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> U'ischémie reperfusion est une séquence incon-
tournable en transplantation d’organe. Elle est
a I'origine de processus physiopathologiques qui
vont finalement agir de maniere synergique et
contribuer aux Iésions du greffon. Ces lésions sont
responsables de dysfonctionnements précoces et
tardifs pouvant réduire la durée de vie du gref-
fon. Les progrés engendrés par les traitements
immunosuppresseurs expliquent, qu’aujourd’hui,
Ilischémie reperfusion est une cible thérapeutique
majeure. Cette revue développe les différentes
étapes du processus physiopathologique et leurs
conséquences sur la fonction du greffon rénal,
en soulignant 'intérét grandissant des stratégies
visant a limiter ces dysfonctionnements. <

La transplantation d’organe est un traitement de choix
de certaines maladies chroniques arrivées a un stade
ultime ; elle concerne surtout les organes vitaux abdomi-
naux ou thoraciques. Victime de son succeés, la transplan-
tation est actuellement confrontée a une pénurie d’or-
ganes, ce qui conduit a élargir les criteres de sélection et
a prélever des greffons plus sensibles aux effets néfastes
de la conservation ex vivo. Outre les problemes immuno-
logiques liés a 'allotransplantation, la greffe impose une
séquence d’ischémie reperfusion (IR) bien connue pour
ses effets déléteres aux niveaux cellulaire et tissulaire.
Classiquement, les greffons provenant de donneurs en
état de mort cérébrale sont soumis a une période de
conservation a 4°C (ischémie froide) en attendant d’étre
attribués a un receveur compatible, puis ils sont reperfu-
sés au moment de la transplantation. Le syndrome d’IR
en transplantation s’integre dans le contexte plus large
des lésions de I'organe associées aux antécédents médi-
caux du donneur, a la phase de réanimation du donneur,
a la mort cérébrale, puis aux difficultés du prélevement
et aux conditions de conservation et de transplantation.
Dans cette revue, nous nous focaliserons sur les méca-
nismes physiopathologiques activés par la séquence d’IR
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(pour revue, voir [1]) et & leurs consé-
quences sur le devenir du greffon, ainsi
que sur les différentes stratégies thérapeutiques visant a les limiter.

Mécanismes physiopathologiques de I’ischémie reperfusion

Phase | : ’ischémie

Uischémie est définie comme la cessation de I’apport sanguin @ un
tissu ou a un organe. Cette interruption du flux dans le réseau vascu-
laire induit "arrét des apports en nutriments et une chute de la pres-
sion partielle en oxygéne dans les territoires ischémiés, provoquant
une altération du métabolisme cellulaire énergétique (Figure 1). €n
conséquence, la mitochondrie ne peut plus assurer la phosphorylation
oxydative nécessaire a la production d’ATP. €n réponse, la glyco-
lyse en condition anaérobie assure une production résiduelle d’ATP,
mais insuffisante pour les besoins énergétiques de la cellule. Avec
la persistance de I’hypoxie, le manque d’ATP entrafne I'inhibition
des transporteurs actifs comme la pompe Na'/K'-ATPase, et donc
une élévation de la concentration de sodium (Na*) cytoplasmique,
ainsi qu’une baisse concomitante de celle du potassium (K*). Cette
concentration sodique excessive est responsable d’un cedéme, d’une
désorganisation cellulaire et de I’activation de I’échangeur Na*/Ca®
en lien avec une augmentation de la concentration calcique [1]. De
plus, 'ischémie induit une diminution notable du pH intracellulaire par
accumulation de protons provenant de I'inhibition des pompes ATPases
et de I’hydrolyse de I’ATP [2]. Cette acidose favorise I'augmentation
de la concentration sodique cellulaire par I'activation de I’échangeur
Na*/H*. €n parallele, I’élévation de la concentration calcique active
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Figure 1. Ischémie reperfusion : principales conséquences cellulaires et cliniques en transplantation rénale. DAMP : damage-associated molecular

pattern ; HIF,, : hypoxia inducible factor 1¢o¢; NFKB : nuclear factor KB ; EOR : especes réactives de "oxygéne.

les systémes enzymatiques dépendants du Ca®" qui participent au
déclenchement d’un processus pro-inflammatoire, via la synthese de
médiateurs lipidiques comme les prostaglandines, et a I’activation de
protéases contribuant a la désorganisation du cytosquelette et a la
mort cellulaire par apoptose.

Le stress oxydant se définit par une surproduction d’espéeces réactives
de "oxygéne (EOR), et est couramment décrit lors de la réintroduction
de I’oxygene. Pour autant, il est maintenant établi qu’il peut prendre
son origine au moment de I’ischémie [3]. Ainsi, la xanthine oxydase,
activée notamment par I’élévation des concentrations calciques, est
une enzyme responsable de la production d’anions superoxydes dans
ces conditions.

Des réponses adaptatives a I’hypoxie se mettent en place lors de Iis-
chémie. Le mécanisme le plus connu est celui qui fait appel au facteur
de transcription hétérodimérique HIF1 (hypoxia inducible factor 1)
dont I’activation est sensible a la diminution de la pression partielle
en oxygene des tissus. |l active I’expression de protéines impliquées
dans I’érythropoiése, I"angiogenése ou I’adaptation du métabolisme
[4]. Le nuclear factor kB (NFKB) est également un facteur de trans-
cription stabilisé durant la période d’ischémie ; il est a P'origine du
développement du processus inflammatoire [5].

La premieére cible Iésionnelle de I"ischémie est la cellule endothéliale
qui va perdre sa fonction de barriere endothéliale et s’activer via
I’expression de cytokines/chémokines, de récepteurs et de molécules
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d’adhérence capables de favoriser le recrutement
leucocytaire, jouant un réle majeur dans le développe-
ment des lésions lors de la reperfusion [6]. A terme, la
prolongation de la durée d’ischémie est responsable de
Iésions et de désorganisations cellulaires irréversibles.

Phase Il : la reperfusion

Reperfusion : dysfonctionnement vasculaire et majora-
tion du stress oxydant

La reperfusion est la restauration de I"apport sanguin
au tissu (Figure 1). ’'un des effets les plus précoces de
la reperfusion est le phénomene dit de no reflow. Il est
lié a une mauvaise reperfusion prolongeant la période
d’ischémie, et est souvent associé a des troubles de
I’hémostase comme une augmentation de I’agrégation
plaquettaire. Le déséquilibre de la balance entre les
agents vasodilatateurs et vasoconstricteurs est respon-
sable du dysfonctionnement microvasculaire majorant
le phénomeéne de no reflow par une augmentation du
tonus vasomoteur [2].

Uafflux brutal d’oxygene va entrainer une explosion
du stress oxydant qui dépasse largement les capacités
des systemes antioxydants cellulaires, déja altérés par
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Figure 2. Formation des espéces réactives de l"oxygene (A) et déséquilibre de
la balance oxydoréductrice en faveur du stress oxydant (B). anion superoxyde
produit par les oxydases ou par un dysfonctionnement mitochondrial est a
I’origine de la formation du peroxyde d’hydrogéne au cours d’une réaction cata-
lysée par les superoxyde dismutases. Le peroxyde d’hydrogéne, sous I’action
des métaux de transition comme Fe®* ou Cu*, conduit a la formation du radical
hydroxyle, connu comme I"espece radicalaire de I"oxygéne la plus cytotoxique.
La production concomitante d’anion superoxyde et de monoxyde d’azote induit
la production d’ion peroxynitrite connu pour ses propriétés cytotoxiques [3].
0, : dioxygene ; 0,°" : anion superoxyde ; H,0, : peroxyde d’hydrogene ; HO® :
radical hydroxyle ; NO® : monoxyde d’azote : ONOO™ : anion peroxynitrite ; SOD :
superoxyde dismutases.

I’ischémie. Un des mécanismes responsables de cet état pro-oxydant est
I’échappement des électrons au niveau de la chaine respiratoire mito-
chondriale au moment de la reperfusion pour former des EOR (Figure 2).
La production concomitante d’€0R et de monoxyde d’azote (NO) induit
la production d’ions peroxynitrites (ONOO™) connus pour leurs propriétés
cytotoxiques, et limite la disponibilité du NO connu pour ses propriétés
vasodilatatrices [3]. Les effets négatifs de la réintroduction de Ioxy-
geéne sont liés également a I"ouverture du pore de transition de perméa-
bilité mitochondriale responsable d’un gonflement des mitochondries,
d’une inhibition complete de toutes les fonctions mitochondriales dont
la production d’ATP, et du relargage du cytochrome C activant la voie
proapoptotique. Ainsi, I'IR active les voies de mort cellulaire comme
I’apoptose, mais également la nécrose et I'autophagie [2].

Reperfusion et réponse immunitaire

La période de reperfusion est également caractérisée par une réponse
immunitaire innée dans les premiers jours suivant la transplantation, sui-
vie d’une réponse immunitaire adaptative participant a I’entretien d’une
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réponse immunitaire chronique [5, 7]. Ainsi, au cours de
la premiére semaine de reperfusion, I'immunité innée est
responsable du recrutement et de 'activation des cellules
monocytaires, des polynucléaires neutrophiles et des cel-
lules dendritiques. Ce processus est favorisé par : (1) la
production de molécules immunoréactives lors du stress
cellulaire comme les DAMP (damage-associated molecular
patterns), les ligands des TLR (Toll-like receptors) exprimés
au sein du tissu ischémié ; (2) la sécrétion de cytokines/
chémokines ; et (3) Iactivation des cellules endothéliales
associées a 'expression de molécules d’adhérence, telles
que les sélectines. Ces différents processus font le lien avec
le recrutement des lymphocytes T et la réponse immuni-
taire adaptative, cette derniére intervenant quelques jours
apres la reperfusion et s’amplifiant en fonction de I'allogé-
nicité du greffon [8].

De facon plus tardive, cette séquence d’IR est un des
processus contribuant au développement des altérations
tissulaires par la formation d’un tissu cicatriciel appelé
fibrose, caractérisé par une synthése accrue de collagene
dans le milieu interstitiel. Cette Iésion est induite par un
processus inflammatoire chronique, mais également par
I’activation de voies profibrosantes impliquant notam-
ment le transforming growth factor 3 (TGFB) [9]. Ce
processus est responsable d’une réduction du nombre
de capillaires et d’une hypoxie chronique concourant au
dysfonctionnement tardif du greffon.

Conséquences de I’ischémie reperfusion
sur le devenir du greffon

Prise en charge des donneurs et conservation

du greffon

Le prélevement de I'organe est la premiere étape du
processus de transplantation [11, 12, 31]%. L’état initial
du donneur et, par conséquent, du greffon influence le
développement des lésions d’IR. Environ 10 % des gref-
fons en France proviennent de donneurs vivants (don-
nées de I’Agence de biomédecine) [11] () et jusqu’a
42 % aux Etats-Unis. Dans ces conditions, la séquence
d’IR est courte et peu délétere pour

=») Voir m/s 2010
le greffon. Actuellement en France, (=) .

vol. 26 n° 5, page 522
la majorité des greffons sont préle-

vés sur des donneurs en état de mort encéphalique (ou
« donneurs décédés en mort encéphalique »), pris en
charge dans un centre hospitalier

[12]. (%)

(=) Voir m/s 2010,
vol. 26, n° 2, page 209

! Pour une définition des différentes catégories de donneurs et des probleémes
éthiques que posent les prélevements d’organes dans chaque catégorie de donneur,
voir les trois Synthéses publiées en 2010 par m/s [11, 12, 31].
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Les conditions de ces prélevements sont délétéres pour le greffon
et pour I’ensemble de I'organisme, en raison essentiellement d’une
décharge de catécholamines et de cytokines pro-inflammatoires
associée a un état hémodynamique instable [10]. Les donneurs
décédés aprés arrét cardiaque (DDAC)? [12, 31]

i i ) Voir m/s 2010
(=) constituent un faible pourcentage des don- (=) Voir m/s 2010,

vol. 26, n° 2, page 209
neurs qui pourrait augmenter considérablement le  etn° 3, page 328
nombre de greffons en France. Chez ces donneurs,

il existe une période d’asystolie a température corporelle, c’est-a-dire
une étape d’ischémie chaude (voir Encadré) liée a I’arrét de la circu-
lation sanguine et compromettante pour le greffon. Cette période doit
étre la plus courte possible (< 30 min) afin de préserver la qualité de
I’organe. Pour ces greffons, la conservation hypothermique combinée a

I’ischémie chaude est source de Iésions plus séveres [12].

Qualité du greffon et ischémie reperfusion

La place de I'IR en transplantation a été redéfinie au cours de ces
derniéres années compte tenu de I’évolution démographique des
donneurs. En effet, la démographie des donneurs considérés comme
en état de mort encéphalique connaft de profonds changements,
conséquence des nombreux progres réalisés dans le domaine de la
neurochirurgie et de la réanimation neurochirurgicale. ’dge moyen
des donneurs a considérablement augmenté, d’environ 10 ans en 10
années®. Cela explique la plus grande fréquence de donneurs ayant des
comorbidités associées : accidents vasculaires, hypertension, diabeéte,
qui altérent la qualité du greffon (rendant délicate la sélection de ces
donneurs marginaux ou dits « & critéres élargis ») et compromettent
une reprise précoce de la fonction rénale chez le receveur [13]. Ces
facteurs de comorbidité peuvent majorer les lésions d’IR.

€n effet, des travaux préliminaires de notre laboratoire montrent le
développement d’un processus fibrosant touchant particulierement
les greffons rénaux prélevés chez des donneurs ayant suivi un régime
hypercholestérolémique. Dans le contexte actuel de pénurie d’organes,
il est important de prendre en compte ces comorbidités et de disposer
de marqueurs de qualité du greffon afin d’optimiser la sélection des
donneurs.

Bien que I’ensemble des mécanismes induits par I'IR ne soient pas clai-
rement établis, leurs conséquences sur le devenir du greffon ne sont
pas négligeables. &n effet, Iintensité des Iésions d’IR affecte la reprise
de fonction du greffon durant la premiére semaine post-greffe, tant
au niveau de la fonction que de 'intégrité tissulaire et cellulaire du
greffon en relation avec une hypoxie persistante, qui peut affecter le
devenir du greffon a long terme [14]. Notre unité a montré que I’inten-
sité des lésions d’ischémie induites par une ischémie chaude de 60 min
ou une ischémie froide de 24 h (voir Encadré), ou la combinaison
des deux, entrafne une élévation de la créatinine durant la premiére
semaine post-reperfusion, en relation avec la sévérité de I'ischémie
[15]. 11 s’y associe un infiltrat inflammatoire du greffon composé aussi

2 Ce terme remplace I’ancienne dénomination « donneur a cceur arrété » (voir [31]).

¥ « La part des donneurs dgés de moins de 50 ans tend & diminuer au profit des donneurs dgés de 50 & 64
ans et surtout des donneurs dgés de plus de 65 ans » (Agence de la biomédecine, rapport 2011).
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Ischémie froide et ischémie chaude

« Larrét de la circulation du sang dans un organe,
ou ischémie, entraine une destruction plus ou moins
importante de ses cellules et I'altération de ses fonc-
tions. Le temps d’ischémie froide est le délai entre
le clampage de I'artere de I’organe considéré et le
déclampage de cette méme artére apres la réalisa-
tion des anastomoses chez le receveur de I’organe.
Cette ischémie est dite froide car, durant ce laps de
temps, le greffon est placé en hypothermie dans un
conteneur isotherme pour diminuer les conséquences
de I'absence de perfusion de I'organe par du sang
oxygéné. La durée d’ischémie froide tolérable varie
selon I"organe : moins de 4 heures pour le cceur ou les
poumons, elle peut aller jusqu’a 20 heures pour une
greffe de rein optimale. Le greffon est en ischémie
chaude lorsqu’il n’est plus perfusé du fait d’un arrét
cardiaque ou du clampage de I’artere I’irriguant, sans
mise en hypothermie consécutive. Les conséquences de
Iinterruption de la perfusion de Iorgane par du sang
oxygéné en I'absence d’hypothermie sont beaucoup
plus graves et les dommages souvent irréversibles
au-dela de 30 minutes. Chez un donneur décédé apres
arrét cardiaque, ce délai peut étre porté a 150 minutes
au maximum lorsqu’une perfusion de faible débit est
maintenue par un massage cardiaque efficace ».
Source : Rapport annuel 2011 de I’Agence

de la biomédecine.

bien de lymphocytes que de macrophages. Le suivi de
ces greffons a trois mois post-greffe montre une rela-
tion étroite entre les Iésions induites lors de I'ischémie
et aussi bien la fonction des greffons rénaux que I’infil-
trat inflammatoire ou I'atrophie tubulaire sous jacente
(travaux non publiés).

Impact de I’ischémie reperfusion sur I’alloréactivité
et "immunotolérance

Il a été montré que le prolongement de la durée d’isché-
mie accroft 'immunogénicité du greffon [16, 17]. €n
effet, les Iésions d’IR, comme le relargage des DAMP
et I'activation endothéliale, favorisent le recrutement
et I'activation des monocytes et des cellules dendri-
tiques, ainsi que expression des molécules de classe
Il du complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) sur
les cellules présentatrices d’antigenes (CPA) [18].
Ces phénomenes accentuent le processus de recon-
naissance allogénique caractérisé par : (1) le contact
des cellules du greffon avec celles du receveur via la
migration des CPA - cellules dendritiques ou macro-
phages - vers les organes lymphoides secondaires, ou
(2) les CPA du receveur qui captent les alloantigénes du



transplant et les présentent aux lymphocytes T médiateurs d’une réac-
tion immunitaire adaptative [1, 18]. Ainsi, IR constitue un obstacle a
I"immunotolérance du greffon via les ligands endogenes libérés par les
tissus lésés qui vont activer les TLR (Toll-like receptor) et la réponse
immunitaire innée [16]. Cette activation des voies des TLR inhiberait
la fonction des cellules lymphocytaires régulatrices (Treg) [19]. Dans
le contexte de la transplantation, limiter les effets de la conservation
constitue un objectif primordial pour limiter le risque de rejet aigu et
améliorer la survie du greffon [20].

Impact de I'ischémie reperfusion sur les autres mécanismes
lésionnels survenant lors de la transplantation

Différentes études ont montré que le temps d’ischémie froide était
directement corrélé au risque de résurgence d’infections par le CMV
(cytomégalovirus), et que tout incrément de 30 min du temps de
préservation favorisait ce processus [21, 22]. D’un point de vue
mécanistique, la relation entre ischémie et activation du CMV a été
localisée au niveau du promoteur du virus qui possede des séquences
spécifiques de fixation d’intermédiaires de la voie du TNFou (tumor
necrosis factor ¢0) et de NFKB [23], mais également de la voie de AP1
(activator protein 1) qui peut étre activée par le stress oxydant pro-
duit en réponse a I’IR [23]. De plus, IIR est responsable des dommages
initiaux qui vont étre a I'origine d’une réduction de la fonctionnalité
des tissus, dont I’association a des facteurs de comorbidités et/ou aux
|ésions immunologiques va engendrer des Iésions chroniques condui-
sant & la perte du greffon [24].

Conditions de préservation et perspectives thérapeutiques

Compte tenu de Iefficacité des traitements immunosuppresseurs
actuellement utilisés en transplantation, le contréle des Iésions
induites par la séquence d’IR devient déterminant pour optimiser la
qualité des greffons. 'étape de conservation a froid (4°C) des gref-
fons - qui suit le prélevement et le lavage de I’organe - est inévitable
en raison des contraintes logistiques de transport de ces greffons et
du délai nécessaire a I'identification d’un receveur compatible. Elle
constitue une fenétre thérapeutique ex vivo pouvant permettre un
traitement pharmacologique du greffon ou une évaluation diagnos-
tique de sa qualité.

Conservation des greffons

La préservation statique est la plus répandue : I'organe est immergé
dans une solution de préservation maintenue a 4°C. Des méthodes
de conservation ont été développées pour s’adapter aux nouvelles
sources de donneurs et notamment aux DDAC. Elles sont fondées sur
le maintien d’un flux pulsé dans le réseau vasculaire de I'organe avant
et/ou apres son prélevement. Pour cela, certaines équipes cliniques
rétablissent au plus vite la circulation sanguine par perfusion oxygé-
née in situ via la mise en place d’une circulation régionale normother-
mique [25]. D’autres équipes prélévent rapidement le greffon et le
relient @ une machine de perfusion pulsatile a 4°C I’irrigant avec une
solution de conservation spécifique [26]. Cette approche a montré
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des bénéfices en clinique, notamment sur les greffons
« @ critéres élargis » (provenant de donneurs ayant des
comorbidités) [27]. Des études expérimentales sont en
cours pour évaluer de nouveaux concepts et adopter des
conditions plus propices au maintien physiologique des
tissus par oxygénation du milieu de perfusion [28] ou
par I’ajout de transporteurs d’oxygene ou de nutriments
[29].

Modulation pharmacologique

et innovation thérapeutique

U'étape de préservation ex vivo constitue une fenétre
thérapeutique intéressante parce qu’elle permet un
traitement spécifique du greffon sans créer d’effets
systémiques. Cet aspect a fait I'objet d’une revue
publiée par notre unité qui détaille, dans des modéles
animaux de transplantation, I’évaluation de molécules
pharmacologiques potentiellement applicables dans
cette fenétre [30]. Ces stratégies thérapeutiques sont
dirigées contre les voies de signalisation majeures de
I'IR, comme la coagulation, I'inflammation, le méta-
bolisme énergétique ou le transport d’oxygene ; elles
sont basées sur la supplémentation des solutions de
conservation classiquement utilisées par les services
cliniques. D’autres innovations thérapeutiques appli-
quées a la transplantation sont en cours de développe-
ment. Il s’agit : (1) de modulations transcriptomiques
permettant la surexpression et/ou la sous-expression
de génes clefs dans la physiopathologie de I'IR, (2) de
techniques de postconditionnement des greffons, et
(3) de thérapies cellulaires qui ont pour objectifs de
limiter les lésions d’ischémie et/ou de favoriser la régé-
nération tissulaire.

Conclusion

La transplantation est confrontée a une pénurie d’or-
ganes, conduisant a utilisation d’organes provenant
de donneurs sélectionnés sur des critéres élargis, plus
sensibles aux Iésions d’IR. Il est maintenant clairement
établi que cette séquence d’IR est responsable d’une
perturbation du métabolisme cellulaire et de I'intégrité
tissulaire créant des dysfonctionnements précoces du
greffon, mais également des dysfonctionnements chro-
niques a "origine d’une diminution de la durée de vie du
greffon. Son incidence en transplantation rénale peut
aboutir au développement d’une insuffisance rénale
terminale et a I'indication d’une nouvelle transplanta-
tion. Il s’agit donc d’une cible thérapeutique majeure.
Dans ces conditions, plusieurs stratégies de recherche
sont a envisager, comme la compréhension des méca-
nismes d’adaptation physiologique et les relations
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entre les mécanismes physiopathologiques engendrés par I'ischémie
(permettant d’entrevoir des applications médicales) et la mise au
point de conditions de conservation du greffon adaptées. ¢

SUMMARY

Ischemia reperfusion control: the key of kidney graft outcome
During the transplantation procedure, ischemia reperfusion is an inevi-
table situation characterized by specific pathophysiological processes,
which ultimately act synergistically to create injuries in the graft. These
injuries are involved in early graft dysfunctions which promote chronic
dysfunction and compromise graft outcome. Progresses in immunosup-
pressive drug regimens now place ischemia reperfusion injury control
at the forefont for innovative therapeutic strategy to improve the
quality of the graft. This review details these different processes and its
consequences on renal graft function underlying the interest of novel
therapeutic strategy. ¢
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