulaires
et tubulaires ont été étudiées par le dosage de la protéinurie et de la fraction
d’excrétion de sodium respectivement, montrant pour la protéinurie une différence
significative en faveur des groupes perfusés et une récupération plus rapide de la
fonction tubulaire dans les groupes perfusés. A 3 mois il existe toujours une
différence significative de protéinurie au détriment du groupe conservé en incubation
statique par du Belzer MPS ; en revanche nous ne retrouvons plus de différence

entre le groupe perfusé et le groupe conservé en incubation statique par I'GL-1® ce
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qui souligne la qualité et I'efficacité des solutions de quatrieme génération utilisées
en incubation statique et la difficulté de trouver un bénéfice additionnel de la machine

lorsqu’elles sont utilisées.

L’analyse histologique a 1 mois (étudiant I'architecture des cellules tubulaires)
est en corrélation avec les résultats biologiques qui montrent une meilleure
récupération fonctionnelle puisque les reins perfusés présentaient une architecture
tubulaire quasi normale alors que les reins non perfusés présentaient toujours des
lésions tubulaires significatives. A 3 mois, I'étude histologique de la fibrose ne
retrouve pas de différence entre le groupe Belzer MPS en incubation statique et les
trois autres groupes, alors que les troubles de la récupération fonctionnelle du
groupe Belzer MPS non perfusé auraient di se traduire au long cours par une
stimulation de la transition épithélio mésenchymateuse et par une fibrose cicatricielle
extensive remplacant le tissu rénal fonctionnel. Néanmoins lorsqu’une étude
immunohistochimique (anticorps anti-vimentine) et semi quantitative de I'expression
de genes codant pour la transition épithélio mésenchymateuse (PAI1, Tsp1, CTGF,
TGF-beta, Vimentine, S100A4) (306, 307) est effectuée dans les différents groupes
expérimentaux sur le tissu rénal prélevé a 3 mois il existe une augmentation
significative de ces marqueurs dans le groupe Belzer MPS non perfusé. Ceci
suggére qu’il existe a trois mois une stimulation des molécules effectrices de la
fibrose dans le groupe Belzer MPS non perfusé, et permet de faire I'hnypothése que la
fibrose rénale aurait probablement été plus importante dans ce groupe expérimental
si le sacrifice des animaux avait été réalis€é a 6 mois par exemple. Insistons
cependant sur le fait que les end points de nos travaux doivent rester la survie du
greffon et la fonction rénale et que les parametres biologiques ou histologiques
étudiés méme ¢s’ils présentent une validité interne doivent s’accompagner d’une
corrélation avec la survie et la fonction des greffons pour qu’ils soient retenus utiles

et pertinents.

Nous avons par ailleurs démontré que I'effet bénéfique propre de la perfusion
rénale peut s’additionner avec celui de la solution de conservation utilisée.
Cependant pour cela les solutions de conservation utilisées en perfusion doivent étre
compatibles avec une conservation dynamique. En pratique les solutions de
conservation hyperpotassiques et celles contenant une forte concentration de

colloide (PEG) ne sont pas utilisables en perfusion rénale. En effet les solutions
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hyperpotassiques conduisent a une vasoconstriction importante du lit vasculaire due
a la forte concentration de potassium et s’opposent a I'ouverture du lit vasculaire du
transplant alors que les solutions fortement dosées en PEG de haut poids
moléculaire vont conduire a la formation d’'amas de PEG dans la microcirculation de
'organe et obstruer la lumiére vasculaire, s’opposant ainsi a la perfusion de I'organe
(expérience réalisée dans notre unité de recherche avec la perfusion de reins par la
solution de conservation SCOT 15® contenant un PEG de 20 kDa a la concentration
de 15 grammes par litre). La solution IGL-1® contenant un PEG de 35 kDa mais a la
faible concentration de 1 gramme par litre a pu étre utilisée avec des résultats
fonctionnels intéressants et favorables. Cependant la présence du PEG a
considérablement modifié les parameétres de perfusion.

L’IRR, parametre potentiellement utilisable comme outil complémentaire
d’évaluation de la viabilité des greffons (216-222), était significativement plus bas
pour la solution de Belzer MPS que pour la solution IGL-1®. Le fait que la solution
IGL-1® contienne 1 gramme par litre de PEG 35 kDa alors que la solution Belzer
MPS utilise comme colloide de 'HES de poids moléculaire moins important rend la
solution IGL-1® plus visqueuse que la solution de Belzer MPS ce qui pourrait
expliquer que I'IRR soit plus élevé dans le groupe IGL-1® perfusé. Ceci doit étre
I'occasion de rappeler que I'IRR utilisé comme paramétre de perfusion est dépendant
du type de liquide utilisé sur la machine mais également du type de machine utilisée
(puisque le mode de calcule de I'IRR est différent entre les machines ORS et Waters
Medical System) ; ces deux éléments soulignent les limites a utiliser 'IRR comme
outil d’évaluation de la qualité du greffon. Ceci suggére par ailleurs que méme si
'IRR peut donner certaines informations, il ne peut étre utilisé seul pour évaluer la
viabilité du greffon, d’autant que sa valeur prédictive parait assez faible (212, 219,
220). Concernant toujours I'IRR, il est probable que le caractéere prédictif de 'IRR
dans le choix et la sélection des greffons soit aussi lié au type de greffon et en
particulier a la vasculopathie présentée par le transplant : nous avons en effet pu
montrer dans un travail clinique que des IRR supérieur a 0.35 pour des reins issus
des DDAC Maastricht | et || dépourvus de Iésions vasculaires sous-jacentes, étaient
corrélés a un débit de filtration glomérulaire au long cours significativement inférieur

a celui des reins dont I'IRR était inférieur a 0.35. Il semble évident que ceci ne soit
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pas transposable dans la population des reins issus d’ECD pour lesquels la valeur de

I'IRR est souvent plus élevée.

Un autre point concernant I'utilisation de PEG utilisé comme colloide dans les
solutions de conservation concerne les propriétés d’immunomasquage de ces
solutions. |l parait important de noter que cette propriété semble effective pour des
concentrations importantes en PEG de poids moléculaire supérieur a 20 kDa. Ainsi
les solutions a potentiel d'immunomasquage sont probablement toutes incompatibles
avec la perfusion du fait de leur forte concentration en PEG. A contrario les solutions
a faible concentration de PEG comme I'|GL-1® semblent compatibles avec une
utilisation en perfusion mais ne peuvent pas prétendre a une capacité

d'immunomasquage.

Concernant la comparaison des liquides de conservations IGL-1® et Belzer
MPS utilisés sur la machine, on ne retrouve pas au niveau du modéle expérimental
de différence de survie de greffon, de reprise de fonction ou de fibrose au long cours.
Seule I'étude moléculaire permet d’identifier un effet potentiellement protecteur
d’'IGL-1® lorsqu’il est associé a l'utilisation de la machine par rapport a Belzer MPS
puisque IGL-1® en perfusion semble en mesure d’assurer un rétro contréle de la
production de TNF-alpha, qui est augmenté dans tous les autres groupes. Par
ailleurs l'utilisation d’IGL-1® est associée a un profil d’expression cytokinique d’IL10
et d’'IL1Rn (caractéristique du phénotype Th2) diminuée par rapport a celle induite
par l'utilisation du Belzer MPS, ce qui tend a montrer que la solution IGL-1® expose
potentiellement moins a la fibrose que Belzer MPS. En pratique pour optimiser la
conservation et la reprise de fonction il serait possible d’imaginer par exemple que la
solution IGL-1® soit utilisée en perfusion sur la machine et qu’au terme de cette
perfusion le greffon soit lavé avec une solution de type SCOT 15®, permettant

potentiellement une immunoprotection (135).

Nous avons cherché dans ce modéle expérimental a nous rapprocher des
conditions de marginalité des greffons qui nous sont proposés, cependant ce modéle
qui se rapproche des conditions présentées par les DDAC ne représente finalement
que moins de 10% de greffons proposés. En effet la grande majorité des greffons
marginaux proposés sont issus des donneurs de type ECD qui présentent un terrain

de vasculopathie sous-jacente avéré qui ne peut étre reproduit dans le modéle
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expérimental que nous avons utilisé. Il faudrait donc en pratique pouvoir disposer de
porcs hypertendus et/ou hypercholestérolémiques qui présentent une dégradation de
la fonction rénale au moment du prélevement, puisqu’il n’est pas certain que le
potentiel de récupération de ce type de greffon soit le méme que celui des greffons

sans lésions chroniques vasculaires ou glomérulaires que nous avons utilisés.
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8. Conclusion
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Ce travail de thése a permis de montrer dans un modéle d’autrotransplantation
rénale chez le porc exposé a une ischémie contrdlée mimant les conditions des
DDAC:

- Que la machine de perfusion RM3® (Waters Medical System) diminue le
risque de RRF et PNF post greffe.

- La supériorité de la solution IGL-1® sur la solution Belzer MPS.

- Que la reprise de fonction et la PNF dépendent aussi du liquide utilisé et qu’il
existe un effet d’addition entre la qualité du liquide de conservation et
I'utilisation des machines de perfusion.
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9. Perspectives



Notre travail expérimental, a participé a répondre favorablement a I'utilisation

des machines de perfusion dans le cadre de la prise en charge des greffons rénaux ;

le champ d’IR est cependant bien plus large et notre travail pose finalement plus de

questions qu’il n’apporte de réponses.

Si l'utilisation de la machine de perfusion dans des conditions d’hypothermie

va incontestablement constituer une étape dans les modalités de prise en charge

des greffons (cf. I'utilisation de la machine pour les DDAC et les ECD recommandée

par I'’Agence de la Biomédecine) il est certain que cela ne constitue réellement

qu'une étape et que bien d’autres axes de recherche doivent étre explorés en

paralléle. On retiendra comme objectifs de recherche particulierement importants :

L’optimisation des solutions de perfusion rénale.

L’utilisation en perfusion des substances pharmacologiques susceptibles
d’améliorer la conservation (travaux déja réalisés sur la trimétazidine auxquels
nous avons particip€, bloqueurs de canaux calciques) ou d’intrant comme
'hnémoglobine de ver marin (transporteur d'oxygéne et anti oxydant)
également testé dans le laboratoire.

L’apport de l'utilisation de la perfusion extracorporelle normothermique devra
étre mieux évalué en particulier chez le DDAC afin d’établir si l'utilisation
associée de la machine de perfusion constitue réellement un gain comme

modalité de conservation.

La perfusion normothermique qui permet une évaluation plus précise du
métabolisme du greffon, mais également d’apporter des substances
directement actives sur le fonctionnement rénal devrait probablement a terme
remplacer la perfusion hypothermique et permettre de passer d’'une simple

modalité de conservation a un vrai procédé d’évaluation du greffon rénal.

La médecine régénérative et I'ingénierie tissulaire sont également des axes de
recherche extrémement prometteurs et des travaux expérimentaux déja
publiés montrent qu’il est possible d’assurer en partie la réparation de
dommages tissulaires en utilisant des cellules souches ou

mésenchymateuses directement injectées dans le greffon rénal.
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Il est certain que dans ces conditions la recherche translationnelle va permettre le
passage de nouveaux outils utilisés au laboratoire jusqu’en clinique humaine ; elle
devra s’appuyer sur des laboratoires de conservation d’organes, structures
professionnalisées dans I'évaluation et 'optimisation des greffons, et labélisées par
les agences nationales pour réaliser des manipulations pharmacologiques ou de
thérapie cellulaire.
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11. Annexes



Composition

des solutions utilisées:

|IGL-1

Lactobionic acid 100 mmol/L 35,8 g/L
Adenosine 5 mmol/L 1,336 g/L
Allopurinol 1 mmol/L 0,136 g/L
Total Glutathione 3 mmol/L 0,922 g/L
PEG 35000 0,03 mmol/L lg/L
Potassium Phosphate monobasic 25 mmol/L 3,402 g/L
Raffinose pentahydrate 30 mmol/L 17,84 g/L
Magnesium Sulfate heptahydrate 5 mmol/L 1,232 g/L
Sodium Hyroxide 2 N Adjust to pH 7,4
Water for injection QSP 1 Litre
Belzer-MPS
Sodium Gluconate 79,994 mmol/L 17,45 g/L
Adenine 5,032 mmol/L 0,68 g/L
Potassium Phosphate 24,983 mmol/L 3,4g/L
Hydroxyethyl Starch 0,222 mmol/L 50 g/L
Magnesium Gluconate 5,451 mmol/L 1,13 g/L
HEPES 9,987 mmol/L 2,38 g/L
Glucose 9,989 mmol/L 1,80 g/L
Glutathione (reduced form) 2,994 mmol/L 0,92 g/L
Ribose 4,997 mmol/L 0,75 g/L
Calcium Chloride 0,463 mmol/L 0,068 g/L
Mannitol 29,643 mmol/L 54¢g/L
Sodium Hyroxide 5 N Adjust to pH 7,4
Water for injection QSP 1 Litre
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