iEm Transplantation
. | dorganes
®
N 00 Quelles voies
leH de recherche ?

Expertise collective

Instituts I I I I I
thématiques I I I n s e r m

Institut national
de la santé et de la recherche médicale



Transplantation
d’organes

Quelles voies
de recherche ?




Transplantation d’organes - Quelles voies de recherche ?
ISBN 978-2-85598-872-1

© Les éditions Inserm, 2009 101 rue de Tolbiac, 75013 Paris

Dans la méme collection = Dioxines dans 'environnement. Quels risques
pour la santé ? 2000
— Hormone replacement therapy. Influence on
cardiovascular risk ? 2000
= Rythmes de enfant. De 'horloge biologique
aux rythmes scolaires. 2001
= Susceptibilités génétiques et expositions
professionnelles. 2001
— Education pour la santé des jeunes. Démarches
et méthodes. 2001
= Alcool. Effets sur la santé. 2001
— Cannabis. Quels effets sur le comportement
etla santé ? 2001
= Asthme. Dépistage et prévention chez 'enfant. 2002
= Déficits visuels. Dépistage et prise en charge
chez le jeune enfant. 2002
=1 Troubles mentaux. Dépistage et prévention
chez 'enfant et 'adolescent. 2002
= Alcool. Dommages sociaux, abus et dépendance. 2003
— Hépatite C. Transmission nosocomiale. Etat de santé
et devenir des personnes atteintes. 2003
= Santé des enfants et des adolescents, propositions
pour la préserver. Expertise opérationnelle. 2003
— Tabagisme. Prise en charge chez les étudiants. 2003
— Tabac. Comprendre la dépendance pour agir. 2004
= Psychothérapie. Trois approches évaluées. 2004
= Déficiences et handicaﬁs d’origine périnatale.
Dépistage et prise en charge. 2004
= Tuberculose. Place de la vaccination dans la maladie. 2004
= Suicide. Autopsie psychologique, outil de recherche
en prévention. 2005
= Cancer. Approche méthodologique du lien
avec 'environnement. 2005
= Trouble des conduites chez 'enfant
et 'adolescent. 2005
= Cancers. Pronostics a long terme. 2006
= Ethers de glycol. Nouvelles données toxicologiques. 2006
= Déficits auditifs. Recherches émergentes
et applications chez I'enfant. 2006
— Obésité. Bilan et évaluation des programmes
de prévention et de prise en charge. 2006
— La voix. Ses troubles chez les enseignants. 2006
= Dyslexie, dysorthographie, dyscalculie. Bilan
des données scientifiques. 2007
— Maladie d’Alzheimer. Enjeux scientifiques,
médicaux et sociétaux. 2007
= Croissance et puberté. Evolutions séculaires, facteurs
environnementaux et génétiques. 2007
= Activité physique. Contextes et effets sur la santé. 2008
= Autopsie psychologique. Mise en ceuvre et
démarches associées. 2008
= Saturnisme. Quelles stratégies de dépistage
chez P'enfant. 2008
= Jeux de hasard et d’argent. Contextes et addictions. 2008
= Cancer et environnement. 2008
= Tests génétiques. Questions scientifiques, médicales
et sociétales. 2008
= Santé de 'enfant. Propositions pour un meilleur suivi. 2009

- DANGER ) C¢ logo .rappelle que le Fode dela proPriété intellectue}le
u du lejuillet 1992 interdit la photocopie a usage collectif
PHOTOCOPILLAGE| sans autorisation des ayants-droits.
TUELELVRE | Le non-respect de cette disposition met en danger I’édition,
notamment scientifique.
Toute reproduction, partielle ou totale, du présent ouvrage est interdite sans autorisation de I’éditeur
ou du Centre frangais d’exploitation du droit de copie (CFC, 20 rue des Grands-Augustins, 75006 Paris).

Couverture: conception graphique © Frédérique Koulikoff, DISC Inserm



Transplantation
d’organes

Quelles voies
de recherche ?

Expertise collective

Instituts I I I I I
thématiques I I I n s e r m
(






Cet ouvrage présente les travaux du groupe d’experts réunis par I'Inserm
dans le cadre de la procédure d’expertise collective (annexe 1), pour répondre
a la demande de ’Agence de la biomédecine concernant la transplantation
d’organes solides et les axes prioritaires de recherche en transplantation. Ce
travail s’appuie sur les données scientifiques disponibles en date du second
semestre 2008. Pres de 3 000 articles ont constitué la base documentaire de
cette expertise.

Le Centre d’expertise collective de I'Inserm a assuré la coordination de cette
expertise collective.
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Avant-propos

En 2007, plus de 275 000 européens vivent avec un organe transplanté et
des milliers sont en attente d’un greffon. L’augmentation des maladies chro-
niques ainsi que le vieillissement de la population se traduisent par un
accroissement des indications de transplantation et par conséquent des
besoins en termes de greffons. Simultanément, la baisse importante de la
mortalité accidentelle et de la mortalité par accident vasculaire cérébral,
conduit a une diminution du nombre total de donneurs potentiels. Bien que
le nombre de prélevements soit actuellement en augmentation, il est indé-
niable que la situation de pénurie est installée durablement.

En France, le nombre des transplantations a augmenté de 45 % depuis
I'année 2000. En 2007, pres de 12 800 personnes ont eu besoin d’une trans-
plantation d’organe et 232 patients sont décédés faute de greffon. Chaque
année, le nombre de personnes inscrites en liste d’attente augmente de 4 %
environ.

La France a joué un rdle important dans le domaine de la transplantation
d’organes en particulier lors de la période pionniere des greffes de rein et
ensuite pour ses réussites en greffes composites. Apres les prouesses chirurgi-
cales en transplantation rénale et cardiaque du début de la seconde moitié
du XXe¢ siecle, c’est le développement des premiers médicaments contrdlant
les réactions immunitaires de rejet de 'organe greffé qui a marqué les années
1980. En dépit de 'avancée des connaissances sur les mécanismes cellulaires
et moléculaires mis en jeu dans le rejet, la prévention du rejet reste dépen-
dante de molécules d’immunosuppresseurs potentiellement toxiques. La
période actuelle révele surtout une évolution des pratiques avec la transplan-
tation de personnes de plus en plus Agées en ayant recours a des greffons
prélevés chez des personnes également de plus en plus Agées.

La transplantation constitue un bon exemple d’intégration en médecine de
toutes les avancées en recherche fondamentale, biomédicale, clinique, tech-
nologique, épidémiologique, éthique, en sciences humaines et sociales et en
santé publique. L’Agence de la biomédecine créée en 2005 a la suite de
'Etablissement frangais des greffes (EFG) s’appuie sur ces différents champs
disciplinaires pour conduire ses missions.

En 2006, I’Agence de la biomédecine a sollicité I'Inserm pour la réalisation
d’'une expertise collective permettant de faire le point des connaissances
scientifiques, biomédicales et cliniques sur les différentes étapes de la trans-
plantation d’organes solides et de définir, a partir de ces données, des axes
prioritaires de recherche en transplantation.



Pour répondre a cette demande, 'Inserm a réuni un groupe pluridisciplinaire
de 15 experts, spécialistes de différents domaines de la transplantation, de la
physiologie et immunologie fondamentale et clinique. L’expertise a ciblé son
champ sur la transplantation d’organes vascularisés (rein, foie, coeur, pou-
mon) a l'exclusion de la greffe de tissus et de cellules. De ce champ déja
vaste ont été exclues les sciences humaines et sociales, les questions éthiques
et socioéconomiques qui constituent des domaines d’investigation en tant
que tels et/ou des missions propres de I’Agence de la biomédecine.

Le groupe d’experts a centré sa réflexion autour des questions suivantes :

e Quelles sont les connaissances actuelles sur la tolérance centrale et
périphérique et leurs applications pour diminuer (ou supprimer) I'immuno-
suppression !

e Quelles sont les connaissances sur les mécanismes immunologiques et non
immunologiques du rejet et les facteurs entrant en jeu dans le rejet a court et
long terme ?

e Quelles sont les cibles thérapeutiques potentielles pour déplacer 1’équilibre
tolérance-rejet en faveur de la tolérance ?

e Comment peut-on optimiser le traitement immunosuppresseur en jouant
sur la dose, la biodisponibilité, la combinaison, la conversion ou le retrait
des immunosuppresseurs ! Quelles sont les perspectives d’utilisation de
protocoles a la carte (individuels) en fonction des différents parametres
individuels (biologiques, pharmacogénétiques) ?

e Quelles sont les connaissances sur les nouvelles voies d'immunosuppression
a la recherche d’une spécificité ?

e Quelles sont les avancées scientifiques et techniques permettant de mieux
controler la qualité du greffon ?

e Quel est 'impact du syndrome d’ischémie/reperfusion sur la qualité du
greffon et le succes de la greffe ?

e Peut-on identifier des marqueurs de la défaillance du greffon ?

® Quels sont les mécanismes cellulaires et moléculaires mis en jeu au cours
de l'ischémie/reperfusion ?

® Quelles sont les possibilités d’élargissement du nombre de donneurs sans
mettre en péril le succes de la transplantation : donneurs vivants, donneurs
en arrét cardiaque, donneurs marginaux ?

® Quels sont les meilleurs moyens d’évaluation du donneur potentiel et quel
est 'impact de cette évaluation sur la greffe ?

e Quels sont les résultats cliniques chez les patients greffés selon le type de
donneurs a court et long terme ? Peut-on établir un score de risque pour le
receveur !

® Quels types de « management » du donneur permettent d’augmenter la
qualité du greffon ? Quels sont les marqueurs pronostiques de la qualité de
'organe ?



e Quelles sont les connaissances actuelles sur les complications les plus fré-
quentes aprés transplantation liées a la chirurgie, aux infections, 2
I'immunosuppression ? Comment les limiter ?

L’essentiel de I'analyse réalisée par le groupe d’experts a partir de la littéra-
ture internationale a porté sur la transplantation chez I'adulte. Pour complé-
ter cet état des lieux, le groupe d’experts a auditionné deux spécialistes de la
transplantation hépatique et rénale chez 'enfant en France.






Introduction générale

La transplantation d’organes est la seule issue thérapeutique pour beaucoup
de pathologies qui entrainent une perte de fonction irréversible d’organes
vitaux. Les progrés majeurs réalisés au cours des 20 derniéres années ont
abouti & une augmentation significative du nombre de patients pouvant avoir
acces A une transplantation. De méme, le nombre de retransplantations dues
a des pertes de fonction du greffon, plusieurs années aprés une premiére
greffe, a augmenté. Cette situation qui, pour des raisons évidentes, revét un
impact majeur en termes de santé publique, explique le besoin de faire un
point objectif de la situation afin d’une part de dresser la liste des acquis et,
d’autre part, de définir les axes de recherche qu'il est indispensable de déve-
lopper. Le but de cette expertise est de fournir les éléments de connaissance,
issus de I’expérience nationale et internationale, permettant d’aboutir 2 des
recommandations concrétes.

Le constat que 'on peut faire aujourd’hui est que la transplantation d’organes
se trouve 2 un carrefour trés important ol convergent quatre problématiques
complémentaires, 'ordre dans lequel elles sont présentées ne revét aucun
aspect de priorité.

Problématique clinique de la transplantation

Le premier aspect releve des résultats cliniques. A P'évidence, la réussite
majeure que soulignent les données disponibles aujourd’hui (par rapport a
celles de la fin des années 1970 et du début des années 1980) concerne la
possibilité de contrdler de maniere tres efficace le rejet aigu d’allogreffe pour
la majorité des patients. Ceci rend compte des survies extrémement bonnes
des greffons dans les trois premiéres années qui suivent la transplantation. Il
existe certes des différences en fonction des organes, mais dans 'ensemble il
s"agit d’'un point trés positif.

Si le rejet aigu peut étre controlé aujourd’hui, c’est grace au développement
de trés nombreux médicaments immunosuppresseurs chimiques et biologi-
ques. Appliqués de maniére chronique et en association comme il est
devenu pratique courante de le faire en transplantation, ils diminuent de
maniére trés efficace les réponses immunitaires du receveur. Cette action est
cependant dénuée de spécificité pour les antigenes du greffon impliqués dans
la réaction d’allogreffe, les alloantigenes. Il s’agit d'une immunosuppression
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non spécifique, qui implique toutes les défenses immunitaires du receveur, y
compris I'immunité anti-infectieuse et anti-tumorale. Ceci entraine, chez les
receveurs d’allogreffe, une augmentation importante de 'incidence d’infec-
tions et de tumeurs (d’ailleurs souvent induites par des infections virales mal
contrdlées), sources non seulement de morbidité mais qui mettent égale-
ment en jeu le pronostic vital des patients.

Enfin, il est nécessaire de souligner un autre point tout aussi important. La
diminution nette de l'incidence du rejet aigu n’a pas pour autant permis
d’enrayer la survenue du rejet chronique notamment en transplantations
rénale et cardiaque, mettant en cause le dogme qui prévalait au début des
années 1980 suivant lequel il existait une relation étroite entre la survenue
du rejet aigu et chronique, dogme qui a d’ailleurs justifié la pratique d’une
immunosuppression de plus en plus « lourde ». On peut donc conclure sur ce
point en disant qu'une réflexion de fond s'impose : le type d'immunosuppression
pratiqué aujourd’hui est-il adapté a la lutte contre la destruction chronique
du greffon ?

Problématique épidémiologique des greffons

Le deuxieme aspect est de nature épidémiologique et concerne tout autant
les receveurs que les donneurs. Aujourd’hui, les receveurs ne sont pas seule-
ment plus nombreux que dans les années 1980 mais ils sont également plus
Agés. Dans un certain nombre de cas, il s’agit de receveurs d’'une deuxiéme
allogreffe. Dans la population des receveurs, il y a donc plus de personnes a
« haut risque » pour des raisons médicales générales (Age avancé, situation
vasculaire...) et pour des raisons immunologiques. Dans le cas des deuxie¢mes
greffes, les patients ont déja été soumis a une immunosuppression chronique
ou bien sont immunisés vis-a-vis des alloantigénes du premier greffon, d’ott
un risque de réaction croisée. Dans le cas de patients plus 4gés, ils sont plus
sensibles aux problemes infectieux liés a I'immunosuppression et aux effets
secondaires propres des immunosuppresseurs.

L’épidémiologie des greffons provenant de donneurs cadavériques s’est
fortement modifiée ces dernie¢res années. Un nombre important d’organes
est prélevé chez des donneurs plus agés, décédés d’accidents vasculaires
cérébraux car les déces chez des sujets jeunes dus aux accidents de la voie
publique ont significativement baissé.

S’ajoutent également dans ce contexte, les nouvelles pratiques de préleve-

ments d’organes chez des donneurs a cceur arrété. Les greffons prélevés sur

ces donneurs sont plus sensibles aux lésions d’ischémie/reperfusion et a la

néphrotoxicité des immunosuppresseurs. Ils présentent déja des lésions

chroniques liées au donneur avant le prélevement, qui réduiront d’autant
2 leur durée de vie apres la transplantation.
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Problématique immunologique des rejets

Le troisieme aspect concerne I'amélioration de la connaissance, grice aux
progres de la recherche en immunologie fondamentale de la transplantation,
des mécanismes qui sous-tendent les rejets aigu et chronique d’allogreffe.
Cette connaissance va de pair avec une meilleure compréhension des modes
d’action des différents médicaments immunosuppresseurs qui, individuelle-
ment sont tres sélectifs de certaines sous-populations de cellules immunitaires
et/ou de voies de signalisation de ces cellules.

Un grand pas en avant a été franchi dans le domaine de I'immunité innée,
au niveau des récepteurs qu’elle implique (en particulier, les récepteurs
Toll like) et des cellules spécialisées, telles que les cellules dendritiques, qui
constituent le lien entre les réponses immunitaires innées et adaptatives.
Longtemps négligé par manque de connaissances, le role de l'immunité
innée est aujourd’hui reconnu pour expliquer les conséquences immunolo-
giques du syndrome d’ischémie/reperfusion.

Il est important de citer également l'intérét tout particulier porté aux
lymphocytes « mémoire », aussi bien lymphocytes T que B, ainsi qu’aux
plasmocytes a longue durée de vie du fait de leur role chez les patients
hyperimmunisés. Soulignons également a propos des lymphocytes B et des
plasmocytes, le regain d’intérét pour le suivi des anticorps anti-HLA en
post-transplantation en lien avec leur rdle « amplificateur » de la progres-
sion du rejet chronique.

Problématique de santé publique des patients transplantés

L’amélioration constatée des résultats de la transplantation pose le probleme
du devenir a long terme des patients. La majorité des patients ont des
survies prolongées apres transplantation, supérieures a 10 ans pour les trans-
plantés rénaux et hépatiques. Bien que leur qualité de vie soit améliorée
significativement par rapport a la situation en pré-transplantation, elle reste
néanmoins inférieure a celle de la population générale. Par ailleurs, en
dehors des complications liées au rejet chronique, les patients greffés restent
exposés aux complications de I'immunosuppression et a la récidive de la
maladie initiale.

La prévention de la récidive de la maladie initiale est un enjeu majeur. Si
des progres spectaculaires ont été effectués dans la prévention de la récidive
de ’hépatite B post-transplantation hépatique, il n’en est pas de méme pour
la prévention et le traitement de la récidive de I’hépatite C.

Les complications liées aux immunosuppresseurs sont nombreuses, elles sont
spécifiques de chaque immunosuppresseur et secondaires a I'immunosuppression 3
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en général. Ainsi, il est indispensable dans le futur de diminuer la
fréquence des complications rénales, cardiovasculaires et du diabete. Le
développement fréquent de cancers (indépendamment de récidives) est une
autre conséquence importante de I'immunosuppression générale. Toutes ces
complications soulignent I'intérét d’une réflexion approfondie sur les consé-
quences 2 long terme de 'immunosuppression.

Axes prioritaires de recherche

La transplantation est non seulement une discipline a part enti¢re mais
également une discipline transversale. Elle touche 2 tous les domaines de la
médecine et ouvre méme sur des pathologies émergentes, notamment dans
le domaine infectieux. On peut citer 'exemple de ’hépatite E chronique ou
du virus BK chez les greffés de rein. Par ailleurs, les progres liés au dévelop-
pement de stratégies d’immunosuppression et d’induction de tolérance en
transplantation peuvent s’appliquer aux pathologies auto-immunes et
inflammatoires chroniques.

Translationnelle et multidisciplinaire, la recherche en transplantation
nécessite une organisation en réseau entre les différents centres de trans-
plantation et avec les laboratoires de recherche. L’amélioration des résultats
quantitatifs et qualitatifs de la greffe implique de développer de nouvelles
voies de recherche dans plusieurs thématiques.

Tout d’abord, il faut reconsidérer les stratégies d’immuno-intervention.
L’induction d’une tolérance immunitaire opérationnelle, définie comme une
survie a long terme du greffon en I'absence d’immunosuppression chronique,
est devenue une approche d’avenir du moins dans certains sous-groupes de
populations. Une meilleure connaissance des mécanismes conduisant au
développement de la tolérance immunitaire ainsi que ceux impliqués dans le
développement des lésions du rejet chronique permettra de mettre au point
de nouvelles stratégies thérapeutiques mieux ciblées.

Le suivi du statut immunologique des patients transplantés et la prédiction,
a court terme, de la survie du greffon a long terme ne pourra s’effectuer qu’a
I'aide de marqueurs le moins invasifs possibles, utilisables en pratique clinique
et, surtout, validés de maniére adéquate dans le contexte de protocoles
prospectifs.

Il est fondamental de se pencher de maniére avisée sur I'ensemble de la
problématique du prélevement d’organes et de la conservation des greffons.
Il ne s’agit pas uniquement de faire plus mais aussi de faire mieux. Ce sont
les caractéristiques intrinseques de I'organe prélevé et des liquides de conser-
vation utilisés qui sous-tendent la stimulation de I'immunité innée qui s’en
4 suit avec tous les éléments déléteres qu'elle comporte. La recherche dans le
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domaine de la protection des greffons contre les 1ésions d’ischémie/reperfusion
(approches de pré- et de postconditionnement, définition de la place des
machines de perfusion d’organe ex vivo, par exemple) prend toute sa valeur
dans le contexte actuel de pénurie d’organes et d’utilisation de greffons
marginaux.

Un certain nombre de ces problématiques de recherche sont discutées tout
au long de I'expertise. Néanmoins, cette derniére ne couvre pas I’'ensemble
du champ de recherche sur la transplantation. Par exemple, les travaux trés
innovants sur la xénogreffe, dont les applications cliniques sont encore
limitées, ne sont pas abordés dans ce document. L’analyse des travaux et des
implications éthiques concernant la xénogreffe nécessiterait une expertise
spécifique.






I

Tolérance et rejet

en transplantation






1

Tolérance d’allogreffe : des modéles
expérimentaux a la clinique

Pour tous ceux qui ont vécu l'histoire de 'immunosuppression en transplan-
tation clinique au cours des vingt cinq derniéres années, le bilan est certai-
nement moins optimiste que ce que I'on aurait espéré.

Jusqu’au début des années 1980, les seuls traitements disponibles étaient les
corticostéroides, I'azathioprine et les sérums polyclonaux anti-lymphocytes.
Au cours des deux décennies suivantes, sont progressivement apparus et sont
devenus accessibles pour 'usage clinique toute une série d'immunosuppresseurs
chimiques et biologiques dont I'action était de plus en plus sélective pour les
populations de cellules immunitaires, en particulier les lymphocytes T, et
pour leurs voies de signalisation intracellulaire. Cependant, ces approches
thérapeutiques reposent essentiellement sur 'utilisation conjointe de plusieurs
de ces médicaments immunosuppresseurs, administrés de maniére chronique,
dont l'effet est par définition non spécifique des antigenes impliqués dans les
réactions de rejet, les alloantigénes. Par ailleurs, le fait méme que la regle
soit désormais devenue l’association thérapeutique a fait perdre tout le
bénéfice d’une action immunopharmacologique sélective de chaque produit
individuel. Aujourd’hui, on utilise de maniére courante des protocoles
d’immunosuppression souvent trés lourds couvrant un large spectre d’actions
qui sont certainement trés efficaces pour la prévention du rejet aigu d’allo-
greffe (notamment en transplantation rénale, hépatique et cardiaque) mais
demeurent sans effet évident sur le rejet chronique, qui reste la cause la plus
importante de perte de fonction des greffons a long terme. De surcroit, ces
traitements exposent les patients 2 bon nombre d’effets secondaires. Ils sont
liés non seulement a la toxicité intrinséque des produits mais également, du
fait de leur manque de spécificité, a la dépression globale de I'immunité
qu'ils entrainent ce qui explique le risque accru de survenue d’infections et
de tumeurs (souvent secondaires a des infections virales). Enfin, ces théra-
peutiques sont cofiteuses comme le sont également celles utilisées dans la
prophylaxie ou le traitement des effets secondaires engendrés.

Force est de constater que cet état de fait a complétement invalidé le dogme
qui a prévalu pendant longtemps et suivant lequel le rejet aigu était la cause
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majeure de la survenue du rejet chronique, et a justifié le développement de
protocoles d’immunosuppression de plus en plus agressifs. Face a un tel
bilan, il semblerait judicieux d’admettre que méme si des progrés majeurs
ont été accomplis, la situation est loin d’étre idéale. En théorie, envisager
des stratégies d’'induction de tolérance immunitaire opérationnelle représente
la seule issue d’une situation aussi complexe. Tout le probleme est de trouver
la maniere d’accomplir ce changement dans la pratique clinique tout en
restant dans un contexte qui soit éthiquement acceptable et qui doit, par
définition, tenir compte du fait que les traitements dits conventionnels
permettent d’atteindre un taux trés élevé de survie des greffons a un an avec
une absence quasi-totale de rejet aigu chez les patients non immunisés.

Définition de la tolérance d’allogreffe

Au sens strict, la tolérance d’allogreffe est définie comme I'absence de réaction
destructrice vis-a-vis des alloantigénes du greffon par le systéme immunitaire
de I'hote alors que sont préservées les réactions immunitaires spécifiques
d’antigénes étrangers ou tumoraux.

Cette définition, tout a fait valable dans le contexte expérimental, doit
cependant étre nuancée lorsqu’il s’agit de transfert a la clinique. En effet,
du fait de la difficulté, voire de I'impossibilité de tester de maniere directe
la réactivité immunitaire du receveur vis-a-vis des alloantigénes du donneur,
on parle le plus souvent de « tolérance opérationnelle » a savoir, une situa-
tion ol I'on constate une survie fonctionnelle du greffon a long terme en
I'absence d’immunosuppression chronique (Waldmann, 1999). Il semble
évident que lorsqu’une stratégie thérapeutique donnée a permis d’induire
une survie durable du transplant en I’absence totale de traitement immuno-
suppresseur, le receveur est bien tolérant aux alloantigénes méme si pour
des raisons pratiques (absence de disponibilité des cellules du donneur,
absence de tests permettant de cibler de maniére directe les mécanismes qui
sous-tendent la tolérance...) il soit impossible de conclure de maniere
définitive.

Chez l'animal, différentes stratégies thérapeutiques ont permis d’aboutir a
une tolérance opérationnelle. Les expériences séminales de Billingham,
Brent et Medawar, qui leur ont valu le Prix Nobel, avaient établi, il y a plus
de 50 ans, qu’'une tolérance immunitaire durable vis-a-vis d’alloantigenes
pouvait étre obtenue, en 'absence de traitement (Billingham et coll., 1953).
Cependant, le transfert a la clinique d’une telle stratégie s’est avéré plus
laborieux que prévu. Ainsi, divers problemes d’ordre pratique et éthique
ont jusque-la empéché un transfert a la clinique de la plupart des stratégies,
avec quelques exceptions, dont le but ultime est la suspension totale de
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tout traitement immunosuppresseur. Néanmoins, au cours de la derniére
décennie, toute la communauté de transplantation, consciente des enjeux, a
été particulierement sensibilisée a 'idée que les stratégies d’induction de
tolérance en transplantation clinique ne pourront voir le jour que grice a
une démarche pas a pas.

La maniere la plus efficace d’aboutir a une tolérance en transplantation con-
siste en la possibilité d’exploiter certains des mécanismes immunologiques
qui sous-tendent la tolérance immunitaire physiologique, pour faire en sorte
de « reprogrammer » le systéme immunitaire. Ainsi, tout en reconnaissant
les alloantigénes du greffon, il ne génere pas a leur égard de réaction immu-
nitaire « agressive » (Monaco et coll., 1966 ; Brent et coll., 1967 ; Wood et
coll., 1971 ; Cobbold et coll., 1992). I s’agit en tout état de cause de savoir
comment aller de la tolérance au soi vers la tolérance en transplantation.

Pendant longtemps, ce dogme était que I'induction d’une tolérance immuni-
taire d’allogreffe ne pouvait s’établir que suite a la déplétion clonale, en
grande partie dans le thymus, d’'un nombre significatif des clones lympho-
cytaires T alloréactifs. En d’autres termes, il s’agissait de 1’établissement
d’une tolérance dite centrale (Sykes et coll., 1988 ; Sykes et Sachs, 1990).
Cependant, des données solides ont été accumulées dans la littérature au
cours de ces vingt derniéres années démontrant qu’une tolérance d’allogreffe
peut s’établir, chez I'individu adulte, grice 2 des mécanismes de tolérance
immunitaire dite périphérique et n'impliquant pas la déplétion des lympho-
cytes T alloréactifs (Qin et coll., 1993 ; Cobbold et Waldmann, 1998 ; Plain
et coll., 1999 ; Bushell et coll., 2003 ; Cobbold et coll., 2006 ; Waldmann et
coll., 2006 ; Wood et Sawitzki, 2006). Ces mécanismes, que 'on a pu
décrypter en analysant la tolérance physiologique ou tolérance au « soi »,
incluent 'anergie lymphocytaire et 'émergence de cellules T régulatrices ou,
d’apres I'ancienne terminologie, de cellules T suppressives. Ils assurent une
tolérance active, transférable dénommée également « infectieuse » d’apres le
terme choisi par Gershon, le premier a avoir décrit le phénomene (Gershon

et coll., 1971).

Mécanismes de la tolérance au « soi »

Le systéme immunitaire de tout individu normal ne développe pas de réaction
agressive vis-a-vis des tissus de ’hote qui ’héberge bien qu'il soit désormais
clairement établi que tout individu, indemne de pathologie auto-immune,
héberge des lymphocytes autoréactifs dirigés contre divers autoantigénes ou
antigenes du soi. L'existence de ces lymphocytes B et T autoréactifs est prouvée
par la présence d’autoanticorps naturels et par la possibilité d’induire des
lignées ou des clones de lymphocytes T autoréactifs a partir de sang humain
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normal. Chez I'animal, on peut provoquer une maladie auto-immune par
simple administration d’autoantigénes a des animaux normaux, n’ayant pas
de prédisposition particuliere a développer une pathologie auto-immune
spontanée (Nussenblatt et coll., 1990 ; Miller et coll., 1992 ; Williams et
coll.,, 1992). L’absence de maladies auto-immunes malgré la présence de
lymphocytes B et T autoréactifs a été pendant longtemps un paradoxe central
de I'immunologie. Ces mécanismes, que I'on comprend de mieux en mieux
désormais, sont d’autant plus importants que lorsqu’ils sont déficients ou mal
contrdlés on assiste a I’émergence des maladies auto-immunes.

Deux voies principales agissent de maniére non mutuellement exclusive
pour maintenir la tolérance au soi; il s’agit des mécanismes de tolérance
centrale et de tolérance périphérique.

Tolérance centrale

La tolérance centrale, comme son nom l'indique, prend place au niveau des
organes lymphoides centraux ot se déroulent 'ontogenese et la différencia-
tion des cellules lymphocytaires. Il s’agit chez 'homme de la moelle osseuse
pour les lymphocytes B et du thymus pour les lymphocytes T.

Au cours de la différenciation, les lymphocytes autoréactifs les plus dangereux,
car porteurs de récepteurs de trés haute affinité pour les autoantigénes, sont
en régle générale détruits par un phénomeéne de sélection « négative »
(Kisielow et coll., 1988 ; Nossal, 1983 et 1994). Cette sélection négative
implique une mort cellulaire par apoptose, c’est-a-dire une mort cellulaire
programmée secondaire 2 la transduction de signaux intracellulaires aboutis-
sant 2 l'activation d’enzymes spécialisées, les caspases, qui vont fragmenter
I’ADN. Le filtre de la sélection négative qui concerne les autoantigénes
exprimés par des cellules spécialisées dans le thymus et la moelle osseuse
est cependant loin d’étre parfait puisque l'on retrouve des lymphocytes
autoréactifs a la périphérie.

Tolérance périphérique

I1 existe des mécanismes que 1’'on regroupe sous la dénomination de tolérance
périphérique, qui permettent de contrdler le potentiel pathogene des effec-
teurs autoréactifs ayant échappé a la sélection négative. Nous allons nous
intéresser plus particulierement aux mécanismes de tolérance périphérique
touchant les lymphocytes T, car ils sont les cibles privilégiées en matiere de
tolérance d’allogreffe, tout en sachant que des phénomenes identiques sont
opérationnels pour les lymphocytes B.

Les cellules T autoréactives expriment des récepteurs spécifiques pour les
autoantigénes, mais peuvent ne pas « reconnaitre » les cellules présentant
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ces autoantigénes, par un phénomeéne dit « d’indifférence immunitaire »
(Ohashi et coll., 1991). Cette indifférence est due, du moins en partie, au
fait que la plupart des cellules de I'organisme qui portent les autoantigénes
ne les « présentent » pas de maniere adéquate ou « professionnelle » aux
cellules immunitaires, c’est-a-dire en présence de récepteurs spécialisés ou de
molécules de « co-stimulation » qui sont en mesure d’apporter aux lympho-
cytes T tous les signaux indispensables a leur activation. Ainsi, seules les
cellules dendritiques sont des cellules « professionnelles » de la présentation
de I'antigéne, capables de délivrer tous les signaux indispensables a la stimu-
lation efficace du lymphocyte T naif (Ohashi et coll,, 1991). On sait
aujourd’hui que lindifférence immunitaire fait intervenir également un
manque de stimulation de récepteurs de I'immunité innée, les Toll-Like
Receptors ou TLR. Ainsi, un état d"indifférence immunitaire peut étre rompu
lorsque l'autoantigéne est présenté aux lymphocytes T par des cellules
portant des molécules de co-stimulation et en présence d’agents stimulant
les TLR notamment lorsque les cellules cibles sont localisées au sein d’'un
site inflammatoire, par exemple induit par une infection virale (Lang et

coll., 2005).

Mais comment expliquer alors que la seule thymectomie réalisée chez une
pliq q y
souris normale dans les jours suivant la naissance induit un syndrome
polyauto-immun ? Il s’est avéré que cette thymectomie précoce prévient la
dissémination a la périphérie d’'une catégorie fonctionnelle particuliere de
perip p
lymphocytes T aux propriétés régulatrices qui suppriment l'autoréactivité
physiologique (Sakaguchi, 2000 et 2005). L’auto-immunité peut donc découler
d’un défaut ou d’'un débordement de mécanismes d’immunorégulation qui
g q
modulent I'intensité des réponses immunitaires (Bach et Chatenoud, 2001 ;

Bluestone et Abbas, 2003).

Cellules T régulatrices

L’existence d’une immunorégulation est désormais bien prouvée. Elle fait
intervenir deux grandes catégories de cellules T régulatrices, appelées égale-
ment Treg, les Treg naturelles et les Treg induites ou adaptatives.

Cellules Treg naturelles

Les cellules Treg naturelles d’origine thymique constituent une lignée de
thymocytes distincte, caractérisée par 'expression du marqueur CD25 (la
chaine o du récepteur de l'interleukine IL-2) et du facteur de transcription
FoxP3 (Fontenot et coll., 2003 ; Setoguchi et coll., 2005). C’est de ces cellules
Treg d’origine thymique dont il était question ci-dessus dans le cas de la
thymectomie. Dans ce cas, I'absence de thymus induit un déficit profond en
cellules Treg naturelles et génére un syndrome polyauto-immun incluant
une gastrite, une thyroidite, une orchite ou oophorite (suivant le sexe de la

13

ANALYSE



Transplantation d’organes — Quelles voies de recherche ?

14

souris) et, plus rarement un diabete insulinodépendant. L’identification du
géne FoxP3 est intervenue de maniére tout 2 fait indépendante a 'étude des
lymphocytes T régulateurs griace aux recherches visant 2 identifier le géne
responsable, chez ’homme, d’'une maladie rare dénommée syndrome IPEX
(pour Immune dysregulation, Polyendocrinopathy, Enteropathy, X linked) et
décrite initialement en 1982. Comme son nom lindique, ce syndrome
regroupe un ensemble de manifestations auto-immunes et dysimmunitaires
séveres (dont une colite inflammatoire ou entéropathie, un diabete de type 1
insulinodépendant) qui apparaissent trés tot dans la vie d’enfants de sexe
masculin (Wildin et coll., 2002). Un syndrome polyauto-immun analogue
avait été identifié en 1959 chez une souris porteuse d’'une mutation
spontanée, la souris scurfy (Lyon et coll., 1990). Malgré cette description
ancienne du syndrome humain et murin, ce n’est que récemment qu'il a été
décrit que le méme geéne est muté dans ces deux situations et qu'il s’agit de
FoxP3. FoxP3 est un membre de la famille des facteurs de transcription
forkhead winged-helix qui en compte 40. Différentes mutations de FoxP3 ont
été décrites chez les patients IPEX qui sont dans leur majorité localisées dans
la région forkhead qui se lie & TADN (Wu et coll., 2006). Chez la souris
scurfy, la mutation entraine la transcription d’une forme tronquée du facteur
de transcription FoxP3, dépourvue du domaine forkhead liant I’ADN.

De maniere indépendante et simultanée en 2003, trois laboratoires différents
ont démontré que l'expression de FoxP3 était trés nettement augmentée
dans les lymphocytes Treg naturels CD4+CD25+ (Fontenot et coll., 2003 ;
Hori et coll., 2003 ; Khattri et coll., 2003). Par ailleurs, il s’est avéré que ces
lymphocytes sont peu nombreux, voire totalement absents, chez les souris
scurfy ainsi que chez des souris invalidées par recombinaison homologue
pour I'expression du géne FoxP3 (souris FoxP3-/-) qui, elles aussi, présentent
un syndrome polyauto-immun. Aussi bien chez la souris scurfy que chez la
souris FoxP3-/-, la maladie est contrdlée par l'infusion (ou transfert) de
cellules régulatrices CD4+CD25+FoxP3+ provenant de souris normales.

Enfin, lorsque I'on transduit des lymphocytes T CD4+CD25- conventionnels
non régulateurs avec des rétrovirus codant pour FoxP3, ces cellules, qui
expriment le facteur de transcription en forte quantité, acquierent des capa-
cités régulatrices et expriment différentes molécules de surface typiques des
lymphocytes régulateurs dont CD25, CTLA-4 et GITR. Par ailleurs, on note
chez ces lymphocytes transduits, tout comme chez les lymphocytes T régula-
teurs naturels, une inhibition de la transcription de nombreux génes codant
pour des cytokines telles que I'lL-2, 'lL-4 ou encore 'lEN-y. FoxP3 semble
donc agir comme un répresseur de la transcription de ces génes.

Quelles sont les bases moléculaires de I'action de FoxP3 qui expliquent que
son expression soit associée a la fonction de régulation/suppression ? 11 s’agit
l1a d’'une question fondamentale pour laquelle il n’existe a '’heure actuelle
que des éléments tres partiels de réponse.
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Cellules Treg adaptatives

Les cellules Treg induites ou adaptatives sont, contrairement aux Treg
naturelles, issues de lymphocytes T matures, en majorité CD4+, présents a la
périphérie qui acquierent leur fonction régulatrice lorsqu’ils sont activés par
divers antigénes dans des conditions adéquates, notamment dans un
environnement incluant des cytokines plus particulierement I'lL-10, le
TGE-B (Transforming Growth Factor B) ou encore I'lL-4 (Chen et coll.,
2003 ; Roncarolo et coll., 2006). Cette dépendance de cytokines des cellules
Treg adaptatives pour leur différenciation et/ou leur fonction est une carac-
téristique majeure qui semble les distinguer des cellules Treg naturelles. Ces
derniéres peuvent exercer leurs actions en privilégiant le contact cellulaire
de maniere indépendante de toute cytokine immunorégulatrice (Bach et
Chatenoud, 2001 ; Bluestone et Abbas, 2003).

De la tolérance au « soi » a la tolérance en transplantation

Au risque de paraitre réductionnistes, nous allons nous concentrer sur deux
des mécanismes sous-jacents 2 la tolérance au « soi », la tolérance centrale
par déplétion ou sélection négative et la tolérance périphérique faisant
intervenir des cellules Treg car ce sont 12 deux concepts qui sont le plus
activement exploités a I'’heure actuelle et qui semblent trés prometteurs pour
mettre en place des stratégies permettant d’aboutir a une tolérance en
transplantation.

Greffe de moelle osseuse du donneur et tolérance
d’allogreffe d’organe

Les stratégies basées sur la possibilité de « forcer » la sélection négative des
lymphocytes T autoréactifs dans le thymus ont fait appel dans ce but a

I'inoculation de moelle osseuse du donneur préalablement a la greffe
d’organe.

Induction de tolérance chez la souris

Le groupe de Peter Medawar réalisa, dans les années 1950, les expériences
qui lui valurent le Prix Nobel montrant que I'administration a des souri-
ceaux nouveau-nés de moelle osseuse et de cellules allogéniques (exprimant
des antigénes d’histocompatibilité distincts de ceux de I'hote), en I'absence
de tout autre traitement immunosuppresseur, induit un état de tolérance.
Cet état de tolérance se manifeste par le fait que ces souris, une fois adultes,
ne rejettent pas les allogreffes de peau provenant de donneurs totalement
identiques (ou histocompatibles) avec le donneur des cellules de moelle
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osseuse injectées a la naissance alors qu’elles sont capables de rejeter une
greffe de peau provenant d’une souris tierce (Billingham et coll., 1953).

Deux mécanismes expliquent cet effet. Tout d’abord, a ce trés jeune age les
lymphocytes T se différencient de maniére trés active dans le thymus. Les
cellules allogéniques injectées qui migrent dans le thymus, a l'instar des
cellules présentant les autoantigénes que nous avons citées précédemment,
« forcent » la sélection négative par apoptose des lymphocytes T alloréactifs
de haute affinité. On peut en effet prouver grace a des techniques dites de
dilutions limites que la fréquence des cellules T alloréactives chez les souris
tolérantes est diminuée environ de moitié par rapport a celle de souris
normales. En deuxiéme lieu, on retrouve chez les hotes tolérants des cellules
Treg, capables de transférer la tolérance d’allogreffe a des hotes naifs de tout
traitement. En d’autres termes, ces souris nouveau-nées, dont le systeme
immunitaire est encore immature, sont particulierement sensibles a I'induc-
tion de la tolérance suite a I'injection de moelle osseuse ou de cellules
allogéniques du donneur, et ce, par le biais de mécanismes immunitaires qui
combinent des phénomenes de tolérance centrale et de tolérance périphé-
rique (Abramowicz et coll., 1990).

La question de fond qui se pose afin qu'une telle démarche puisse avoir une
quelconque application thérapeutique en transplantation d’organes est de
savoir s'il est possible de reproduire un tel phénomeéne chez un individu
adulte.

D’une maniere générale si 'on pratique chez un hote receveur d'une greffe
d’organe, une transplantation de moelle allogénique (I'organe et la moelle
provenant du méme donneur), le systéme immunitaire de ’hote est éliminé
et completement remplacé par celui du donneur. Clest ce qui explique
d’ailleurs la présence dans ce genre de situation d’'un chimérisme complet a
savoir, une fois que la reconstitution hématopoiétique est complete toutes
les cellules hématopoiétiques du receveur sont de phénotype donneur. Dans
ce cas, la greffe d’organe est parfaitement acceptée de maniere durable en
'absence de tout traitement immunosuppresseur. Cependant, contrairement
a la manipulation que nous avons discuté chez les souriceaux nouveaux-nés,
la réalisation d’une greffe de moelle allogénique chez un receveur adulte
pose deux problémes majeurs qui empéchent son application clinique a la
grande majorité des patients : tout d’abord cette stratégie implique un traite-
ment de « conditionnement » drastique du receveur visant a I’élimination
compleéte de tout son systéme hématopoiétique et, deuxiemement, suite a la
greffe, la survenue fréquente d’une réaction du greffon contre I’hote (GvH),
situation souvent létale, est un risque totalement inacceptable. La situation
au cours de laquelle ce processus a pu étre appliqué chez 'homme est celle
de patients ayant bénéficié d'une greffe de moelle allogénique pour une
maladie hématologique et ayant présenté ultérieurement une insuffisance
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rénale terminale nécessitant une transplantation rénale. Chez ces patients
ayant un macrochimérisme, la greffe de rein du méme donneur que celui de
la moelle peut se faire sans aucun traitement immunosuppresseur, démon-
trant ainsi que la tolérance peut étre acquise en transplantation chez
’homme par 'injection préalable de cellules souches hématopoiétiques.

Vers une induction de tolérance en clinique

C’est donc dans ce contexte que se sont développées des stratégies que 1'on
peut définir « intermédiaires » qui consistent en I'inoculation de cellules de
moelle du donneur chez un receveur chez qui le conditionnement n’implique
pas une myéloablation compléte.

Plusieurs laboratoires se sont penchés sur cette problématique. C’est certai-
nement celui de Sachs et de Sykes a Boston qui a le plus contribué a
développer cette voie en vue d’une application clinique, a laquelle ils ont
d’ailleurs trés récemment abouti. Le principe est simple. Il s’agit de pratiquer
une myéloablation partielle grace a une irradiation corporelle a faible dose
associée a une irradiation de la loge thymique a plus forte dose suivie par un
traitement de courte durée par un sérum polyclonal ou un anticorps
monoclonal anti-lymphocytes (Sykes et coll., 1988 ; Sykes et Sachs, 1990 ;
Wekerle et coll., 2002 ; Spitzer et coll., 2003). C’est sous couvert de ce der-
nier traitement que la transplantation de moelle osseuse du donneur suivie
de la greffe d’organe a été pratiquée. Un traitement par ciclosporine est
institué au moment de la greffe d’organe qui est appliqué pendant seulement
quelques mois. Ce protocole, mis au point suite 4 des années d’études effec-
tuées tout d’abord chez la souris puis chez le singe, permet des survies de
greffes d’organe (peau chez la souris et rein chez le singe) a trés long terme,
voire indéfinies en "absence de tout traitement immunosuppresseur (Pascual

et coll., 2002 ; Murakami et coll., 2009).

Les mécanismes immunitaires sous-jacents varient quelque peu en fonction
de l'espece concernée. Chez la souris, a 'évidence, les cellules de moelle du
donneur sont retrouvées dans le thymus du receveur ou elles jouent un role
important dans la sélection négative d’une certaine proportion des cellules
alloréactives. Ceci se manifeste également par la présence d’'un macro-
chimérisme, c’est-a-dire que chez I’hote reconstitué et tolérant on observe
une proportion significative de cellules hématopoiétiques de phénotype
donneur (au moins 20 a 30 %) (Sykes et coll., 1988 ; Sykes et Sachs, 1990 ;
Wekerle et coll., 2002 ; Spitzer et coll., 2003). En revanche, chez le singe la
situation semble différente. Le macro-chimérisme existe dans les quelques
jours qui suivent la greffe de moelle du donneur mais il disparait trés rapi-
dement ce qui suggere que dans ce cas les phénomenes de tolérance périphé-
rique, impliquant notamment des cellules Treg et donc vraisemblablement
plutdt de type adaptatifs, sont essentiels dans le maintien de la tolérance

d’allogreffe (Murakami et coll., 2009).
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De maniére remarquable, cette approche a récemment fait 'objet d’un
transfert a la clinique. Cing patients receveurs d’allogreffes rénales a partir
de donneurs vivants haplo-identiques ont été traités de la sorte (Kawai et
coll., 2008). Avec un recul maintenant de plus de un an aprés un arrét total
de I'immunosuppression, le bilan est que 4 des patients ont conservé une
fonction rénale complétement normale. Chez un patient, a 'arrét du traite-
ment immunosuppresseur, un rejet humoral est survenu qui a été controlé
par les traitements conventionnels. Chez ’homme, comme chez le primate,
un macro-chimérisme est observé uniquement dans les tous premiers jours
qui suivent la greffe de moelle allogénique (Kawai et coll., 2008). Bien que
ces résultats soient trés encourageants, il faut encore se donner du temps
pour savoir si les patients vont rester tolérants sur le long terme, et s'ils ne
vont pas développer des anticorps dirigés contre le donneur, les stratégies
utilisées ciblant davantage les lymphocytes T que les lymphocytes B.

Anticorps monoclonaux anti-lymphocytes T : des outils
ermettant de générer des cellules T régulatrices adaptatives
inductrices de tolérance

Les travaux pionniers de Medawar, cités plus haut, ont été suivis par de tres
nombreuses tentatives visant a recréer, chez l'individu adulte, un statut
immunitaire propice a I'établissement d’une tolérance immunitaire, analogue
a celui du nouveau-né. Il est important de citer ici 'apport essentiel du
groupe de Monaco au début des années 1970 qui fut le premier a démontrer
qu’une administration de courte durée de certains immunosuppresseurs, en
particulier de nature biologique tels que des anticorps polyclonaux anti-lym-
phocytes T, favorisait, chez la souris, I'induction d’une tolérance immuni-
taire vis-a-vis d’allogreffes de peau (Wood et coll., 1971). L’avénement des
anticorps monoclonaux vers le milieu des années 1970 a permis de confirmer
qu'un « conditionnement » adéquat du receveur par administration d’anti-
corps ciblant des récepteurs de surface lymphocytaire fonctionnellement
importants pouvait reproduire de maniere satisfaisante les observations faites
initialement avec les sérums anti-lymphocytes T polyclonaux. Fait essentiel,
chez les rongeurs il a été bien démontré que la tolérance immunitaire peut
étre induite par ce type de stratégie chez des hotes adultes thymectomisés
prouvant ainsi que les mécanismes immunitaires sous-jacents relevent bien
d’une tolérance périphérique (Qin et coll., 1989 et 1993).

On peut donc affirmer que, contrairement aux immunosuppresseurs conven-
tionnels qui agissent soit en éliminant les cellules immunitaires soit en inhi-
bant leurs capacités fonctionnelles, les anticorps monoclonaux spécifiques de
certains récepteurs lymphocytaires ont la capacité singuliere et remarquable
d’induire, lorsqu’ils sont administrés de maniére adéquate, une tolérance
immunitaire vis-a-vis d’antigénes solubles ou tissulaires. Une tolérance peut
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étre obtenue aussi bien vis-a-vis des alloantigénes, dans le cas de la trans-
plantation, que des autoantigénes dans le cas de maladies auto-immunes
établies.

D’une maniére générale, les produits biologiques (anticorps monoclonaux,
protéines de fusion) possédent un spectre beaucoup plus large d’activités
pharmacologiques et biologiques d’ott leur capacité de « reprogrammer » les
fonctions du systéme immunitaire. Ainsi, suivant leur spécificité fine, ces
agents pourront non seulement éliminer leurs cellules cibles ou inhiber leur
fonction, mais également agir comme des agonistes sur des sous-populations
lymphocytaires spécialisées en transduisant des signaux d’activation ou
encore neutraliser efficacement ’action de cytokines ou de chimiokines.
Nombre de ces agents ont montré leur capacité d’induire la prolifération
et/ou la différentiation des lymphocytes T régulateurs (Graca et coll., 2002 ;
Cobbold et coll., 2004 ; Wood et coll., 2004). Le probleme reste posé de
comprendre exactement si ces cellules T régulatrices sont issues des cellules
naturelles suppressives ou s'il s’agit plutdt de lymphocytes T régulateurs de
type adaptatif. Il est d’ailleurs fondamental de souligner a ce point qu'une
déplétion lymphocytaire massive ne semble pas étre un prérequis fondamental
de l'induction de tolérance. Les sérums anti-lymphocytes polyclonaux sont
de puissants agents déplétants ce qui n’est pas le cas de nombreux anticorps
monoclonaux anti-lymphocytes T aux propriétés tolérogenes (anti-CD4
associés ou non a des anti-CD8, anti-CD3, agents ciblant les molécules de
co-stimulation). Il n’en reste pas moins vrai que cette conclusion doit étre
modulée surtout en fonction d’histo-incompatibilité a laquelle on doit faire
face : plus la disparité est grande entre donneur et receveur d’organe et plus
il est important, du moins dans la période initiale post-greffe, d’agir de
manilre « agressive » en bénéficiant d’agents capables d’éliminer (du moins
en partie) les cellules T alloréactives activées par la voie directe, c’est-a-dire
par la reconnaissance du complexe formé par la molécule HLA et le peptide
du donneur.

L’ensemble des données disponibles dans la littérature suggerent que les
mécanismes qui sous-tendent I'action tolérogéne des produits biologiques
relevent, en proportion différente suivant les agents, d’'une déplétion lym-
phocytaire (dont les mécanismes sont variés et distincts en fonction des

agents) et d’'une immunorégulation impliquant a la fois une déviation
immune et/ou une induction de cellules T régulatrices.

Note pratique importante : les anticorps monoclonaux de premiére génération
produits par des hybridomes de souris ou de rat ont été introduits en clinique
il y a plus de 25 ans en transplantation d’organes. Ces anticorps suscitaient
deux effets secondaires principaux a savoir, 'immunisation vis-a-vis de la
protéine xénogénique et, pour certaines spécificités, une importante libéra-
tion de cytokines du fait de leur pouvoir mitogénique/activateur, expliquant
que leur utilisation se soit initialement limitée a la transplantation. La
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production d’anticorps monoclonaux humanisés, voire méme humains, qui
sont moins immunogénes et mieux tolérés a complétement modifié le
panorama en permettant une utilisation beaucoup plus large de ces outils
thérapeutiques (Riechmann et coll., 1988).

Avant de s’intéresser au cas particulier des anticorps anti-CD3, il est intéres-
sant de citer les produits biologiques ciblant les voies de co-stimulation.
L’activation efficace des lymphocytes B ou T naifs nécessite la transduction
simultanée de deux signaux. Le premier signal est celui transduit par le
récepteur pour I'antigéne et le deuxieme celui qui émane de la stimulation
des récepteurs dits de co-stimulation. On comprend, dés lors, I'importance
thérapeutique que pourraient revétir des agents biologiques ciblant ces
voies de co-stimulation. Dans le cas des lymphocytes naifs, les signaux de
co-stimulation sont essentiellement transduits par la stimulation du récep-
teur CD28 qui interagit de maniére spécifique avec ses ligands, les molécules
de la famille B7, B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86), a la surface des cellules
présentatrices d’antigénes. Des protéines de fusion ont été produites utilisant
la molécule CTLA-4 (pour « cytotoxic T lymphocyte-associated antigen-4 » ou
CD152) qui est un récepteur homologue de CD28 mais qui, a la différence
de ce dernier, est exprimé, a de rares exceptions prés, uniquement a la sur-
face des lymphocytes T activés (Linsley et coll., 1991). En effet, le récepteur
CTLA-4 est également exprimé de maniére constitutive par les cellules T
régulatrices CD4+CD25+ dont nous avons parlé précédemment (Read et
coll., 2000 ; Takahashi et coll., 2000). La protéine de fusion CTLA4-Ig
inclue le domaine extracellulaire de CTLA-4 associé au domaine Fc d’une
[gG1 humaine (Linsley et coll., 1992). Elle est en mesure de bloquer de
maniere efficace de nombreuses réponses immunitaires pathogénes comme
cela a été montré dans des modeles expérimentaux d’auto-immunité et de
transplantation (Lenschow et coll., 1992 ; Lin et coll., 1993 ; Finck et coll.,
1994 ; Lakkis et coll., 1997 ; Onodera et coll., 1997). En transplantation
clinique, cette molécule (CTLA4-Ig, bélatacept) a été utilisée avec succes
comme immunosuppresseur dans la prévention du rejet d’allogreffe rénale
(Vincenti et coll., 2005). Des essais utilisant le bélatacept et visant A tester
la possibilité d’induire une tolérance immunitaire sont en cours, non pas
en transplantation mais en auto-immunité (polyarthrite rthumatoide et
psoriasis).

Une autre voie de co-stimulation trés importante pour la coopération
efficace entre cellules immunitaires concerne le couple CD40/ligand de
CDA40 (CD40L). CD40 est un membre de la superfamille des récepteurs du
TNF exprimé de maniere constitutive a la surface de nombreux types
cellulaires dont les lymphocytes B et les cellules présentatrices de I'antigene.
CD40 interagit avec son ligand, CD40L (CD154), un membre de la
superfamille du TNF exprimé sélectivement a la surface des lymphocytes T
activés. L'interaction CD40/CD40L est indispensable pour la coopération
entre lymphocytes B et lymphocytes T, c’est d’elle que dépendent la
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formation des centres germinatifs et la commutation isotypique au cours de
la différenciation des lymphocytes B, aprés leur rencontre avec 'antigéne.

Aussi bien chez la souris que chez le singe, 'administration d’anticorps
anti-CD40L, seuls ou en association avec CTLA4-Ig, avait suscité un grand
intérét en transplantation, pour prolonger la survie d’allogreffes, et en auto-
immunité (Larsen et coll., 1996 ; Larsen et Pearson, 1997 ; Niimi et coll.,
1998 ; Kirk et coll.,, 1999). L’enthousiasme est néanmoins rapidement
retombé au vu des résultats des premiers essais cliniques utilisant un anti-
corps anti-CD40L, chez des receveurs d’allogreffe rénale et chez des patients
atteints de lupus érythémateux disséminé, qui ont montré la survenue de
complications thromboemboliques séveres (Boumpas et coll., 2003). En fait,
la molécule CD40L est également exprimée a la surface des plaquettes ce qui
explique leur activation/agrégation suite a la fixation de l'anticorps. Un
autre anticorps de méme spécificité, IDEC-131, utilisé dans le lupus n’a pas
suscité ces mémes effets secondaires mais, malheureusement, n’a pas montré
d’efficacité non plus (Davis et coll., 2001 ; Kalunian et coll., 2002 ; Kuwana
et coll., 2004).

Cas particulier des anticorps monoclonaux anti-CD3

L’histoire des anticorps monoclonaux anti-CD3 est totalement paradoxale.
L’anticorps monoclonal OKT3, une IgG2a de souris, a été le premier
monoclonal introduit en clinique au début des années 1980 avant méme
que la structure complexe de la molécule CD3 et son importance fonction-
nelle ne soient connues (Clevers et coll.,, 1988 ; Davis et Chien, 1999).
OKT3 a initialement été utilisé pour traiter et prévenir le rejet d’allogreffe
rénale (Cosimi et coll., 1981 a et b ; Vigeral et coll., 1986 ; Debure et coll.,
1988) sans que des données précliniques ne soient disponibles du fait de leur
trés étroite spécificité d’espece. En effet, les anticorps anti-CD3 humains
n'ont de réactivité croisée qu’avec les lymphocytes T de chimpanzé. Au
cours des années 1980, toute une série d’études controlées ont clairement
démontré que OKT3 était un immunosuppresseur extrémement puissant,
trés efficace pour le traitement des épisodes de rejet aigu d’allogreffe rénale
(Cosimi et coll., 1981 a et b ; Ortho, 1985), une indication pour laquelle il
fut rapidement commercialisé aux Etats-Unis et en Europe. Le suivi des
patients traités par OKT3 a permis d’acquérir un énorme bagage de connais-
sances sur le mode d’action et les effets secondaires des anticorps monoclo-
naux murins. Au cours des dix derniéres années, 'utilisation de OKT3 a été
quasi complétement abandonnée du fait du probléme de sa mitogénicité
(Chatenoud et coll., 1986, 1989 et 1990 ; Cosimi, 1987 ; Abramowicz et
coll., 1989 ; Eason et Cosimi, 1999 ; Chatenoud, 2003) et de la disponibilité
de nouveaux immunosuppresseurs biologiques bien mieux tolérés (dont les
anticorps anti-CD25).
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Le travail expérimental conduit dans différents modeles de rat et de souris a
rapidement suggéré qu’'au-dela de leur puissante activité immunosuppressive,
les anticorps anti-CD3 pouvaient induire une tolérance vis-a-vis d’alloanti-
génes et d’autoantigénes (Hayward et Shreiber, 1989 ; Nicolls et coll.,
1993 ; Plain et coll., 1999). De plus, de maniére plus surprenante, pouvaient
également restaurer la tolérance au « soi » dans le contexte de pathologies
auto-immunes établies (Chatenoud et coll., 1994 et 1997 ; Belghith et coll.,
2003 ; Chatenoud, 2003). Sur la base de ces derniers résultats, les anticorps
anti-CD3 ont été réintroduits en clinique, en auto-immunité, sous la forme
d’anticorps humanisés non mitogéniques (Bolt et coll., 1993 ; Alegre et
coll., 1994) pour une utilisation comme agents tolérogénes.

Clest en auto-immunité que les essais sont conduits a I’heure actuelle chez
des patients présentant un diabete insulino-dépendant (de type 1) d’origine
récente. Ces études cliniques sont fondées sur les résultats obtenus, il y a de
nombreuses années, dans le modele du diabéte auto-immun spontané chez la
souris NOD pour « non obese diabetic ». Ainsi, un traitement de courte durée,
seulement cing jours consécutifs, et a faible dose d’anticorps anti-CD3,
induit une rémission compléte de la maladie en restaurant la tolérance
immunitaire vis-a-vis des antigénes des cellules d’'tlots de Langherans
(Chatenoud et coll., 1994 et 1997 ; Belghith et coll., 2003 ; Chatenoud,
2003). Leffet est durable et spécifique des autoantigenes des cellules B pan-
créatiques (Chatenoud et coll., 1994 et 1997). Les mécanismes immunitaires
qui sous-tendent cet effet se développent en deux phases distinctes et consé-
cutives (Chatenoud, 2003). La rémission est déclenchée par la disparition de
Iinfiltrat de cellules T des 1lots (ou insulite) mais cette disparition est transi-
toire et n’est donc pas impliquée dans I'effet thérapeutique a long terme. Des
2 semaines apres la fin du traitement, I'insulite récidive mais sous forme d’un
infilerat périphérique qui n’envahit pas les ilots et ne détruit pas les
cellules B résiduelles (Chatenoud, 2003 ; Chatenoud et coll., 1994). L'effet
thérapeutique initial est relayé par la différenciation de cellules Treg appar-
tenant 2 la catégorie des Treg adaptatives et qui dépendent étroitement de
la production du TGF-B (You et coll., 2007) et qu’elles dépendaient étroite-
ment de la production du TGF-B (Chatenoud, 2003 ; Belghith et coll.,
2003 ; You et coll., 2006). L’anticorps induit bien un état de tolérance (du
moins opérationnelle) puisque les lymphocytes T des souris protégées du
diabete ne répondent pas de maniére pathogeéne vis-a-vis des cellules d’ilots
alors qu’elles récuperent une capacité absolument normale de rejeter des
greffes de peau allogéniques (Chatenoud et coll., 1994).

Le transfert a la clinique de cette stratégie a débuté en 2000. Dans une étude de
phase I/II utilisant I'anticorps humanisé non mitogénique OKT3yl Ala-Ala,
24 patients ont été inclus (12 traités par I'anticorps et 12 témoins non
traités) (Herold et coll., 2002). Les résultats ont confirmé la bonne tolérance
du produit tout en suggérant la présence d’'un effet thérapeutique favorable
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un an apres le traitement. Cette tendance a été récemment confirmée par les
résultats du suivi a deux ans d’'un nombre plus important de patients (24
traités par I'anticorps et 24 témoins) (Herold et coll., 2005).

Une deuxieme étude de phase II controlée, randomisée contre placebo,
incluant un total de 80 patients et utilisant un autre anticorps monoclonal
anti-CD3 humanisé non mitogénique dénommé ChAglyCD3 a été menée
en Europe. Huit mg d’anticorps ou de placebo ont été administrés par jour
pendant 6 jours consécutifs seulement (Keymeulen et coll., 2005). Les résul-
tats ont montré que le traitement par 'anticorps préserve trés efficacement
la production d’insuline endogéne (évaluée par la mesure du peptide C apres
stimulation par du glucose intraveineux) a 6, 12, 18 et méme 48 mois
(Keymeulen et coll. soumis pour publication) apres le traitement. Cet effet
se traduit également par une diminution significative des doses d’insuline
exogéne nécessaires au maintien d’'un bon contrdle métabolique (Keymeulen

et coll., 2005).

La possibilité de restaurer la tolérance vis-a-vis des antigénes du soi grace
aux anticorps anti-CD3 représente une étape importante du développement
de I'immunothérapie a visée « pro-tolérogéne ». Les données expérimentales
indiquent clairement que les anticorps anti-CD3 suscitent un effet théra-
peutique lié a Pactivation par I'antigéne, comme le montre leur capacité
de stimuler sélectivement des cellules Treg adaptatives dépendantes du

TGF-B.

Au vu de ces résultats, I'utilisation des anticorps anti-CD3 pourrait s’étendre
rapidement a d’autres indications et en particulier a la transplantation ou il
est désormais envisageable de les utiliser non plus comme simples immuno-
suppresseurs, comme cela avait été fait dans les années 1980, mais comme
agents inducteurs de tolérance immunitaire.

Stratégies de thérapie cellulaire

La culture in witro de sous-populations spécialisées de cellules immunitaires
pouvant étre injectées chez les patients transplantés dans un but de condi-
tionnement représente une thérapeutique émergeante qui a grandement
bénéficié de I'expérience acquise en immunothérapie des tumeurs. Les deux
types cellulaires qui suscitent le plus grand intérét sont les cellules dendri-
tiques tolérogenes et les cellules Treg.

Les cellules dendritiques ont une tres forte capacité de stimuler les réponses
immunitaires mais lorsqu’elles sont manipulées in vitro de maniere adéquate,
elles peuvent exprimer de puissantes capacités tolérogenes qui se traduisent
par une capacité a supprimer in vivo les réponses auto-immunes. Nombreux
sont les facteurs qui influencent la capacité tolérogéne des cellules dendri-
tiques a savoir, le type de cellule dendritique considérée (cellule dendritique
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myéloide ou plasmacytoide), leur degré de différenciation/maturation (les
cellules dendritiques immatures ou « semi-matures » sont tolérogénes alors
que les cellules dendritiques matures sont immunogenes) et le type de
manipulation utilisée. Parmi les procédés in witro les plus étudiés permettant
de dériver des cellules dendritiques tolérogénes, on retrouve entre autres le
traitement par le CTLA-4lg, I'IL-10, la vitamine D3 ou le TGF-3. Les méca-
nismes cellulaires et moléculaires qui sous-tendent la capacité des cellules
dendritiques tolérogénes de moduler les réponses immunes varient en fonction
du modele. IIs incluent essentiellement la capacité des cellules dendritiques
de stimuler des mécanismes de tolérance périphérique tels que I'anergie
lymphocytaire, la déviation immune ou encore 'induction de cellules Treg.
Fait important a souligner : si la plupart des études se sont concentrées sur
l'utilisation des cellules dendritiques provenant du donneur, il existe égale-
ment des données montrant la forte capacité immunorégulatrice de cellules
dendritiques de phénotype receveur lorsqu’elles sont prétraitées de maniere
adéquate.

Une autre option est la culture et la multiplication des cellules T régulatrices.
Ainsi, des données récentes montrent que des cellules Treg naturelles ou
adaptatives peuvent étre cultivées in vitro dans le but d’augmenter le nombre
de ces cellules tout en conservant leurs capacités de suppression.

En conclusion, les progrés accomplis au cours de ces derniéres années dans
la compréhension des mécanismes immunitaires qui sous-tendent la tolérance
au « soi » sont gigantesques. C’est en exploitant ces mémes mécanismes, que
le systéme immunitaire utilise chaque jour pour nous protéger de la survenue
de pathologies auto-immunes, qu'il est possible d’induire une tolérance
immunitaire vis-a-vis d’antigénes étrangers tels que les alloantigénes. Dans
le domaine expérimental, y compris chez les primates non humains, I'induc-
tion d’'une tolérance d’allogreffe n’est plus un mythe et les premiers résultats
cliniques, bien que préliminaires, sont désormais disponibles. Des outils
thérapeutiques permettant de franchir ce cap important sont accessibles. Il
faut maintenant investir de maniére beaucoup plus importante et rationnelle
sur la mise en place et, surtout, la validation de marqueurs immunologiques
permettant de détecter la tolérance immunitaire. C'est 'acces a de tels
marqueurs qui nous permettra de réaliser a plus grande échelle des protocoles
thérapeutiques visant une tolérance d’allogreffe incluant des patients sélec-
tionnés et dans un contexte éthique adéquat.



Tolérance d’allogreffe : des modeles expérimentaux a la clinique

BIBLIOGRAPHIE

ABRAMOWICZ D, SCHANDENE L, GOLDMAN M, CRUSIAUX A, VEREERSTRAETEN P, et
coll. Release of tumor necrosis factor, interleukin-2, and gamma-interferon in serum
after injection of OKT3 monoclonal antibody in kidney transplant recipients.

Transplantation 1989, 47 : 606-608

ABRAMOWICZ D, VANDERVORST P, BRUYNS C, DOUTRELEPONT JM, VANDENABEELE P,
GOLDMAN M. Persistence of anti-donor allohelper T cells after neonatal induction
of allotolerance in mice. Eur ] Immunol 1990, 20 : 1647-1653

ALEGRE ML, PETERSON 1], XU D, SATTAR HA, JEYARAJAH DR, KOWALKOWSKI K, et
coll. A non-activating “humanized” anti-CD3 monoclonal antibody retains immu-
nosuppressive properties in vivo. Transplantation 1994, 57 : 1537-1543

BACH JF, CHATENOUD L. Tolerance to islet autoantigens in type 1 diabetes. Annu
Rev Immunol 2001, 19 : 131-161

BELGHITH M, BLUESTONE JA, BARRIOT S, MEGRET J, BACH JF, CHATENOUD L.
TGF-beta-dependent mechanisms mediate restoration of self-tolerance induced by

antibodies to CD3 in overt autoimmune diabetes. Nat Med 2003, 9 : 1202-1208

BILLINGHAM RE, BRENT L, MEDAWAR PB. Actively acquired tolerance to foreign
cells. Nature 1953, 172 : 603-606

BLUESTONE JA, ABBAS AK. Natural versus adaptive regulatory T cells. Nat Rev
Immunol 2003, 3 : 253-257

BOLT S, ROUTLEDGE E, LLOYD I, CHATENOUD L, POPE H, et coll. The generation of a
humanized, non-mitogenic CD3 monoclonal antibody which retains in vitro
immunosuppressive properties. Eur ] Immunol 1993, 23 : 403-411

BOUMPAS DT, FURIE R, MANZI S, ILLEI GG, WALLACE DJ, et coll. A short course of
BG9588 (anti-CD40 ligand antibody) improves serologic activity and decreases
hematuria in patients with proliferative lupus glomerulonephritis. Arthritis Rheum

2003, 48 : 719-727

BRENT L, COURTENAY T, GOWLAND G. Immunological reactivity of lymphoid cells
after treatment with anti-lymphocytic serum. Nature 1967, 215 : 1461-1464

BUSHELL A, KARIM M, KINGSLEY CI, WOOD K]J. Pretransplant blood transfusion without
additional immunotherapy generates CD25+CD4+ regulatory T cells: a potential
explanation for the blood-transfusion effect. Transplantation 2003, 76 : 449-455

CHATENOUD L. CD3-specific antibody-induced active tolerance: from bench to
bedside. Nat Rev Immunol 2003, 3 : 123-132

CHATENOUD L, BAUDRIHAYE MF, CHKOFF N, KREIS H, GOLDSTEIN G, BACH ]JF.
Restriction of the human in vivo immune response against the mouse monoclonal

antibody OKT3. ] Immunol 1986, 137 : 830-838

CHATENOUD L, FERRAN C, REUTER A, LEGENDRE C, GEVAERT Y, et coll. Systemic
reaction to the anti-T-cell monoclonal antibody OKT3 in relation to serum levels
of tumor necrosis factor and interferon-gamma. N Engl ] Med 1989, 320 : 1420-1421

25

ANALYSE



Transplantation d’organes — Quelles voies de recherche ?

26

CHATENOUD L, FERRAN C, LEGENDRE C, THOUARD I, MERITE S, et coll. In vivo cell
activation following OKT3 administration. Systemic cytokine release and modulation

by corticosteroids. Transplantation 1990, 49 : 697-702

CHATENOUD L, THERVET E, PRIMO J, BACH JF. Anti-CD3 antibody induces long-term
remission of overt autoimmunity in nonobese diabetic mice. Proc Natl Acad Sci
USA 1994, 91 :123-127

CHATENOUD L, PRIMO ], BACH JF. CD3 antibody-induced dominant self tolerance in
overtly diabetic NOD mice. J Immunol 1997, 158 : 2947-2954

CHEN W, JIN W, HARDEGEN N, LEI KJ, LI L, MARINOS N, et coll. Conversion of
peripheral CD4+CD25- naive T cells to CD4+CD25+ regulatory T cells by TGF-beta
induction of transcription factor Foxp3. ] Exp Med 2003, 198 : 1875-1886

CLEVERS H, ALARCON B, WILEMAN T, TERHORST C. The T cell receptor/CD3
complex: a dynamic protein ensemble. Annu Rev Immunol 1988, 6 : 629-662

COBBOLD S, WALDMANN H. Infectious tolerance. Curr Opin Immunol 1998, 10 :
518-524

COBBOLD SP, QIN S, LEONG LY, MARTIN G, WALDMANN H. Reprogramming the
immune system for peripheral tolerance with CD4 and CD8 monoclonal antibodies.

Immunol Rev 1992, 129 : 165-201

COBBOLD SP, CASTEJON R, ADAMS E, ZELENIKA D, GRACA L, et coll. Induction of
foxP3+ regulatory T cells in the periphery of T cell receptor transgenic mice tolerized
to transplants. ] Immunol 2004, 172 : 6003-6010

COBBOLD SP, ADAMS E, GRACA L, DALEY S, YATES S, et coll. Immune privilege
induced by regulatory T cells in transplantation tolerance. Immunol Rev 2006, 213 :

239-255

COSIMI AB. Clinical development of Orthoclone OKT3. Transplant Proc 1987, 19
(2suppl 1) : 7-16

COSIMI AB, BURTON RC, COLVIN RB, GOLDSTEIN G, DELMONICO FL, et coll. Treatment
of acute renal allograft rejection with OKT3 monoclonal antibody. Transplantation

1981a, 32 : 535-539

COSIMI AB, COLVIN RB, BURTON RC, RUBIN RH, GOLDSTEIN G, et coll. Use of mono-
clonal antibodies to T-cell subsets for immunologic monitoring and treatment in

recipients of renal allografts. N Engl ] Med 1981b, 305 : 308-314

DAVIS MM, CHIEN YH. T cell antigen receptors. In: Fundamental Immunology.
PAUL W (ed). Raven Press, New York, 1999 : 341-366

DAVIS JC, JR., TOTORITIS MC, ROSENBERG ], SKLENAR TA, WOESY D. Phase I clinical
trial of a monoclonal antibody against CD40-ligand (IDEC-131) in patients with
systemic lupus erythematosus. ] Rheumatol 2001, 28 : 95-101

DEBURE A, CHKOFE N, CHATENOUD L, LACOMBE M, CAMPOS H, et coll. One-month
prophylactic use of OKT3 in cadaver kidney transplant recipients. Transplantation

1988, 45 : 546-553



Tolérance d’allogreffe : des modeles expérimentaux a la clinique

EASON JD, COSIMI AB. Biologic immunosuppressive agents. In: Transplantation.
GINNS L, COSIMI A, MORRIS P (eds). Blackwell Science, Malden, USA, 1999 :
196-224

FINCK BK, LINSLEY PS, WOFSY D. Treatment of murine lupus with CTLA4lg. Science
1994, 265 : 1225-1227

FONTENOT JD, GAVIN MA, RUDENSKY AY. Foxp3 programs the development and
function of CD4+CD25+ regulatory T cells. Nat Immunol 2003, 4 : 330-336

GERSHON RK, KONDO K. Infectious immunological tolerance. Immunology 1971, 21 :
903-914

GRACA L, COBBOLD SP, WALDMANN H. Identification of regulatory T cells in
tolerated allografts. ] Exp Med 2002, 195 : 1641-1646

HAYWARD AR, SHREIBER M. Neonatal injection of CD3 antibody into nonobese

diabetic mice reduces the incidence of insulitis and diabetes. ] Immunol 1989, 143 :
1555-1559

HEROLD KC, HAGOPIAN W, AUGER JA, POUMIAN RUIZ E, TAYLOR L, et coll. Anti-CD3
monoclonal antibody in new-onset type 1 diabetes mellitus. N Engl ] Med 2002,
346 : 1692-1698

HEROLD KC, GITELMAN SE, MASHARANI U, HAGOPIAN W, BISIKIRSKA B, et coll.
A single course of anti-CD3 monoclonal antibody hOKT3gammal (Ala-Ala) results
in improvement in C-peptide responses and clinical parameters for at least 2 years

after onset of type 1 diabetes. Diabetes 2005, 54 : 1763-1769

HORI S, NOMURA T, SAKAGUCHI S. Control of regulatory T cell development by the
transcription factor Foxp3. Science 2003, 299 : 1057-1061

KALUNIAN KC, DAVIS JC, JR., MERRILL JT, TOTORITIS MC, WOFSY D. Treatment of
systemic lupus erythematosus by inhibition of T cell costimulation with anti-
CD154: a randomized, double-blind, placebo-controlled trial. Arthritis Rheum 2002,
46 :3251-3258

KAWAI T, COSIMI AB, SPITZER TR, TOLKOFF-RUBIN N, SUTHANTHIRAN M, et coll.
HLA-mismatched renal transplantation without maintenance immunosuppression.

N Engl ] Med 2008, 358 : 353-361

KEYMEULEN B, VANDEMEULEBROUCKE E, ZIEGLER AG, MATHIEU C, KAUFMAN L, et

coll. Insulin needs after CD3-antibody therapy in new-onset type 1 diabetes. N Engl
J Med 2005, 352 : 2598-2608

KHATTRI R, COX T, YASAYKO SA, RAMSDELL F. An essential role for Scurfin in
CD4+CD25+ T regulatory cells. Nat Immunol 2003, 4 : 337-342

KIRK AD, BURKLY LC, BATTY DS, BAUMGARTNER RE, BERNING JD, et coll. Treatment
with humanized monoclonal antibody against CD154 prevents acute renal allograft
rejection in nonhuman primates. Nat Med 1999, 5 : 686-693

KISIELOW P, BLUTHMANN H, STAERZ UD, STEINMETZ M, VON BOEHMER H. Tolerance
in T-cell-receptor transgenic mice involves deletion of nonmature CD4+8+ thymo-
cytes. Nature 1988, 333 : 742-746

27

ANALYSE



Transplantation d’organes — Quelles voies de recherche ?

28

KUWANA M, NOMURA S, FUJIMURA K, NAGASAWA T, MUTO Y, et coll. Effect of a
single injection of humanized anti-CD154 monoclonal antibody on the platelet-
specific autoimmune response in patients with immune thrombocytopenic purpura.

Blood 2004, 103 : 1229-1233

LAKKIS FG, KONIECZNY BT, SALEEM S, BADDOURA FK, LINSLEY PS, et coll. Blocking

the CD28-B7 T cell costimulation pathway induces long term cardiac allograft
acceptance in the absence of IL-4. ] Immunol 1997, 158 : 2443-2448

LANG KS, RECHER M, JUNT T, NAVARINI AA, HARRIS NL, et coll. Toll-like receptor
engagement converts T-cell autoreactivity into overt autoimmune disease. Nat Med

2005, 11 : 138-145

LARSEN CP, PEARSON TC. The CD40 pathway in allograft rejection, acceptance, and
tolerance. Curr Opin Immunol 1997, 9 : 641-647

LARSEN CP, ELWOOD ET, ALEXANDER DZ, RITCHIE SC, HENDRIX R, et coll. Long—term
acceptance of skin and cardiac allografts after blocking CD40 and CD28 pathways.
Nature 1996, 381 : 434-438

LENSCHOW DJ, ZENG Y, THISTLETHWAITE JR, MONTAG A, BRADY W, et coll. Long-term

survival of xenogeneic pancreatic islet grafts induced by CTLA4lg. Science 1992,
257 :789-192

LIN H, BOLLING SF, LINSLEY PS, WEI RQ, GORDON D, et coll. Long-term acceptance of

major histocompatibility complex mismatched cardiac allografts induced by CTLA4Ig
plus donor-specific transfusion. ] Exp Med 1993, 178 : 1801-1806

LINSLEY PS, BRADY W, URNES M, GROSMAIRE LS, DAMLE NK, LEDBETTER JA. CTLA-4
is a second receptor for the B cell activation antigen B7. ] Exp Med 1991, 174 :
561-569

LINSLEY PS, WALLACE PM, JOHNSON ], GIBSON MG, GREENE JL, et coll. Immuno-

suppression in vivo by a soluble form of the CTLA-4 T cell activation molecule.
Science 1992, 257 : 792-795

LYON MF, PETERS J, GLENISTER PH, BALL S, WRIGHT E. The scurfy mouse mutant has
previously unrecognized hematological abnormalities and resembles Wiskott-

Aldrich syndrome. Proc Natl Acad Sci USA 1990, 87 : 2433-2437

MILLER A, LIDER O, AL-SABBAGH A, WEINER HL. Suppression of experimental
autoimmune encephalomyelitis by oral administration of myelin basic protein.

V. Hierarchy of suppression by myelin basic protein from different species.
J Neuroimmunol 1992, 39 : 243-250

MONACO AP, WOOD ML, RUSSELL PS. Studies on heterologous antilymphocyte serum
in mice. [1I. Immunological tolerance and chimerism produced across the H2-locus
with adult thymectomy and antilymphocyte serum. Ann N Y Acad Sci 1966, 129 :
190-209

MURAKAMI T, COSIMI AB, KAWAI T. Mixed chimerism to induce tolerance: lessons
learned from nonhuman primates. Transplant Rev (Orlando) 2009, 23 : 19-24



Tolérance d’allogreffe : des modeles expérimentaux a la clinique

NICOLLS MR, AVERSA GG, PEARCE NW, SPINELLI A, BERGER MF, et coll. Induction of
long-term specific tolerance to allografts in rats by therapy with an anti-CD3-like

monoclonal antibody. Transplantation 1993, 55 : 459-468

NIIMI M, PEARSON TC, LARSEN CP, ALEXANDER DZ, HOLLENBAUGH D, et coll. The
role of the CD40 pathway in alloantigen-induced hyporesponsiveness in vivo.

J Immunol 1998, 161 : 5331-5337

NOSSAL GJ. Cellular mechanisms of immunologic tolerance. Annu Rev Immunol
1983, 1 : 33-62

NOSSAL GJ. Negative selection of lymphocytes. Cell 1994, 76 : 229-239

NUSSENBLATT RB, CASPI RR, MAHDI R, CHAN CC, ROBERGE F, et coll. Inhibition of
S-antigen induced experimental autoimmune uveoretinitis by oral induction of

tolerance with S-antigen. J Immunol 1990, 144 : 1689-1695

OHASHI PS, OEHEN S, BUERKI K, PIRCHER H, OHASHI CT, et coll. Ablation of
“tolerance” and induction of diabetes by virus infection in viral antigen transgenic

mice. Cell 1991, 65 : 305-317

ONODERA K, CHANDRAKER A, SCHAUB M, STADLBAUER TH, KOROM S, et coll.
CD28-B7 T cell costimulatory blockade by CTLA4lg in sensitized rat recipients:
induction of transplantation tolerance in association with depressed cell-mediated
and humoral immune responses. ] Immunol 1997, 159 : 1711-1717

ORTHO X. A randomized clinical trial of OKT3 monoclonal antibody for acute
rejection of cadaveric renal transplants. Ortho Multicenter Transplant Study

Group. N Engl ] Med 1985, 313 : 337-342

PASCUAL M, THERUVATH T, KAWAI T, TOLKOFF-RUBIN N, COSIMI AB. Strategies to

improve long-term outcomes after renal transplantation. N Engl ] Med 2002, 346 :
580-590

PLAIN KM, CHEN ], MERTEN S, HE XY, HALL BM. Induction of specific tolerance to
allografts in rats by therapy with non-mitogenic, non-depleting anti-CD3 mono-

clonal antibody: association with TH2 cytokines not anergy. Transplantation 1999,
67 : 605-613

QIN SX, COBBOLD S, BENJAMIN R, WALDMANN H. Induction of classical transplantation
tolerance in the adult. ] Exp Med 1989, 169 : 779-794

QIN S, COBBOLD SP, POPE H, ELLIOTT J, KIOUSSIS D, et coll. “Infectious” transplantation
tolerance. Science 1993, 259 : 974-977

READ S, MALMSTROM V, POWRIE F. Cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4
plays an essential role in the function of CD25(+)CD4(+) regulatory cells that
control intestinal inflammation. ] Exp Med 2000, 192 : 295-302

RIECHMANN L, CLARK M, WALDMANN H, WINTER G. Reshaping human antibodies
for therapy. Nature 1988, 332 : 323-327

29

ANALYSE



Transplantation d’organes — Quelles voies de recherche ?

30

RONCAROLO MG, GREGORI S, BATTAGLIA M, BACCHETTA R, FLEISCHHAUER K,
LEVINGS MK. Interleukin-10-secreting type 1 regulatory T cells in rodents and
humans. Immunol Rev 2006, 212 : 28-50

SAKAGUCHI S. Regulatory T cells: Key controllers of immunologic self-tolerance.
Cell 2000, 101 : 455-458

SAKAGUCHI S. Naturally arising Foxp3-expressing CD25+CD4+ regulatory T cells
in immunological tolerance to self and non-self. Nat Immunol 2005, 6 : 345-352

SETOGUCHI R, HORI S, TAKAHASHI T, SAKAGUCHI S. Homeostatic maintenance of
natural Foxp3(+) CD25(+) CD4(+) regulatory T cells by interleukin (IL)-2 and
induction of autoimmune disease by IL-2 neutralization. ] Exp Med 2005, 201 :
723-135

SPITZER TR, MCAFEE SL, DEY BR, COLBY C, HOPE J, et coll. Nonmyeloablative haploi-
dentical stem-cell transplantation using anti-CD2 monoclonal antibody (MEDI-507)-
based conditioning for refractory hematologic malignancies. Transplantation 2003,

75 :1748-1751

SYKES M, SACHS DH. Bone marrow transplantation as a means of inducing tolerance.
Semin Immunol 1990, 2 : 401-417

SYKES M, SHEARD M, SACHS DH. Effects of T cell depletion in radiation bone
marrow chimeras. I. Evidence for a donor cell population which increases allogeneic
chimerism but which lacks the potential to produce GVHD. ] Immunol 1988, 141 :
2282-2288

TAKAHASHI T, TAGAMI T, YAMAZAKI S, UEDE T, SHIMIZU J, et coll. Immunologic
self-tolerance maintained by CD25(+)CD4(+) regulatory T cells constitutively

expressing cytotoxic T lymphocyte-associated antigen 4. ] Exp Med 2000, 192 :
303-310

VIGERAL P, CHKOFF N, CHATENOUD L, CAMPOS H, LACOMBE M, et coll. Prophylactic
use of OKT3 monoclonal antibody in cadaver kidney recipients. Utilization of
OKT3 as the sole immunosuppressive agent. Transplantation 1986, 41 : 730-733

VINCENTI F, LARSEN C, DURRBACH A, WEKERLE T, NASHAN B, et coll. Costimulation
blockade with belatacept in renal transplantation. N Engl ] Med 2005, 353 :
770-781

WALDMANN H, CHEN TC, GRACA L, ADAMS E, DALEY S, et coll. Regulatory T cells
in transplantation. Seminars in Immunology 2006, 18 : 111-119

WALDMANN H. Transplantation tolerance-where do we stand? Nat Med 1999, 5 :
1245-1248

WEKERLE T, KURTZ J, BIGENZAHN S, TAKEUCHI Y, SYKES M. Mechanisms of
transplant tolerance induction using costimulatory blockade. Curr Opin Immunol

2002, 14 : 592-600

WILDIN RS, SMYK-PEARSON S, FILIPOVICH AH. Clinical and molecular features of the
immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy, X linked (IPEX) syndrome.
J Med Genet 2002, 39 : 537-545



Tolérance d’allogreffe : des modeles expérimentaux a la clinique

WILLIAMS RO, FELDMANN M, MAINI RN. Anti-tumor necrosis factor ameliorates
joint disease in murine collagen-induced arthritis. Proc Natl Acad Sci USA 1992,
89 :9784-9788

WOOD KJ, SAWITZKI B. Interferon gamma: a crucial role in the function of induced
regulatory T cells in vivo. Trends Immunol 2006, 27 : 183-187

WOOD ML, MONACO AP, GOZZO JJ, LIEGEOIS A. Use of homozygous allogeneic bone
marrow for induction of tolerance with antilymphocyte serum: dose and timing.

Transplant Proc 1971, 3 : 676-679

WOOD K], LUO S, AKL A. Regulatory T cells: potential in organ transplantation.
Transplantation 2004, 77 (1 suppl) : S6-S8

WU Y, BORDE M, HEISSMEYER V, FEUERER M, LAPAN AD, et coll. FOXP3 controls
regulatory T cell function through cooperation with NFAT. Cell 2006, 126 :
375-387

YOU S, THIEBLEMONT N, ALYANAKIAN MA, BACH JF, CHATENOUD L. Transforming
growth factor-beta and T-cell-mediated immunoregulation in the control of

autoimmune diabetes. Immunol Rev 2006, 212 : 185-202

YOU S, LEFORBAN B, GARCIA C, BACH JF, BLUESTONE JA, CHATENOUD L. Adaptive
TGF-{beta}-dependent regulatory T cells control autoimmune diabetes and are a
privileged target of anti-CD3 antibody treatment. Proc Natl Acad Sci USA 2007,
104 : 6335-6340

31

ANALYSE






2

Origines et mécanismes du rejet
aigu et hyperaigu

Le rejet aigu d’allogreffe reste un probléme majeur en transplantation
d’organes solides car il peut conduire a une perte de fonction de la greffe,
aigué ou chronique. Deux mécanismes immunologiques généraux sont mis
en jeu au cours du rejet aigu d’allogreffe : la réponse innée non spécifique,
qui prédomine dans la phase précoce de la réponse immune, et la réponse
alloréactive (ou réponse adaptative), spécifique du donneur et résultant de

la reconnaissance des alloantigénes par les lymphocytes T du receveur.

Classification des rejets aigus

Les rejets aigus d’allogreffes peuvent se classer en rejet hyperaigu et rejet
aigu.

Rejet hyperaigu

Le rejet hyperaigu apparait dans les minutes suivant l'introduction du
greffon dans 'organisme et concerne uniquement les greffes vascularisées.
Ce rejet, tres rapide, est caractérisé par une thrombose des vaisseaux qui pro-
voque la nécrose du greffon. Le rejet hyperaigu est dii a la présence chez le
receveur d’anticorps anti-donneur préformés (Cai et Terasaki, 2005a et b). Il
n'y a pas dans ce cas d'infiltration cellulaire au niveau du greffon. Les
anticorps entrainent l'activation du complément et une stimulation de la
cellule endothéliale qui va sécréter, entre autres, le facteur pro-coagulant
Von Willebrand provoquant I’'adhésion et I'agrégation des plaquettes. Cette
série de réactions va alors engendrer une thrombose intravasculaire aboutis-
sant 2 la formation des lésions et a la perte du greffon (Cai et Terasaki,
2005a et b). Ces anticorps préformés sont naturels (comme les anticorps
anti-A et B des groupes sanguins) ou acquis lors de situations immunogénes
antérieures telles que transfusions, grossesses ou greffe. Les anticorps acquis
reconnaissent notamment des déterminants du CMH (complexe majeur
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d’histocompatibilité), anticorps anti-HLA (Human Leukocyte Antigen) chez
I’homme.

De nos jours, ce type de rejet est évité dans la majorité des cas par I'analyse
des compatibilités HLA entre le donneur et le receveur.

Rejet aigu

Le rejet aigu est dii a la réaction du systéme immunitaire contre le greffon et
peut survenir de une semaine a plusieurs mois apres la transplantation. Le
rejet aigu cellulaire nécessite une immunisation et met donc plusieurs jours a
survenir. Il est diagnostiqué par une biopsie de 'organe greffé et les lésions
observées font I'objet de classifications internationales (classification de
Banff pour le rein) (Marks et Finke, 2006). Actuellement, grice aux traite-
ments immunosuppresseurs, les épisodes de rejet aigu surviennent dans
moins de 15 % des transplantations (Port et coll., 2004) chez les patients
non immunisés.

Le rejet aigu peut étre le résultat de deux mécanismes immunologiques qui
peuvent agir seuls ou ensemble (Marks et Finke, 2006) :

® un processus dépendant des lymphocytes T, qui correspond au rejet cellu-
laire aigu ;

e un processus dépendant des lymphocytes B générant le rejet humoral aigu.

Le rejet aigu cellulaire est dii a la reconnaissance par les lymphocytes T du
receveur des antigénes allogéniques du donneur dans un contexte CMH (du
donneur et du receveur). Aprés transplantation, les cellules dendritiques du
donneur migrent vers les organes lymphoides secondaires du receveur ol
elles vont activer les cellules T du receveur par présentation directe et indi-
recte. Les lymphocytes T ainsi activés proliferent puis migrent vers le greffon
ou ils sont attirés par les molécules d’adhésion exprimées par 'endothélium
devenu inflammatoire.

Réponse adaptative et rejet d’allogreffe

Les lymphocytes T jouent un role central dans 'initiation des mécanismes
du rejet d’allogreffe. La réponse alloréactive contre le greffon peut étre
divisée en trois phases successives : la reconnaissance des alloantigénes par
les lymphocytes T naifs de ’hote, activation et I'expansion des cellules T
alloréactives et la phase effectrice de rejet. Lors de la réponse adaptative,
différents antigénes du donneur peuvent étre reconnus par le systéme immu-
nitaire de 'hote :

e les alloantigénes majeurs représentés par les molécules de classe I et II du

CMH, HLA chez 'homme ;
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e les alloantigénes mineurs : allopeptides présentés par les molécules de
classe L ou Il ;

e les autres antigénes reconnus par leur réaction croisée avec les antigénes
du greffon, comme des autoantigénes ou des antigénes viraux.

La reconnaissance des alloantigénes par les cellules T peut se faire par deux
voies différentes non exclusives (figure 2.1) :

® la reconnaissance directe (unique 2 la transplantation) : les cellules T
reconnaissent le complexe CMH/peptide du donneur sur la surface des cellules
présentatrices de 'antigéne (CPA) du donneur. Le peptide associé au CMH
de classe I est préférentiellement reconnu par les cellules T CD8+ et le peptide
associé au CMH de classe Il par les cellules T CD4+ ;

® la reconnaissance indirecte, les antigénes du donneur sont internalisés et
transformés par les CPA du receveur, puis présentés au niveau des molécules
du CMH de classe II et classe I (présentation croisée) du receveur et reconnus
par les cellules T.

Une troisieéme voie a été récemment proposée par le groupe de R. Lechler, la
voie semi-directe. Par un mécanisme de « passage » entre les membranes des
CPA du donneur et du receveur, le CMH du donneur est reconnu a la

surface des CPA du receveur (Herrera et coll., 2004).

Reconnaissance directe Reconnaissance indirecte

IL-2

CFA donneur

CPA donneur Cellules apoptotiques

Cellules nécrotiques
Protéines solubles

Figure 2.1 : Voies de reconnaissance des alloantigenes par les lymphocytes T
(Golshayan et coll., 2007)

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; CPA : cellule présentatrice de I'antigéne ; RCT : récepteur de cellule T;
T CD8+ et T CD4+ : lymphocytes T CD8+ et T CD4+
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Réponse innée et rejet d’allogreffe

Bien que la réponse T adaptative joue un rdle central dans les mécanismes
du rejet d’allogreffe, il a été récemment reconnu que les médiateurs pro-
inflammatoires précoces (induits avant le début de la réponse T) ont également
un role important dans ce processus. L'inflammation est due a la réponse
immune innée déclenchée par le stress tissulaire, en absence d’infection et
indépendamment de la réponse adaptative (Christopher et coll., 2002 ; He
et coll., 2002 et 2003 ; Land, 2005). En effet, il a été montré que, un jour
apres une greffe cardiaque, 'expression de génes codant pour des molécules
liées a I'inflammation (cytokines pro-inflammatoires, chimiokines, composants
de linfiltrat cellulaire) était similaire chez les souris normales et chez les souris
comportant une mutation dans le géne Rag (Recombinase activating gene) et
déficientes en cellules T (He et coll., 2002). Ces auteurs ont également
montré que la réponse innée est indépendante de I'antigene, qu’elle se déve-
loppe précocement aprés transplantation et conditionne le développement
de la réponse adaptative (He et coll., 2002).

Les cellules impliquées dans la réponse innée expriment des récepteurs PRRs
(Pattern Recognition Receptors) dont la spécificité est génétiquement déterminée
et qui sont classés en plusieurs groupes selon leur structure :

e les TLRs (Toll-Like Receptors) ;

e les NLRs (NOD-Like Receptors) ;

e les RLHs (RIG-Like Helicases) ;

e le récepteur RAGE (Advanced glycosylation end product receptor) ;

e les autres récepteurs comme les récepteurs éboueurs (Scavanger receptors),
la lectine spécifique du mannose (Mannose binding lectin), le récepteur du
complément, Dectin-1.

Les PRRs permettent de reconnaitre des molécules issues du « danger »
comme :

e les ligands exogénes PAMPs (Pathogen-Associated Molecular Patterns)
(Janeway et Medzhitov, 2002) ;

e les ligands endogenes DAMPs (Damage-Associated Molecular Patterns)
(Mollen et coll., 2006).

Immédiatement apres transplantation, des lésions du greffon causées par les
procédures de prélevement et d’ischémie/reperfusion, et indépendantes de
I'alloantigéne, induisent une immunogénicité de I'organe par les signaux de
danger qui vont activer les cellules dendritiques (CD), CPA du donneur
(LaRosa et coll., 2007) (figure 2.2). La voie directe de I'alloreconnaissance
est mise en jeu et les CD du greffon (leucocytes passagers) vont se différen-
cier en réponse aux stimuli donnés par les PAMPs et les DAMDPs, puis
migrer vers les régions T des organes lymphoides du receveur. De cette
facon, les cellules T naives alloréactives vont étre stimulées, devenir des
effecteurs et migrer dans le greffon. D’autres cellules de 'immunité innée
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comme les neutrophiles, les macrophages et les cellules NK (Natural Killer)
vont rapidement infiltrer la greffe en réponse aux stimuli inflammatoires.
Au niveau du greffon, ces cellules vont contribuer a la formation des 1ésions
soit directement soit a travers la production de molécules pro-inflammatoires.
Ces cellules vont également aider & amplifier et maintenir la réponse
immune T adaptative.

(]
[ Lésions tissulaires | _¢

Ligands endogénes des
réecepteurs Toll-ike (TLR)| 1

A IMMUNITE INNEE _'L

Engagement des TLR sur Ies}
cellules dendritiques |

Maturation des
| | cellules dendritiques —l

Migration des cellules dendritiques ACD80 CD86 sur les
cellules dendritiques J| ALLCANTIGENES

vers les organes lymphoides secondaires

Activation des lymphocytesT naifs
spécifique de I'Ag

» | AALLORECONNAISSANCE |

Evér indég jants de I'Ag Evénements dépendants de I’ Ag
Non spécifiques Spécifiques

A

Figure 2.2 : Relation entre réponse immune innée et réponse immune adaptative
en transplantation d’organes
Ag : antigéne

Lésions et danger endogene en transplantation

Matzinger (1994) a proposé que le systéme immunitaire détecte et répond
aux stimuli donnés par des molécules libérées pendant la lésion cellulaire
provoquée par des micro-organismes ou d’autres stress. C'est le modele de
« danger ».

Il a été montré que le traitement de la greffe rénale avec la superoxyde dismu-
tase recombinante humaine (qui réduit la production d’anions superoxyde)
diminue l'incidence de rejet aigu et chronique d’allogreffe (Land et coll.,
1994). D’autres agents antioxydants, actuellement utilisés en clinique
comme l'edaravone (dans linfarctus aigu du cerveau) et le mimétique de
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SOD (Superoxyde dismutase) (dans extraction dentaire) ont été testés dans
des modeles d’ischémie/reperfusion avec des résultats positifs sur la survie de
'allogreffe (Masini et coll., 2002 ; Tahara et coll., 2005). Récemment, il a
été montré que chez le donneur de greffe, I'induction de HO-1 (héme
oxygénase-1), un puissant antioxydant, avait un effet bénéfique sur la survie

du greffon (Kotsch et coll., 2006).

Matzinger avait émis I’hypothése qu’en l'absence de signaux de danger
(PAMPs et DAMPs) il n’y aurait pas de rejet (tolérance par ignorance).
Cette hypothese reste difficile 2 prouver in vivo mais plusieurs groupes ont
tenté de la tester. Des greffes réalisées sur des animaux déficients en cellules
T ont été tolérées pendant une longue période de temps. A 50 jours, si le
compartiment T est reconstruit, par transfert adoptif ou par greffe de moelle
osseuse, les greffes d’organe sont rejetées. A 50 jours, histologiquement les
greffons ont un aspect normal mais des analyses par Q-RT-PCR ont montré
une expression faible de différentes molécules inflammatoires. Ces résultats
montrent que des greffes tolérées chez des receveurs déficients en cellules T
peuvent étre rejetées par transfert adoptif de cellules T et suggerent la persis-
tance de signaux de danger méme s'ils n’ont pas pu étre clairement identifiés
(Bingaman et coll., 2000 ; Anderson et Matzinger, 2001).

Chalasani et coll. (2004) ont analysé le role de la réponse innée dans un
modele ol les receveurs de greffe cardiaque sont splénectomisés et alympho-
blastiques (les animaux ont des cellules T mais pas d’organes lymphoides
secondaires, ils n’ont pas de stimulation primaire de cellules T naives). Dans
ce modele, les allogreffes ne sont pas rejetées méme apres transfert adoptif de
cellules T alloréactives activées. Cependant a 100 jours, des signes de rejet
chronique se sont développés dans les allogreffes. En utilisant le méme
modele, et en attendant 50 jours, les greffes ont été re-transplantées dans un
deuxiéme receveur (identique au premier) et des cellules T allospécifiques
ont été injectées ; les greffons ont été rejetés avec une cinétique plus longue.
Ces résultats suggerent que I'inflammation et le stress jouent un role dans les
mécanismes de rejet aigu de greffe (Chalasani et coll., 2004).

Récepteurs de I'immunité innée (PRRs) et rejet d’allogreffe

Des receveurs et des donneurs déficients en certains récepteurs de la réponse
innée comme les TLRs et aussi pour la molécule MyD88 (un adaptateur de
la signalisation de tous les TLRs, sauf TLR3) ont été utilisés pour analyser le
role de la signalisation TLR dans le rejet de greffe.

Il a été montré que des greffes de peau de souris femelles déficientes en
MyD88 greffées sur des receveurs méales aussi déficients en MyD88 étaient
tolérées. En revanche, des greffes déficientes en TLR2, TLR4 et caspase 1
sont rejetées par les receveurs déficients pour la méme molécule. Ces résultats
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suggerent que dans ce modele le rejet est dépendant de MyD88 mais indé-
pendant de TLR2 et TLR4, d'IL-1 et IL-18. La présence de MyD88 chez le
donneur ou le receveur rétablit le rejet. Dans un modele de greffe de peau ou

de cceur incompatible, 'effet de MyD88 n’a pas été confirmé (Goldstein et
coll., 2003 ; Goldstein et Tesar, 2004 ; Walker et coll., 2006).

Ligands endogénes des PRRs et rejet d’allogreffe

Différents ligands endogenes des PRRs ont été étudiés pour leur role dans le
rejet d’allogreffe. Le hyaluronan (HA) et ses produits de dégradation ont un
effet agoniste sur la réponse immune innée. En effet, il a été montré que le
hyaluronan faisait différencier les cellules dendritiques au travers de TLR2 et
TLR4. In wvivo, 'expression de hyaluronan a été retrouvée augmentée dans
les greffes de peau une semaine apres transplantation (Tesar et coll., 2006).

Des études faites chez les receveurs de greffe de poumon ont montré une
augmentation de HA chez les patients qui ont développé un syndrome de
bronchiolite oblitérante (BOS), comparativement aux patients chez qui
cette pathologie n’est pas survenue (Hadjiliadis et coll., 2002).

L’heparan sulfate, un autre ligand endogéne des PRRs, et ses métabolites
induisent une maturation des CD qui est dépendante de TLR4 (Johnson et
coll., 2002). Il a également été montré que I'extra domaine A de la fibro-
nectine active le TLR4 (Okamura et coll., 2001). Par ailleurs, le biglycan a
une activité pro-inflammatoire et active les TLR4 et TLR2 (Schaefer et
coll., 2005). Les HSP (Heat Shock Protein) 60, 70, et gp96 sont également
des ligands endogénes des TLR4 et/ou TLR2 (Ohashi et coll., 2000 ;
Vabulas et coll., 2002a et b). La protéine nucléaire HMGB1 (High-Mobility
Group Box 1 protein) (Yu M et coll., 2006) largement conservée est un
ligand de TLR4 et/ou TLR2, et a été identifiée comme responsable de
lésions d’ischémie/reperfusion dans un modele de foie. Des niveaux élevés
de HMGBI sont détectés apres reperfusion et I'inhibition de la protéine
avec un anticorps neutralisant diminue les signes d’inflammation (Tsung et

coll., 2005).

Ligands exogénes des PRRs et rejet d’allogreffe

Apres greffe cardiaque, les niveaux circulants d’endotoxine sont augmentés
(Methe et coll,, 2004). Fréquemment chez ces patients, il existe une

infection pulmonaire ce qui expose l'organisme aux molécules dérivées des
micro-organismes (PAMPs) (Palmer et coll., 2003).

La présence d’infections virales peut aussi modifier la réponse allogénique et
le rejet de greffe chez les rongeurs et dans des essais cliniques (Kazory et

Ducloux, 2005a et b).
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Lésions d’ischémie/reperfusion (I/R), réponse innée et rejet d’allogreffe

L’'I/R peut étre a l'origine de la défaillance organique immédiate, du rejet
aigu et du rejet chronique. Il est en général admis que I'immunité innée joue
un rdle important dans les mécanismes de I'I/R (Zhai et coll., 2004).

Lésions d’ischémie/reperfusion et greffe de coeur

L’expression de TLR4 est augmentée dans le myocarde murin et humain qui
présente des lésions d'I/R. Comparées aux souris normales, les souris défi-
cientes en TLR4 ont une diminution des lésions d’infarctus de myocarde
ainsi qu'une réduction de 'activation des MAPK (Mitogen-Activated Protein
Kinase), une diminution de la translocation de NF-1B dans le noyau et une
réduction de 'expression des ARNm de I'IL-1f et de I'IL-6, démontrant le
role de TLR4 dans les lésions d'I/R du myocarde (Oyama et coll., 2004 ;
Moniwa et coll., 2006). L'utilisation d’antagonistes de TLR4 (eritoran) a été
testée chez le rongeur dans le but de réduire les lésions 'I/R dans le cceur.
Le traitement diminue de facon significative la taille de I'infarctus du myo-
carde comparé aux témoins non traités et réduit également l'activation de
NF-kB et la production de cytokines pro-inflammatoires.

Lésions d’ischémie/reperfusion et greffe de foie

Dans le foie, le développement des lésions d’'I/R semble impliquer 'activa-
tion du récepteur TLR4 qui est dépendante de IRF-3 et indépendante de
MyD88 (Zhai et coll., 2004).

Les cellules de Kupffer sont activées par 'endotoxine re-larguée par la circu-
lation portale apres I/R. On observe une augmentation de I'expression

d’ARNm de TLR4, de méme qu’une production de TNF-a inhibée par les
anticorps anti-TLR4 (Peng et coll., 2004).

Lésions d’ischémie/reperfusion et greffe de rein

Les TLR2 et TLR4 ont également été décrits jouant un role dans des modeles
d’I/R rénale chez les rongeurs (Leemans et coll., 2005). L’expression des
ARN messagers et des protéines TLR2 et TLR4 est augmentée au niveau des
cellules tissulaires de 'organe (cellules épithéliales) mais pas dans les cellules
du systéme immunitaire.

D’une facon intéressante chez ’homme, les receveurs hétérozygotes pour
'un des deux polymorphismes TLR4 (ASP299Gly ou Thr399lle) présentent
une hypo-réponse au LPS (lipopolysaccharide) et une diminution de la fré-
quence des rejets aigus. Ces effets sont limités au receveur, le génotype du
donneur n’ayant aucune incidence (Palmer et coll., 2003, 2005, 2006 et

2007).

Des résultats similaires ont été obtenus chez les receveurs de greffe rénale
(Ducloux et coll., 2005).



Origines et mécanismes du rejet aigu et hyperaigu

Effecteurs cellulaires et moléculaires du rejet d’allogreffe

De nombreux types cellulaires et moléculaires sont impliqués dans le rejet
aigu d’allogreffe.

Migration et infiltration des allogreffes : role des chimiokines

L’attraction de cellules mononuclées aux sites de 'inflammation nécessite
une étroite interaction des signaux inflammatoires et des chimiokines.
L’inhibition des chimiokines et de leurs récepteurs a montré une prolonga-
tion de la survie de I'allogreffe (Hancock, 2003). En particulier, les récep-
teurs des chimiokines comme CXCR3 et CCRS5, dont l'expression est
induite apres activation des cellules T, jouent un role dans la migration de

ces cellules (Hancock et coll., 2000a et b ; Gao et coll., 2001 ; Zhai et coll.,
2006).

Une étude récente a montré, dans un modele de greffe cardiaque, un effet de
MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1) et CXCR3 dans la survie de la
greffe seulement quand le receveur (et non le donneur) était déficient pour
ces molécules (Haskova et coll., 2007).

Dans une étude chez 'homme, le nombre de cellules CXCR3+ dans une
biopsie rénale augmente avec le rejet de greffe et diminue avec le traitement
immunosuppresseur, ce qui suggere que CXCR3 pourrait étre une bonne
cible de traitement du rejet (Hoffmann et coll., 2006). Des résultats similaires
ont été obtenus pour CXCR3 et CCR5 par un autre groupe (Panzer et coll.,

2004).

Dans un modele de greffe de poumon, il a été montré que durant le rejet
aigu I'expression de CXCL9 augmentait parallelement a linfiltration des
cellules mononucléaires exprimant CXCR3+, un récepteur de chimiokine
liant CXCL9. L’inhibition de CXCL9 diminue linfiltrat cellulaire et
I'expression de CXCR3, conduisant 2 une réduction du rejet aigu (Belperio
et coll., 2003).

L’inhibition de CCR5 et CXCR3 avec un antagoniste de CCR5, TAK-779
dans un modele de greffe cardiaque prolonge significativement la survie
d’allogreffe (rejet aigu et également chronique), ce qui confirme le role de
CCR5 et CXCR3 dans le rejet (Akashi et coll., 2005).

Dans un modele de greffe d’tlots chez la souris, il a été montré que I'expres-
sion de CCR2 augmentait apres greffe. Quand le receveur était déficient en
CCR2, une prolongation significative de la survie des ilots et une diminution
de la réponse THI1 (T helper-1) a été décrite. Dans la méme combinaison,
aucun effet sur une greffe cardiaque n’a été observé. Ces résultats suggerent
une spécificité de tissus et de chimiokine dans la régulation de la réponse
allospécifique et du rejet de greffe (Schroppel et coll., 2004).
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L’inhibition de deux chimiokines, RANTES! et de MCP-12, par thérapie

génique prolonge la survie d’une greffe cardiaque (Fleury et coll., 2006).

Cellules effectrices

Plusieurs types cellulaires ont un rdle important dans le rejet aigu d’allo-
greffe (Alegre et coll., 2007). Les cellules T CD4 jouent un role central dans
le déclenchement de la réponse immune qui fait intervenir les cellules
T CD4 Thl, Th2 et Th17. Les cellules T CD8 sont aussi importantes dans
le rejet d’allogreffe. Ainsi, les T CD8 cytotoxiques jouent un role dans la
phase effectrice, et les cellules T CD8 mémoire peuvent intervenir dans des
réponses croisées. Un role important pour les cellules B et les alloanticorps
dans le rejet aigu a été récemment décrit (Alegre et coll., 2007).

D’autres cellules comme les macrophages, les cellules NK| les éosinophiles,
les mastocytes et les neutrophiles sont également impliquées dans différents
modeles de rejet. Les macrophages contribuent a la lésion tissulaire du rejet.
En effet, dans un modele de rejet aigu de rein chez le rat, ces cellules repré-
sentent 40 a 60 % de l'infiltrat cellulaire et 'élimination des macrophages
atténue le rejet aigu (Jose et coll., 2003). Les monocytes sont abondants
dans les infiltrats rénaux des patients déplétés en cellules T (anti-CD52 et
FK506 en monothérapie) (Salama et coll., 2007). Récemment, le role des
plaquettes a été démontré dans le rejet d’allogreffe. Les plaquettes produisent
des larges quantités de CD154 soluble qui agit sur les cellules dendritiques
(Xu et coll., 2006).

Les cellules NK ont été identifiées dans l'infiltrat du greffon mais elles ne
sont ni nécessaires, ni suffisantes aux mécanismes de rejet d’allogreffe. Des
observations récentes ont mis en évidence le role des cellules NK dans le
rejet d’allogreffe chez les souris déficientes en CD28. Dans ce modele, une
élimination des cellules NK par des anticorps anti-NK1.1 (Maier et coll.,
2001 ; McNerney et coll., 2006) ou une inhibition du récepteur activateur
des NK NKG2D (Kim et coll., 2007) induit une prolongation significative
de la survie de I'allogreffe. Ces observations méritent une attention particu-
liere en clinique dans les protocoles qui utilisent des molécules bloquant la
co-stimulation des cellules NK.

Un infiltrat de cellules NK dans "'endomyocarde est de mauvais pronostic en
greffe cardiaque (Sorrentino et coll., 2006). Un rdle pour les cellules NK a
par ailleurs été montré dans les modeéles d’induction de tolérance (Yu G et

coll., 2006).

1. Regulated on Activation Normal T-cell Expressed and Secreted
2. Monocyte Chemoattractant Protein
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Les polynucléaires neutrophiles infiltrent également les allogreffes au cours
du rejet aigu. Il a été montré que les éosinophiles intervenaient dans des
modeles de rejet et que leur activation dépendait d'une réponse T CD4+ de
type TH2 (dépendant d’IL-4) (Braun et coll., 2000 ; Surquin et coll., 2005).
Le marquage des éosinophiles est tres positif dans les infiltrats de greffe
intestinale apres élimination des cellules T (Wu et coll., 2006).

Les neutrophiles contribuent au rejet d’allogreffe dans des modeles de blocage
de la co-stimulation (El-Sawy et coll., 2005), ou en absence d’[FN-y (Miura
et coll., 2003) ou d'IL-4 (Surquin et coll., 2005).

Cellules T mémoire (Tm) et réponse allospécifique

La présence de cellules Tm capables de réagir avec des alloantigenes chez
des individus sains a été mise en évidence par le groupe de Lombardi en
1990. Les auteurs ont montré que dans une réaction lymphocytaire mixte les
cellules T naives et aussi les cellules Tm (LFA-3+) étaient capables de proli-
férer. Les Tm montraient une prolifération plus rapide (détectée a partir du
3¢ jour) comme c’est le cas dans les réponses immunes de type secondaire

(Akbar et coll., 1990).

Plusieurs publications ont suggéré une participation des cellules Tm dans les
mécanismes de rejet aigu d’allogreffe. En clinique, la présence de cellules Tm
avant la greffe est liée 2 une augmentation de la fréquence et de l'intensité
des épisodes de rejet aigu (Ibrahim et coll., 1993a et b, 1995 ; Dollinger et
coll.,, 1998). La réactivité des Tm vis-a-vis des cellules du donneur a été
mesurée et il a été démontré qu’elle était liée a la fréquence des épisodes de
rejet (Heeger et coll.,, 1999 ; Augustine et coll., 2005). Des études plus
récentes ont mesuré la réponse des Tm aux alloantigénes par des tests PRT
(Panel of Reactive T cell assay) et des ELISPOT IFN-y contre un panel de
lignées B (Poggio et coll., 2007). Dans deux revues récentes, les groupes de
Jones (Brook et coll., 20060) et Larsen (Koehn et coll., 2006) débattent des
différents types de Tm, de leur génération, de la réactivité croisée des allo-
antigénes avec d’autres antigénes et des options thérapeutiques.

Différentes hypotheses tentent d‘élucider les mécanismes par lesquels les
cellules Tm peuvent reconnaitre des alloantigénes sans les avoir « vus ».

Réactivité croisée entre alloantigénes et agents infectieux

Plusieurs publications ont montré chez les rongeurs et chez I’lhomme que des
cellules Tm reconnaissant des antigénes viraux pouvaient reconnaitre égale-
ment des alloantigénes. D’une facon intéressante, il a été montré que des
cellules CD8 qui reconnaissaient un épitope du virus Epstein Barr (EBV)
associé 3 HLA-B8 montraient une réactivité croisée avec des alloantigénes
parmi lesquels HLA-B44. Il faut remarquer que la combinaison donneur
HLA-BS et receveur HLA-B44 a été identifiée comme étant une combinaison
avec un fort risque de rejet.

43

ANALYSE



Transplantation d’organes — Quelles voies de recherche ?

44

Prolifération homéostatique

Les cellules T proliferent en conditions de lymphopénie et dans une telle
situation, il a été montré que des cellules T naives pouvaient générer des
Tm. Des lymphopénies peuvent étre induites par des infections virales, des
traitements immunosuppresseurs comme 'utilisation ’ATG (AntiThymocyte
Globulins) ou d’anticorps anti-CD52. La génération de cellules T mémoire
par infection virale ou par prolifération homéostatique peut prévenir
I’induction de tolérance, dans des modeles bien établis de tolérance chez le
rongeur (Valujskikh et coll., 2002 ; Zhai et coll., 2002 ; Wu et coll., 2004).
Ces résultats montrent que les cellules Tm peuvent étre une barri¢re pour
I'induction de tolérance.

Il est donc nécessaire de développer des thérapeutiques visant a empécher la
génération des Tm ou 2 les éliminer. L'effet des immunosuppresseurs sur les
Tm a commencé a étre étudié. Les cellules Tm CD4+ sont résistantes aux
stéroides, a la deoxyspergualin et au sirolimus. En revanche, le tacrolimus et
la ciclosporine A inhibent leur prolifération et leur activation in wvitro (Pearl
et coll., 2005). Des résultats récents montrent que les Tm dépendent, pour
une activation optimale, de molécules de co-stimulation différentes de celles
qui agissent sur les cellules naives comme ICOS/ICOSL, OX40/OX40L,
CD27/CD70 (Croft, 2003 ; Wu et coll., 2004). Il a été montré récemment
que le blocage de la voie CD27/CD70 prolonge la survie de la greffe cardiaque
chez la souris (Yamada et coll., 2005). Par ailleurs, I'inhibition de 'IL-7 est
capable d’inhiber le rejet d’allogreffe induit par des cellules Tm sans inhiber
les cellules Treg (Wang et coll., 2006).

Dans les modeles animaux, la présence de cellules CD8 mémoire pourrait
empécher I'induction de tolérance par blocage de la co-stimulation (Trambley
et coll., 1999).

Chez le primate, I’élimination des cellules T CD8 mémoires permet I’établis-
sement de la tolérance induite par administration de moelle osseuse et blocage
de la co-stimulation (Koyama et coll., 2007). Les auteurs émettent I’hypo-
these que les cellules CD8 mémoire pourraient étre résistantes au blocage de
la co-stimulation.

Une étude faite chez les transplantés du foie a montré que la présence d’un
nombre élevé de cellules CD8 avec un phénotype mémoire avant la greffe
allait de pair avec une survie réduite de la greffe (Tanaka et coll., 2006).

Réponse B, anticorps et rejet d’allogreffe

L’introduction du marquage C4d dans les biopsies rénales et I'utilisation de
méthodes plus sensibles pour la détection d’alloanticorps spécifiques du don-
neur ont démontré I'importance des alloanticorps dans I'induction de rejets
humoraux aigus (RHA). Le role des alloanticorps dans les mécanismes du
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rejet aigu a été mis en évidence dans les années 1990 par le groupe de
Halloran qui a décrit qu’un rejet aigu avec mauvais pronostic était associé
avec la production d’anticorps anti-donneur aprés transplantation (Halloran
et coll.,, 1990). Au méme moment, Feucht a démontré que la présence de
dépots de C4d dans les capillaires péri-tubulaires (CPT) était associée a une
survie inférieure & un an (Feucht et coll.,, 1993). Dans une revue récente,
Terasaki et coll. proposent d’améliorer la détection des anticorps apres
transplantation par la quantification et lidentification des cibles des
alloanticorps. Ils suggérent que cette analyse pourrait étre importante dans le
suivi des patients et permettrait d’ajuster les traitements (Cai et Terasaki,

2008).

Les criteres pour le diagnostic du rejet humoral aigu ont été établis récem-
ment pour le rein (d’aprés Banff working group, Racusen et coll., 2003). Au
moins un critére de chaque type doit étre positif pour le diagnostiquer :

e criteres morphologiques : neutrophiles et/ou monocytes/macrophages dans
les capillaires péri-tubulaires et/ou glomérule, nécrose artérielle fibrineuse,
thrombose dans les capillaires glomérulaires, artérioles et/ou petites artéres,
1ésions tubulaires aigués ;

e criteres immunohistologiques : dépdts de C4d dans les CPT, Ig et ou
complément dans les nécroses fibrineuses des arteres ;

e critéres sérologiques: présence d’anticorps anti-donneur (HLA et non

HLA) circulants.

Ces criteres ont été optimisés lors de la 9¢ conférence Banff (Solez et coll.,
2008). Le niveau de dépots de C4d a été évalué et quantifié : C4d0 négatif ;
C4d1 minimal (< 10 % de la surface de la biopsie) ; C4d2 focal (10 a 50 %)
et C4d3 diffus (> 50 %). La situation clinique de C4d + sans évidences
morphologiques de rejet a été ajoutée. La relation entre cette situation et le
devenir de la greffe n’a pas encore été établie et nécessite plus d’études.
Cette situation est connue dans les modeles de xénogreffes comme un méca-
nisme d’accommodation ; elle est également fréquente dans les greffes ABO
incompatibles. Cependant, il a été montré que les patients qui présentaient
des dépdts de C4d + sans évidences morphologiques de rejet bénéficiaient
d’un traitement anti-rejet (Dickenmann et coll., 2006), ce qui suggere que la
situation de dépdts de C4d + sans évidences morphologiques de rejet pour-
rait étre associée a un rejet humoral aigu.

La « théorie humorale en transplantation » de Terasaki et Cai (2005) propose
que les greffes sont rejetées par les anticorps et non pas par les cellules. Les
cellules sont nécessaires car elles produisent des facteurs et des anticorps
mais ce sont les anticorps qui détruisent la greffe. Si les anticorps sont les
effecteurs du rejet, leur élimination devrait permettre de diminuer le traite-
ment immunosuppressif.

Une étude concernant des rejets aigus rénaux a mis en évidence chez les
patients la présence d’anticorps anti-donneur dans les deux types de rejet,
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cellulaire et humoral (Zhang et coll., 2005). Dans des biopsies rénales, une
semaine apres transplantation, des dépdts de C4d ont été trouvés dans 33 %
des biopsies qui montraient un rejet aigu et seulement dans 3 % des biopsies
sans rejet (Koo et coll., 2004). Une étude faite six mois apres transplanta-
tion a montré dans les biopsies rénales des dépots diffus de C4d dans 42 %
des organes des patients ayant développé un rejet aigu par la suite. La perte
du greffon aprés un an était de 65 % chez les patients positifs pour C4d com-
paré a 33 % chez les négatifs (Poduval et coll., 2005).

Dans une étude de receveurs de greffe de poumon, I'apparition d’anticorps a
été corrélée avec un rejet aigu chez 10 des 14 patients avec anticorps et chez
11 des 37 patients sans anticorps (Girnita et coll., 2005). Dans un modele
animal de transplantation cardiaque, il a été démontré que les cellules B
étaient importantes pour la présentation indirecte des alloantigénes et pour
le rejet aigu (Noorchashm et coll., 2006). La présence de cellules B dans les
infiltrats est, en général, un signe de mauvais pronostic pour la survie de la
greffe. Mais ceci n’a pas été confirmé dans toutes les études. Dans les biop-
sies de greffon rénal, un profil d’expression de génes avec une « signature de
cellule B » est corrélé avec un mauvais pronostic (Sarwal et coll., 2003). La
présence de cellules CD20+ infiltrant le greffon rénal, en absence de mar-
quage C4d (sans Ac), avec un rejet aigu a été associée 2 une résistance aux
corticoides et 4 un mauvais pronostic (Hippen et coll., 2005).

Des allogreffes cardiaques avec des cellules B infiltrantes sont associées a un
haut risque de rejets récurrents (Sorrentino et coll., 2006) mais répondent
au traitement anti-CD20 (Alausa et coll., 2005). Une étude intéressante a
montré une production in situ d’anticorps et l'apparition de « centres
germinaux » dans le greffon (Thaunat et coll., 2005). Dans une étude rétros-
pective de 92 patients avec des biopsies pour dysfonctionnement rénal, les
dépots de C4d et les anticorps spécifiques du donneur ont été recherchés et
le devenir de la greffe a été étudié. Les résultats montrent un marquage C4d
diffus dans 15 % des cas et un marquage focal dans 24 % des cas. La greffe
échoue chez 36 % des patients avec marquage diffus, chez 23 % des patients
avec marquages focaux et seulement chez 7 % des patients avec des mar-
quages négatifs, entre un mois et 15 ans aprés transplantation. Des anticorps
anti-donneur ont été retrouvés uniquement chez les patients avec un
marquage C4d diffus. Dans ce groupe, 100 % des greffes ont été rejetées
(Worthington et coll., 2007). Une étude faite sur des biopsies cardiaques a
montré un dépot de C4d au niveau des capillaires myocardiques que corro-
bore la présence d’anticorps anti-donneur dans 21 cas sur 25 tandis que
seulement 7 des 60 greffons sans anticorps ont un marquage C4d (Smith et

coll., 2005).

Une étude a comparé la présence de C4d avec 'appariement HLA entre
donneur et receveur en transplantation hépatique. Les dépots de C4d sont
retrouvés chez 82 % des patients avec un cross match positif et seulement
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chez 32 % des patients avec un cross match négatif ce qui montre que la
présence d’alloanticorps est corrélée avec un rejet humoral et une faible

survie de la greffe (Sakashita et coll., 2007).

Antigénes cibles des alloanticorps

Les alloanticorps générés contre l'organe du donneur peuvent reconnaitre
différents types d’antigénes: les antigénes HLA du complexe majeur
d’histocompatibilité (de classe 1 et II), les antigénes apparentés 3 HLA
MICA et MICB (MHC class I-related molecules A and B), les antigenes
mineurs d’histocompatibilité, les antigénes non-HLA incluant le récepteur
de l'angiotensine 1I type 1 (Dragun et coll., 2005), la vimentine (Mahesh et
coll., 2007), la myosine, les antigeénes de groupe sanguin ABO, le perlecan,
le collagéne IV et VI et I'agrine (Joosten et coll., 2005). Cependant, les
anticorps le plus souvent retrouvés sont ceux qui reconnaissent les molécules
HLA et ils sont identifiés par des techniques de « crossmatching » avant la
transplantation. Dans les dernieres années, un grand intérét a été porté a
’étude des anticorps dirigés contre des antigénes non-HLA dans les méca-
nismes du rejet d’allogreffe (pour revue récente, voir Sumitran-Holgersson,

2008).

Le groupe de Opelz a étudié le role des anticorps anti-MICA préexistants au
moment de la transplantation dans le devenir de la greffe rénale chez 1 910
receveurs (Zou et coll., 2007). Leurs résultats montrent que la présence
d’anticorps anti-MICA est associée a un rejet de greffe. Cet effet est plus
important dans les greffes qui sont bien appariées au niveau HLA. D’autres
études ont montré que la production d’anticorps anti-MICA apres
transplantation rénale était corrélée 2 un mauvais pronostic de la greffe
(Mizutani et coll., 2005). Ces résultats ont été confirmés dans une étude
faite sur des receveurs de greffe cardiaque (Suarez-Alvarez et coll., 2007).
Récemment, dans deux études prospectives de greffe rénale, 2 un et quatre
ans, Terasaki et coll. (2007) ont démontré que les anticorps anti-HLA et
anti-MICA sont associés au rejet d’allogreffe. Il a été montré que les
anticorps anti-MICA pourraient étre a l'origine de la formation des lésions
en induisant 'apoptose des cellules endothéliales (Le Bas-Bernardet et coll.,
2003). A Topposé, la détection de la forme soluble de MICA chez les
receveurs de greffe cardiaque est de bon pronostic (Suarez-Alvarez et coll.,

2007).

En conclusion, deux mécanismes immunologiques généraux sont mis en jeu
au cours du rejet d’allogreffe, la réponse innée et la réponse adaptative. La
prévention du rejet commence bien avant la transplantation et nécessite
aprés transplantation un suivi immunologique afin de repérer précocement
le rejet d’allogreffe. Une meilleure compréhension des mécanismes du rejet

d’allogreffe pourrait permettre d’identifier les couples donneur-receveur 2
risque et de mieux cibler les traitements immunosuppresseurs.
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3

Origines et mécanismes du rejet
chronique

La transplantation d’organes a permis de restaurer la fonction d’organes
transplantés tels que le cceur, le poumon, le foie, 'intestin, le pancréas et le
rein. Elle est associée 4 une augmentation de la survie des malades ayant une
dysfonction de I'organe correspondant, en particulier lorsqu’il n’existe pas de
technique de suppléance thérapeutique. Dans le cas de I'insuffisance rénale
chronique pour laquelle ’hémodialyse chronique pallie la déficience de
'organe, la transplantation rénale améliore la qualité de vie et la survie des
patients présentant une insuffisance rénale terminale (Wolfe et coll., 1999).
Depuis le début des années 1980, la survie des greffons 2 un an a augmenté
de maniere trés significative (plus de 90 % a un an) (Hariharan et coll,,
2000 ; Pascual et coll., 2002). Néanmoins, les résultats a long terme ont peu
changé et surtout le pourcentage de greffons perdus chaque année apres la
premiére année n’a pas évolué (Meier-Kriesche et coll., 2004). La mort avec
un greffon fonctionnel et la néphropathie chronique d’allogreffe (NCA)
sont les principales causes de la perte de greffon (Halloran et coll., 1999 ;
Ojo et coll., 2000 ; Matas et coll., 2002 ; Pascual et coll., 2002). La prédo-
minance de la NCA est de 60-70 % dés la premiére année post-greffe (Solez
et coll., 1998 ; Nankivell et coll.,, 2003). La NCA est une entité qui
regroupe différents mécanismes induisant une fibrose interstitielle et une
atrophie tubulaire. L’histoire naturelle de la NCA a suggéré qu’elle puisse
résulter de phénomeénes immunologiques et de phénomeénes non-immunolo-
giques en particulier liés a la toxicité de l'inhibiteur de la calcineurine
(CNI) (Nankivell et coll., 2003). Pour les autres organes, une dysfonction
chronique est également observée et est responsable d’une perte prématurée
du transplant.

Classification de la néphropathie chronique d’allogreffe

Au cours des dernieres années, des efforts importants ont été réalisés pour
décrire et classer les dysfonctions chroniques d’organe. En transplantation
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rénale, I'analyse histologique a permis dés 1990 de proposer une classification
pour la dysfonction chronique d’allogreffe (Classification « Banff 97 » :
Racusen et coll., 1999). Cette classification a été revisitée trés régulierement
pour intégrer les données scientifiques les plus récentes et tenter de diffé-
rencier les 1ésions associées au rejet chronique de celles observées en réponse
a des facteurs de risque cardiovasculaire ou a la toxicité des inhibiteurs de la
calcineurine. Le rapport de la réunion de Banff de 2005 a classé les dysfonc-
tions chroniques du greffon. Il a différencié les lésions évocatrices de rejet
chronique d’allogreffe (incluant les 1ésions dépendantes d’anticorps activant
le complément) et l'artérite cellulaire et des lésions moins spécifiques de
fibrose interstitielle/atrophie tubulaire (FI/AT) (Solez et coll., 2007 et
2008). Ces lésions de FI/AT apparaissent trés précocement au décours de la
greffe. A un an post-transplantation, plus de 80 % des reins ont des 1ésions
minimes de FI/AT qui vont s’aggraver au cours du temps correspondant 2
plus de 50 % des cas de lésions séveres a 5 ans.

Lésions histologiques observées

La compréhension des mécanismes impliqués dans la survenue du rejet
chronique a grandement progressé depuis la description de modeles
animaux chez le rongeur permettant de recréer les lésions d’artérite cellu-
laire dans différents modeles de greffe de coeur ou de vaisseaux allogéniques
(Yuan et coll., 2002). Ainsi, il a pu étre mis en évidence au cours du rejet
chronique une augmentation de l'intima entrainant une diminution du
calibre des vaisseaux, puis une destruction de la limitante élastique interne.
L’épaississement est lié 2 une accumulation de matrice extracellulaire et a la
prolifération de cellules myofibroblastiques (Pedagogos et coll., 1997;
Pilmore et coll., 2000 ; Ramirez et coll., 2006). A la périphérie du vaisseau,
une accumulation de macrophages et de lymphocytes T CD4 est observée
(Thaunat et coll., 2005 et 2006 ; Thaunat et Nicoletti, 2008 ; Thaunat et
coll., 2008). En revanche, les lymphocytes T CD8 sont rarement présents.
Dans certains cas, des structures adoptant une organisation lymphoide sont
décrites. Elles comportent en majorité des lymphocytes B capables de syn-
thétiser des anticorps dirigés contre le donneur. Ces lésions ont été mises
également en évidence au niveau de greffons rénaux, ce phénomeéne est
dénommé organogenese lymphoide tertiaire (Thaunat et coll., 2005 et 2006 ;
Thaunat et Nicoletti, 2008 ; Thaunat et coll., 2008). Elle participe ainsi a
la pérénisation du rejet chronique et possiblement a maintenir localement
des lymphocytes T et B mémoires capables de synthése de cytokines et
d’anticorps. Les mécanismes de survie de ces lymphocytes et leur sensibilité
aux différentes drogues immunosuppressives restent 2 démontrer et consti-
tuent un enjeu important pour le traitement du rejet chronique.
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Implication du systéeme immunitaire

L’'implication des lymphocytes dans la genese des 1ésions de rejet chronique
a pu étre déterminée grace a I'étude de souris génétiquement invalidées.
Dans un modele de souris dont les genes codant pour CD40 ou pour CD40L
(molécule de coactivation des lymphocytes T) ont été invalidés, les 1ésions
de rejet chronique cardiaque ne sont pas observées suggérant que les lym-
phocytes T activés sont nécessaires pour l'initiation du phénomene de rejet
chronique. Des résultats comparables sont observés en traitant les souris
avec des anticorps anti-CD40L (Guillot et coll., 2002). En revanche, les
anticorps bloquant les CD40L présents sur les cellules présentatrices d’anti-
géne n’inhibent que faiblement la survenue de rejet chronique.

Role des anticorps et des cellules endothéliales

L’implication des anticorps dirigés contre le greffon dans le rejet chronique a
été suggérée par plusieurs groupes mettant en évidence une corrélation néga-
tive entre 'apparition d’anticorps dirigés contre le donneur ou l'obtention
d’anticorps anti-donneur & partir de I'élution d’organe transplanté et la
survie de l'organe greffé (Sis et coll., 2007 ; Mao et coll., 2007a et b).
L’apparition de nouvelles techniques d’identification des anticorps par
FACS (cytométrie en flux), Luminex (cytométrie en flux avec des micro-
billes recouvertes de peptides) et ELISA (Enzyme-linked immunosorbent
assay) a permis une meilleure analyse de la situation (Pei et coll., 2003). De
plus, les données récentes mettant en évidence, au cours de lésions de rejet
chronique, l'existence de dépdts de C4d en immunofluorescence suggerent
I'implication des anticorps anti-HLA capables d’activer le complément
(Nickeleit et coll., 2002 ; Regele et coll., 2002). Toutefois, les observations
réalisées a partir des transplantations ABO incompatibles, situation dans
laquelle une activation du complément est présente et au cours de laquelle
on observe une réapparition d’anticorps anti-groupe sanguin associée a des
dépodts de complément, suggere I'existence de mécanismes d’adaptation per-
mettant aux cellules endothéliales de résister a I'activation du complément
(Gloor et coll., 2006). Les différentes voies de survie et d’adaptation restent
dans leur grande majorité inconnues. Ces observations ont également permis
de comprendre que la survenue d’un rejet chronique n’est pas simplement le
passage d’'un état d’acceptation a une situation de rejet chronique mais un
continuum entre ces deux bornes fondé sur un équilibre subtil entre des
facteurs d’agression (lymphocytes T cytotoxiques, anticorps, complément...)
et des mécanismes de survie et d’adaptation des cellules cibles.

Les effets des anticorps ne se limitent pas a I'activation du complément. Les
anticorps peuvent soit se lier aux molécules de surface des cellules cibles soit
recruter d’autres cellules par I'interaction de leur domaine constant avec le
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récepteur Fcy des immunoglobulines (Rebellato et coll., 2006 ; Won et coll.,
2006). Des données in vitro ont mis en évidence que la culture de cellules
endothéliales avec des anticorps anti-donneurs entraine une activation et
une prolifération des cellules endothéliales (Bian et Reed, 1999). Cette étape
d’activation est associée a 'expression de différents récepteurs 2 la surface des
cellules endothéliales (PDGF-R, EGF-R, FGF-R) ainsi qu’a la synthese de
nombreux facteurs de croissance (PDGF, EGF, FGF, VEGF, TGF-f...) et a
la synthése d’endothéline I (Bian et Reed, 2001 ; Chen et coll., 2001 ;
Rossini et coll., 2005). La présence locale de facteur de croissance est majorée
par I'adhésion des plaquettes qui survient lors de I'activation des cellules
endothéliales entrainant une boucle d’amplification locale en libérant de
nombreux facteurs de croissance (PDGF, TGF-B) (MacDermott, 1996 ;
Yang et coll., 2005). Cette phase d’activation des cellules endothéliales
favorise la stimulation des cellules musculaires lisses via la libération
d’endothéline | et indirectement la synthése locale d’angiotensine II. Elle
entraine également le recrutement local de cellules inflammatoires via la
libération de chimiokines (MCP1, IP10...) et du chémoattractant dépen-
dant de I’activation locale du complément, active la coagulation locale en
favorisant 'adhésion plaquettaire et en libérant du thromboxane A2. Enfin,
elle stimule la différenciation et la prolifération des cellules qui synthétisent
la matrice extracellulaire impliquée dans les lésions de rejet chronique, les
myofibroblastes (Abbate et coll., 2002 ; Cogan et coll., 2002 ; Li et coll,,
2007 ; Dewald et coll., 2005 ; Frangogiannis, 2008 ; Haurani et coll., 2008 ;
Kennard et coll., 2008 ; Wynn, 2008).

Antigénes majeurs et mineurs cible des anticorps

Le facteur de risque indépendant pour le développement d’un rejet chronique
est la présence d’anticorps anti-HLA de classe I et plus particulierement de
classe II (Ozawa et coll., 2007). Plus de 80 % des malades avec une glomérulo-
pathie d’allogreffe ont des anticorps anti-HLA dont 85 % sont dirigés contre
un antigéne de classe I ou de classe II (Gloor et coll., 2007 ; Sis et coll.,
2007 ; Issa et coll., 2008). Seule une fraction des biopsies (40 %) est associée
avec des dépdts de C4d péricapillaire soulignant que d’autres mécanismes
que l'activation du complément peuvent étre associés au rejet chronique ou
que des distributions localisées des complexes antigénes-anticorps peuvent

exister (Solez et coll., 2008).

En dehors des anticorps dirigés contre le complexe majeur d’histocompati-
bilit¢ HLA, d’autres anticorps non HLA peuvent également contribuer aux
changements structurels observés au cours du rejet chronique. Ils incluent
les anticorps anti-MICA, MICB (MHC class I-related molecules A and B),
anti-cellules endothéliales, anti-vimentine, et d’autres anticorps dirigés
contre des récepteurs dont le récepteur de I'angiotensine II (Dragun et coll.,

2005 ; Hilbrands et coll., 2005 ; Zafar et coll., 2006 ; Panigrahi et coll.,
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2007 ; Zou et coll., 2007 ; Baid-Agrawal et Frei, 2008 ; Dragun et coll.,
2008 ; Kamoun et Grossman, 2008 ; Sumitran-Holgersson, 2008). En dehors
de MICA et MICB pour lesquels il existe un polymorphisme important, les
autres constituants sont considérés comme des antigénes mineurs. Cepen-
dant, leur capacité immunogéne peut étre liée au fait qu'il existe un faible
polymorphisme aboutissant a une présentation antigénique différente entre
le donneur et le receveur ou a lexpression extracellulaire d’'un certain
nombre de constituants du cytosquelette aboutissant a une stimulation lym-
phocytaire. D’autres protéines seront probablement identifiées a 1'avenir
comme étant associées a la survenue de rejet aigu ou chronique.

Origine et différenciation des cellules myofibroblastiques

Les cellules myofibroblastiques sont des constituants importants des lésions
de rejet chronique. Ces cellules infiltrent la paroi des vaisseaux et I’espace
interstitiel des organes. Ces cellules expriment différentes protéines du
cytosquelette (vimentine, actine alpha du muscle lisse), la chatne légere de
la myosine mais n’expriment pas de marqueurs lymphoides ni épithéliaux
(E cadhérine, ZO-1) (Badid et coll., 2002). L’origine de ces cellules est
diverse et la part de chacun des compartiments cellulaires devra étre précisée
a 'avenir en fonction des organes concernés et des situations cliniques. Elles
peuvent provenir de cellules souches circulantes capables de se différencier
en cellules endothéliales ou en myocardiocytes (Direkze et coll., 2003 ; Li et
coll., 2007). Elles peuvent également provenir de la transdifférenciation de
cellules endothéliales qui vont acquérir un phénotype de cellules myofibro-
blastiques ou provenir de cellules épithéliales tubulaires rénales qui vont se
transdifférencier en myofibroblastes (Gressner, 1996 ; Sommer et coll.,
2005 ; Hertig et coll., 2006). Les mécanismes impliqués restent mal connus.
Cependant, les modifications induites par I'ischémie/reperfusion, ou surve-
nant au cours du rejet chronique semblent favoriser la transdifférenciation
épithélio-mésenchymateuse (TEM). Il a été mis en évidence que le TGF-f3
avait également un role important en favorisant la TEM et en permettant
I'amplification des cellules myofibroblastiques (Fan et coll., 1999 ; Mezzano
et coll., 2003 ; Lindert et coll., 2005 ; Jiang et coll., 2006 ; Meyer-ter-Vehn
et coll., 2006).

Implication des facteurs de croissance

La différenciation de cellules en myofibroblastes et leur expansion impliquent
différents facteurs de croissance incluant le TGE-B, le FGF, le PDGEF,
I'IGF1, Pangiotensine II, le MCPI1, le RANTES, le TNF-a, I'IL-15 et le
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CTGF. Ces différents facteurs pourraient participer a des degrés divers a
I'initiation de la TEM, a I'expansion de ces cellules et 2 leur migration

(Huang et coll., 2005 ; Jiang et coll., 2007 ; Gao et coll., 2008 ; Rodrigues-
Diez et coll., 2008).

L’acteur actuellement le plus étudié est le TGF-B qui, en activant les facteurs
de transcription STAT 2 et 3, induit la TEM et favorise la synthese d’autres
molécules comme le CTGEF. Il permet ensuite la prolifération des cellules
myofibroblastiques et la synthése par ces cellules des différents constituants
de la matrice extracellulaire. La TEM et I'action du TGF-B peuvent a ce
jour étre inhibées par deux facteurs de croissance ayant une activité antago-
niste a celle du TGF-B. L’Hepatocyte Growth Factor (HGF) bloque in witro la
TEM induite par le TGF-B permettant ainsi aux cellules myofibroblastiques
de réacquérir un phénotype de cellules épithéliales (E-cadhérine+, ZO-1+,
aSMA-). Les voies de signalisation et les mécanismes impliqués ne sont pas
encore connus (Sobral et coll., 2007 ; Shukla et coll., 2008). Le second fac-
teur est la Bone Morphogenic Protein (BMP7) (You et Kruse, 2002). Cette
protéine active, en se fixant sur son récepteur, différentes voies de signalisa-
tion antagonistes de celles activées par le TGF-B. Elle induit I'activation par
phosphorylation de Smadl, Smad5 et Smad8. Ceci bloque la liaison du
complexe Smad2/3 sur ses séquences ADN consensus empéchant ainsi son
action de médiateur du signal transmis par le TGF-f (Saika et coll., 2005).
La perfusion de BMP7 dans un modele de rejet chronique permet d’inhiber
la survenue du rejet chronique.

Le FGF a également un role important (Lee et Joo, 1999 ; Ng et coll., 1999 ;
Chaudhary et coll., 2007). Il participe a la prolifération des cellules myofi-
broblastiques mais également a la formation de néovaisseaux qui pourraient
faciliter le développement des lésions de rejet chronique. Une place clé
semble également se dessiner pour I'lL-15, une cytokine produite par les
cellules endothéliales et qui a des actions multiples de part ses fonctions
autocrines ou paracrines (Briard et coll., 2005 ; Giron-Michel et coll., 2005 ;
Atherly et coll., 2006 ; Dubois et coll., 2006). Elle transmet des signaux de
survie dans la cellule épithéliale (autocrine) et facilite la survie et 'activation
des lymphocytes T intra-épithéliaux. Lorsqu’elle est sous forme soluble et
complexée a un récepteur soluble, elle peut chez ’homme, induire dans cer-
taines situations une TEM. Le PDGF joue aussi un role important en activant
les cellules endothéliales et en favorisant la synthese d’endothéline 1.

Les molécules impliquées dans 'activation des cellules endothéliales pourraient
également avoir un role de starter ou intervenir pour pérenniser les lésions
de rejet chronique. C'est le cas de I'endothéline I et de I'angiotensine II.
L’'implication de l'angiotensine Il a été suspectée depuis de nombreuses
années dans différents modeles d’hypertension induite par la déplétion en
monoxyde. Récemment, il a également été mis en évidence que I'existence
d’anticorps dirigés contre le récepteur de 'angiotensine Il était associée a la
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survenue d’'un rejet chronique. Ces derniers résultats montrent bien
'intrication qui peut exister entre les mécanismes immunologiques et non
immunologiques du rejet.

Immunosuppresseurs et régulation du rejet chronique

Bien que les inhibiteurs de la calcineurine (ciclosporine A (CsA), FK506)
conduisent 2 une amélioration significative de la survie a court terme du
greffon, leur utilisation 2 long terme peut étre un élément important dans la
survenue d'une FI/AT (Nankivell et coll., 2004a et b ; Cosio et coll., 2007).
Parmi les autres immunosuppresseurs, les inhibiteurs de la voie mTOR ne
semblent pas montrer le méme niveau de néphrotoxicité. Ils pourraient
méme, en bloquant le cycle cellulaire de myofibroblastes, limiter certaines
lésions induites au cours du rejet chronique. Ils inhibent également la
synthése du VEGF mais surtout les voies de signalisation dépendantes de son
récepteur. Ce mécanisme d’action pourrait favoriser leur utilisation pour la
prévention du rejet chronique (Mulay et coll., 2006 ; Najafian et Kasiske,
2008). Cependant, ceci doit étre balancé par la découverte de lésions glomé-
rulaires induites sur le rein normal (Sartelet et coll., 2005).

L’'impact des différentes drogues sur la prévention et le traitement de la dys-
fonction chronique du rejet chronique reste encore inconnu et sa compréhen-
sion nécessitera des études complémentaires. D’autres molécules bloquant
différentes voies participant au développement d’un rejet chronique devront
étre évaluées dans la prévention du rejet chronique. Ainsi, les inhibiteurs du
récepteur de I'angiotensine II devraient pouvoir réduire les effets déléteres
sur la greffe des anticorps dirigés contre ce récepteur.

Fibrose tissulaire

Au cours des différentes agressions immunologiques et non immunologiques,
les cellules, en particulier les cellules endothéliales, vont étre responsables du
développement d’une matrice extracellulaire par la synthese de facteurs de
croissance ou de cytokines tels que 'endothéline I, 'angiotensine II, le TNF,
le PDGEF, le TGF... (Coupes et coll., 1994 ; Lu et coll., 2002 ; El Agroudy et
coll., 2003 ; Baczkowska et coll., 2005 ; Summers et coll., 2005 ; Roos-van
Groningen et coll.,, 2006). La matrice extracellulaire accumulée constitue
une lésion de fibrose. Au cours des dernieres années, il est apparu que la
fibrose tissulaire représente un équilibre dynamique. La fibrose peut étre
prévenue ou la matrice extracellulaire étre dégradée en utilisant des molécules
bloquantes ou en activant différentes protéases tissulaires dont les métallo-
protéases. Ces approches restent a valider dans des modeles cliniques.
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Autres facteurs impliqués dans la dysfonction de greffon

Un certain nombre d’autres facteurs de risque cliniques ont été associés a une
dysfonction de greffon. IIs incluent ou non des facteurs immunologiques.

L’un d’entre eux est 'Age du donneur. Il a pu étre mis en évidence que la
greffe d'un organe provenant d’'un donneur 4gé est associée a une augmenta-
tion de l'incidence de rejet aigu et chronique (Schramme et coll., 2008).
Ceci est corrélé avec I'apparition d’une sénescence de 'organe aboutissant a
la libération de cytokines pro-inflammatoires (interféron gamma, I1L-2) et a
Pexpression de molécules pouvant directement ou indirectement induire
'expression des néo-antigenes (P galactosidase). Egalement différentes situa-
tions de stress telles que I'ischémie ou d’infections par des virus, des bactéries,
des levures peuvent stimuler et activer une réponse allogénique chronique

(Miller et coll., 2008).

La régulation locale de l'immunité innée devrait permettre de limiter
I'impact de ces événements sur la survenue d’un rejet chronique.

En conclusion, alors que des avancées importantes ont été réalisées dans le
cadre des thérapies immunosuppressives permettant des réductions impor-
tantes de la survenue de rejet aigu et une amélioration de la survie de greffon
a un an, la survie de greffon a plus long terme n’a que peu progressé. La
limite de la survie a long terme est liée a des mécanismes complexes et
intriqués incluant le rejet chronique, la toxicité des immunosuppresseurs, les
facteurs cardiovasculaires, dyslipidémiques, le diabete... La compréhension
des mécanismes impliqués dans la survenue d’un rejet chronique devrait
bénéficier d’approches telles que les puces 2 ARN ou les puces protéiques
permettant de mieux comprendre les différentes étapes du développement
d’un rejet chronique et les différents acteurs impliqués. Cette compréhen-
sion permettra le développement de nouvelles approches thérapeutiques et/ou
préventives en transplantation d’organes.
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Prévention et traitement des rejets

La prévention des différents types de rejet repose sur I'appariement donneur/
receveur et sur le choix du traitement immunosuppresseur en fonction
principalement du risque immunologique du receveur. La conception du
traitement immunosuppresseur s’appuie sur l’association d’un traitement dit
« d’'induction », c’est-a-dire un traitement qui est censé diminuer I'incidence
du rejet aigu dans les 3 mois qui suivent la transplantation, et d’'un traite-
ment dit «de maintenance » qui est destiné a limiter ou prévenir le
développement du rejet chronique aprés cette période initiale. Toutefois,
dans la pratique courante, le terme d’induction a été réservé a des traitements
biologiques comme les anticorps anti-lymphocyte ou les anticorps monoclo-
naux anti-récepteur de I'interleukine 2. Ces traitements sont administrés au
tout début de la transplantation, en méme temps que d’autres immunosup-
presseurs qui eux, seront maintenus apres la phase initiale méme si les doses
sont réduites. Le terme d’induction a été choisi car dans des modeles expéri-
mentaux, certains de ces traitements ont pu entrainer une « induction de
tolérance ». Le traitement curatif des rejets quant a lui, repose d’abord sur la
définition la plus précise possible du type de rejet et donc de son mécanisme
physiopathologique.

Traitement des rejets en transplantation rénale

Nous diviserons un peu artificiellement ce chapitre en deux sous-parties, le
traitement curatif du rejet aigu qui est efficace et comprend différentes
modalités et le traitement du rejet chronique qui est encore balbutiant et
donc peu efficace.

La prévention du rejet aigu en transplantation rénale repose sur :

e une trithérapie associant des stéroides a faible dose, un inhibiteur de la
synthése de PADN, le plus souvent inhibiteur de 'IMPDH (inosine mono-
phosphate déshydrogénase) et un immunosuppresseur de la famille des anti-
calcineurines (ciclosporine ou tacrolimus), ce dernier pouvant étre introduit
d’emblée ou de facon retardée de quelques jours en cas de reprise retardée de
fonction rénale ;
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e un traitement dit « d’induction » en fonction du risque immunologique :
ce traitement est soit absent, soit constitué d’anticorps monoclonaux anti-
récepteur de I'interleukine 2 en cas de risque faible et d’anticorps polyclonaux
anti-lymphocyte en cas de risque élevé.

Les différents immunosuppresseurs sont ensuite modulés en fonction de leur
suivi pharmacocinétique, de leur efficacité et de leurs effets secondaires.
Globalement, l'incidence de rejet aigu est a I'’heure actuelle inférieure 2
15 % avec une proportion croissante de rejets aigus humoraux.

Traitement curatif du rejet aigu

Le traitement du rejet aigu est longtemps resté relativement, voire trés
monolithique. En effet, le recours aux stéroides est trés ancien puisqu’il était
déja décrit par Jean Hamburger en 1962 (Hamburger et coll., 1962) comme
traitement de ce que l'on appelait alors « la crise de rejet ». L'introduction
des agents dits « biologiques » tels que les sérums anti-lymphocytaires
(Woodruff et coll.,, 1967) et plus tard, les anticorps murins anti-CD3
(Cosimi et coll., 1981) a modifié¢ historiquement I"approche du traitement.

Tres schématiquement, les rejets aigus cellulaires étaient traités par de fortes
doses de stéroides administrés soit par voie orale, soit sous formes de bolus?
de méthylprednisolone. Les formes considérées comme les plus séveres, soit
d’emblée (si la biopsie mettait en évidence des lésions vasculaires), soit
secondairement en cas d’échec total ou partiel des stéroides (les formes dites
« cortico-résistantes » ), bénéficiaient d’'une seconde ligne de traitement soit
par les anticorps anti-lymphocytes polyclonaux (de cheval puis de lapin),
soit par les anticorps murins monoclonaux anti-CD3.

A Theure actuelle, identification des différents types de rejet aigu a permis
de modifier ce schéma thérapeutique un peu trop simpliste. On considére en
effet, qu'il existe des rejets aigus cellulaires, médiés par les lymphocytes T et
des rejets aigus humoraux liés a des lymphocytes B et médiés par des anti-
corps. Cette division est évidemment trop simpliste mais elle sert de support
a un traitement différentiel du rejet aigu (Racusen et coll., 2003).

En pratique courante, en cas de rejet aigu cellulaire avec une négativité du
marqueur C4d sur les capillaires péritubulaires et en I'absence d’anticorps
circulants dirigés contre le donneur, le traitement consiste toujours 2 admi-
nistrer des stéroides a fortes doses par voie intraveineuse, relayées par de
fortes doses orales pendant une période de quelques jours a quelques semaines.
En cas d’échec ou d’efficacité insuffisante, le rejet aigu est considéré comme

3. Bolus : terme désignant une injection intraveineuse d’une dose importante d’un agent thérapeutique
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« cortico-résistant » et les anticorps anti-lymphocytes poly- ou monoclonaux
sont utilisés. Ce traitement est relativement bien codifié.

En revanche, en cas de rejet aigu humoral avec une positivité du marqueur
C4d sur les capillaires péritubulaires (Feucht et coll., 1993) et la présence
d’anticorps circulants dirigés contre le donneur, le traitement est moins bien
codifié. Le traitement associe a des titres divers, des stéroides a fortes doses
mais également des échanges plasmatiques destinés a épurer ces anticorps
déléteres, des immunoglobulines polyvalentes aux mécanismes d’actions
multiples et des anticorps anti-CD20 (Venetz et Pascual, 2007). En dépit
d’une efficacité démontrée sur les lésions de rejet aigu humoral, il n’existe
pas encore de consensus quant au rdle respectif des différents traitements
sus-cités. La réalité est encore plus complexe dans la mesure ot les caracté-
ristiques cliniques des rejets ne sont pas toujours aussi caricaturales et que
des formes cellulaires et humorales peuvent étre associées. Il est donc parti-
culierement important de continuer 2 travailler sur la définition des rejets
aigus pour préciser au mieux la place des traitements dont nous disposons 2

I’heure actuelle (Solez et coll., 2008).

Les besoins en nouvelles molécules sont donc évidents pour d’une part,
diminuer la toxicité des stéroides a fortes doses et d’autre part, pour augmenter
la spécificité des cibles cellulaires et moléculaires. C'est dans cette optique que
de nouveaux anticorps humains anti-CD3 (dont l'efficacité a été démontrée
dans le traitement du diabete sucré de type 1) (Keymeulen et coll., 2005)
sont actuellement en cours d’expérimentation.

Une autre entité pose le probleme de I'indication du traitement : il s’agit du
rejet infraclinique. On parle de rejet infraclinique lorsqu’une biopsie de
dépistage réalisée chez un patient dont la fonction rénale ne s’est pas modifiée
révele I'existence de lésions histologiques attribuables a du rejet aigu (ou
chronique d’ailleurs). Ceci a été décrit par Jean Crosnier au début des
années 1970 mais a surtout été popularisé par D. Rush et coll. (1998) au
milieu des années 1990. Ces auteurs ont montré la fréquence de ces lésions,
leur caractere délétere sur le devenir clinique et histologique du greffon et
enfin, I'influence bénéfique du traitement de tels rejets. A I'heure actuelle,
sous l'effet des traitements immunosuppresseurs plus puissants dont nous
disposons, leur fréquence a diminué mais I'indication de leur traitement
n’est pas encore retenue formellement.

Traitement du rejet chronique

Le traitement du rejet « chronique » pose avant tout le difficile probleme de
la définition du rejet chronique. La encore, le terme est ancien et remonte
1955 lorsque David Hume (Hume et coll., 1955) décrivit dans un papier
remarquable, le destin des premieres transplantations rénales dont 1'évolu-
tion était trés rapidement (en quelques jours) un échec sauf justement, dans
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un cas, ol le patient avait gardé son rein quelques semaines, incitant 'auteur
a parler de probable rejet chronique.

Pendant trés longtemps cependant, la terminologie de rejet chronique a été
synonyme de perte progressive de la fonction du greffon sans que la cause de
cette perte soit évidente voire méme recherchée par une biopsie rénale. Il
faudra attendre le début des années 1990 pour que le rejet chronique com-
mence a étre élucidé. Une premiere phase consista a ne plus utiliser ce terme
et a le remplacer par le terme de néphropathie chronique d’allogreffe (Solez
et coll,, 1993), terme qui soulignait le fait que la perte progressive de
fonction du greffon n’était pas due uniquement a des lésions immunologiques
de rejet chronique mais également a des lésions non immunologiques de
néphrotoxicité des anticalcineurines ou de récidive de la néphropathie initiale.
Quelle que soit la cause de cette néphropathie chronique d’allogreffe, il
existe dans tous les cas des lésions non spécifiques de fibrose interstitielle et
d’atrophie tubulaire. A ces lésions non spécifiques, peuvent s’associer des
lésions évocatrices d’'une cause comme des lésions de rejet proprement dit,
plutot cellulaire ou plutot humoral, des lésions de néphrotoxicité des anti-
calcineurines...

La terminologie s’est donc encore modifiée et le terme de néphropathie
chronique d’allogreffe a disparu au profit d’une terminologie purement histo-
logique, la fibrose interstitielle avec atrophie tubulaire (FI/AT) (Solez et
coll., 2007).

Cette quéte d’une meilleure connaissance de la physiopathologie de la perte
progressive de fonction du greffon n’a donc pas qu'un intérét conceptuel mais
un intérét beaucoup plus pratique a la fois diagnostique et thérapeutique.

Sur le plan diagnostique tout d’abord, il est fondamental de définir si les
lésions responsables de la perte du greffon sont initiées par des facteurs
immunologiques ou non immunologiques, car dans un cas il convient de
renforcer I'immunosuppression ou de la modifier et dans l'autre, bien sou-
vent, au contraire de la diminuer. Outre le diagnostic, cette définition plus
précise ouvre la voie a la mise au point de biomarqueurs dont le rdle est de
dépister les différents types de 1ésions voire de les anticiper afin de moduler
I'immunosuppression de fagcon plus intelligente. Ces voies de recherche sont
actuellement au premier plan, qu'il s’agisse du développement d’outils de
dépistage immunologique, de dépistage de la fibrose ou de la fibrogenése...

Le traitement du rejet chronique reste donc mal défini et est un domaine
d’investigation important. Il pourrait reposer, dans I'avenir, sur des approches
tres différentes de celles utilisées actuellement, en utilisant des molécules
anti-fibrosantes ou bloquant la prolifération vasculaire. Enfin, le meilleur
contrdle de la réponse lymphocytaire B pourrait aussi limiter le développe-
ment du rejet chronique, souvent médié par des anticorps.
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Traitement des rejets en transplantation hépatique

En moyenne, la tolérance des greffons hépatiques est meilleure que celle des
greffons rénaux, cardiaques et pulmonaires. Le rejet est plus rare et les
besoins en immunosuppresseurs plus faibles. En pratique, on ne tient pas
compte de la compatibilit¢ HLA ni de la présence d’anticorps anti-HLA du
receveur dirigés contre le donneur (cross match).

Par comparaison avec les autres organes solides transplantables, le rejet en
transplantation hépatique a plusieurs caractéristiques. Le rejet hyperaigu a
médiation humorale est presque inexistant. La survenue d’un épisode de rejet
aigu précoce n’a pas d’influence délétere sur le fonctionnement ultérieur du
greffon hépatique (Wiesner et coll.,, 1998). Il n’est donc pas souhaitable
d’instaurer un traitement préventif « agressif » du rejet dans le but de réduire
au maximum l'incidence du rejet aigu. Les inconvénients en termes de sur-
immunosuppression seraient supérieurs aux bénéfices.

Traitement général du rejet aigu

Le rejet aigu se manifeste principalement pendant le premier mois qui suit la
transplantation. Ultérieurement, son incidence est nettement plus faible.
Les rejets aigus tardifs sont le plus souvent la conséquence d’une diminution
trop importante de I'immunosuppression (ou d’un arrét du traitement). Le
traitement de référence du rejet aigu précoce est représenté par des bolus de
corticoides. L'utilisation systématique de sérum anti-lymphocytaire n’est pas
recommandée car le rejet aigu cortico-résistant est désormais exceptionnel
(O'Grady et coll., 2002). Il a été montré que I'augmentation transitoire des
doses de tacrolimus peut constituer une alternative fiable pour traiter les
épisodes de rejet aigu (Boillot et coll., 1998). Cette alternative n’a pas été
clairement validée avec la ciclosporine. Le traitement avec l'anti-CD3
OKT3 est presque totalement abandonné.

Traitement du rejet aigu chez les receveurs infectés par le VHC

Il est clairement établi que les bolus de corticoides (tout comme le sérum
anti-lymphocytaire et 'OKT3) ont une influence délétere sur la récidive de
I’hépatite C en accélérant la progression de la fibrose. Dans cette population,
I'objectif est donc d’appliquer une immunosuppression optimale au cours des
suites précoces de la transplantation afin de réduire le risque de rejet aigu et
d’éviter d’avoir recours a un traitement curatif par des bolus de corticoides.
Cet objectif semble pouvoir étre atteint par 1’adjonction de mycophénolate
mofétil aux anticalcineurines et aux corticoides comme traitement préventif

du rejet (Wiesner et coll., 2005).
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Les premieres manifestations de la récidive de 'hépatite C sur le greffon (ano-
malies des tests hépatiques) apparaissent habituellement dans les 3 premiers
mois qui suivent la transplantation. En cas d’anomalies des tests hépatiques
survenant durant cette période, il est donc recommandé de réaliser une
biopsie hépatique pour différencier un épisode de rejet aigu de la récidive de
I’hépatite C.

Traitement du rejet chronique

Le rejet chronique est rare en transplantation hépatique. Ses mécanismes ne
sont pas clairement élucidés. Lorsque le rejet chronique est lié a une mauvaise
observance ou a un arrét de I'immunosuppression, la reprise du traitement
immunosuppresseur peut conduire a2 une nette amélioration des anomalies
cliniques et biologiques méme si les 1ésions hépatiques constituées ne régres-
sent pas completement. Si un rejet chronique se développe chez un patient
recevant de la ciclosporine, il est recommandé de remplacer la ciclosporine par
du tacrolimus. Lorsqu’un rejet chronique se développe malgré une association
de tacrolimus et de mycophénolate mofétil aux doses habituelles, et apres
des bolus de corticoides, il n’est pas certain que 'administration de sérum
anti-lymphocytaire ou d’'OKT3 ait un intérét. La progression du rejet chronique
aboutit en général a une cholangite irréversible et la retransplantation est la
seule option. L’intérét de I'adjonction d’inhibiteurs de m-TOR dans cette
situation n’a pas été documenté.

Perspectives

Le rejet hyperaigu a médiation humorale est exceptionnel en transplantation
hépatique. Toutefois, il est possible qu'une réaction humorale « a bas bruit »
dirigée précocement contre le greffon ait des conséquences significatives a
long terme. Une meilleure identification de cette réaction avec une éva-
luation prospective pourrait avoir un intérét. Des moyens thérapeutiques
pouvant ralentir ou arréter le processus du rejet chronique auraient un intérét
évident.

Spécificité du traitement des rejets en transplantation
cardiaque

La prévention des rejets en transplantation cardiaque s’inspire assez large-
ment de la stratégie mise en place en transplantation rénale. Cette partie va
insister sur les aspects qui opposent la transplantation cardiaque a la trans-
plantation rénale.
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Association d’identités HLA

Contrairement 2 la transplantation rénale, la recherche de couples donneur/
receveur HLA identiques n’est pas réalisée en greffe cardiaque. Il y a pour-
tant un bénéfice au long cours favorable au respect de I'identité (Ketheesan
et coll., 1999 ; Registre ISHLT, 20074). Le principal obstacle a sa réalisation
est la faible disponibilité de greffons cardiaques et la tolérance courte 2
I'ischémie du greffon limitant la possibilité d’exportation de greffons a distance
du centre de prélevement (ce qu’impose la recherche d’un appariement
HLA idéal). Les cross match prospectifs sont également rarement réalisés en
greffe cardiaque du fait du laps de temps court séparant identification donneur/
receveur, prélevement, transport et greffe. La sécurité des transplantations
cardiaques repose aujourd’hui sur la détection d’anticorps anti-HLA circulant
et sur les programmes « Antigénes permis/antigénes interdits » de ’Agence
de la biomédecine.

Traitement d’induction

La plupart des centres de transplantation cardiaque en Europe ont avalisé
I'utilisation d’un traitement d’induction couplant :

® bolus de corticoides (800 mg prednisolone au bloc opératoire) ;

e anticorps polyclonaux anti-lymphocytaires (thymoglobuline).

Cette stratégie avec anticorps polyclonaux a en effet fait la preuve de son
efficacité anti-rejet, et elle permet d’envisager dans certains contextes une
réduction rapide des doses de corticoides et/ou d’anticalcineurines. Son
mécanisme d’action implique déplétion lymphocytaire T, présence d’anticorps
anti-lymphocytes B et anti-cellules dendritiques, d’anticorps dirigés contre
les molécules d’adhésion leucocytaires. Un effet spécifique favorisant I'émer-
gence de lymphocytes T régulateurs (CD4+CD25highfoxp3+) a également
été mis en évidence (Lopez et coll., 2006).

L’induction par anticorps monoclonaux anti-CD25 est cependant possible et
est préconisée pour les patients a haut risque infectieux (Mehra et coll.,

2005).

Prévention des rejets aigus

Les combinaisons de traitements immunosuppresseurs sont comparables aux
transplantés de reins. L’association classique combine ciclosporine (ou
tacrolimus), mycophénolate mofétil, et corticoides. La trithérapie a dose

4. http://www_.ishlt.org/registries/heartLungRegistry.asp
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réduite est souvent préférée a une bithérapie. Le registre de la Société
internationale de transplantation cardiopulmonaire permet d’observer la
progression du tacrolimus et la régression de 'azathioprine au cours des 5
dernieres années (Taylor et coll., 2008). Porté par un effet démontré sur la
maladie vasculaire du greffon (Vigano et coll., 2007), et par un potentiel
antinéoplasique (Kauffman et coll., 2005), 'everolimus (un inhibiteur de la
protéine mTOR) est proposé en association a la ciclosporine 2 dose réduite
(Eisen et coll., 2003 ; Keogh et coll., 2004 ; Lehmkuhl et Hetzer, 2005 ;
Valentine, 2005). Aujourd’hui, 'immunosuppression type n’est finalement
plus aussi standardisée qu’elle I'a été. Le choix des différents immunosup-
presseurs permet de personnaliser au mieux le traitement en prenant en
compte les fragilités de chaque patient (risque rénal, néoplasique, infec-
tieux, ou autre). Des essais cliniques randomisés sont en cours pour évaluer
scientifiquement différentes combinaisons offertes. Parallélement, il faut
compléter I'analyse pharmacologique, les modalités de monitoring pharma-
cologique optimal (taux résiduel, aire sous la courbe...) de ces traitements
et de leurs combinaisons restant en transplantation cardiaque essentielle-
ment a définir.

Prévention/traitement du rejet chronique myocardique

Le myocarde greffé va exprimer de maniére démonstrative cette vasculopathie
d’allogreffe décrite initialement par les néphrologues comme néphropathie
chronique d’allogreffe. La maladie vasculaire du greffon cardiaque s’exprime
par la constitution d’un épaississement de la paroi vasculaire des coronaires
épicardiques. Cette atteinte diffuse (et non focale comme ['athérosclérose
classique) conduit progressivement a une raréfaction du lit vasculaire, 2 une
ischémie chronique du greffon que I'envahissement fibreux conduit a une
dysfonction diastolique puis systolique. La solution, si elle peut étre proposée,
est alors la retransplantation. La maladie vasculaire du greffon est la princi-
pale cause de perte tardive des greffons et des patients (Taylor et coll.,
2008). La physiopathogénie est discutée mais il est admis que ce phénomene
est multifactoriel et comme en néphrologie la résultante de manifestations
immunologiques (allogéniques) et non immunologiques (virales, lies a
I'ischémie/reperfusion, a facteurs de risques classiques tels que dyslipidémie,
HTA, diabete). La forme prise est d’ailleurs souvent une association d’une
atteinte diffuse et d’authentiques lésions athéroscléreuses focales.

Le diagnostic est direct lorsqu’est mise en évidence '’hyperplasie intimale
par échographie endocoronaire (Kobashigawa et coll., 2005), ou indirect
lorsque c’est sa conséquence l'ischémie myocardique qui est dévoilée par
I’échocardiographie sous dobutamine ou par la scintigraphie myocardique au
thallium. La plupart des centres de transplantation ont recours a des angio-
graphies coronaires périodiques (Tanaka et coll., 2006) permettant a la fois
le diagnostic et le traitement de cette pathologie en recourant a I'angioplastie
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ou a la mise en place d’endoprotheses coronaires (Kobashigawa, 2006). La
place du coroscanner et de l'imagerie de résonance magnétique dans le
diagnostic et la gestion de cette pathologie reste a définir.

La prise en charge médicamenteuse est limitée a I'angioplastie, aux anti-
agrégants plaquettaires et aux statines (Kobashigawa et coll., 2005). Les
nouveaux immunosuppresseurs (inhibiteurs de la protéine mTOR, sirolimus
et everolimus) sont théoriquement susceptibles de s’opposer a ’évolution
du myocarde greffé vers une vasculopathie (Patel et Kobashigawa, 2006 ;
Raichlin et coll., 2007a et b). Les essais cliniques en cours pourraient conduire
a une modification majeure des modalités thérapeutiques.

Prévention et traitement des rejets en transplantation
pulmonaire

En transplantation pulmonaire, le rejet aigu cellulaire est défini par I'existence
d’infiltrats mononucléés périvasculaires sur les biopsies transbronchiques
(Yousem et coll., 1996). L'intensité de ces infiltrats ainsi que leur extension
aux structures adjacentes permettent de définir plusieurs grades histologiques
de rejet aigu. Récemment, le rejet aigu humoral a aussi été reconnu comme
une cause possible de perte du greffon. Il se caractérise par des lésions micro-
vasculaires entralnant la formation de microthromboses, d’hémorragies
interstitielles et alvéolaires, la destruction capillaire, et finalement I'infarctus
tissulaire. Sa mise en évidence se heurte a des problemes techniques spéci-
fiques (marquage C4d), et son individualisation est moins tranchée qu'en
transplantation rénale notamment.

Le risque de développer un rejet aigu est maximal dans les premiers mois
suivant la transplantation pulmonaire. D’apres les données du registre inter-
national de transplantation pulmonaire, 30 a 50 % des greffés pulmonaires
sont traités pour un rejet aigu dans la premiere année suivant la transplantation.
Plusieurs facteurs de risque de développer un rejet aigu ont été identifiés : le
non-appariement des antigenes HLA en particulier DR et B, la multiparité,
la greffe d’un organe féminin chez un receveur masculin, les infections virales
notamment 8 CMV (cytomégalovirus), le reflux gastro-cesophagien, certaines
prédispositions génétiques et la présence d’alloanticorps spécifiques du donneur.

La prévention du rejet aigu est essentiellement basée sur I'immunosuppression.
La thérapie d’induction est utilisée par la moitié environ des équipes de
transplantation pulmonaire, et son intérét reste 2 démontrer dans cette
indication. L’'immunosuppression de maintenance comprend 3 médications
de classe différente : un anticalcineurine (tacrolimus ou ciclosporine), un
inhibiteur du cycle cellulaire (azathioprine ou mycophénolate mofétil) et
des stéroides. Il n’y a pas d’arguments expérimentaux forts permettant de
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recommander un produit plutdt qu'un autre de ces 3 classes thérapeutiques
pour la prévention du rejet aigu.

Le rejet aigu vasculaire est traité par des stéroides intraveineux a hautes doses
suivies de doses orales décroissantes. En cas d’échec, le sérum anti-lympho-
cytaire est utilisé. Le rejet humoral est traité par stéroides et plasmaphérese
et/ou immunoglobulines polyvalentes.

Le rejet chronique se traduit par des lésions de bronchiolite oblitérante. En
pratique clinique, le syndrome de bronchiolite oblitérante (BOS) qui a une
définition fonctionnelle est utilisé, la mise en évidence histologique des
lésions par les biopsies transbronchiques étant peu sensible. De trés nom-
breuses interventions ont été testées pour tenter de modifier le cours évolutif
de la BOS. Des résultats encourageants ont été enregistrés avec la modifica-
tion du régime ou des doses d’immunosuppresseurs, I'administration d’'un
macrolide ou encore l'irradiation lymphoide totale. Réalisées sur des petits
échantillons de patients, sans groupe témoin, ces études demandent cepen-
dant a étre confirmées (Whelan et Hertz, 2005).

En conclusion, quel que soit 'organe considéré, le traitement préventif du
rejet aigu en particulier cellulaire est de plus en plus efficace et repose sur
une association de 3 immunosuppresseurs avec ou sans traitement d’induc-
tion. Le traitement curatif du rejet aigu repose sur les stéroides en cas de
forme cellulaire et sur une association échanges plasmatiques-anticorps anti-
CD20 et IV-Ig polyvalentes en cas de forme humorale. Le traitement du
rejet chronique est moins bien codifié car il importe avant tout de porter un
diagnostic précis du type de rejet chronique. La place des inhibiteurs de
mTOR est encore assez mal codifiée sauf peut-étre en transplantation
cardiaque. Les progres nécessaires concernent la mise a disposition de nou-
veaux traitements plus spécifiques et mieux tolérés du rejet aigu cellulaire, la
standardisation du traitement du rejet humoral (études en cours) et la mise a
disposition de molécules réellement efficaces sur les plasmocytes et les
lymphocytes B mémoires ainsi que sur la phase effectrice dépendant du com-
plément. Concernant le rejet chronique, il convient de développer et de
valider des biomarqueurs quelle qu’en soit la nature qui permettront d’affiner
cette classification histologique. Il importe enfin de définir des biomarqueurs
de fibrose ou de fibrogenese, de « rejet chronique » voire de néphrotoxicité
ou d’infection virale. Des outils existent et des essais sont en cours.

Il semble indispensable de s’orienter vers un diagnostic précoce et non invasif
du rejet aigu et chronique en ayant recours a des biomarqueurs invasifs dans
une premiere phase (biopsie) puis non invasifs (urines, sang).
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5

Optimisation des traitements
immunosuppresseurs

L’'immunosuppression repose a 'heure actuelle dans la majorité des cas, sur
une induction® initiale par des agents biologiques anti-lymphocyte, mono-
ou polyclonaux, associée a une trithérapie stéroides - anticalcineurines -
inhibiteurs de 'IMPDH (inosine monophosphate déshydrogénase). Ceci est
particulierement bien illustré d’'une part, par les données américaines con-
cernant I’évolution dans le temps du type de traitement recu par les patients
transplantés rénaux a la sortie de leur premiere hospitalisation (Port et coll.,
2006) et d’autre part, par I'étude Symphonie, publiée récemment dans le New
England Journal of Medicine qui démontre que le traitement qui comporte a
I’heure actuelle, le meilleur rapport efficacité/tolérance est une quadrithérapie
séquentielle : anticorps anti-récepteurs de l'interleukine 2, stéroides, tacrolimus,
mycophénolate mofétil (Ekberg et coll., 2007).

La recherche d’'une optimisation de l'immunosuppression repose donc a
I’heure actuelle sur ’éviction des drogues les moins bien tolérées (anticalci-
neurine et stéroides), sur l'utilisation optimale des drogues dont nous disposons
(adaptation pharmacologique), sur I'individualisation du traitement grace a
la pharmacogénétique notamment, sur la recherche de nouvelles molécules
immunosuppressives plus spécifiques et mieux tolérées (voir chapitre
« nouveaux immunosuppresseurs ») et enfin sur les stratégies d’induction ou
de dépistage d’une tolérance.

Les anticalcineurines (ciclosporine, tacrolimus) représentent encore a
I’heure actuelle la clé de voite du traitement immunosuppresseur mais leurs
effets secondaires sont nombreux (hypertension artérielle, diabete sucré,
néphrotoxicité, effets cosmétiques...). La néphrotoxicité pose en particulier
un probléme redoutable quel que soit 'organe transplanté. A titre d’exemple,
environ 10 % des patients transplantés d’'un organe autre que le rein, ont
une insuffisance rénale chronique terminale 10 ans apres la transplantation.

5. En pratique, le traitement d’induction correspond a I'utilisation a la phase initiale de la transplan-
tation, d’anticorps poly- ou monoclonaux, dirigés contre certains antigénes lymphocytaires.
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Stratégies de réduction de la toxicité des anticalcineurines

Dans le but d’optimiser le traitement immunosuppresseur, il a été capital, au
cours de ces dernieres années, de réfléchir aux différentes options pour
diminuer la toxicité des anticalcineurines tout en ne diminuant pas leur
efficacité qui reste pour l'instant inégalée. Ces différentes options sont les
suivantes :

e les stratégies de minimisation des doses d’anticalcineurines, a distance de
la transplantation, sont accompagnées soit du maintien inchangé du reste
du traitement immunosuppresseur, soit de la majoration de 'un des deux
autres immunosuppresseurs (stéroides ou inhibiteur de 'IMPDH), soit du
remplacement de I'un des deux autres immunosuppresseurs par un nouvel
immunosuppresseur non néphrotoxique, soit enfin, de I'ajout d'un nouvel
immunosuppresseur non néphrotoxique ;

e les stratégies de minimisation des anticalcineurines reposent sur la modifi-
cation de leur posologie grace au suivi thérapeutique pharmacologique ;

e les stratégies de conversion des anticalcineurines pour un immunosup-
presseur non néphrotoxique, conversion plus ou moins précoce apres la
transplantation et s’adressant a des patients considérés comme stables ou au
contraire, présentant une détérioration de la fonction de leur greffon mise
sur le compte de la néphrotoxicité des anticalcineurines ;

e les stratégies de non introduction d’emblée des anticalcineurines apres la
transplantation en utilisant a leur place des immunosuppresseurs non
néphrotoxiques ;

® les stratégies d’induction de tolérance visant a ne plus utiliser d’immuno-
suppresseurs une fois passée la phase initiale de la transplantation.

Minimisation des doses d’anticalcineurines

Les stratégies de minimisation consistent 4 diminuer, a distance de la greffe,
la dose d’anticalcineurines regue par le patient ou a modifier a la baisse
'exposition a ces médicaments en diminuant soit leur taux résiduel, soit
I’aire sous la courbe (courbe de la concentration sérique d’immunosuppresseur
en fonction du temps). Cette minimisation peut étre effectuée sans autre
modification du traitement immunosuppresseur avec un gain en termes
d’amélioration de la fonction rénale (Pascual et coll., 2003). Elle peut aussi
étre effectuée en modifiant le reste du traitement immunosuppresseur, par
augmentation de la dose de mycophénolate mofétil (inhibiteur de 'IMPDH)
ou par introduction de ce dernier. Les quelques études sur le sujet ont
montré que cette approche était siire en ce qui concerne l'incidence de rejet
aigu apres la diminution de I'exposition aux anticalcineurines mais que les
conclusions en termes d’amélioration de la fonction rénale étaient mitigées

(Pascual et coll., 2003).
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Conversion d’immunosuppresseurs

Les stratégies de conversion consistent a diminuer progressivement les doses
d’anticalcineurines jusqu'a l'arrét en remplagant cette classe d’immunosup-
presseurs par un immunosuppresseur non néphrotoxique. Cette stratégie a été
appliquée soit aux patients considérés comme en situation stable (c’est-a-dire
avec une fonction rénale stable) a distance de la transplantation (conversion
tardive), soit aux patients ayant une dégradation de leur fonction rénale liée
a la néphrotoxicité supposée ou prouvée des anticalcineurines, dans les mois
suivant la transplantation (conversion précoce).

Conversion tardive

Chez les patients en situation stable, cette stratégie a été utilisée tout
d’abord avec le mycophénolate mofétil. L’essai le plus important a été publié
par Abramowicz et coll. La principale conclusion de cet essai multicentrique a
été une augmentation de I'incidence de rejet aigu chez les patients interrom-
pant la ciclosporine par rapport & ceux qui poursuivaient le méme traitement
(Abramowicz et coll., 2002). Fait intéressant, a long terme, la survie des
greffons dans le groupe avec interruption de la ciclosporine était inférieure 2
celle des patients du groupe sans interruption (Abramowicz et coll., 2005).
L’amélioration de la fonction rénale observée dans le groupe des patients
avec interruption n’était pas compensée par les conséquences du sur-risque
de rejet induit par cette interruption.

Le sirolimus, inhibiteur de mTOR, non néphrotoxique, a été ensuite étudié
de fagon similaire dans le cadre d’'une conversion tardive. Les résultats ne sont
pas encore publiés, mais ils mettent en évidence une trés faible incidence de
rejet aigu a l'arrét de la ciclosporine et également une faible amélioration de
la fonction rénale. Le bénéfice principal de 'arrét des anticalcineurines est
une diminution significative et précoce de l'incidence des cancers (étude
non encore publiée).

Conversion précoce

Une étude un peu différente a été effectuée avec le sirolimus. Dans 1’étude
princeps (Johnson et coll., 2001), apres avoir recu pendant 3 mois une asso-
ciation ciclosporine-sirolimus, les patients étaient randomisés en deux groupes
avec la poursuite de I’association dans un groupe et un arrét de la ciclospo-
rine dans l'autre. Malgré une augmentation de l'incidence du rejet aigu a
I'arrét de la ciclosporine, la fonction rénale des patients du groupe avec
interruption s’améliorait avec le temps par rapport au groupe sans interrup-
tion (Legendre et coll., 2007). Il faut cependant remarquer que I'association
du sirolimus a la ciclosporine majore la néphrotoxicité de cette derniere,
propriété qui n’était pas connue au moment du design de cette étude. Une
méta-analyse récente a confirmé que I’arrét précoce de la ciclosporine et son
remplacement par le sirolimus entraine certes une amélioration de la fonction
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du greffon mais au prix d’'une augmentation de l'incidence de rejet aigu

(Mulay et coll., 2005).

Enfin, dans le cadre des études de conversion chez des patients présentant
une dysfonction chronique du transplant, c’est le mycophénolate mofétil qui
a été utilisé en premier. Les patients dont la courbe de suivi de la fonction
rénale au cours du temps présentait une pente négative, étaient inclus dans
I’essai et randomisés en deux groupes: maintien du traitement a base de
ciclosporine dans le premier et remplacement progressif de la ciclosporine
par le mycophénolate mofétil dans I'autre (Dudley et coll., 2005). Cette
étude a clairement montré que la fonction rénale se stabilisait ou s’améliorait
significativement plus souvent en cas d’arrét de la ciclosporine. En revanche,
il n’était pas évident de préciser si cette amélioration était due a la disparition
du potentiel néphrotoxique de la ciclosporine, a I'effet propre du mycophé-
nolate mofétil ou a la conjonction des deux phénomenes. Cest le mérite de
'étude de Suwelack et coll. (2004) d’avoir montré que l'effet principal était
l'arrét de la ciclosporine, ce qui confirme a posteriori toute la difficulté a
préciser chez un patient donné le role des facteurs immunologiques et non
immunologiques a l'origine de la dégradation de la fonction rénale (revue
dans Ciancio et coll., 2005). Le méme type d’étude a été effectué avec le
sirolimus et des résultats contrastés.

Non introduction d’emblée des anticalcineurines

Les stratégies de non introduction d’emblée des anticalcineurines ont concerné
des patients 2 faible risque immunologique (ayant a priori un risque diminué
de rejet aigu) et a fort risque de néphrotoxicité des anticalcineurines
(patients transplantés avec un rein marginal ou patients Agés).

Les premieres études ont utilisé le mycophénolate mofétil (souvent a doses
élevées) a la place de la ciclosporine en association avec des stéroides et une
induction (Tran et coll., 2000 ; Vincenti et coll., 2001 ; Grinyo et coll.,
2003 ; Arbogast et coll., 2005). Les conclusions de ces études 2 faibles effectifs,
pas toutes randomisées, sont les suivantes: l'incidence de rejet aigu est
élevée et se situe entre 30 et 50 % et le pourcentage de patients effectivement
sans ciclosporine 4 un an est d’environ 50 % ce qui est loin de 'objectif
souhaité. Ce protocole n’a donc pas été retenu.

Les inhibiteurs de mTOR et en particulier le sirolimus ont été testés dans
cette indication. Les études pilotes (Groth et coll., 1999 ; Kreis et coll.,
2000) indiquaient que cette stratégie était acceptable méme si I'incidence
des rejets aigus semblait supérieure a celle observée dans le groupe des
patients traités avec la ciclosporine. Une méta-analyse récente (incluant 8
essais et plus de 1 000 patients) conclut en effet que le recours au sirolimus a
la place de la ciclosporine se traduit par, certes une incidence comparable de
rejet aigu, mais une amélioration de la fonction rénale et une moins bonne
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tolérance avec une augmentation des effets secondaires suivants : anémie,
leucopénie, thrombopénie, dyslipidémie, lymphoceles... (Webster et coll.,
2006). L’étude plus récente de Larson et coll. (2006) a jeté le trouble car la
différence entre les deux groupes sirolimus ou tacrolimus ne concernait ni la
survie des patients et des greffons, ni I'incidence de rejet aigu, ni la fonction
du greffon mais plutot le profil de tolérance (avec un arrét du sirolimus plus
fréquent que celui du tacrolimus) et une moindre dégradation histologique
dans le groupe recevant du sirolimus. Deux études non encore publiées ont
été interrompues en raison d’une augmentation significative de I'incidence
du rejet aigu dans les groupes recevant du sirolimus a la place d’un anticalci-
neurine. Il semble donc qu’a ’heure actuelle, la place des inhibiteurs de
mTOR utilisés d’emblée apres la transplantation soit trés restreinte.

Enfin, un troisieme candidat au remplacement des anticalcineurines est le
belatacept, une molécule ayant une affinité augmentée par rapport au
CTLA4-Ig vis-a-vis des récepteurs CD80 et CD86, dans I'espoir de bloquer
le signal de co-stimulation. Ce traitement qui s’administre par voie intravei-
neuse, de facon intermittente, a été comparé a la ciclosporine dans une
étude de phase II (Vincenti et coll., 2005). L’incidence du rejet aigu n’était
pas inférieure a celle observée dans le groupe ciclosporine. En revanche, la
fonction rénale et I'analyse histologique des greffons étaient améliorées par
rapport au groupe ciclosporine. Cette molécule est donc porteuse d’avenir et
elle est actuellement testée chez des patients a faible risque immunologique,
chez les patients a haut risque de reprise retardée de fonction (pour éviter la
néphrotoxicité initiale des anticalcineurines) ainsi qu’en conversion tardive
chez des patients stables.

Stratégies de réduction de la toxicité des stéroides

Les effets secondaires des stéroides sont nombreux et bien connus depuis
longtemps (diabéte sucré, aspect cushingoide, fragilité cutanée, ostéoporose,
ostéonécrose, hypertension artérielle...). En transplantation d’organes, de
nombreuses équipes tentent donc de diminuer cette toxicité grace a diffé-
rentes stratégies (Meier-Kriesche et coll., 2008) : diminution puis interrup-
tion des stéroides a distance de la transplantation (arrét tardif), interruption
précoce quelques jours apres la transplantation (arrét précoce) voire non
introduction.

La grande majorité des études publiées sur le sujet montrent certes un bénéfice
en termes de moindre incidence des complications telles que les dyslipidémies,
I’hypertension artérielle mais aussi une sur-incidence d’épisodes de rejet aigu
qui ne s’accompagne pas toujours d’une influence délétere sur la survie du
greffon 2 moyen terme.
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I1 faut toutefois remarquer que la plupart de ces études souffrent souvent des
mémes biais : études monocentriques, avec de faibles effectifs, une durée de
suivi moyen trop court mais surtout une absence d’études en double aveugle
qui biaise probablement la prise en charge des patients du groupe sans stéroides
avec la réalisation plus facile et donc plus fréquente de biopsies rénales. La
seule étude réalisée en double aveugle démontre qu’avec un suivi de 4 ans,
'incidence du rejet aigu mais également du rejet chronique augmente dans
le groupe sans stéroides (Woodle et coll., 2007).

Il importe donc de définir précisément quels sont les groupes ou sous-groupes
de patients qui peuvent bénéficier de ces stratégies de réduction ou de non
introduction (rein-pancréas, faible risque immunologique, patients Agés,
patients africains américains ou européens...), quel doit étre le traitement
immunosuppresseur associé et en particulier quel doit étre le traitement
d’induction et sa durée, le choix de l'inhibiteur des anticalcineurines, le réle
de la spécificité d’organes...

Stratégies d’induction de tolérance

Les stratégies d’'induction de tolérance ont pour objet d’obtenir I'interruption
de I'immunosuppression aprés transplantation en raison d’une tolérance
spécifique du receveur vis-a-vis du donneur. La diminution de la toxicité des
différentes drogues est évidemment un bénéfice considérable en plus de la
disparition des manifestations de sur-immunosuppression que sont les infec-
tions et les cancers. On peut rapprocher de cette stratégie d’induction de
tolérance, la stratégie de dépistage de tolérance, qui consiste a dépister parmi
les patients transplantés, quels sont ceux qui sont en fait tolérants et chez
qui le traitement immunosuppresseur pourrait étre diminué puis interrompu.

Jusqu’a un passé tres récent, quasiment toutes les tentatives d’induction de
tolérance chez le receveur de greffe se sont soldées par des échecs (a I'excep-
tion de quelques cas d’irradiation lymphoide totale du receveur ; Strober et
coll., 1989). Les techniques utilisées ont consisté a induire une déplétion
lymphocytaire T massive et transitoire (anti-thymoglobuline, anti-CD52 ou
alemtuzumab, anti-CD2), a utiliser une irradiation lymphoide, a infuser des
cellules souches hématopoiétiques du donneur et a administrer ensuite une
immunosuppression avec un ou deux immunosuppresseurs a doses progressi-
vement diminuées jusqu’a linterruption ou la tentative d’interruption

(Swanson et coll., 2002 ; Knechtle et coll., 2003 ; Starzl et coll., 2003).

En 2008, plusieurs cas ont été rapportés qui s’apparentent a une véritable
induction de tolérance (Alexander et coll., 2008 ; Kawai et coll., 2008 ;
Scandling et coll., 2008) et qui suscitent, bien entendu beaucoup d’espoir.
Les résultats sont décrits dans le chapitre sur la tolérance.
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II peut également étre intéressant de dépister parmi tous les patients trans-
plantés, ceux qui sont tolérants et 2 qui 'immunosuppression pourrait étre
diminuée voire interrompue. La recherche de biomarqueurs de tolérance ou
d’alloréactivité (Anglicheau et Suthanthiran, 2008) est trés active a I’heure
actuelle et il est particulierement important de définir dans quelles condi-
tions le traitement immunosuppresseur pourra étre modulé (Brouard et coll.,
2007). Les rares patients qui ont interrompu volontairement leur traitement
immunosuppresseur sont naturellement 'objet d’investigations particulieres

(Roussey-Kesler et coll., 2006 ; Ashton-Chess et coll., 2007).

Adaptation des traitements immunosuppresseurs
et pharmacologie

Les ressources de la pharmacologie ont été utilisées pour adapter au mieux
les traitements immunosuppresseurs avec le double objectif de limiter leur
toxicité et d’en individualiser la posologie. Ont ainsi été utilisées des données
de pharmacocinétique, de pharmacodynamie et de pharmacogénétique. En
effet, les immunosuppresseurs actuels et en particulier, les anticalcineurines,
sont des médicaments a spectre thérapeutique étroit, ce qui signifie que la
limite entre efficacité et toxicité est étroite. De plus, il existe une impor-
tante variabilité intra-individuelle et inter-individuelle. L’application de la
pharmacologie a 'adaptation et 2 la surveillance du traitement immunosup-
presseur s’appelle le suivi thérapeutique pharmacologique. Il a pour objet de
préciser pour un patient donné quelle est la posologie la plus adaptée pour
étre dans la zone thérapeutique et si possible, de prédire pour un patient
donné la dose la plus adéquate.

Pharmacocinétique

En ce qui concerne les données pharmacocinétiques, outre l'utilisation des
concentrations résiduelles des anticalcineurines ou de leurs concentrations
deux heures apres la prise de ciclosporine, I’évaluation de l'aire sous la
courbe comme indicateur de Pexposition aux immunosuppresseurs a été uti-
lisée en particulier dans le cas du mycophénolate mofétil. En effet, 'aire sous
la courbe de cette drogue a pu étre non pas calculée a partir d’'une courbe
compléte mais prédite par une estimation bayésienne a partir de quelques
points de pharmacocinétique (concept de mini-aire sous la courbe). Deux
études multicentriques, une francaise (Le Meur et coll., 2007) et l'autre
européenne (van Gelder et coll., 2008) ont évalué I'impact d’une adaptation
de la posologie de mycophénolate mofétil en fonction de l'aire sous la
courbe a différents temps apres la transplantation. Fait intéressant, I'étude
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frangaise dans laquelle la majorité des patients a effectivement été traitée
avec une adaptation de la dose, conclut 2 un bénéfice en termes de diminution
de l'incidence de rejet aigu, alors que I’étude européenne ne met en évi-
dence aucune différence entre les deux groupes (avec et sans adaptation). Il
faut remarquer que dans cette derniére étude, la majorité des posologies de
mycophénolate mofétil n’a pas été adaptée a I'aire sous la courbe. Ces deux
études soulignent la difficulté de mener a bien ce type de projet ambitieux
qui requiert de la part des participants une stricte adhésion au protocole
faute de quoi ’hypotheése initiale ne peut étre testée correctement.

Pharmacogénétique

Les données apportées par la pharmacogénétique sont probablement plus
novatrices méme si leur application en transplantation est encore balbu-
tiante. La pharmacogénétique se propose d’étudier I'influence de la variabilité
génétique au niveau de certains génes du métabolisme sur l'action des
immunosuppresseurs. L’histoire a débuté avec 'azathioprine qui, lorsqu’il est
administré a certains patients, induit une aplasie médullaire liée a 'absence
a Pétat homozygote d’une enzyme responsable de la transformation de la
6-mercaptopurine en composants inactifs, la thio-purine-méthyl-transférase
ou TPMT. Les variations d’activité de cette enzyme sont sous la dépendance
d’'un polymorphisme génétique avec une absence d’activité associée a 2
mutations dans les exons 7 et 10 (revue dans Thervet et coll., 2008). La cor-
rélation entre activité enzymatique et génotype est telle qu'il est désormais
recommandé par la Food and Drug Administration de déterminer le génotype
de la TPMT avant de débuter un traitement par I'azathioprine pour éviter
un accident de toxicité médullaire.

L’adaptation individuelle peut également concerner efficacité et non plus
la toxicité des immunosuppresseurs. C’est le cas du tacrolimus et du poly-
morphisme du géne codant le cytochrome P450 3A (CYP3A), enzyme
impliquée dans le métabolisme du tacrolimus. En présence de certains alléles,
la dose de tacrolimus nécessaire a I'obtention d’'un taux compris dans la
fenétre thérapeutique est plus ou moins importante. Par exemple, les
patients CYP3A5*3/*3 nécessitent des doses de tacrolimus moins élevées
pour obtenir 'effet souhaité (Thervet et coll., 2005). Ceci s’est traduit dans
les différentes études publiées par une obtention plus rapide de taux efficace
mais sans incidence sur la fréquence de rejet aigu. Le tacrolimus est également
un substrat de la P-glycoprotéine qui dépend du polymorphisme du géne
MDRI. La encore, la dose nécessaire pour obtenir la concentration souhaitée
est variable en fonction des différents alleles mutés. Ces interactions sont
moins nettes en ce qui concerne 'adaptation de la dose de ciclosporine mais
existent dans le cas du sirolimus et du mycophénolate mofétil (Thervet et

coll., 2005).
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Il reste désormais & définir le role exact de ces interactions en pratique clinique.
Une étude prospective a évalué I'impact du polymorphisme du CYP3A5 sur
'adaptation de la posologie initiale de tacrolimus (Thervet et coll., 2005).
Les patients ont été génotypés au moment de la transplantation et randomisés
en deux groupes : un groupe sans adaptation de la posologie de tacrolimus
(autre que l'adaptation habituelle au poids) et un groupe ot la posologie
initiale était fonction du résultat du génotype. La différence était jugée sur la
premiére concentration résiduelle de tacrolimus mesurée 3 jours apres la pre-
miére prise du médicament. Méme si les données sont encore préliminaires,
il s'avere que l'adaptation a la cible souhaitée est significativement plus
fréquente si 'on tient compte du génotype que si 'on n’en tient pas compte.
Il reste désormais a déterminer si cette meilleure adaptation initiale a des
conséquences cliniques en termes de rapidité de reprise de fonction et de
prévention précoce du rejet aigu.

Ces nouvelles technologies devraient permettre une meilleure individualisa-
tion des traitements immunosuppresseurs non seulement pour en prévoir la
toxicité et l'efficacité mais aussi pour obtenir une meilleure adaptation
finale.

En conclusion, les progres en termes d’optimisation des traitements immuno-
suppresseurs sont réels mais nous manquons encore, et c’est I'objet de
nombreuses recherches, de moyens fiables et applicables pour mesurer I'état
d’immunosuppression global ou spécifique induit par ces médicaments. Cette
mesure permettrait a 'évidence une réelle individualisation du traitement.
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Nouveaux immunosuppresseurs

Les progres de I'immunosuppression des 10 dernieres années ont surtout porté
sur la diminution de I'incidence du rejet aigu dans une population de patients
non immunisés, incidence qui est passée d’environ 50 % en 1995 a 10-20 % en
2008. Ces progres ont également été associés a I'amélioration de la prévention
anti-infectieuse, notamment la généralisation de la prophylaxie anti-CMV
chez les patients a risque. La prophylaxie anti-infectieuse permet d’augmenter
le niveau d’immunosuppression sans augmenter les complications infectieuses
précoces post-greffe. En dehors de 'infection émergente a virus BK qui est pro-
bablement directement liée a 'augmentation du niveau d’immunosuppression,
il ne semble pas que la diminution de I'incidence de rejet aigu soit associée a
une augmentation de la morbidité ou de la mortalité infectieuse.

Ces 10 dernieres années ont été une période de changement des pratiques.
L’augmentation de l'activité de transplantation n’a pu se faire qu’avec I'aug-
mentation du prélévement de reins provenant de donneurs plus 4gés, dit margi-
naux. Dans le méme temps, 'Age moyen de la population des patients en
attente de greffe a augmenté de facon significative. Enfin, bien que I'utilisation
systématique du traitement par érythropoiétine (EPO) recombinante ait permis
une réduction drastique des transfusions pré-greffe et des risques d’immunisa-
tion associés, le nombre des patients en attente de deuxiéme ou de troisieme
greffe a augmenté. Ces patients ont souvent développé des anticorps anti-HLA
de classe I ou de classe II au cours de leur transplantation antérieure et sont des
receveurs a haut risque de perte du greffon d’origine immunologique.

Paradoxalement, malgré la réduction de 'incidence du rejet aigu au cours de
la premiere année de greffe, la durée de vie des greffons n’a pas augmenté de
maniere significative. La perte des greffons a long terme chez les patients
vivants est secondaire a une entité appelée néphropathie chronique d’allogreffe
(NCA). La NCA est d’origine immunologique, c’est le rejet chronique, et
non immunologique. Chez les patients immunisés avant la greffe et porteurs
d’anticorps anti-HLA, le risque de rejet chronique est augmenté. Les traite-
ments immunosuppresseurs actuels controlent mal la réponse humorale et la
réponse lymphocytaire T mémoire. La néphrotoxicité des inhibiteurs de la
calcineurine est une composante importante de la part non immunologique
de la néphropathie chronique d’allogreffe.
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Par ailleurs, on constate une augmentation de I'incidence des cancers post-
transplantation et de la mortalité par cancer chez les transplantés. Cette
augmentation pourrait étre liée au renforcement de I'immunosuppression et
a I’élévation de I’age des receveurs.

Les problémes actuels en transplantation peuvent étre résumés ainsi : l'utili-
sation de greffons de moindre qualité provenant de donneurs 4gés; une
population plus 4gée et plus souvent immunisée de patients en attente de
greffe ; une faible efficacité des traitements sur la réponse immunitaire
humorale ainsi que sur la réponse mémoire et sur le rejet chronique ; 'aug-
mentation de l'incidence des cancers. Par ailleurs, il est indispensable de
diminuer la toxicité rénale des immunosuppresseurs, car I'insuffisance rénale
est une complication majeure de I'immunosuppression en transplantation

d’organes (Ojo et coll., 2003).

Propriétés souhaitées pour les nouveaux
immunosuppresseurs

Compte tenu des enjeux de la transplantation rappelés ci-dessus, les propriétés
recherchées pour les nouveaux immunosuppresseurs peuvent étre définis de
la fagon suivante :

® nouveau mode d’action ;

e cfficacité sur le rejet aigu et le rejet chronique : inhibition des lymphocytes
mémoires, blocage de la synthése des alloanticorps, blocage du rejet chro-
nique actif médié par des anticorps, inhibition des mécanismes effecteurs du
rejet chronique (tels que la prolifération des cellules musculaires lisses) ;

® bon rapport bénéfice/risque (pas de néphrotoxicité, bonne tolérance
globale) ;

e propriétés anti-tumorales ou pas d’effet protumoral ;

e potentiel pour induire la tolérance ;

e ¢'il s’agit d’'un anticorps monoclonal, il doit étre humanisé et bien toléré.

Nous verrons plus loin si les nouveaux immunosuppresseurs en cours de
développement remplissent ces objectifs.

Mode d’action et classification des immunosuppresseurs

La quasi-totalité de Darsenal thérapeutique immunosuppresseur cible la
réponse adaptative dirigée contre les alloantigénes du greffon et dont le lym-
phocyte T représente la clef de vofite : les lymphocytes T CD8+ sont les effec-
teurs des réponses cellulaires cytotoxiques tandis que les lymphocytes T CD4+
apportent une aide indispensable a I'initiation des réponses humorales.
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Bases moléculaires de I'activation lymphocytaire

L’activation d’un lymphocyte T requiert 3 signaux (figure 6.1).
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Figure 6.1 : Trois signaux d’activation lymphocytaire T (d’apres Halloran, 2004)
AP-1: activating protein-1; CDK: cyclin-dependent kinase; CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; IKK :
IxB kinase ; JAK3: Janus kinase 3; mTOR : mammalian-target-of-rapamycin ; NFAT : nuclear factor of activated
Tcells; NF-x : nuclear factor-x3 ; PI-3K: phosphoinositide-3-kinase ; RCT : récepteur de la cellule T; S-1-P:
sphingosine-1-phosphate

Signal 1

Le signal 1 consiste en la reconnaissance par le récepteur spécifique (RCT)
présent sur la surface du clone lymphocytaire, du complexe HLA et du peptide
porté par la cellule présentatrice d’antigéne (CPA). L’oligomérisation des
RCT aboutit a la déphosphorylation de deux tyrosine kinases, Fyn et Lck.
Ces deux tyrosine kinases initient une cascade de phosphorylations activant
la phospholipase Cy qui dégrade le phosphatidylinositol 6,5 phosphate en
inositol triphosphate (IP3) et en diacylglycérol. L’augmentation de I'IP3
intra-cytoplasmique provoque la libération du calcium stocké dans le réticulum
endoplasmique. L’augmentation du calcium intracellulaire active un ensemble
de protéines notamment une phosphatase : la calcineurine. La calcineurine
activée agit en déphosphorylant le facteur de transcription NF-AT (Nuclear
Factor of Activated T cell) qui peut alors migrer vers le noyau.

Simultanément, le diacylglycérol active la protéine kinase C (PKC), une
sérine thréonine kinase qui agit sur de nombreux substrats, en particulier
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IxB associée dans le cytoplasme au facteur de transcription NF-xB sous
forme d’'un complexe inactif. La phosphorylation d’IkB entraine son ubiqui-
tination et sa dégradation par le protéasome, libérant NF-kB qui migre alors
vers le noyau. L’activation de la PKC entraine également la synthése de novo
des produits des proto-oncogénes c-fos et c-jun qui s’associent pour consti-
tuer le facteur de transcription AP-1.

NE-AT, NF-kB et AP-1 se fixent aux séquences régulatrices situées en 5’
du promoteur de différents génes notamment ceux qui codent pour
I'interleukine 2 (IL-2) et la chatne o du récepteur a I'IL-2 (CD25). Cette
derniére, en s’associant aux chaines B et y d’expression constitutive, lui
confere une trés haute affinité pour I'lL-2.

Signal 2

Le signal 2 (co-stimulation) est indispensable a la mise en place compléte du
programme d’activation lymphocytaire. En I'absence de co-stimulation, le
signal 1 conduit 2 un état d’anergie lymphocytaire. Le décryptage des voies
de co-stimulation fait actuellement I'objet de recherches intensives. En plus
de la premiere voie identifiée (CD28/CD80, CD86), de trés nombreuses
autres interactions existent entre ligands et récepteurs, exprimés au niveau
des CPA d’une part et des lymphocytes T d’autre part, régulant de facon
positive ou négative la réponse immune. Les couples de ligands aux interac-
tions positives suivants sont ainsi déja définis : CD40L/CD40, CD2/LEA3,
ICOS/ICOL, OX40/0OX40L, CD27/CD70, 4-1BB/4-1BBL (tableau 6.1). Le
principal couple de ligand/récepteur ayant un effet inhibiteur de I’activation
lymphocytaire et permettant de controler I'amplification de la réponse
immune est le couple CD28/CTLA4. Finalement, ce « signal 2 », qui corres-
pond plutdt a 'intégration de nombreux signaux, va déterminer la nature du
programme biologique mis en place par le lymphocyte (activation wersus
anergie, polarisation...).

La conjonction des signaux 1 et 2 permet au lymphocyte de passer de la
phase GO (repos) a la phase G1 (transformation lymphoblastique) au cours
de laquelle un grand nombre de génes sont transcrits (notamment ceux de

I'IL-2 et du CD25).

Signal 3

Le signal 3 est initié par I'IL-2, un facteur de croissance des lymphocytes T.
Agissant de maniére autocrine et paracrine, I'IL-2 se fixe sur son récepteur
de haute affinité et transduit un signal via mTOR (mammalian Target of
Rapamycin) responsable de la progression en phase S du cycle cellulaire.
Clest au cours de la phase S que commence la réplication de 'ADN qui
culmine en phase G2. Cette réplication, prélude indispensable a la division
cellulaire, nécessite la synthése des bases puriques et pyrimidiques. L’'IL-2
n’est pas le seul facteur de prolifération du lymphocyte T. D’autres cytokines
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dont les récepteurs appartiennent a la méme famille peuvent également étre
impliquées. Il s’agit de 'IL-15, 'IL-7, 'IL-9, 'IL-21 et I'IL-4. Les interleukines
de la famille de I'IL-2 se fixent sur leurs récepteurs hétérodimériques et leur
fixation permet le rapprochement des chaines du récepteur, non liées de
manilre covalente. Les chalnes de ces récepteurs sont associées dans leur
partie intracellulaire aux protéines kinases de la famille JAK. La liaison de la
cytokine a son récepteur initie ainsi le rapprochement des kinases JAK asso-
ciées aux chaines du récepteur qui s’activent par transphosphorylation.
Cette activation des kinases JAK est 'élément initiateur de la transduction
du signal du récepteur.

Tableau 6.1 : Mode d’action des immunosuppresseurs utilisés en transplantation
d’organes en 2008

Mécanisme d’action Molécule

Déplétants

Pan-déplétants (déplétants T et B) Alemtuzumab (Campath-1H®)
Déplétants T Anticorps polyclonaux

Anti-lymphocytaire
OKT?3 (effet mixte : déplétion de 20 % du pool lymphocytaire T/
agit principalement en bloquant le signal 1)

Déplétants B Rituximab
Inhibiteurs de I'activation lymphocytaire
Inhibiteurs du signal 1

- Anticalcineurine Ciclosporine, tacrolimus

- Autres OKT3 et autres anticorps anti-CD3
Inhibiteurs du signal 2 Belatacept

Inhibiteurs de la prolifération lymphocytaire

Inhibiteurs du signal 3 (G1—S) Anti-CD25, inhibiteurs de mTOR
Inhibiteurs de la synthése des acides nucléiques

- Bases puriques Azathioprine, mycophénolate mofétil
- Bases pyrimidiques Leflunomide, brequinar

Alkylant Cyclophosphamide

NB : Les corticostéroides ont une action immunosuppressive complexe, résultante d’effets multiples.

Classification des immunosuppresseurs actuels en fonction
de leur mode d’action

On peut classer les immunosuppresseurs actuels en fonction de la phase de la
réponse immune ciblée par leur mécanisme d’action (figure 6.2) et de leur
effet sur les populations lymphocytaires (anticorps déplétants ou non déplé-
tants). Le mode d’action des immunosuppresseurs couramment utilisés en
transplantation d’organes est indiqué dans le tableau 6.1.
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Figure 6.2 : Place des immunosuppresseurs au cours de la réponse immunitaire
(d’apres Halloran, 2004)

AP-1: activating protein-1 ; CDK : cyclin-dependent kinase ; CMH : complexe majeur d’histocompatibilité ; IKK : IkB kinase ;
JAK3: Janus kinase 3 ; mTOR : mammalian-target-of-rapamycin ; NFAT : nuclear factor of activated T cells ; NF-i3 :
nuclear factor-x3 ; PI-3K : phosphoinositide-3-kinase ; RCT : récepteur de la cellule T ; S-1-P : sphingosine-1-phosphate

Nouveaux immunosuppresseurs

Des nouvelles molécules immunosuppressives aux modes d’actions divers sont
régulierement testées in vitro, puis in vivo chez 'animal avant d’étre utilisées
chez ’homme en phase I, puis II et III. Pour des raisons liées a une efficacité
insuffisante, ou & un mauvais rapport bénéfice/risque, peu de ces molécules
parviendront sur le marché des immunosuppresseurs. On peut ainsi citer le
FTY 720 qui n’a pas été retenu pour la transplantation d’organes en raison
d’cedéme maculaire chez le diabétique, et qui reste en cours d’évaluation dans
le cas de la sclérose en plaque, le FK 778 dont le développement a été arrété en
raison de son faible rapport bénéfice/risque lié en partie a I'apparition d’anémie.
Nous avons donc choisi ici de présenter soit des molécules déja en phase II1, qui
devraient obtenir leur autorisation de mise sur le marché trés prochainement
(belatacept), soit des molécules en cours d’évaluation plus précoce, dont les
mécanismes d’action sont originaux, et dont les données actuelles laissent espérer
une mise sur le marché dans I'immunosuppression en transplantation d’organes.

Les nouveaux immunosuppresseurs sont classés selon leur mode d’action, de
la méme facon que les immunosuppresseurs listés dans le tableau 6.1.
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Inhibition du signal 1

L'ISA 247 est un inhibiteur de la calcineurine, en cours de développement
par Isotechnika dans le cas du psoriasis (phase III) et de la prévention du
rejet en transplantation (phase II). Des études précliniques pour le traitement
de l'uvéite sont également en cours (Anglade et coll., 2007). Les données
expérimentales suggerent que I'ISA 247 est trois fois plus efficace que la
ciclosporine pour la prévention du rejet aigu et significativement moins
néphrotoxique. Cette combinaison d’une meilleure efficacité avec une
meilleure tolérance rénale apporte un bénéfice thérapeutique sur les autres
inhibiteurs de la calcineurine. On note également moins de diabete et de
tremblement (Dumont, 2004 ; Anonyme, 2007). Il reste a savoir si ces avan-
tages seront retrouvés sur une large population de patients et s’ils seront
suffisamment convaincants pour aboutir & une autorisation de mise sur le
marché en transplantation.

Inhibition du signal 1 et du signal 2

L’AEB-071 est un inhibiteur de I'activation précoce lymphocytaire T via le
blocage de la protéine kinase (PKC). La PKC est impliquée dans les voies de
signalisation des lymphocytes T et B (Tan et Parker, 2003). Il existe plusieurs
isoformes de la PKC. La PKC9 est essentiellement exprimée dans les lym-
phocytes T et active les facteurs de transcription AP-1 et NF-xB, conduisant
a la production de I'IL-2. Les études in vitro montrent que ’AEB-071 exerce
ses fonctions immunosuppressives en bloquant les différentes isoformes de la
PKC, Plactivation cellulaire T précoce, la production d’IL-2 et la proliféra-
tion cellulaire induite par les facteurs de croissance (Yabu et Vincenti,
2007). L’AEB-071 inhibe donc l'activation lymphocytaire T précoce par
une voie indépendante de la calcineurine. Les signaux de transduction
initiés par le RCT et par le CD28 (Yabu et Vincenti, 2007) sont bloqués par
cet inhibiteur. L’AEB-071 est utilisé par voie orale et métabolisé par le cyto-
chrome P450. Chez les volontaires sains, I’AEB-071 réduit la production
intracellulaire d’IL-2 et a une activité antiproliférative similaire a celle du
MMEF (Yabu et Vincenti, 2007). Les études précliniques chez le primate
indiquent que ’AEB-071 prolonge la survie des greffons rénaux en associa-
tion ou non avec la ciclosporine (Yabu et Vincenti, 2007). L’AEB-071 est
efficace dans le psoriasis (Skvara et coll., 2008). Les essais cliniques de phase 11
sont en cours et évaluent l'efficacité et la tolérance de ’AEB-071 en combi-
naison avec 'éverolimus, le tacrolimus, et le mycophénolate mofétil. La
tolérance clinique semble bonne et '’AEB-071 ne semble pas néphrotoxique.
L’AEB-071 se place donc en bonne position pour remplacer les inhibiteurs
de la calcineurine, mais des études de phase III sont nécessaires pour mieux
juger de sa tolérance clinique et de son efficacité en transplantation
d’organes chez I’lhomme.
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Inhibition du signal 2

L’inhibition du co-signal a depuis longtemps été considérée comme une des
principales voies permettant d’induire la tolérance. En effet, in vitro le blo-
cage des voies de co-stimulation tout en maintenant la présentation de
I'antigéne par la voie du RCT induit une anergie lymphocytaire spécifique
de l'antigene. Les premieres expériences in vivo chez la souris montraient que
I'inhibition des voies de co-stimulation par le blocage de l'interaction
CD28/CD80-CD86 avec la molécule de fusion CTLA4-Ig (développée pour
inhiber la voie de co-stimulation induite par la liaison 4 CD80/CD86)
induisait une tolérance immunitaire en greffe de peau et greffe de cceur
(Larsen et coll., 1996). Ces expériences réalisées en 1996 ont provoqué un
grand enthousiasme et le développement de nombreuses molécules inhibitrices
du co-signal de stimulation chez ’lhomme. Cependant, I'induction de tolé-
rance n’a pas pu étre obtenue chez les primates avec des protocoles similaires.
C’est la redondance des voies de co-stimulation qui explique, chez 'homme
et le primate, 'absence d’induction de tolérance par le blocage unique de la
voie du CD28. Malgré I'échec des premiers inhibiteurs du co-signal de
stimulation a induire la tolérance, les inhibiteurs de la voie CD28 sont des
immunosuppresseurs prometteurs, par leur spécificité sur le blocage de la
réponse immune, leur mode d’action complémentaire de ceux déja existants,
et leur profil de toxicité favorable, n’induisant ni néphrotoxicité ni compli-
cations métaboliques contrairement aux inhibiteurs de la calcineurine ou

aux inhibiteurs de mTOR (Vincenti et Luggen, 2007).

Signal de co-stimulation lié a CD28

L’interaction entre CD28 et ses ligands, CD80 et CD80, est essentielle pour
initier la réponse lymphocytaire T, spécifique de 'antigéne. Le CD28 est
exprimé de maniere constitutive a la surface de 80 % des lymphocytes T
(Linsley et coll., 1993). L’augmentation de I'expression de CD28, suivant
I'activation lymphocytaire et 'engagement de CD28 avec ses deux ligands
CD80 et CD86, favorise la prolifération et la survie cellulaire grice a
’expression de protéines anti-apoptotiques, prépare la machinerie cellulaire
aux besoins nécessaires a I’expansion clonale, et augmente la sécrétion cyto-
kinique. Les signaux transmis par le CD28 induisent la différenciation cellu-
laire T en phénotype Thl, la production d’anticorps par les lymphocytes B
et la prolifération des lymphocytes T activés (Alegre et coll., 2001).

L’expression des ligands de CD28, CD86 et CD80, n’est pas régulée de la
méme maniere. CD86 est constitutivement exprimé a la surface des CPA.
Son expression est augmentée rapidement a la surface lors de la rencontre
entre la CPA et le lymphocyte T. Le niveau d’expression membranaire de
CD80 est plus faible sur les cellules au repos, et augmente plus tardivement
apres une stimulation lymphocytaire prolongée. Ces différences d’expression
suggerent deux rdles différents pour ces deux ligands de CD28 : CD86 serait
important pour initier I'activation lymphocytaire T, tandis que CD80 serait
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impliqué dans le maintien de la réponse immune. CD80 et CD86 se lient a
un autre récepteur membranaire des lymphocytes T, CTLA-4, qui partage
30 % d’homologie avec CD28 (Linsley et coll., 1992). L’affinité de CTLA-4
pour CD80 et CD86 est 500 a 2 500 fois plus importante que celle de CD28.
L’expression de CTLA-4 débute apres 24 a 48 heures d’activation lymphocy-
taire, et inhibe I’activation des lymphocytes T CD4 et CD8 naifs ou déja
activés. Ceci induit une diminution de I'expression du récepteur a I'lL-2 et
un blocage des lymphocytes T en phase G1 (Alegre et coll., 2001). De plus,
CD86 se lierait préférentiellement 2 CD28 et CD80 2 CTLA-4.

Abatacept et bélatacept : inhibiteurs du co-signal médié par CD28

Deux molécules ont été développées pour inhiber la voie de co-stimulation
médiée par CD28 : I'abatacept, molécule de fusion entre le domaine de liaison
extracellulaire de CTLA-4 et la fraction Fc d’'une IgGl1, et le belatacept,
forme modifiée de I'abatacept, pour obtenir une meilleure affinité avec le
CD80/CD86. Ces deux molécules, en se liant & CD80 et CD86 avec une
meilleure affinité que CD28, permettent un blocage de la voie du co-signal
médié par CD28 mais n’ont pas d’effet sur les autres voies de co-stimulation
(Vincenti, 2008). In witro, I'abatacept inhibe la prolifération lymphocytaire
et la réponse immunitaire humorale (Judge et coll., 1996). L’abatacept a
essentiellement été développé dans le traitement des formes modérée ou
sévere de la polyarthrite rhumatoide, résistantes aux anti-TNF (Ostor, 2008)
ou au méthotrexate et a obtenu '’AMM (autorisation de mise sur le marché)
par la FDA (Food and Drug Administration) dans le cadre de cette indication.
L’abatacept a une efficacité démontrée dans d’autres maladies auto-immunes
telles que le psoriasis (Abrams et coll., 1999).

Le bélatacept est une forme modifiée par mutagenese de 'abatacept au niveau
des sites de liaison au ligand, ayant une meilleure affinité pour CD80 et surtout
CD86 qui est un élément clef dans le déclenchement de la réponse allo-
immune (Larsen et coll., 2005). Ces modifications diminuent le coefficient de
dissociation pour CD86 et CD80 et entrainent une efficacité 10 fois plus
importante de I'inhibition de la prolifération lymphocytaire T en réponse aux
alloantigenes in vitro et de la diminution de la synthése d’anticorps in vivo
chez le primate (Larsen et coll., 2005). Chez le primate, le bélatacept permet
une prolongation de la survie des greffons, seul ou en association avec du
mycophénolate mofétil et des corticoides. De plus, en présence de bélatacept,
les primates ne développent pas d’anticorps anti-HLA (Larsen et coll., 2005)
ce qui a un intérét considérable dans la prévention du rejet chronique. Ces
études précliniques montrent que le bélatacept est efficace pour bloquer la
réponse allo-immune et a un potentiel important en transplantation d’organes.

Une étude de phase II chez 'homme a été conduite aprés ces premiers résultats
encourageants chez le primate. Le bélatacept & deux doses différentes a été
associé A une induction par un anticorps anti-récepteur de I'IL-2 (basiliximab),
du mycophénolate mofétil et des corticoides, et comparé a la ciclosporine
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dans une étude randomisée ouverte multicentrique, chez des patients recevant
une premiere greffe de rein, et a faible risque immunologique (Vincenti et
coll., 2005). Les patients sous bélatacept avaient la méme incidence de rejet
aigu au cours des 6 premiers mois que les patients sous ciclosporine, mais
avaient 2 6 mois et 2 un an une meilleure fonction rénale. De plus, on notait
une moindre fibrose interstitielle et atrophie tubulaire sur les biopsies systé-
matiques réalisées dans le groupe bélatacept que dans le groupe ciclosporine.
Le profil de tolérance clinique était tres bon, sans effet secondaire propre au
produit démontré. En effet, dans les deux groupes sous bélatacept (deux
doses différentes), les taux de complication cardiovasculaires et métaboliques,
telles que hypertension artérielle, dyslipidémie et diabeéte post-transplantation,
étaient inférieurs a ceux du groupe sous ciclosporine (Vincenti et coll.,
2005). De maniere intéressante, une étude préliminaire réalisée dans une
partie de la population incluse dans cet essai thérapeutique a montré que le
traitement par bélatacept ne semblait pas favoriser I'expansion de cellules
lymphocytaires T régulatrices, suggérant que le traitement devait étre pour-
suivi au long cours pour garder son efficacité (Chavez et coll., 2007). Les
études de phase III sont actuellement en cours.

Il est donc tres probable que le bélatacept obtienne une AMM pour la trans-
plantation d’organes. Ses avantages sont sa spécificité immunologique, qui
limite les effets secondaires, son efficacité comparable a la ciclosporine dans
la prévention du rejet aigu, sa capacité chez le primate a diminuer la réponse
anticorps allogénique, son absence de néphrotoxicité et sa trés bonne tolérance
clinique. Le point faible est le mode d’administration, parentérale, qui pour-
rait cependant étre un avantage pour augmenter l'observance thérapeutique.
Enfin, sa capacité a induire la tolérance n’a été montrée que dans les modeles
murins. Cependant, en association avec d’autres inhibiteurs du co-signal et
un traitement par la rapamycine, le bélatacept pourrait étre un des immuno-
suppresseurs en premiére place dans les protocoles d’induction de tolérance.
Enfin, il ne posseéde pas de propriété intrinséque anti-tumorale.

Autres inhibiteurs du signal 2

Les anticorps monoclonaux anti-CD80 et anti-CD86 ont montré leur
capacité dans la prévention du rejet rénal chez le primate, seuls (Kirk et
coll., 2001), ou en association avec les immunosuppresseurs conventionnels
(Hausen et coll., 2001). Une étude de phase I chez ’lhomme a montré que
les anticorps anti-CD80 (h1F1) et anti-CD86 (h3D3) en association avec de
la ciclosporine, du mycophénolate mofétil et des stéroides étaient bien tolérés
(Vincenti, 2002). Des études cliniques sont encore nécessaires pour connaitre
la place des anticorps anti-CD80 et anti-CD86 dans 'arsenal thérapeutique
en transplantation d’organes.

Les anticorps monoclonaux inhibiteurs du CD28 sont intéressants car ils
n’inhibent pas la liaison de CD86 et CD80 avec CTLA-4 mais permettent
de maintenir le signal négatif induit par CTLA-4, ce qui augmente la
durée du blocage de I'activation des lymphocytes. L'utilisation d’anticorps
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monoclonaux anti-CD28 prévient le rejet aigu et chronique dans les modeles
de transplantation rénale chez le rongeur (Laskowski et coll., 2002 ; Haspot
et coll., 2005). Cependant, d’autres anticorps anti-CD28 agonistes induisent
une activation lymphocytaire majeure, responsable d’'un orage cytokinique
et induisant une défaillance multi-organe chez les 6 premiers volontaires
sains (Suntharalingam et coll., 2006). Des études précliniques et cliniques
complémentaires sont nécessaires pour sélectionner des anticorps anti-CD28
dépourvus de tout effet agoniste avant une utilisation chez I’lhomme.

Le blocage de la voie CD40/CD40L (CD154) a été exploré depuis de
nombreuses années pour induire la tolérance dans les modeles animaux. Les
anticorps anti-CD154 ont une efficacité démontrée pour la prévention du
rejet de cceur, de rein et de peau et I'induction de tolérance dans les modeles
murins (Hancock et coll., 1996 ; Larsen et coll., 1996), et chez le primate
(Kirk et coll., 1999). Dans un modele murin de transplantation rénale, les
anticorps anti-CD154 ont un effet inhibiteur sur les lymphocytes cytotoxiques
et un effet facilitateur sur les cellules T régulatrices (Meng et coll., 2008). Le
blocage de la voie CD40 par CD40lg induit la tolérance a la greffe de coeur
par le développement de cellules régulatrices CD8 (Guillonneau et coll.,
2007). Cependant, ces propriétés tolérogénes n’ont pas été confirmées chez
le primate (Kirk et coll., 1999). De plus, les essais chez 'homme ont été
interrompus en raison de thromboses artérielles, possiblement liées a la présence
de CD154 sur les plaquettes, favorisant le thrombus artériel (Andre et coll.,
2002). D’autres anticorps anti-CD154, tels que IDEC-131, ont été développés
et ont montré des propriétés tolérogénes chez le primate en association a un
traitement par rapamycine et des transfusions spécifiques du donneur
(Preston et coll., 2005 ; Pearl et coll., 2007). L'utilisation d’IDEC-131 est donc
prometteuse en transplantation chez ’homme mais devra préalablement
montrer I'absence de propriétés thrombogenes.

Le développement d’anticorps anti-CD40 (Haanstra et coll., 2003 et 2005 ;
Imai et coll., 2007) pourrait permettre d’inhiber le couple CD40/CD40L dont
la fonction co-stimulatrice est trés importante dans I'activation lymphocytaire,
sans induire les effets secondaires thrombogenes liés au blocage de CD154.

Inhibition du signal 3

Les inhibiteurs du signal 3 sont actuellement les inhibiteurs de la protéine
mTOR. Les nouveaux inhibiteurs portent essentiellement sur le blocage de
la protéine kinase JAK3.

Inhibiteurs de JAK3

Les kinases de la famille JAK (Janus Kinase) sont des tyrosine kinases
cytoplasmiques associées a la partie intracellulaire des chaines des récepteurs
de la superfamille des récepteurs de cytokine. Quatre tyrosine kinases
appartiennent a la famille des JAK kinases : JAK1, JAK2, JAK3 et TYKZ. La

tyrosine kinase JAK3 est une cible tout particulierement intéressante pour

111

ANALYSE



Transplantation d’organes — Quelles voies de recherche ?

112

inhiber le systéme immunitaire car elle est associée a la chaine yc des récep-
teurs de la famille de I'interleukine 2. La chaine yc est un des composants des
récepteurs de I'lL-2, IL-4, IL-7, IL-9, IL-15 et IL-21. Le t6le crucial de yc dans
le systtme immunitaire est illustré de maniére remarquable : ses mutations
sont responsables d'un déficit immunitaire grave, le DICS (déficit immunitaire
combiné sévere) lié au chromosome X. Les enfants porteurs de ces mutations
n’ont pas de lymphocytes T, pas de lymphocytes NK et leurs lymphocytes B ne
sont pas fonctionnels. Ces enfants décédent en absence de traitement spécifique
dans la premiére année de vie. On sait maintenant que les mutations de la
kinase JAK3 entrainent un phénotype identique aux mutations de la chaine
vc. Les mutations de yc, comme celles de JAK3, induisent une dysfonction de
6 récepteurs de cytokines impliquées dans la prolifération lymphocytaire, la
différenciation des thymocytes, la commutation isotypique, la prolifération et
la différenciation des lymphocytes NK, et la fonction des cellules CD8
mémoire. JAK3 est exprimé principalement dans les cellules lymphoides et
myéloides, a haut niveau dans les cellules NK et les thymocytes, dans les cel-
lules T et B activées, mais pas dans les lymphocytes au repos.

Les inhibiteurs de JAK3 entratnent un blocage de la transduction du signal
des cytokines de la famille de I'IL-2, soit IL-2, IL-7, IL-9, IL-15, IL-21 et
sont des immunosuppresseurs potentiellement intéressants car ciblant prin-
cipalement les cellules du systéme immunitaire, et inhibant préférentiellement
les cellules lymphocytaires activées impliquées dans la réponse allo-immune.
L’inhibiteur de JAK3 CP-690,550 a été développé comme immunosuppresseur
par voie orale en transplantation. Sa capacité a inhiber JAK3 est 1 000 fois
supérieure a celle des autres inhibiteurs de JAK3 (Borie et coll.,, 2003 ;
Kudlacz et coll., 2004). Dans une étude en transplantation rénale chez les
primates, le CP-690,550 prolonge de maniére significative et dépendante de
la dose la survie des greffons rénaux par rapport au groupe témoin confir-
mant son efficacité dans la prévention du rejet d’allogreffe (Borie et coll.,
2005). Leffet secondaire principal noté est une anémie observée sous forte
dose, probablement liée a I'inhibition croisée de JAK2, associée au récepteur
de PEPO. D’autres inhibiteurs de JAK3 ont été essayés en transplantation :
le NC 1153, testé avec succes dans un modele de transplantation rénale
chez le rat (Stepkowski et coll., 2006) et le R348 qui a aussi une efficacité
dans la prévention du rejet d’allogreffe cardiaque chez le rat, et semble parti-
culierement synergique dans ce modele en association avec le tacrolimus

(Deuse et coll., 2008).

Les études de phase I chez 'homme ont montré que le CP-690,550 était
bien toléré, les effets secondaires principaux étaient des troubles digestifs
d’intensité faible 2 modérée. Il n’y avait pas de dégradation de la fonction
rénale. Une anémie était observée aux plus fortes doses de 15 et 30 mg. Des
mesures pharmacocinétiques suggéraient une interaction entre les inhibi-

teurs de la calcineurine et le CP-690,550 (Tedesco-Silva et coll., 2006a).

Les études de phase II avec le CP-690,550 sont en cours pour préciser 1'effi-
cacité et la tolérance des anti-JAK3 en transplantation. Le CP-690,550 a
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deux doses différentes est comparé au tacrolimus, en association avec du
mycophénolate mofétil, et des corticostéroides aprés une thérapie d’induc-
tion par un anticorps anti-récepteur de I'IL-2.

Inhibition de la migration lymphocytaire : FTY 720

Le FTY 720 est un analogue de structure des sphingosides et un agoniste des
récepteurs de la phosphatase S1P. Il inhibe la migration des lymphocytes qui
sont bloqués dans les organes lymphoides secondaires dés la premiére injection
(Yopp et coll., 2006). Les études cliniques ont montré son efficacité dans la
prévention du rejet aigu avec un effet synergique en combinaison avec la
ciclosporine ou le tacrolimus. Il a un effet lymphopéniant prédominant sur
les lymphocytes T, et agit sur la sous population CD4+ qui est bloquée dans
les organes lymphoides secondaires. Il n'y a pas d’action sur les cellules NK
et sur les monocytes. Le FTY 720 peut bloquer le rejet chronique dans un
modele de greffe cardiaque chez le rat (Zhang et coll., 2006) et a aussi un
effet anti-angiogénique et anti-tumoral in vivo et in vitro (Nagaoka et coll.,

2008 ; van Meeteren et coll., 2008).

Le FTY 720 semblait donc un immunosuppresseur trés prometteur en raison
de son mode d’action trés original. Les premieres études chez ’'homme ont
montré une efficacité comparable a celle du MMF (Salvadori et coll., 2006 ;
Tedesco-Silva et coll., 2006b). Cependant, deux effets secondaires sérieux
ont été notés : une bradycardie lors de la premiere dose et surtout 'apparition
d’cedémes maculaires chez les patients diabétiques (Tedesco-Silva et coll.,
2006a). Cet cedeme maculaire a entrainé l'interruption du développement
en transplantation. Le FTY 720 pourrait étre réservé aux patients ayant une
sclérose en plaque (Horga et Montalban, 2008).

Nouveaux anticorps monoclonaux

Les anticorps monoclonaux ont 'avantage de cibler trés précisément la
réponse immune. Cependant, malgré le nombre important d’anticorps dispo-
nibles pour la recherche biomédicale, seul un tout petit nombre a obtenu une
AMM en transplantation d’organes. Les nouveaux anticorps monoclonaux en
cours de développement indiqués ci-dessous devraient pouvoir étre utilisés
en transplantation au cours des prochaines années.

Anti-CD3 humanisés non mitogéniques

Les anticorps anti-CD3 (OKT3, anticorps murin IgG2a) ont été les premiers
anticorps monoclonaux utilisés en transplantation d’organes chez ’lhomme
au début des années 1980. IIs ont été largement utilisés avant la mise a dis-
position d’une nouvelle génération d’immunosuppresseurs (mycophénolate
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mofétil, tacrolimus et anticorps anti-récepteurs a I'IL-2) en traitement
d’induction ou en traitement curatif des rejets aigus corticorésistants. Les
études contrdlées avaient en effet rapidement montré que 'OKT3 était un
immunosuppresseur trés puissant dans le traitement des rejets aigus. Cepen-
dant, les deux principales limites dans l'utilisation de 'OKT3 qui sont
I'immunisation xénogénique liée a sa nature murine et ses effets secondaires
ont conduit & 'abandon progressif de 'OKT3 en transplantation d’organes.
L’immunisation anti-OKT3 est fréquente et peut conduire 2 son inefficacité
(Legendre et coll., 1992). Elle rend quasi impossible une utilisation posté-
rieure. Les effets secondaires sont un orage cytokinique lors des deux premieéres
injections pouvant entrainer une fievre élevée, des frissons, vomissements,
une diarrhée, un cedéme pulmonaire lésionnel, des arthralgies, myalgies, et
plus rarement un cedéme cérébral. Cet orage cytokinique est lié a Iactiva-
tion rapide et massive de I'ensemble des lymphocytes T circulants lors du
pontage entre le CD3 lymphocytaire et le monocyte via la fixation de la
fraction Fc de l'anticorps sur son récepteur membranaire monocytaire

(Ferran et coll., 1993).

Les nouveaux anticorps anti-CD3 non mitogéniques ont été développés pour
éviter ces deux écueils. La genese d’anticorps humanisés ou chimériques
diminue considérablement le risque d’immunisation. Par ailleurs, I'introduction
de mutations au niveau des génes codant pour plusieurs acides aminés dans la
fraction Fc des anticorps anti-CD3 réduit leur liaison aux récepteurs Fc
monocytaires et en font des anticorps non activateurs. L’activation lympho-
cytaire apres injection des anticorps anti-CD3 non mitogéniques est tres
diminuée et la libération de cytokines pro-inflammatoires trés faible. Ces
modifications structurales ont rendu les anticorps anti-CD3 bien tolérés chez
I’homme. Les principaux effets secondaires retrouvés sont un syndrome
pseudo-grippal modéré et bien contrdlé par le paracétamol (Chatenoud,
2004). Quatre anticorps anti-CD3 non mitogéniques ont été développés
(tableau 6.II). Ils ont été utilisés dans le traitement du rejet aigu rénal chez
I’homme (Friend et coll., 1999), la greffe d’tlots de Langerhans (Hering et
coll., 2004), le rhumatisme psoriasique (Utset et coll., 2002) et surtout le
diabete auto-immun chez les modeles murins (Belghith et coll., 2003) et chez
I’homme (Keymeulen et coll., 2005). Les anticorps anti-CD3 mitogéniques et
non mitogéniques entrainent une déplétion partielle lymphocytaire T, et une
modulation négative du récepteur T (Chatenoud, 2006) qui rend impossible
la présentation de I'antigéne par la CPA. De plus, les anticorps anti-CD3 ont
la capacité d’induire une tolérance vis-a-vis d’alloantigénes et d’autoantigénes
et peuvent restaurer la tolérance au soi dans le contexte de pathologies
auto-immunes établies (Chatenoud, 2005 et 2007). IIs ont la particularité de
bloquer les cellules T cytotoxiques et de favoriser I'émergence de cellules
régulatrices CD4CD25+ adaptatives chez la souris (You et coll., 2007) et chez
’homme. L’émergence de cellules régulatrices CD8+ chez ’homme a aussi
été décrite (Bisikirska et coll.,, 2005). Clest sur cette base que les anticorps
anti-CD3 ont été réintroduits en clinique, en auto-immunité, sous la forme
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d’anticorps humanisés non mitogéniques pour une utilisation comme agents
tolérogenes. Deux essais thérapeutiques de phase II chez des patients diabé-
tiques de type I ont confirmé leur bonne tolérance clinique (Herold et coll.,
2002 ; Keymeulen et coll., 2005). Chez les patients diabétiques ayant recu les
anticorps anti-CD3 non mitogéniques pendant quelques jours seulement, la
production d’insuline endogéne était préservée apres 6, 12 et méme 24 mois
de traitement (Herold et coll., 2005). Cet effet se traduit également par une
diminution significative des doses d’insuline exogéne nécessaires au maintien
d’un bon contréle métabolique (Herold et coll., 2005).

Tableau 6.11 : Différents anticorps anti-CD3 non mitogéniques en cours de
développement chez ’lhomme (d’apres Chatenoud, 2005)

Indication Anticorps monoclonal Essai Nombre Résultats Références
clinique de patients
Rejet aigu Traitement avec OKT3y1 Phase | 7 patients Bon profil de sécurit¢ ~ Woodle et
d’allogreffe Ala-Ala pendant 12 jours traités par Rejet réversible chez  coll., 1999
rénale consécutifs (en association anticorps 5 patients sur 7
avecimmunosuppresseurs
conventionnels)
Rejet aigu Traitement avec Phase | 9 patients Bon profil de sécurité  Friend et
d'allogreffe ChAglyCD3 pendant traités par  Rejet réversible chez  coll., 1999
rénale 8 jours consécutifs anticorps 7 patients sur 9
(en association avec
immunosuppresseurs
conventionnels)
Diabétes Traitement avec OKT3y1 Phase Il 24 (12avec Adan, préservation Herold et
insulino- Ala-Ala pendant 14 jours traitement delamassedecellules  coll., 2002
dépendants consécutifs actif; {3 chez 9 patients sur
auto-immuns 12témoins 12 versus 2 contrdles
non traités)  non traités sur 12
Arthrite Traitement avec OKT3y1 Phase l/ll 7 patients Six patients sur 7 Utsetetcoall.,
psoriasique Ala-Ala pendant traités par avaient une 2002
12-14 jours consécutifs anticorps amélioration > 75 %
du nombre
d’articulations avec
inflammation
Prévention Traitement avec OKT3y1 Phase | 6 patients Indépendance a Hering et
du rejet Ala-Ala pendant traités par linsuline et maintien coll., 2004
d’allogreffe 12 jours consécutifs anticorps de l'indépendance
d'flots de (en association avec chez 4 patients sur 6,
Langerhans immunosuppresseurs avec un contréle
conventionnels) métabolique normal
Diabétes Traitement avec Phase |l 80(40avec  Diminution Keymeulen
insulino- ChAglyCD3 pendant (double traitement significative des et coll., 2005
dépendants 6 jours consécutifs aveugle,  actif; besoins en insuline
auto-immuns controle 40 avec durant les 18 mois
placebo)  placebo) suivant le traitement
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En conclusion, les anticorps anti-CD3 humanisés non mitogéniques sont en
cours de phase III chez I'homme dans le diabéte auto-immun et en phase II
en transplantation rénale. Leur bonne tolérance, leur absence de néphro-
toxicité, leur spécificité, et leur potentiel pour induire la tolérance par le
biais des cellules régulatrices en font des futurs immunosuppresseurs trés pro-
metteurs en transplantation d’organes et dans les maladies auto-immunes.

Alemtuzumab : anticorps monoclonal humanisé anti-CD52

L’alemtuzumab (Campath-1H®) est un anticorps monoclonal humanisé
dirigé contre CD52, une glycoprotéine ancrée dans la membrane cellulaire par
les phosphatidilylinositols et principalement exprimée par les lymphocytes T
et B, les monocytes macrophages, les cellules Natural Killer et les thymocytes.
L’alemtuzumab ne semble pas avoir d’effet sur les plasmocytes et semble
également épargner les cellules mémoires (Pearl et coll., 2005 ; Magliocca et
Knechtle, 2006).

L’alemtuzumab utilisé en traitement d’induction entraine une déplétion
lymphocytaire T et B profonde (> 99 %) et durable (Magliocca et Knechtle,
2006) qui pourrait permettre de diminuer les doses et le nombre des immuno-
suppresseurs d’entretien en transplantation rénale. C'est R. Calne qui a, le
premier, utilisé I'alemtuzumab en induction pour traiter les patients en
monothérapie avec de la ciclosporine. Dans son étude pilote, 31 patients
recevaient deux doses de 20 mg d’alemtuzumab et de la ciclosporine avec un
taux résiduel de 100 a4 150 ng/ml (Calne et coll., 1999). A 5 ans, 29 patients
avaient encore un greffon fonctionnel et on notait 6 épisodes de rejet aigu
(Watson et coll., 2005). Calne a introduit le terme de « Prope tolerance » en
raison de ces bons résultats obtenus avec de faibles doses de ciclosporine
malgré 'absence d’étude montrant un état de tolérance allogénique (Calne
et coll., 1999). Cette approche a été utilisée avec le sirolimus (Knechtle et
coll., 2003). Les patients (n = 29) recevaient deux doses de 20 mg d’alem-
tuzumab 2 JO et J1 et du sirolimus en monothérapie. Finalement, 28 % des
patients ont développé des rejets humoraux précoces, séveres, riches en
monocytes et macrophages (Knechtle et coll., 2003). Apres 3 ans de suivi, la
survie des greffons et des patients était de 96 % et 100 % respectivement, et
57 % des patients étaient traités en monothérapie soit par du sirolimus (13
patients) soit par du tacrolimus (Barth et coll., 2006). Cette étude pilote
montrait que l'utilisation de 'alemtuzumab en traitement d’induction, avec
du sirolimus en traitement d’entretien, ne permettaient pas d’induire une
tolérance, malgré la déplétion lymphocytaire. L'incidence élevée de rejets
humoraux précoces montre que I’association alemtuzumab/sirolimus en
monothérapie n’est pas souhaitable en début de transplantation.

Le groupe de Pittsburgh a comparé de maniere rétrospective un traitement
d’induction par thymoglobuline ou alemtuzumab associé 2 un traitement
d’entretien par tacrolimus, dont les doses étaient progressivement réduites,
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et les injections espacées. Les données étaient comparées & un groupe histo-
rique comprenant plusieurs immunosuppresseurs d’entretien sans induction.
L’incidence de rejet aigu était tres faible dans le groupe alemtuzumab (1 %)
et 74 % des patients sous alemtuzumab restaient en monothérapie par le
tacrolimus (Shapiro et coll., 2005). Une étude prospective plus récente et
randomisée a comparé un traitement d’induction par alemtuzumab et tacroli-
mus monothérapie en entretien avec une trithérapie comprenant tacrolimus,
stéroides et mycophénolate mofétil sans traitement d’induction (Margreiter
et coll., 2008). A un an, la survie des patients et des greffons était similaire
dans 1es deux groupes, le taux de rejet aigu de 20 % dans le groupe alem-
tuzumab et 32 % dans le groupe témoin (p = 0,09). Le taux d’infection par
le CMYV était plus important dans le groupe alemtuzumab.

L’utilisation d’un traitement par alemtuzumab a été proposée pour I'éviction
ou l'arrét trés précoce de la corticothérapie, chez des patients recevant du
tacrolimus et du mycophénolate mofétil en traitement d’entretien. Les études
publiées montrent de bons résultats sur la survie des patients et des greffons et
un taux faible de rejet aigu (7 a 13 %) comparables aux résultats obtenus avec
un anticorps anti-récepteur de I'lL-2 ou de la thymoglobuline. La majorité de
ces études montrent une incidence plus élevée d’infections par le CMV chez
les patients recevant de l'alemtuzumab (Ciancio et coll., 2004 et 2005 ;
Kaufman et coll., 2005 ; Ortiz et coll., 2008). Les mémes conclusions sont rap-
portées chez des patients transplantés avec des greffons provenant de donneurs
décédés d’arrét cardiaque (Schadde et coll., 2008). Cependant, la qualité
méthodologique de ces études le plus souvent rétrospectives et les résultats a
court terme ne permettent pas de connaitre réellement les bénéfices apportés
par 'alemtuzumab en traitement d’induction par rapport aux anticorps anti-
récepteurs de I'lL-2 ou la thymoglobuline dans cette indication.

Une étude pilote randomisée portant sur 40 patients a évalué l'arrét des CNI
(calcineurin inhibitors) apres induction par alemtuzumab. A un an de trans-
plantation, la survie des patients et des greffons et la fonction rénale étaient
similaires avec ou sans arrét des CNI. On notait plus de rejet dans le groupe
des patients ayant arrétés les CNI (4 cas versus 0) mais la majorité des
patients restaient sans CNI dans le groupe d’étude. De maniére intéressante,
le pourcentage de cellules régulatrices CD4+CD25+FoxP3+ était plus élevé
jusqu’a 6 mois dans le groupe des patients ayant arrété les CNI (Pascual et

coll., 2008).

En conclusion, les études pilote initiales n’ont pas permis de montrer un
effet tolérogéne de 'alemtuzumab. Les études rétrospectives portant sur un
plus grand nombre de patients ont suggéré que 'utilisation de I’alemtuzumab
en traitement d’'induction pouvait permettre de réduire le traitement immuno-
suppresseur d’entretien, mais les études réalisées ne portent pas sur le long
terme et il n’y a pas de conclusion claire sur la supériorité de I'alemtuzumab
par rapport aux autres traitements d’induction. Cependant, la facilité d’utili-
sation de I'alemtuzumab, injecté en une a deux doses par voie périphérique,
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son cofit inférieur 4 celui de la thymoglobuline en font un traitement
d’induction prometteur en transplantation comme le témoignent les résultats
d’'une étude récente en transplantation rénale et pancréatique (Farney et
coll., 2008). Enfin I'alemtuzumab a été utilisé en transplantation hépatique,
intestinale et thoracique (Tzakis et coll., 2003 ; Magliocca et Knechtle,
2006) et dans le traitement d’un rejet aigu sévere apres transplantation des
deux mains (Schneeberger et coll., 2004).

Les bénéfices apportés par 'alemtuzumab devront néanmoins étre confirmés
par des études prospectives de grande envergure similaires a celles déja réalisées
avec les anticorps anti-récepteurs de 'IL-2.

Rituximab : anticorps anti-CD20

Le rituximab est un anticorps chimérique dirigé contre le CD20. Sa fixation
induit I'apoptose des cellules CD20+, ce qui entraine une déplétion lympho-
cytaire B profonde et durable. L’injection de rituximab 2 la dose de 375 mg/m?
de surface corporelle par voie intraveineuse périphérique chez des patients
transplantés entraine une déplétion quasi compléte des lymphocytes B (CD19+)
dans le sang périphérique pendant un an et persistant les 3 années suivantes
chez 91 % des patients greffés. Cette déplétion débute des les 3 premiers
jours apres injection et est maximale apres la 3¢ semaine (Genberg et coll.,
2007). Cette lymphopénie B n’est pas liée a la persistance de I'anticorps
monoclonal dont la demi-vie est de 12 jours dans le sang périphérique
(Vieira et coll., 2004). Une injection unique de rituximab permet une
réduction significative du nombre de lymphocytes CD19+ dans les ganglions
périphériques (Genberg et coll., 2006 et 2007). La déplétion lymphocytaire
B est retrouvée fréquemment mais non constamment au niveau du greffon
(Lehnhardt et coll., 2006 ; Steinmetz et coll., 2007 ; Thaunat et coll., 2008).
L’injection de rituximab ne modifie pas la population lymphocytaire T
CD3+ et ne touche pas les plasmocytes (Ramos et coll., 2007).

La déplétion lymphocytaire B profonde induite par I'injection du rituximab
permet une utilisation pour plusieurs indications : réduction de la masse
tumorale dans les lymphomes CD20+, traitement des maladies auto-immunes
médiées par les autoanticorps, et enfin, utilisation en transplantation d’organes
pour diminuer la synthése des anticorps anti-HLA et des anticorps naturels
anti-A ou anti-B. Nous verrons ci-dessous les principales utilisations du
rituximab en transplantation.

Désensibilisation des patients en attente de transplantation

Dans une étude pilote réalisée chez 9 patients en hémodialyse, on observait
chez 80 % des patients traités par une dose unique de rituximab, une dimi-
nution des anticorps anti-HLA. Cette diminution n’était cependant que
mineure chez 40 % de ce petit nombre de patients (Vieira et coll., 2004).
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Dans une étude prospective portant sur 20 patients hyper-immunisés en hémo-
dialyse inscrits sur la liste d’attente de transplantation, I'association d'IVIg
(immunoglobulines polyclonales intraveineuses) a fortes doses et de deux
doses de rituximab (1 g a J7 et J22) entratnait une diminution significative du
taux d’anticorps anti-HLA (PRA pour Panel-Reactive Antibody : 77 + 19 % avant
traitement versus 44 = 30 % apres traitement, p < 0,001). Parmi les patients
ainsi traités, 80 % pouvaient étre transplantés avec de trés bons résultats a un
an (survie des patients 100 %, survie des greffons 94 %, créatininémie
moyenne 133 £97 umol/l). On notait cependant un rejet aigu chez 50 % des
patients, dont 31 % de rejet avec présence d’anticorps dans les biopsies. Aucun
patient ne développait d’anticorps anti-rituximab (Vo et coll., 2008).

Traitement du rejet aigu humoral

Les rejets humoraux, mieux définis depuis la mise en évidence des dépdts de
C4d sur les biopsies, leur meilleure caractérisation histologique et la déter-
mination plus sensible des anticorps anti-HLA circulants, sont des rejets
séveres pouvant conduire a la perte du greffon. Le rituximab a été utilisé
avec succes dans ces rejets en transplantation cardiaque (Aranda et coll.,
2002 ; Kaczmarek et coll., 2007), hépatique (Usuda et coll., 2005), pancréa-
tique (Melcher et coll., 2006) et rénale (Becker et coll., 2004 ; Alausa et
coll., 2005 ; Faguer et coll., 2007 ; Steinmetz et coll., 2007). Cependant, les
cas rapportés concernent un petit nombre de patients et n’ont pas été con-
trolés. Par ailleurs, Iefficacité du rituximab n’est pas constant (Bierl et coll.,

2006 ; Wade et coll., 2006).

Transplantation ABO incompatible

Les transplantations incompatibles dans le systéme des groupes sanguins
ABO ont longtemps été réalisées avec un traitement combinant splénectomie,
[VIg, immunoabsorption ou plasmaphéréses, en association au traitement
immunosuppresseur. L'utilisation du rituximab en association avec les
plasmaphéreses, les IVIg, ou 'immunoabsorption permet de se passer de la
splénectomie avec une élimination des anticorps naturels et des résultats sur
la survie des patients transplantés 2 moyen terme (3 ans) comparables A ceux

obtenus avec des donneurs ABO compatibles (Tyden et coll., 2005 ; Saito et
coll., 2006 ; Genberg et coll., 2008).

Traitement des lymphomes post-transplantation

Les syndromes lymphoprolifératifs post-transplantation sont une des princi-
pales complications post-transplantation et liés 2 'immunosuppression. Le
rituximab, déja utilisé pour le traitement des lymphomes non hodgkiniens
chez les patients non transplantés, a été utilisé tres tot dans le traitement des
syndromes lymphoprolifératifs chez les patients transplantés cardiaque (Zilz
et coll., 2001). Un essai prospectif multicentrique chez les patients trans-
plantés d’organe, avec 4 injections de rituximab de 375 mg/m? chacune, a
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montré un taux de réponse de 44 % a J80, se maintenant chez 67 % des
patients la premiere année (Choquet et coll., 2006). L’efficacité du rituximab
est moindre pour les lymphomes tardifs et monoclonaux (Choquet et coll.,
2007). Pour ces lymphomes, il est préférable d’associer le rituximab a la
chimiothérapie, soit en premiére intention, soit en cas d’échec du traitement

(Elstrom et coll., 2006 ; Lee et coll., 2007).

Traitement des maladies auto-immunes post-greffe

Le traitement par le rituximab peut étre utilisé pour la récidive des maladies
auto-immunes sur le greffon observées aprés transplantation. Le rituximab
peut ainsi étre utilisé pour le traitement des récidives de vascularites® a
ANCA (AntiNeutrophil Cytoplasmic Antibody) (Geetha et coll., 2007) et
glomérulonéphrites’ extra-membraneuses (Gallon et coll., 2006 ; Weclawiak
et coll., 2008). Les résultats actuels sont encore trés préliminaires et demandent
d’étre confirmés par des études a plus long terme et a plus grande échelle.
Bien que des cas de rémissions de récidive de hyalinose segmentaire et focale
aient été décrits aprés injection de rituximab (Gossmann et coll., 2007 ;
Meyer et coll., 2007), 'efficacité de ce traitement ne semble pas retrouvé
constamment dans cette indication (Yabu et coll., 2008). Enfin, le rituximab
pourrait étre utilisé dans le traitement des cryoglobulinémies associées aux
glomérulonéphrites membranoprolifératives chez les patients atteints ou non

d’hépatite C (Basse et coll., 2005 ; Bestard et coll., 20006).

Limites dans l'utilisation du rituximab

Les effets secondaires liés a I'injection sont trés faibles chez les patients
transplantés : aucun effet secondaire sévere chez 9 patients en hémodialyse
(Vieira et coll., 2004). L’effet secondaire le plus fréquent est de la fievre chez
43 2 85 % des patients. Les effets secondaires sont plus importants chez les
patients traités pour des lymphomes, probablement en raison de la lyse
tumorale responsable de libération de cytokines, quasi inexistante dans le
contexte de traitement de rejet aigu ou de désensibilisation. Enfin, on peut
observer 'apparition d’anticorps anti-rituximab, chez 2/9 patients hémodia-
lysés recevant du rituximab pour désensibilisation (Vieira et coll., 2004),
sans savoir si ces anticorps bloquent I'efficacité du rituximab.

En conclusion, le rituximab est de plus en plus largement utilisé en trans-
plantation d’organes, avec une efficacité possible pour un grand nombre
d’indications. Cependant, en dehors des lymphomes post-transplantation,
aucune étude contrdlée n’a été réalisée. Il est donc actuellement impossible

6. Les vascularites regroupent plusieurs maladies qui comportent toutes une atteinte inflammatoire
de la paroi vasculaire.

7. Une glomérulonéphrite est une affection des glomérules (structures particuliéres du cortex rénal),
le plus souvent mais pas toujours d’origine inflammatoire.
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de savoir le poids réel du rituximab dans Iefficacité des protocoles de désen-
sibilisation et de traitement du rejet aigu humoral, par rapport aux plasma-
phéreses et aux IVIg. Des études prospectives et randomisées seront
nécessaires dans les prochaines années pour apprécier pleinement le role du
rituximab en transplantation d’organes.

Efalizumab : anticorps anti-LFAT1

LFA1 est une molécule d’adhésion impliquée dans la migration leucocytaire,
la formation de la synapse immunologique, et pouvant donner un co-signal
d’activation. L’efalizumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé dont
LFA1, ayant recu son agrément dans le traitement du psoriasis. L'efficacité
et la tolérance de I'efalizumab en transplantation ont été testées dans une
étude prospective de phase I/II chez 38 patients transplantés rénaux. Les
patients recevaient par ailleurs de la ciclosporine, du mycophénolate mofétil
et des corticoides. A 6 mois, on notait une survie des patients et des greffons
de 97 % et 95 % respectivement, et un taux de rejet aigu prouvé par biopsie
de 11 %. A noter que 8 % des patients présentaient un syndrome lympho-
prolifératif post-transplantation (Vincenti et coll.,, 2007). D’autres études
chez ’homme sont nécessaires avant 'utilisation de cet immunosuppresseur
en transplantation.

Autres anticorps monoclonaux

D’autres anticorps monoclonaux ont été développés et pourraient devenir
de futurs immunosuppresseurs. Les anticorps anti-CD2 (antigéne des lym-
phocytes T) ont été utilisés chez le primate (Dehoux et coll., 2000) et dans
un protocole d’induction de tolérance chez ’lhomme (Kawai et coll., 2008).
Les anticorps dirigés contre le composant C5 de la cascade d’activation du
complément pourraient avoir un intérét majeur dans le traitement des rejets
humoraux (Wang et coll., 2005 ; Rother et coll., 2008). Tous ces anticorps
monoclonaux doivent faire la preuve de leur efficacité et de leur bonne
tolérance avant une utilisation chez ’lhomme.

Criteres d’évaluation pour le développement des nouveaux
immunosuppresseurs

Les années 1990 a 2005 ont été une période faste pour le développement des
immunosuppresseurs actuels. Ont été mis sur le marché le tacrolimus, les
inhibiteurs de mTOR, les anticorps anti-récepteurs de I'IL-2 et le myco-
phénolate mofétil. Ces immunosuppresseurs sont utilisés couramment en
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transplantation. Pendant toutes ces années, les critéres principaux d’effica-
cité des produits a I'étude étaient I'incidence des rejets aigus, la survie des
greffons et des patients, ou des critéres composites incluant ces principaux
parametres. Actuellement, avec la diminution de I'incidence du rejet aigu a
moins de 15 % chez les patients en premiere greffe, la trés bonne survie des
patients et des greffons, d’autres critéres sont nécessaires pour le développe-
ment des nouveaux immunosuppresseurs.

Il est nécessaire de disposer de criteres de substitution (surrogate markers)
permettant d’évaluer a court terme ’évolution des greffons a long terme
(Hariharan et coll., 2004 ; Lachenbruch et coll., 2004). La difficulté pro-
vient de la nécessité de valider ces criteres de substitution avant leur utilisa-
tion dans les études cliniques. Plusieurs criteres de substitution peuvent étre
utilisés : la créatininémie, le rapport 1/créatininémie, la pente d’évolution
de la créatininémie au cours de la premieére année (Hariharan et coll.,
2004). On peut aussi utiliser des parametres histologiques, tels que la quanti-
fication de la fibrose interstitielle ou la quantification des lésions vasculaires
(Seron et Moreso, 2007 ; Servais et coll., 2007), la transition épithélio-
mésenchymateuse (Hertig et coll., 2008). D’autres marqueurs biologiques
pourraient étre utilisés : biomarqueurs urinaires ou sanguins fondés sur 'éva-
luation du profil d’expression de génes par les puces 2 ADN (Brouard et
coll.,, 2007 ; Anglicheau et Suthanthiran, 2008), anticorps catalytiques
(Wootla et coll., 2008), anticorps anti-HLA....

Il est probable que les études cliniques futures utiliseront plusieurs marqueurs
différents sous forme de critéres composites tant que la validation d'un
marqueur principal n’aura pas été réalisée. Enfin, la majorité des études 2
court terme ne suffisent plus pour valider 'intérét d’'un immunosuppresseur,
et la durée des études de développement d’un nouvel immunosuppresseur en
phase III devrait étre d’au moins 3 ans. Il parait nécessaire d’inclure dans
tout protocole de développement d’un nouvel immunosuppresseur des biop-
sies systématiques pour détecter les rejets infracliniques ou des signes de
toxicité rénale impossibles a prédire en absence d’histologie.

Les effets secondaires des immunosuppresseurs en développement devront
étre au cceur des criteres d’évaluation, et tout particulierement leur néphro-
toxicité, complication majeure de toutes les transplantations d’organe.

Enfin, les nouveaux protocoles devront s’intéresser aux populations a risques,
patients hyper-immunisés, patients 4gés, patients diabétiques, patients infectés
chroniquement par des virus (hépatites B, C, virus HIV) qui sont souvent
exclus des études cliniques prospectives.

En conclusion, le développement de nouveaux immunosuppresseurs reste
nécessaire en transplantation d’organes. Bien que les résultats actuels soient
trés bons A court terme, et bons a long terme, la durée de vie des greffons n’a
pas beaucoup augmenté ces derniéres années.
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Des médicaments non néphrotoxiques, bien tolérés au long terme, avec des
propriétés anti-tumorales, et pouvant induire la tolérance, ou ne pas 'inhiber
sont nécessaires. Les expériences récentes (FTY 720, FK 778) montrent que
le chemin est long et incertain depuis des données prometteuses dans les
modeles animaux jusqu’a I'autorisation de mise sur le marché. Les criteres
de tolérance aux médicaments prendront de plus en plus de place dans
I’évaluation des nouveaux immunosuppresseurs. Ne seront promus que les
produits apportant une avancée importante (induction de tolérance par
exemple) ou ceux dont la tolérance clinique est remarquable. Le belatacept
et les anticorps anti-CD3 humanisés non mitogéniques pourraient faire
partie de cette derniere catégorie.
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Préservation et reperfusion

de 'organe greffé






{

Syndrome d’ischémie/reperfusion
et préservation en transplantation
rénale

En transplantation rénale, seulement un tiers des patients inscrits sur liste
d’attente sont greffés chaque année. Ce constat ameéne a rechercher de
nouvelles sources de greffons pour tenter de remédier a cette pénurie. Le
prélevement des organes provenant des donneurs a coeur arrété est une piste
actuellement suivie par plusieurs équipes. Ces considérations amenent 2
repenser les moyens de conservation et leur pertinence pour ce genre de
donneurs. Actuellement, les reins provenant de donneurs en état de mort
encéphalique sont soumis obligatoirement 2 une période de conservation 2
4°C (ischémie froide) en attendant d’étre attribués a un receveur compatible,
puis transplantés.

Tous les organes en transplantation sont exposés aux lésions du syndrome
d’ischémie/reperfusion. Ce syndrome regroupe actuellement un ensemble de
processus physiopathologiques responsable de lésions au niveau du greffon.
Ces lésions sont liées a ’hypothermie per se et a ’hypoxie contemporaines de
la conservation, mais également au réchauffement associé a la réoxygénation
de I'organe au cours de la reperfusion (Rauen et de Groot, 2004 et figure 7.1).

Conservation Reperfusion
au froid normothermique
Lésion hypoxique > Lésion de
reoxygenation
Lésion [ Lésion de
!ypothemique réchauffemD

Figure 7.1 : Origine des lésions d’ischémie/reperfusion du greffon
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En réalité, I'ischémie/reperfusion (I/R) s’'intégre dans un processus plus large
incluant les 1ésions de I'organe associées a la phase de réanimation du donneur,
a la mort encéphalique, aux difficultés du prélevement et aux conditions de
la transplantation chez le receveur, ainsi que les lésions cérébrales. Il faut
également ajouter les facteurs de risque du receveur qui peuvent contribuer
au développement des lésions du greffon (Pratschke et coll., 2004 ; Bos et
coll., 2007 ; tableau 7.1).

Tableau 7.1 : Principales étapes pouvant influencer le développement de
lésions au niveau du greffon

Etape Facteur

Donneur Causes de la mort
Morbidités associées (hypertension artérielle, dyslipidémie...)
Traitements utilisés
Mort encéphalique

Phase de réanimation Instabilité hémodynamique
Problemes d’oxygénation adaptée
Orage végétatif
Administration de vasoconstricteurs

Prélevement Difficultés techniques

Conservation Saignement

Refroidissement difficile
Conservation de mauvaise qualité
Durée d’ischémie froide prolongée
Reperfusion Durée d’anastomose
Devenir a long terme Facteurs immunologiques
Traitement immunosuppresseur

Impacts de l'ischémie/reperfusion sur la survie du greffon
et conséquences cliniques

L’I/R est un des facteurs majeurs a I'origine de la reprise retardée de fonction
qui entratne un surcoit de la transplantation par ’hospitalisation prolongée
et la nécessité de recourir a des séances de dialyse, et surtout un risque accru
de rejet aigu et une réduction de la survie des greffons a long terme. La
fréquence des reprises retardées de fonction varie entre 2 et 50 % en
fonction des équipes, du type de donneur, de la durée de conservation et des
difficultés techniques (Perico et coll., 2004). Dans le contexte actuel de
manque d’organes, les lésions d'I/R sont prépondérantes avec des facteurs
favorisants comme I’Age du donneur supérieur 2 60 ans, une ischémie froide®

8. L’ischémie froide correspond au délai qui s’écoule entre le clampage définitif de 'aorte chez le
donneur au moment du prélevement et la reperfusion de I'organe chez le receveur.
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de durée supérieure a 24 h, une ischémie chaude® associée et prolongée, et la
cause de la mort encéphalique (accident vasculaire) (figure 7.2). Les Iésions
préexistantes au niveau des reins chez le donneur sont également a prendre
en compte comme les 1ésions de glomérusclérose avec atrophie tubulaire ou
les lésions de fibrose interstitielle et vasculaires (Schwarz et Oberbauer,
2003 ; Opelz et Dohler, 2007). Les facteurs impliqués dans la non-fonction
primaire!® du greffon semblent liés aux complications chirurgicales, a 'Age
du donneur et du receveur supérieur a2 60 ans, 2 un mauvais appariement
HLA donneut/receveur et a une durée prolongée sur liste d’attente (Weiss-Salz
et coll., 2004). D’autres facteurs peuvent intervenir parmi lesquels les compli-
cations vasculaires (thromboses ou sténoses), les infections, les effets secon-
daires des agents immunosuppresseurs et la non observance du traitement
(Pratschke et coll., 2008). A I'ensemble de ces facteurs non immunologiques
peuvent se surajouter des facteurs immunologiques qui vont conditionner le
devenir du greffon. L'I/R est lui-méme un facteur non immunologique
influengant de fagcon précoce le devenir du greffon pour différents organes
(Shaw et coll., 1985 ; Vacanti et coll., 1987 ; Greig et coll., 1989 ; Ploeg et
coll., 1993 ; Sheridan et Bonventre, 2000 ; Weiss et coll., 2007).

FACTEURS NON IMMUNOLOGIQUES \ Lésions endothéliales

@ Augmentation de I'expression des :
cytokines, molécules d’adhérence,
facteurs de croissance, Heat Shock
Proteins, récepteurs Toll-like

Relatifs au donneur
Age, sexe, pathologies préexistantes, taille
du greffon, cause de la mort encéphalique

Péri- et post-opératoire
Prélevement d'organes, conservation,
complications chirurgicales, infections

@ Changements morphologiques

@ Réduction du tissu fonctionnel

Relatifs au receveur
Age, recidive de la pathologie, atteinte

\ R
multiviscérale /

Relatifs a "immunosuppression Augmentation de I'immunogeénicité
Toxicité des drogues immunosuppressives et de la réponse immune

Ischémielreperfusion

FACTEURS IMMUNOLOGIQUES Conséquences cliniques

o Lésions irréversibles, reprise retardée
(R:O!T':)a_“b'mé HLA de fonction, rejet et diminution de la
ejetaigu / fonction a long terme

Figure 7.2 : Facteurs influencant la survie du greffon apres transplantation

9. L’ischémie chaude correspond au délai pendant lequel 'organe est encore dans I'organisme,
in situ, non ou mal perfusé.

10. La non-fonction primaire du greffon est une reprise insuffisante de la fonction du greffon,
incompatible avec la survie du receveur. Le seul traitement est la retransplantation.
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Le phénomeéne d’I/R, initialement considéré comme un événement entou-
rant le prélevement, la conservation et la reperfusion, inclut aujourd’hui
plus largement I’état du donneur, avec la période de la mort encéphalique ou
celle de 'ischémie chaude dans le cas des donneurs a coeur arrété.

La mort encéphalique entraine des modifications hormonales avec une
diminution de 'ADH (hormone anti-diurétique), de 'ACTH (Adreno
CorticoTropic Hormone), des hormones thyroidiennes et de la TSH (Thyroid
Stimulating Hormone). Ces anomalies s’associent 2 une instabilité hémody-
namique, a une production de catécholamines et de cytokines, a2 une
réaction inflammatoire et a 'activation du complément (Bos et coll., 2007).
Il s’ensuit des modifications de la volémie!l, I'installation d’'un diabete
insipide!?, pouvant s’accompagner d’une hypoperfusion du rein. L’endothé-
lium est activé par un afflux de cellules inflammatoires et une activation de
la coagulation qui vont avoir des conséquences sur le devenir de I'organe.
Dans ce contexte, des moyens de protection vont se mettre en place et
concernent ’héme-oxygénase 1 (HO-1), les Heat Shock Proteins (HSP 70) et
la manganese superoxyde dismutase (MnSOD) (Nijboer et coll., 2004 ;
Schuurs et coll., 2004 ; Bos et coll., 2005). Dans le cas d’'une transplantation
a partir de donneur vivant, 'expression de HO-1 peut étre le témoin de la
mise en place de moyens de protection tandis que dans celui d'un donneur
en mort encéphalique, il peut au contraire étre le marqueur des lésions (Bos

et coll., 2007).

A ce jour, le mode de conservation le plus utilisé pour les greffons aprés leur
prélevement reste la conservation statique dans une solution a 4°C, apres
que l'organe ait été correctement lavé, le plus souvent par la méme solution
de conservation. Le but principal est de maintenir la viabilité des différents
organes ex vivo pendant une période de temps suffisante pour leur transport
éventuel du centre préleveur vers les centres transplanteurs, leur attribution
selon le degré d’urgence, de priorité ou de meilleure compatibilité tissulaire
et l'utilisation de tous les organes prélevés. La durée de conservation peut
aller jusqu’a 48 heures (d’apres les modeles théoriques thermodynamiques
et d’apreés des données expérimentales). La gestion des organes est trés
différente selon qu'il s’agit d'un organe vital comme le cceur, le foie et le
poumon, ou le rein pour lequel un retard a la reprise de fonction du greffon
est tolérable grace au recours a ’hémodialyse. Il est admis que la durée de la
conservation représente un des facteurs prépondérants de reprise différée de
fonction des greffons, avec une limite idéalement pour le rein se situant aux

environs de 18 h (Opelz et Dohler, 2007).

11. Volémie : volume sanguin total
12. Diabéte insipide : maladie se caractérisant par une incapacité des reins a concentrer les urines
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Il apparait que les solutions de conservation ne peuvent prévenir de facon
exhaustive les ésions liées a I'I/R (Rauen et De Groot, 2004 ; Salahudeen,
2004 ; Jamieson et Friend, 2008). Les avancées récentes sur les mécanismes
physiopathologiques impliqués dans I'I/R ont permis de mettre en évidence
les composants importants de ce processus (Salahudeen, 2004).

Les conséquences des lésions d'I/R concernent tous les organes et l'effet le
plus tangible est la reprise différée de fonction qui peut se définir comme la
divergence entre la capacité fonctionnelle de l'organe transplanté et les
besoins physiologiques du receveur. Le retard de fonction entraine des diffi-
cultés dans la prise en charge des patients au décours de la transplantation
en particulier pour le diagnostic de rejet aigu, 'adaptation posologique des
médicaments potentiellement néphrotoxiques, un allongement de la durée
d’hospitalisation et un surcofit évident.

L’'I/R peut favoriser le risque de rejet aigu avec la mise en évidence d’une
augmentation de la production de cytokines et d’une hyperexpression des
antigénes du CMH (complexe majeur d’histocompatibilité) de classe I et 11
sur les cellules présentatrices, responsable d’une immunogénicité accrue.
Plusieurs études ont confirmé que les patients présentant des reprises diffé-
rées de fonction immédiatement apres la greffe ont un pourcentage élevé de
rejets aigus (Nicholson et coll., 1996 ; Ojo et coll., 1997). Ces faits restent
d’actualité avec l'emploi des nouveaux traitements immunosuppresseurs
(Mikhalski et coll., 2008). Les lésions précoces peuvent aussi participer au
développement des lésions chroniques par le biais de I'immunité innée

(Land, 2005a et b).

Des études récentes (Land, 2005b ; Boros et Bromberg, 2006) expérimentales
et cliniques suggerent que des composés mis en jeu dans le processus d’I/R
pourraient contribuer au développement des lésions chez le patient
transplanté :

® les especes réactives de l'oxygéne (ERQO) activent le systéme inné du
donneur et du receveur ;

e certains ligands des Toll-Like Receptors (TLRs) au niveau de ’'hote comme
les HSP interagissent avec les cellules dendritiques TLR4 positives et les
activent. Les cellules dendritiques induisent la réponse allo-immune adapta-
tive (rejet aigu). Les cellules dendritiques interagissent également avec les
cellules vasculaires TLR4 positives et les activent, contribuant ainsi au
développement des lésions chroniques ;

® la signalisation liée au TLR4 est impliquée dans les 1ésions de reperfusion,
et semble impliquer le marqueur de différenciation myéloide 88-indépendant,
le domaine Toll du récepteur de I'interleukine-1 induisant I'activation des
voies dépendantes de 'interféron y (IFN-y) qui semblent associées a la matu-
ration des cellules dendritiques.
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Mécanismes physiologiques mis en jeu au cours
de la conservation

Depuis plusieurs dizaines d’années, les principes de la conservation ont
reposé sur des principes et des bases empiriques (Hicks et coll., 2006). Les
deux points essentiels étaient :

® 'hypothermie autour de 4°C reposant sur le principe de la diminution du
métabolisme de 50 %, en réduisant la température par paliers de 10°C ;

® la composition d’une solution de conservation devait ressembler au milieu
intra-cellulaire avec une composition essentiellement hyperpotassique.

Potassium et ATP

Les solutions de conservation hyperpotassiques présentent des effets indési-
rables, qui étaient partiellement masqués par les effets bénéfiques des colloides
et des imperméants ajoutés aux premilres solutions cristalloides pures. Les
concentrations élevées en K* sont a 'origine d’une dépolarisation cellulaire,
qui induit au niveau du muscle lisse vasculaire une contraction par ouverture
des canaux calciques dépendants du voltage (figure 7.3). La vasoconstriction
induite, méme si elle est plus faible a 4°C, augmente les pressions de
perfusion pendant le rincage de 'organe, et diminue le débit de perfusion
pendant la reperfusion. Pour combattre cette vasoconstriction, certaines
équipes ajoutent des inhibiteurs calciques aux solutions de conservation,
alors qu'il suffirait d’utiliser des solutions non-hyperpotassiques. La perte du
gradient de concentration potassique de part et d’autre de la membrane
cellulaire entraine une accélération du fonctionnement des pompes ioniques
qui accentue la déplétion en composés riches en énergie (ATP et, selon les
tissus, phosphocréatine) (figure 7.4). La dégradation de I’ATP représente la
principale source de protons H* génératrice d’acidose.

Ces effets du potassium et de la chute de 'ATP ne sont pas sans consé-
quence sur le lit vasculaire de 'organe conservé et en particulier en cas de
conservation prolongée. Dragun et coll. ont rapporté I'effet de la conserva-
tion prolongée sur les lésions vasculaires (Dragun et coll., 2001).
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Figure 7.3 : Effet du potassium sur la contraction des myocytes (partie
supérieure) et sur celle de l'aorte de rat ayant une hypertension portale
(partie inférieure)

Partie supérieure : Effets de la concentration extracellulaire du K+ sur le potentiel membranaire et sur la force de
contraction et sa durée (A). Effets du K* extracellulaire et de sa concentration sur la force contractile par rapport a la
valeur maximale (B) et sur le potentiel de membrane de myocytes de lapin (C) (d’aprés Gokina et Bevan, 2000)

Partie inférieure : Augmentation de la vasoconstriction d'aorte de rat présentant une hypertension portale (HP)
(daprés Connolly et coll., 1999)
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Figure 7.4 : Concentration d’ATP dans le rein de rat isolé perfusé durant
I'ischémie froide. Des résultats similaires ont été obtenus dans le modele de
coeur isolé (d’apres Bauza et coll., 1996 ; Eugene et coll., 1997)

Calcium

Le Ca’* joue également un role important (et variable suivant 'organe con-
servé) au cours de ’hypoxie et de ’hypothermie. Ce role est lié au fait que le
Ca’* est régulé de maniere extrémement étroite au niveau du cytosol et dans
les différents organites et réservoirs de la cellule. Il joue un role majeur dans
'activation de différentes protéases comme la calpaine, ou celle d’autres
composés intervenant dans la formation de xanthine oxydase. La calpaine
intervient dans I'altération du cytosquelette de la cellule (Jassem et coll.,

2002 ; Rauen et De Groot, 2004 ; Salahudeen, 2004 ; Jamieson et Friend,
2008) (figure 7.5).

Il est clair que 'homéostasie calcique est perturbée lors de la conservation a
cause des dysfonctions des différents transporteurs impliqués dans sa régulation
(Rauen et de Groot, 2004). Une augmentation de la concentration du Ca?*
cytosolique est reconnue comme un médiateur décisif des lésions d’hypoxie
dans différents types cellulaires incluant les cellules tubulaires rénales, les
hépatocytes et les cardiomyocytes (Blankensteijn et Terpstra, 1991 ; Kribben
et coll., 1994 ; Rosser et Gores, 1995 ; Piper et Garcia-Dorado, 1999 ; Auger
et coll.,, 2003 ; Padanilam, 2003). L’augmentation du Ca?* cytosolique est
liée a 'inhibition des transporteurs ATP dépendants et induit I'activation de
nombreuses enzymes dépendantes du Ca?* qui vont participer a de nombreux
mécanismes lésionnels létaux au niveau de la cellule. La surcharge calcique
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est retrouvée également au niveau de la mitochondrie et entraine des effets
déléteres pour I'intégrité et les fonctions de celle-ci.

+
Cytosol Aca? Matrice

4\ K- mitochondriale

Activation des sytémes
enzymatiques dépendants du Ca2+

/

Calpaine Protéases
& Phospholipase A Nucléases l
Clivage de la Xanthine
spectrine NO synthase déshydrogénase

Superoxyde dismutase

Xanthine oxydase

v

Désorganisation Oxydation Clivage ADN Production d’'espéces
structurale phospholipides réactives de 'oxygéne

Figure 7.5 : Impact du calcium au niveau de la cellule. En rouge sont
indiquées les voies ou enzymes qui sont activées ou modifiées et en noir les
conséquences de ces modifications

Imperméants et colloides

Au syndrome d’ischémie/reperfusion est associé un cedéme cellulaire lié entre
autres 2 I'accumulation des métabolites produits pendant la dégradation de
I’ATP et a la production d’ions H*, qui surviennent pendant la conservation
hypothermique. L’cedéme, intracellulaire et interstitiel, est particulierement
délétere sur la viabilité cellulaire et 'intégrité de la matrice extracellulaire.
L’cedéme tissulaire entraine par ailleurs une compression du lit vasculaire et
une augmentation de la résistance vasculaire qui diminue le débit de perfu-
sion de I'organe au moment de la reperfusion. Au niveau intracellulaire, il
entraine un gonflement mitochondrial qui s’accompagne d’un dysfonction-
nement du métabolisme aérobie, d’'une augmentation de la production de
radicaux libres oxygénés et de la destruction des membranes cellulaires. La
présence dans le milieu extracellulaire de molécules exercant une pression
oncotique permettant d’éviter 'cedéeme est indispensable. Il est classique de
diviser les molécules limitant 'cedeme en deux familles : les imperméants et
les colloides.
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Les imperméants sont soit des sucres (raffinose, sucrose, mannitol, glucose)
qui limitent par la pression osmotique qu'ils exercent dans le compartiment
vasculaire, la formation de I"'cedeme intracellulaire (leur efficacité étant pro-
portionnelle 4 'importance de leur poids moléculaire) ; soit des anions tels
que le citrate, le gluconate ou I'acide lactobionique qui présentent également
un effet protecteur de membrane. Le glucose pouvant passer la membrane
cellulaire n’est pas considéré comme un imperméant efficace (Miihlbacher
et coll., 1999). Les autres saccharides comme le mannitol, le sucrose, ou le
raffinose ont été employés dans différentes solutions (Coffey et Andrews,
1983 ; Lam et coll.,, 1989). Les imperméants qui ne sont pas des sucres
comme le gluconate, le citrate ou le lactobionate limitent 'cedéme cellulaire
par leur effet électrochimique et 'efficacité de ces anions est déterminée par
leur charge et leur poids moléculaire.

Les colloides tels que ’hydroxy-éthyl amidon (HEA), le polyéthyléneglycol
(PEG), I'albumine, le dextran... ne peuvent pas passer la membrane cellu-
laire et préviennent la constitution d’'un cedéme interstitiel par la pression
oncotique qu'ils exercent au niveau de I’espace intra vasculaire. Leur utilisa-
tion semble particulierement bénéfique pour des temps d’ischémie longs. Le
role de certains de ces colloides comme I"'HEA reste discuté (Ploeg et coll.,
1992 ; van der Plaats et coll., 2004). Il a été démontré que 'HEA augmentait
les amas des globules rouges pouvant perturber le lavage et induire une
reperfusion inhomogene (Morariu et coll., 2003 ; van der Plaats et coll,,
2004). Ces constatations ont conduit a I"évaluation de nouvelles molécules
comme le PEG qui semble prometteur (Ben Abdennebi et coll., 2002 ; Faure
et coll., 2004a et b ; Dutheil et coll., 2006 ; Fuller et coll., 2006 ; Maathuis
et coll., 2008 ; Hauet et Eugene, 2008).

Le fait que les solutions de conservation doivent au moins &tre pourvues
d’un imperméant ou d’'un colloide est acquis. Les solutions ne comportant
pas de telles associations de molécules comme les solutions Custodiol® ou
Celsior® démontrent une efficacité limitée pour des temps de conservation
prolongée (> 18 h) mais inchangée pour des temps plus courts (Fiser et coll.,
2001 ; McLaren et Friend, 2003 ; Agarwal et coll., 2006 ; Maathuis et coll.,
2007a ; Opelz et Dohler, 2007).

La perfusion de I'organe au moment du prélevement, et donc la qualité du
ringage du lit vasculaire, seront d’autant meilleures que la viscosité de la
solution sera basse. Il est donc clair qu’une solution idéale est une solution
dont l'index de viscosité n’est pas trop élevé. Cependant, la solution UW
qui a une viscosité cinématique d’environ 3,159 ¢St (centistoke) donne
d’aussi bons résultats que d’autres liquides dont la viscosité est inférieure a
1,2 cSt, ce qui prouve que d’autres facteurs déterminants sont associés. Par
ailleurs, il ne faut pas oublier que les solutions a pression oncotique élevée
sont généralement plus visqueuses que celles a pression oncotique basse. Il
est vraisemblable que la viscosité des solutions (a condition de ne pas étre
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trop élevée) contribue a une meilleure élimination des cellules circulantes
par effet d’entrainement dans le lit vasculaire de 'organe perfusé. Toutefois,
la viscosité diminuerait le lavage de certains territoires capillaires et aug-
menterait les pressions de perfusion (Badet et coll., 2006).

Acidose et ATP

Le role de I'acidose et de la déplétion énergétique reste également un point
majeur (Southard et Belzer, 1995 ; Hicks et coll., 2006). L’hydrolyse de
I’ATP est la principale source de protons et est responsable de I'acidose. La
production anaérobie de lactate — qui consomme des protons — permet la
réoxydation du NADH en NAD et ainsi le maintien pendant un certain
temps de la production d’ATP par la glycolyse anaérobie. Il se développe
donc une acidose intracellulaire qui se stabilise autour d’'un pH a 6 +0,2.
Un certain degré d’acidose intracellulaire exerce toutefois des effets béné-
fiques pendant la conservation a 4°C en limitant la surcharge calcique.
Les principaux tampons fréquemment utilisés sont les tampons bicarbonate,
phosphate, histidine, HEPES, tryptophane (Southard et Belzer, 1995). Le
role indispensable du tampon est d’amortir les variations de pH du compar-
timent intra vasculaire, interstitiel et cellulaire. La valeur finale du pH
intracellulaire en fin d’ischémie varie relativement peu (0,2 2 0,3 unités pH)
en fonction des différents systémes tampon utilisés (Southard et Belzer,

1995 ; Hicks et coll., 2006).

Composition électrolytique

Enfin, le dernier aspect concerne la composition électrolytique. Il était
initialement admis que les solutions de conservation devaient étre hyper-
potassiques comme le milieu intracellulaire, permettant de limiter 'entrée
d’eau et de Na* dans la cellule. Cependant, plusieurs constatations remettent
en cause ce principe. Tout d’abord, la physiologie de la cellule impose de
disposer de part et d’autres de sa membrane d’'un milieu intra-cellulaire et
extra-cellulaire (riche en Na*). Le K* est un vasoconstricteur puissant et de
ce fait a un effet sur le lit vasculaire des organes génant ainsi le lavage et
perturbant la reperfusion aggravant le phénomene de no-reflow (non-recircu-
lation). La susceptibilité de la cellule endothéliale pendant la conservation
et 'I/R est bien établie (Basile, 2007 ; Wille et coll., 2008). La réduction du
K* dans les solutions de conservation n’a pas démontré d’effet délétere sur
les organes (Shiiya et coll., 1993 ; Hauet et coll., 2003). D’autres études ont
démontré l'effet bénéfique des solutions a basse concentration de K* (mais
non strictement normopotassique) comme la solution Celsior® et Custodiol®
(Sumimoto et coll., 1991 ; Urushihara et coll., 1992 ; Shiiya et coll., 1993 ;
Ben Abdennebi et coll., 1998 ; de Boer et coll., 1999 ; Hauet et coll., 2003 ;
Pedotti et coll., 2004 ; Feng et coll., 2007).
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En conclusion, les éléments importants pour la conservation du greffon
peuvent se résumer aux imperméants, aux colloides et a une solution
tampon adaptée.

Mécanismes cellulaires et moléculaires
de I'ischémie/reperfusion

Avec le développement des moyens d’évaluation, de nouveaux éléments
pouvant jouer un role physiopathologique ont été repérés et étudiés. Dans le
contexte de I'l/R, on assiste 2 une augmentation de la mort cellulaire induite
par nécrose ou par apoptose et impliquée dans les différents processus lésion-
nels (tableau 7.1I). La conjonction de différents facteurs, tels que '’hypoxie,
I’hypothermie, le réchauffement et la réoxygénation, peut conduire a la mort
cellulaire.

Tableau 7.11 : Différences entre les Iésions induites par apoptose ou nécrose

Type de Iésions Apoptose Nécrose

Modifications histologiques

Localisation Eparse Systématisée
Volume cellulaire Rétracté Gonflé
Surface cellulaire Etanche Perméable
Chromatine Condensée En amas
Mécanisme de réponse Phagocytose Inflammation
Phénoménes biochimiques

Régulation Complexe -

Voies enzymatiques Compléte (jusqu'a I'effecteur final) Partielle
Biosynthése Oui (nécessité d’ATP) Non
Fragmentation de 'ADN Par étape (organisé et ordonné) Dispersé

Roéle de la mitochondrie et des voies de I'apoptose

Le role de la mitochondrie apparait primordial dans le syndrome d’ischémie/
reperfusion. Il a été mis en évidence un cedéme mitochondrial induit par
I'ischémie froide et une activation de la voie apoptotique marquée par une
translocation du cytochrome C, ainsi qu’'une augmentation du ratio Bax/Bcl-2
avec une activation de la caspase 3 au moment de la reperfusion (Jassem et
coll., 2002 ; Salahudeen, 2004 ; Rauen et De Groot, 2004 ; Jassem et
Heaton, 2004). D’autres mécanismes pourraient également étre impliqués
(Lopez-Neblina et coll., 2005). La part entre apoptose et nécrose dans le
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processus de mort cellulaire est étroitement liée au niveau d’ATP résiduel et
donc 2 la durée d’ischémie. Le rein est constitué de divers segments tubulaires
qui pourraient mettre en jeu des mécanismes différents de 1ésions cellulaires

(Ma et Devarajan, 2008).

I est bien établi que la conservation et I'ischémie chaude entrainent des
lésions de nécrose tubulaire au niveau du rein. Cependant, des travaux
récents ont mis en évidence le role de 'apoptose, en particulier durant la
reperfusion (Burns et coll., 1998 ; Salahudeen et coll., 2001). Au cours de
I'l/R, plusieurs voies apoptotiques sont impliquées et la mitochondrie occupe
une place centrale dans ce processus (Jassem et coll., 2002 ; Kim et Lemasters,
2003 ; Kim et coll., 2003 ; Nieminen, 2003 ; Jassem et Heaton, 2004). Un
des mécanismes suspectés est fondé sur le pore de transition de perméabilité
membranaire (mPTP) de la mitochondrie. Son ouverture est a 'origine de
modifications de I'intégrité mitochondriale avec libération de cytochrome C
dans le cytoplasme. Le mPTP est une structure particulierement représentée
au niveau des zones de jonction entre la membrane externe et la membrane
interne de la mitochondrie (figure 7.6). Structurellement, le mPTP est
constitué de 'adénine nucléotide translocase (ANT), de la cyclophiline D
(CyP-D) et du Voltage Dependant Anion Chanel (VDAC). Il faut noter aussi
au niveau de ces points de jonction la présence du récepteur périphérique
des benzodiazépines (PBR). On retrouve également des protéines de la
famille Bcl-2 : Bax, Bel-X1 et Bcl-2. A Pétat normal, le ratio Bcl-2 sur Bax
est en faveur de Bcl-2 et donc orienté vers I’état anti-apoptotique. Durant la
conservation, ce ratio est inversé en faveur de Bax et donc d’un état pro-
apoptotique (Salahudeen et coll., 2003). Une autre étude a montré que les
voies mitochondriales de 'apoptose jouaient un rdle primordial au cours de
I'l/R chez les patients greffés avec un rein provenant d'un donneur en mort
encéphalique (Castaneda et coll., 2003). Sous l'effet de différents facteurs
liés a la reperfusion (comme la production d’especes réactives de I'oxygene
(ERO) ou le Ca?*) ou a la conservation du greffon, la mitochondrie va laisser
sortir le cytochrome C. L’association du cytochrome C avec d’autres protéines
pro-apoptotiques va conduire a la formation d’'un complexe (appelé apopto-
some) auquel se lient ’ATP et la pro-caspase 9. Ce complexe va permettre
le recrutement d’autres caspases (1, 2, 3 et 4) et Pactivation de effecteur
final, la caspase 3.

Une des particularités de ce mPTP est d’étre modulé par différents facteurs
comme le Ca?* et les ERO qui favorisent son ouverture ou la ciclosporine A
qui 'empéche (Crompton, 2000 ; Feldmann et coll.,, 2000). Durant la
conservation du greffon rénal, il a été mis en évidence dans les cellules
tubulaires rénales humaines des modifications du mPTP ainsi qu'un cedéme
mitochondrial (Salahudeen et coll., 2003). Ces effets sont dus a la libéra-
tion du cytochrome C et aux modifications du ratio de Bax et Bcl-2. La
phase finale caractérisée par l'activation de la caspase 3 survient durant le
réchauffement.
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Figure 7.6 : Structure du pore de transition de perméabilité membranaire
mitochondriale

Le pore est essentiellement localisé aux points d’accolement entre les membranes externe et interne de la mitochondrie.
Il est constitué de I’Adenine Nucleotide Translocator (ANT), du Voltage Dependent Anion Channel (VDAC) et de la
cyclophiline D (CyP-D). Les protéines impliquées dans I'apoptose (Bax, Bcl-2) et le récepteur périphérique aux
benzodiazépines (PBR), la créatine kinase (CK) et I'hexokinase (HK) pourraient jouer un réle.

En ce qui concerne les autres modalités de mise en ceuvre de I'apoptose, la
voie extrinseque liée a Fas et a ses ligands, semble étre impliquée dans
'infarctus du myocarde chez la souris (Lee et coll., 2003). Un rdle pour
CD95/Fas/Apo 1 et le facteur de nécrose tissulaire TNF-ot (Tumor Necrosis
Factor o) a été suggéré dans un modele de cceur isolé de rat (Jeremias et
coll., 2000). D’autres récepteurs comme les Tumor necrosis factor-Related
Apoptosis-Inducing Ligand receptors 1 and 2 (TRAIL R-1/2, induits par la voie
TNF liée a I'apoptose) et le récepteur de Tweak sont autant de récepteurs
membranaires impliqués. Ils constituent la voie extrinseque de I'apoptose
(Lopez-Neblina et coll., 2005). La liaison des ligands a ces récepteurs entraine
leur trimérisation et le recrutement d’'une protéine adaptatrice permettant
d’enclencher le clivage protéolytique des pro-caspases 8, 10 et 2 qui conduit a
l'activation des pro-caspases 3, 6 et 7. Le complexe Fas/Apo-1/CD95 est
148 impliqué a la fois dans 'apoptose et la réaction inflammatoire. Le role de
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cette voie extrinséque reste a clarifier pour les autres organes que le cceur.
Des travaux récents ont démontré le role de certaines cellules rénales dans la
sécrétion de TNF au cours de la phase trés précoce de I'lI/R. Ces résultats
replacent le role de TNF dans le contexte de I'l/R (Dong et coll., 2007). Il
faut souligner que les modeles utilisés sont majoritairement des modeles
d’ischémie chaude.

Une augmentation de Pactivité de la caspase 3 a été mise en évidence de
facon réguliere apres I'l/R suggérant que la voie Fas ou mitochondriale pourrait
initier I'apoptose apres I'l/R. D’autres voies induites par le stress comme la
voie NF-kB/IKK et la voie p53 ont aussi été identifiées et pourraient jouer
un rdle important dans 'l/R (Fortin et coll., 2001 ; Tanaka et coll., 2005).

Importance de la calpaine, de la calpastatine et des protéines PKC

Le cytosquelette est également impliqué dans le syndrome d’I/R (Mangino et
coll., 2008). L’activation de la calpaine, une protéase dépendante du Ca?*,
agit sur l'organisation du cytosquelette en dégradant la spectrine et conduit a
la perte de la structure de la cellule, de la polarité cellulaire et des contacts
avec les autres cellules (Goll et coll., 2003). Ces résultats, mis en évidence
dans les modeles d’ischémie chaude et qui restent & confirmer dans le cas de
I'ischémie froide, ont souligné le role de la calpastatine, inhibiteur endogene
de la calpaine. La famille des protéines kinase C (PKC) impliquées dans
difdférentes fonctions cellulaires, dont la régulation du cycle cellulaire,
constitue une autre cible potentielle au cours de la phase de réparation
(Padanilam, 2001). Compte tenu du fait que cette famille de protéines com-
porte environ une dizaine d’isoenzymes, le role des PKC dans I'I/R est parfois
contradictoire et de nouvelles études (utilisant des anticorps spécifiques et
des molécules pouvant réguler les effets de ces molécules) permettront de
clarifier leur contribution.

Role de la production des especes réactives de I'oxygene et du fer

Les ERO sont des médiateurs importants de I'I/R au cours de la reperfusion.
Leur role au cours de la conservation est moins évident car I’hypothermie
semble plutdt limiter le métabolisme de la cellule et ralentir ainsi tout
processus de synthése délétere ou non. Des travaux récents ont permis de
mettre en évidence le role des ERO durant cette phase (Rauen et coll.,
1997 ; Rauen et de Groot, 1998 ; Salahudeen et coll., 2000). L’idée d’ajouter
des anti-oxydants dans une solution de conservation débute avec Belzer
(Southard et Belzer, 1995). Elle doit maintenant prendre en compte les
connaissances récentes sur les mécanismes majoritaires de production de ces
ERO pour adapter les options thérapeutiques. Certaines études ont mis en
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évidence une augmentation de production de ’ARN messager de la manganése
superoxyde dismutase (MnSOD) au cours de la conservation (Salahudeen et
coll.,, 2000). Cette enzyme a été retrouvée diminuée qualitativement et
quantitativement dans d’autres études (Cruthirds et coll., 2003). Des lésions
mitochondriales associées a la conservation ont également été décrites
(Kosieradzki et coll., 2003a ; Salahudeen et coll., 2003). Ces données indiquent
que le découplage mitochondrial et la perturbation de la tétraréduction de
'oxygene au cours de I'l/R et de la conservation sont probablement a 'origine

de la petite quantité d’ERO produite a cette étape. La production sera
ensuite majorée au cours de la reperfusion.

La production d’ERO durant I'I/R peut se faire a plusieurs niveaux :

e 'activation de la xanthine oxydase qui produit des ions superoxyde lors de
la reperfusion en métabolisant en acide urique 1’'adénosine libérée du fait de
la dégradation de PATP pendant I'ischémie ;

e 'activation de la voie de la cyclo-oxygénase du métabolisme de 'acide
arachidonique ;

e I'activation de la chaine de transport des électrons de la mitochondrie
pendant l'ischémie ;

e la libération de NO par les cellules endothéliales ;

e |'activation des polynucléaires neutrophiles pendant la reperfusion. Le fer,
ion métal, joue un rdle dans la production des ERO en participant au cycle
de Haber Weiss (Koppenol, 2001).

Au cours de la production d’ERO par la mitochondrie, le superoxyde (O,°)
peut réagir avec le peroxyde d’hydrogene, pour donner le radical hydroxyle
hautement réactif, qui peut étre a l'origine de I'oxydation des constituants
cellulaires. Cette réaction est catalysée par des ions de certains métaux de
transition, tels que le fer ou le cuivre. La premiere étape est la réduction de
I'ion ferrique en ion ferreux suivie de la réaction de Fenton et production de
OH®°. Il a été récemment mis en évidence la libération de fer libre a partir
des protéines de stockage durant la conservation (Huang et Salahudeen,
2002). Ces résultats ont servi de base a 'utilisation de chélateurs du fer
comme la déféroxamine dans les solutions de conservation. Cependant,
I'utilisation en clinique reste limitée.

Autres facteurs physiopathologiques

On retrouve dans ces nouveaux facteurs, les F2-isoprostanes qui sont issues
du métabolisme des prostaglandines. Formées lors de la peroxydation
lipidique, elles sont vasoconstrictrices et pourraient jouer un role majeur
dans la dysfonction du greffon en particulier du greffon rénal (Morrow et

coll., 1990 ; Takahashi et coll, 1992 ; Morrow et coll., 1993 ; Salahudeen et
coll., 1999). D’autres acteurs potentiels ont été décrits dans I'I/R, et plus
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particulierement dans I'ischémie chaude, comme la stathmine intervenant
dans le cycle cellulaire ou 'EphA2 appartenant a la famille des récepteurs a
tyrosine kinases ainsi que le ligand Ephrin (Baldwin et coll., 2006 ; Jayle et
coll., 2007).

De maniére récente, I'enzyme nucléaire poly (ADP-ribose) polymérase
(PARP) a été impliquée dans I'I/R normothermique. Son rdle dans la
conservation a 4°C a aussi été mis en évidence avec possiblement un role
protecteur qui reste a préciser (Mangino et coll., 2004). D’autres mécanismes
font actuellement I'objet d’investigations. L’Hypoxia Inducible Factor (HIE-1ot)
en activant la transcription de génes comme le VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), I'érythropoiétine (EPO) ou HO-1 constitue un moyen de
protection face a '’hypoxie. Le role de HIF-1ow dans le contexte de I'I/R en
transplantation demande a étre évalué de maniére précise afin de déterminer
quel est son role protecteur a court terme et son influence sur le développement
de lésions chroniques sachant que ce facteur peut moduler la production du
Connective Tissue Growth Factor (CTGF) et du Plasminogen Activator Inhibitor 1
(PAI-1) (Haase, 2006 ; Higgins et coll., 2008).

L’hypoxie a été impliquée dans la maturation des cellules dendritiques
(Rama et coll., 2008). Pour le rein, les études se sont focalisées sur la sensibi-
lité du tubule proximal au cours de I'l/R. Cependant, la cellule endothéliale
reste une des premiéres cibles compte tenu des mécanismes mis en jeu
comme la production de NO, la présence de cellules inflammatoires partici-
pant au phénomene de « no reflow », la production de médiateurs venant du
métabolisme des prostaglandines et ayant un effet vasoconstricteur (Cicco et

coll., 2005).

Un dernier aspect a noter est I'influence du sexe sur I'l/R et ses complications.
Les hormones sexuelles semblent agir sur les Mitogen Activated Proteins
Kinase (MAPK), la synthése du NO, la Na*/K* ATPase, I'endothéline, I’adé-
nosine et les canaux potassiques sensibles a2 ’ATP, les acteurs de 'apoptose.
Il s’agit 1a d’autant de facteurs dont il importe de comprendre les relations et
les effets.

Conséquences pour les solutions de conservation

L’ensemble de ces données montre que les solutions de conservation
actuellement disponibles sont loin de répondre totalement aux probléemes
physiopathologiques liés a la conservation d’organes et a I'ischémie/reperfusion.
Cela amene aussi la question des solutions multi-organes. En général, ces
solutions sont mises au point pour un organe particulier et leur utilisation est
ensuite élargie aux autres organes (Karam et coll., 2005), ce qui permet de
répondre que partiellement aux objectifs spécifiques a chacun d’eux.
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Actuellement, de nombreuses solutions sont disponibles. Leur composition
est tres différente et on distingue trois grandes familles (tableau 7.111) :

e les solutions a concentration en K supérieure 2 30 mM et & concentration
en Na inférieure 2 100 mM (souvent appelées intracellulaires) ;

e les solutions a concentration en K inférieure 2 30 mM et & concentration
en Na supérieure 2 100 mM (appelées extracellulaires) ;

® les solutions & concentrations en K et a2 Na inférieures 2 30 mM.

Chacun de ces 3 groupes inclut des solutions cristalloides pures ou conte-
nant des imperméants et/ou colloides. Les solutions les plus utilisées pour le
rein sont 'UW et le Custodiol® et de fagon plus marginale le Celsior®. Les
autres solutions restent marginales dans leur fréquence d’utilisation pour le
moment.

Tableau 7.111 : Différents types de solutions de conservation

Na! K' Imper.Coll2 PEG Cceur Poumon Rein Foie Pancréas

UW-Belzer-Viaspan 28 125 Oui X X X X X
Cardiosol 40 125 Oui Oui X

EC (Eurocollins) 10 113 Non X X

Unisol UHK-Org Rec Syst 62,5 70 Oui

IGL 1 125 30 Oui Oui 0 0

BMPS Belzer Mach Perf 100 25 Oui X

Lyon Coeur LYPS 110 20 Oui Oui X

St Thomas 1-MacCarthy 144 20 Non X

St Thomas 2-Plegisol 110 16 Non X

Celsior 100 15 Oui X X X X X
Carolina CRS 115 6 Oui X

LPD Perfadex 138 6 Oui X

SCOT Maco 143 6 Oui Oui 0 0 0

Blood Wallwork 105 4 Oui X X

HTK, Custodiol, 15 18 Qui X X X X
Bretchneider

Roe 28 20 Non X

Stanford 30 27 Oui X

' Concentration en mM ; 2 Imperméants et/ou colloides ; X : études publiées ; o : résultats préliminaires publiés

Approches génomiques des mécanismes de I'ischémie/reperfusion

Il existe globalement peu de données sur les approches génomiques des
mécanismes de l'ischémie/reperfusion. Il faut noter d’emblée une grande
diversité des modeles expérimentaux quant aux espéces utilisées et aux
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conditions expérimentales. L’étude moléculaire de 'l/R a mis en évidence
des genes impliqués dans certaines voies de signalisation telles que les voies
pro- ou anti-apoptotiques, celle de HIF ou de HO-1. D’autres groupes de
génes exprimés au cours de I'l/R ont été identifiés et sont surtout ceux de
I'inflammation, des Heat Shock Proteins, les genes du cycle cellulaire et ceux
gouvernant la prolifération et la différenciation ainsi que ceux régulant les
protéines de transport (Hauser et coll., 2004 ; Conti et coll., 2007 ; Waller
et coll., 2007). D’autres études se sont centrées sur des situations plus parti-
culieres comme les donneurs en état de mort encéphalique et les conditions
de reprise de fonction (Kaminska et coll., 2007 ; Mas et coll., 2008). Les
conditions de prélevement ont également été évaluées et un profil d’expres-
sion différent a été mis en évidence concernant des genes impliqués dans
'apoptose, I'adhérence cellulaire et les voies de signalisation, la croissance
cellulaire et la prolifération, I'immunité et I'inflammation, I'ischémie et la
réponse au stress ainsi que la dégradation protéique (Kurian et coll., 2005).
[l apparait que peu d’éléments sont disponibles sur la période de conservation.
Cette phase de ralentissement métabolique n’est pas propice a la synthése
d’ARN messagers. Dans tous les cas, une meilleure connaissance de cette
période est un impératif qui devrait permettre de caractériser les cibles théra-
peutiques potentielles.

Protection contre les dommages liés
a l'ischémie/reperfusion

Les approches thérapeutiques peuvent concerner le donneur ot des pistes
comme l'utilisation d’agents pharmacologiques, de transfert de genes ou
encore le préconditionnement peuvent étre envisagées. L'utilisation d’additifs
pharmacologiques a été pratiquée de facon courante. Cependant, il n’y a pas
actuellement de traitement ayant permis d’obtenir un effet thérapeutique
indiscutable avec ce type d’approche qui reste limité par les problemes
d’ordre éthique et la difficulté de déterminer a2 quel moment utiliser ces trai-
tements. Des interventions thérapeutiques sont également envisageables a
différentes étapes de la transplantation au niveau du greffon ou du receveur
afin de réduire les conséquences de I'I/R.

Préconditionnement et postconditionnement

Des études expérimentales, menées sur des modeles in vivo chez les rongeurs
et in witro, ont établi le bénéfice du préconditionnement avant transplanta-
tion sur I'l/R, qu'il soit pharmacologique ou effectué par cycle de clampage/
déclampage (Baldwin et coll., 2006 ; Leonard et coll., 2006 ; Burne-Taney et
coll., 2006 ; Gottmann et coll., 2006 ; Herrero et coll., 2006 ; Nakajima et
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coll., 2006). En revanche, le passage a des modeles pré-cliniques chez les
grands mammiféres reste décevant (Kosieradzki et coll., 2003b). En clinique,
des traitements de suppléance hormonale pour les patients en état de mort
encéphalique sont déja utilisés. D’autres molécules ont été évaluées comme
la N-acétyl cystéine. La surexpression de 'HO-1 protege contre I'l/R chez le
rat (Blydt-Hansen et coll., 2003). Cependant, le role de Pexpression de HO-1
au cours de la transplantation et son impact sur le devenir de la greffe restent
a préciser chez ’lhomme (Geuken et coll., 2005).

Le préconditionnement par transfert de génes a également été envisagé et
concerne l'interleukine 10, l'interleukine 13 ou 16, 'inhibiteur de TNF, Ia
NO synthase endothéliale, le récepteur de I'interleukine-1, 'HSP 70 et le
géne suppresseur de NF-xB (Ke et coll., 2004 ; Chien et coll., 2007 ; Jamieson
et Friend, 2008). D’autres techniques ont été utilisées comme les oligonu-
cléotides antisens ou encore les Small Interfering RNA (siRNA), ARN inter-
férents pouvant se lier spécifiquement 2 une séquence d’ADN et ainsi
empécher I'expression de génes en clivant leurs ARN messagers (Chen et
coll., 2001 ; Zheng et coll., 2006). Ces techniques prometteuses d’un point
de vue expérimental méritent une évaluation plus précise pour définir les
conditions de leur utilisation et s’assurer de leur innocuité. Le précondition-
nement par 'hyperthermie pourrait également améliorer la tolérance a la
conservation (Matsumoto et coll., 2001) et il semble que 'HSP 70 soit
impliquée dans ce processus.

De maniere plus récente, a été introduite la notion de postconditionnement
fondée sur de breves interruptions de la vascularisation au cours de la reperfu-
sion. Il semble établi que cette voie est intéressante pour le cceur et quelques
résultats sont publiés pour le rein (Chen et coll., 2007).

Additifs aux solutions de conservation

De nombreuses études ont également été menées pour évaluer leffet de
I'ajout de molécules dans les liquides de conservation, mais peu de ces molé-
cules ont été étudiées dans des modeles de transplantation. Cette revue sera
limitée & un petit nombre de molécules ayant donné des résultats dans des
modeles in vivo et qui concernent différents organes. Pour une analyse
détaillée des différentes molécules, nous invitons le lecteur a se reporter aux
revues récentes (Devarajan, 2005 ; Boros et Bromberg, 2006 ; Jamieson et

Friend, 2008).

L’ajout de facteur de croissance dans les liquides de conservation a montré
des effets intéressants en conservation rénale chez le chien (McAnulty et
coll., 2002). Dans le méme ordre d’idée, ’érythropoiétine pourrait avoir un
role précieux aussi bien pour limiter les conséquences de I'l/R que pour favoriser
la réparation de l'organe. L'effet du FR167653 a également été démontré
dans des modeles de transplantation cardiaque, rénale et hépatique (Yoshinari
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et coll., 2001 ; Koike et coll., 2004 ; Doucet et coll., 2008). Compte tenu des
mécanismes en jeu, l'utilisation d’une seule molécule semble aléatoire
(Jamieson et Friend, 2008). Il apparait donc important de choisir des
options thérapeutiques utilisant des composants qui agissent sur des voies
diverses ou sur plusieurs molécules d’actions différentes. Le choix de la cible
est également majeur, et dans ce sens la mitochondrie peut représenter une
cible de premier plan (Morin et coll., 2001). Les molécules antioxydantes
constituent une famille de choix pour améliorer la conservation du greffon,
toutefois le choix du type de molécule est important. Les antioxydants stce-
chiométriques, qui sont efficaces en systémes fermés, le sont bien moins en
milieu vivant ot interviennent les enzymes pro-oxydantes (qui produisent
des milliers ’ERO a la seconde) et en conséquence les concentrations de
ces « piégeurs » doivent étre élevées. Ils conviennent bien comme radiopro-
tecteurs, si le processus a 'origine de la formation des dérivés oxygénés est
de trés courte durée. En revanche, s'il s’agit de neutraliser des radicaux se
formant de maniére ininterrompue, pendant une certaine durée (activation
de macrophages par cytokines, par exemple), il est clair que l'efficacité des
antioxydants sera faible. Certaines molécules dérivées des flavonoides ont
démontré des effets protecteurs lors de la conservation dans des modeles
cellulaires (Ahlenstiel et coll., 2003 et 2006). Leur probleme essentiel pour
pouvoir étre utilisées dans les solutions de conservation est leur insolubilité
en milieu aqueux.

De nouvelles molécules, dont la particularité est de pouvoir agir sur des
mitochondries perméables et donc déja altérées, ont montré une efficacité
intéressante contre I'I/R (Szetto, 2008). Ce point est d’importance car
nombre de molécules ne peuvent atteindre leur cible dans des situations
physiopathologiques diverses. Il semble cependant peu probable de disposer
d’un produit unique a moins que celui-ci n’agisse a un stade trés précoce ou
sur des cibles majeures.

D’autres perspectives sont envisageables pour le rein avec l'utilisation de
cellules souches mais cela reste encore du domaine expérimental (Morigi et
coll., 2006 ; Lucas da Silva et coll., 2007). En effet, le role des cellules
souches dans la réparation reste a préciser et pourrait se limiter & un intérét
pour la réparation vasculaire et a un role trophique.

Conséquences post-tranplantation du syndrome
d’ischémie/reperfusion

L'I/R est actuellement impliquée dans le devenir a long terme des greffons
par son lien avec le développement (au niveau qualitatif et quantitatif) des
lésions de revascularisation des organes (Basile et coll., 2001 et 2003). Dans
le cas du rein, le concept de masse néphronique est aussi un point a considérer
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par rapport aux moyens de réparation que peut mettre en ceuvre le rein
(Cruzado et coll., 2000). Il semble que le rein, au cours de la réparation,
utilise majoritairement des populations de cellules résidentes et non des
cellules périphériques (Humphreys et coll., 2008). Par conséquent, I'équilibre
entre les lésions dues au syndrome d’I/R et les processus de restauration/
régénération implique de préserver ce potentiel de réparation. Dans la
figure 7.7, on retrouve une présentation des liens entre le processus 1ésionnel
de I'I/R et la fibrose et l'atrophie tubulaire, qui sont les conséquences
majeures.

Développement de la fibrose rénale et Marqueurs de la néphropathie
des lésions chroniques/régénération chronique du greffon

Lésions ischémiques

E Expression de genes du
44— développement : LIF (Leukemia
Inhibitory Factor)...

Lésions des capillaires péritubulaires
Phénoménes thrombotiques

=
|
HIF (Hypoxia Inducible Factor)
4 ;
VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

Hypoperfusion tissulaire

8
|
Transition épithélio-

4+—— :
mésenchymateuse

Fibrose et atrophie tubulaire

Figure 7.7 : Mécanismes intervenant dans le développement de la fibrose
rénale

La fibrose correspond a une évolution péjorative pour le greffon et constitue
donc une cible thérapeutique (Mannon, 2006).
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Donneur a coeur arrété

Les modifications démographiques des donneurs et I'intérét d’utiliser des
organes provenant de donneurs a cceur arrété pour élargir le pool des
donneurs font envisager I'utilisation de techniques de perfusion, déja
utilisées mais qui semblent avoir un regain d’intérét dans ce contexte. Parmi
les difficultés essentielles rencontrées avec ce type de donneur, la reprise dif-
férée de fonction ou la non reprise de fonction reste un probléme majeur,
laissant la place a d’autres protocoles (Ahmad et coll., 2006). Comte tenu la
aussi d'un certain degré d’empirisme, d’autres techniques émergent comme
la perfusion normothermique ou la perfusion oxygénée.

Dans le contexte des donneurs a coeur arrété, 'ischémie chaude et I'ischémie
froide sont associées et concourent au développement des lésions (Brasile et
coll., 2001 ; Hosgood et coll., 2008). L’ischémie chaude est responsable de
'activation des cellules endothéliales, de leur cedéme et des phénomenes
inflammatoires et thrombotiques associés avec les conséquences rhéologiques
décrites (augmentation de ’hématocrite dans les microvaisseaux, altérations
de la fluidité sanguine, réduction du diameétre des capillaires et phénomene
de « no reflow »).

Perfusion

Un certain nombre de questions restent posées comme la nature de la perfu-
sion en termes de pulsatilité, I'intérét d'une oxygénation, le type de solution
a utiliser ou encore la température de perfusion (Eugene et coll., 1997 ;
Polyak et coll., 2000 ; Kirshbom et coll., 2002 ; Fitton et coll., 2005 ; Lindell
et coll., 2005 ; Minor et coll., 2005 ; Baicu et coll., 2006 ; Bessems et coll.,
2006 ; Matsuoka et coll., 2006 ; Fuller et Lee, 2007 ; Maathuis et coll.,
2007b). Il n’en reste pas moins qu'un certain nombre d’avantages est a souli-
gner avec ce type de conservation méritant ainsi une évaluation rationnelle

(tableau 7.1V).

Tableau 7.1V : Intéréts des différents types de perfusion

Machines a perfuser

Intérét pour les donneurs marginaux
Possibilité de mise en ceuvre de traitement
Possibilité d’évaluer les organes

Préservation normothermique
Intérét pour les donneurs marginaux
Environnement « physiologique »
Evaluation

Réparation
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Evaluation de la viabilité du greffon

L’évaluation de la viabilité du greffon par des biomarqueurs ou des techniques
pertinentes et non invasives constitue certainement une voie d’étude priori-
taire. Différents moments peuvent étre envisagés pour cette évaluation entre
la réanimation du donneur, la conservation et la reperfusion (tableau 7.V,
Parikh et coll., 2007 ; Coca et coll., 2008). Disposer de tels marqueurs
impose I'évaluation des outils permettant de les mesurer. Parmi ceux-ci, la
spectroscopie RMN du proton reste d’actualités (Hauet et coll., 2000 ;
Serkova et coll., 2005), en particulier avec les nouvelles techniques de haute
résolution (Martinez-Granados et coll., 2006 ; Wishart, 2006). D’autre part,
le moment de la perfusion par machine pourrait étre mis a profit pour évaluer
la viabilité de ces organes (Matsuno et coll., 2006). D’autres techniques
pourraient avoir un intérét dans ce contexte comme la microdialyse ou la
bioimpédence électrique (Jamieson et Friend, 2008).

Tableau 7.V : Marqueurs de viabilité et fonctionnalité des organes en
transplantation

Différentes étapes ou un marqueur a son importance
Donneurs

Conservation

Reperfusion

Facteurs potentiellement associés aux lésions
Rejet

Nécrose tubulaire

Toxicité ciclosporine

Marqueurs biochimiques

N-acetyl-beta-D-glucosaminidase (NAG) and B isoenzyme (NAG-B) (urine)
Alanylaminopeptidase (AAP)

Gamma-glutamyltransferase (GGT)

Alpha and 1t isoenzymes of glutathione S-transferase (alpha-GST, pi-GST)
Retinol Binding Protein (RBP) and beta2-microglobulin (beta2M)

IL-18 (urine)

Neutrophil gelatinase-associated lipocalin

Kidney Injury Molecule 1 (KIM 1) (urine)

Marqueurs détectés par spectroscopie 1H-NMR et HR mass 1H-NMR
Trimethylamine N oxyde

Allantoine

Lactate

PUFA
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Phénomeénes inflammatoires et relation entre I’'l/R et immunité innée

L’I/R est également impliquée dans le lien entre les [ésions qu’elle génere et
I'immunité innée, via la maturation des cellules dendritiques et la voie des

récepteurs Toll-like (Land, 2005a et b).

La relation entre 'inflammation des organes ayant subi une I/R et le déve-
loppement de phénomeénes immunologiques est actuellement 'objet d’'un
intérét grandissant (Kieran et Rabb, 2004 ; Land, 2005a et b). Plusieurs
types cellulaires interviennent au cours de I'inflammation et leur role est
parfois contradictoire. Les macrophages semblent impliqués dans le processus
fibrosant (Ko et coll., 2008) et leur fonction pourrait varier au cours de la
reperfusion (Vinuesa et coll., 2008 ; Jang et coll., 2008). Les lymphocytes T
pourraient participer a 'amplification de la reconnaissance antigénique ou a
I'inverse, pour certains phénotypes avoir un effet protecteur (Ascon et coll.,
2006 ; Savransky et coll., 2006 ; Huang et coll., 2007). Le role des lympho-
cytes B a été étudié et ces cellules semblent avoir un role dans la pathogénie
de T'l/R (Burne-Taney et coll.,, 2003). Les cellules dendritiques et leur
activation via la production des ERO constituent un lien entre I'l/R et
I'immunité innée. Suite a 'engagement des récepteurs Toll-like (Boros et
Bromberg, 2006 ; Land, 2005b), ces cellules deviennent actives et matures
avec une modification de I'expression de leurs récepteurs de surface condui-
sant a leur migration vers les organes lymphoides secondaires (Boros et
Bromberg, 2006). Les cellules dendritiques deviennent alors capables de
stimuler les lymphocytes T naifs. Il s’ensuit une augmentation de production
et d’expression de nombreuses protéines pro-inflammatoires (cytokines et
chimiokines et leurs récepteurs) (Furuichi et coll., 2008).

En conclusion, les différentes régions du rein ont des susceptibilités variables
a P'ischémie. La partie externe du cortex est relativement plus tolérante a
I'ischémie que la zone externe de la médullaire. Celle-ci est particulierement
exposée a l'ischémie a cause de la dépendance au métabolisme oxydatif de
ses cellules et de la faible réserve en oxygene du milieu. Les cellules papillaires
sont habituées constitutivement a vivre dans un milieu faiblement oxygéné
et peuvent s’adapter 2 un métabolisme anaérobie. Ces constatations restent
valables pour des durées limitées d’ischémie, mais lorsque la durée d’ischémie
s'allonge, toutes les régions du rein vont étre exposées (Silva, 1990 ;

Simmons et coll., 2008).

Malgré une amélioration des performances des solutions de conservation pour
limiter les 1ésions d’I/R, les pourcentages de non-fonction primaire du greffon
et de reprise différée de fonction restent non négligeables. Les autres causes de
non-fonction primaire du greffon rénal sont représentées par les complications
chirurgicales, 'dAge du donneur et du receveur (> 60 ans), un appariement
HLA médiocre et une durée de prise en charge en dialyse supérieure a 6 ans.
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A ces causes s'associent la durée de conservation et les lésions d’ischémie
chaude et tiede (réchauffement de I'organe lors de la confection des anasto-
moses). 1l existe également des situations favorisant la reprise différée de
fonction des greffons comme 1'Age du donneur ou la présence de lésions
préexistantes, une durée d’ischémie froide prolongée (> 24 h), une ischémie
chaude associée prolongée et un accident vasculaire a I'origine de la mort
encéphalique.

Ces éléments soulignent le fait que la conservation hypothermique n’est pas
totalement adaptée a la conservation des greffons rénaux. L’utilisation de
donneurs limites liée a la pénurie d’organes et la perspective d’utiliser les
organes des donneurs a cceur arrété (ayant subi une ischémie chaude) ame-
nent également 2 s’interroger sur la pertinence des moyens de conservation
existants.

L’ischémie/reperfusion est a I'origine de mécanismes complexes ayant pour
conséquences des modifications profondes au niveau des tissus exposés. La
conservation de I'organe apparait comme une étape primordiale durant I'l/R,
au centre d’'un processus plus complexe incluant le donneur et le receveur.
Les avancées récentes dans la compréhension de cette pathologie soulignent
le role prépondérant de la production d’especes radicalaires et de I'inflam-
mation probablement responsables de 'aggravation mais surtout de la persis-
tance de cette pathologie. Des efforts sont a faire dans la compréhension des
mécanismes en cause, imposant |'utilisation d’outils biologiques intégrés et
de modeles adaptés. Il apparait clair que les modeles cellulaires ont leur
utilité (Rauen et De Groot, 2008) mais qu'’ils doivent &étre associés a des
modeles in vivo. L'utilisation de nouvelles sources de donneurs conforte ce
constat. Il parait intéressant d’observer et de collecter des informations sur
les especes ayant des comportements d’hibernants ou d’hivernants (Storey,
2004) pour améliorer la compréhension des mécanismes d’adaptation
physiologique au stress engendré par I'ischémie. L'élucidation de ces méca-
nismes devrait permettre d’améliorer la conservation des organes et limiter
les dommages engendrés par I'I/R. L’analyse des mécanismes en cause au
cours de I'l/R par une approche intégrée associant des outils de génomique et
protéomique devrait permettre d’identifier les cibles essentielles. L'utilisation
des machines de perfusion semble étre une voie également d’un intérét
majeur avec I'évaluation de la température de perfusion éventuellement
avec une oxygénation des milieux. Ce moment de la perfusion est idéal pour
’évaluation des organes d’une part et I'utilisation d’additif(s) pharmacologi-
que(s) d’autre part.
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3

Syndrome d’ischémie/reperfusion
et préservation en transplantation
hépatique

Les lésions hépatiques d’ischémie/reperfusion (I/R) représentent un processus
complexe et multifactoriel dans lequel de multiples médiateurs et diverses
cellules interagissent entrainant des lésions qui peuvent aboutir a la mort
cellulaire. Cette cascade d’événements implique 2 la fois la microvasculature
(cellules endothéliales sinusoidales ou CES), le parenchyme (hépatocytes)
et les canalicules biliaires (cholangiocytes).

Le foie peut étre exposé a 3 types d’ischémie au cours du processus de
transplantation :

e |'ischémie froide (IF) est intentionnellement appliquée pour réduire I'acti-
vité métabolique du greffon avant son implantation et sa reperfusion chez le
receveur. Les cellules non parenchymateuses (CES, cellules de Kupffer,
cellules de Ito et épithélium biliaire) sont plus spécifiquement touchées par
I'lF qui conduit a une réduction de la phosphorylation oxydative, une baisse
des concentrations cellulaires en ATP et une augmentation de la glycolyse
(Churchill et coll., 1994). En dépit des modifications structurelles majeures,
les cellules non parenchymateuses restent en vie au cours de I'IF (Ikeda et
coll., 1992) ;

e 'ischémie chaude peut étre rencontrée au cours du prélevement en cas de
donneur hémodynamiquement instable. Les cellules parenchymateuses sont
plus sensibles a ce type d’ischémie au cours de laquelle le stress oxydant et la
dysfonction mitochondriale prédominent (Mochida et coll., 1994 ; Schon et
coll., 1998) ;

e |'ischémie chaude relative (ou « rewarming ») est typiquement rencontrée
durant la période d’implantation du greffon (exposition a la température
corporelle au cours de la confection des anastomoses vasculaires et manipu-
lation du greffon). L’impact de cette phase de réchauffement sur I'intégrité
structurelle du foie et les mécanismes sous-tendant les 1ésions induites sont
mal appréhendés. Il s’agit probablement d’'une combinaison de lésions
d’ischémie froide et chaude. Quel que soit le type d’agression ischémique, les
lésions hépatiques sont initiées au cours de la phase ischémique mais ne
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s’expriment qu’aprés la reperfusion, avec I'apport en oxygeéne et la réintro-
duction des éléments sanguins.

Quel que soit le type d’agression ischémique, les lésions hépatiques sont initiées
au cours de la phase ischémique mais ne s’expriment qu’apres la reperfusion,
avec I'apport en oxygene et la réintroduction des éléments sanguins.

Ischémie froide et conséquences déléteres

L’hypothermie constitue le principe de base de la conservation des organes
(Belzer et Southard, 1988). La baisse de la température aux alentours de 4°C
réduit de 95 % les besoins en oxygene des cellules, et adapte leur métabolisme
a la situation d’anoxie dans laquelle les plonge le prélevement. Le ralentisse-
ment des déperditions énergétiques ne rend pas complétement compte de
leffet bénéfique de '’hypothermie. En effet, la plupart des organes conservés
en IF perdent plus de 90 % de leur stock ’ATP en moins de 4 heures, sans
pour autant que leur viabilité ne soit compromise aprés un jour ou plus de
conservation dans de bonnes conditions. En fait, ’hypothermie semble étre
surtout effective en bloquant partiellement I'activité des nombreuses enzymes
hydrolytiques (phospholipases, protéases ou endonucléases...). Cette inhibi-
tion va ainsi limiter la destruction d’éléments structurels trés importants
(microtubules, membrane du cytosquelette, protéines, acides nucléiques...)
et permettre 2 l'organe de rétablir un controle métabolique lorsqu'’il sera
transplanté, c’est-a-dire réchauffé et reperfusé. D’apres la régle de Van't
Hoff’s, on estime que le refroidissement de 'organe de 37°C a environ 4°C
réduit les activités enzymatiques plus de 10 fois (Fuller, 1991).

Bien que fondamental, le refroidissement des organes a également des
conséquences déléteres pour les tissus, au niveau desquels plusieurs voies
métaboliques vont étre affectées : inhibition de la pompe Na*/K* ATPase,
réduction rapide des réserves en ATP, troubles de 'homéostasie du calcium,
altérations structurelles du cytosquelette et acidose intracellulaire.

Pompe Na*/K* ATPase

L’inhibition de I’enzyme membranaire Na*/K* ATPase (a partir de 18°C)
entraine une redistribution ionique source d’cedeme cellulaire (Martin et

coll., 1972).

Réserves d’ATP

L’absence de perfusion et surtout I'anoxie conduisent 2 un épuisement
rapide des réserves énergétiques (Clavien et coll., 1992). La synthese I’ATP
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n’est plus assurée par la phosphorylation oxydative mais par la glycolyse
anaérobie dont le rendement est tres inférieur. Ce déficit énergétique
accélere le processus inévitable de dégradation structurelle et fonctionnelle
des organes privés d’oxygéne (Lang et coll.,, 1995). En situation clinique,
Lanir et coll. (1988) ont montré une corrélation directe entre un taux élevé
d’ATP tissulaire avant implantation et la fonction hépatique chez le
receveur. Pour Kamiike et coll. (1988), le pool tissulaire de nucléotides
adényliques totaux en fin de conservation refléterait encore plus étroitement
la viabilité du greffon hépatique, cette derniere étant fortement dépendante
de la capacité du greffon a re-synthétiser ’ATP apres reperfusion. Quoiqu'il
en soit, la restauration des taux d’ATP apres IF impose : la préservation de
'intégrité mitochondriale, c’est-a-dire de la « machinerie énergétique » ; des
taux suffisants en précurseurs nécessaires a la régénération d’ATP; une
réoxygénation appropriée au cours de la reperfusion (Vajdova et coll.,
2002). Les lésions mitochondriales engendrées par ’hypothermie expliquent
en partie I'incapacité des cellules hépatiques a recouvrer une bonne fonction
apres transplantation (Ohkohchi et coll., 1999). L'intégrité de la membrane
mitochondriale est en effet essentielle pour permettre la phosphorylation
oxydative. Au cours de I'l/R hépatique, la transition de la perméabilité
membranaire mitochondriale (MPT), qui est due 2 une augmentation rapide
de la perméabilité de la membrane interne de la mitochondrie, est a 'origine
d’une augmentation du contenu intracellulaire en calcium et radicaux libres
(Lemasters et coll., 1998). L’équipe de Belzer a montré que la respiration
mitochondriale était surtout affectée en cas d'IF prolongée (Kim et coll.,

1992).

Homéostasie du calcium

La dysfonction de la pompe Ca?*-ATPase et de '’échangeur Na*/Ca’* ainsi
que la dépolarisation membranaire (secondaire a la défaillance de la pompe
Na*/K*) contribuent a I'accumulation intracytoplasmique d’ions Ca?*. De
plus, la perturbation de ’homéostasie sodique et la diminution du pH intra-
cellulaire augmentent le calcium libre cytosolique (Clavien et coll., 1992 ;
Gasbarrini et coll., 1992). Ces troubles de ’homéostasie du calcium provo-
quent l'activation d’enzymes catabolisantes Ca?*-dépendantes (phospholipases,
protéases) pouvant léser les structures membranaires. Ces lésions accentuent
la dysfonction mitochondriale, dysfonction qui entrave la reprise de fonc-
tion du greffon lors de la reperfusion (Pruzanski et Vadas, 1991 ; Kim et
Southard, 1998). L’augmentation de calcium libre potentialise également la
production de radicaux libres qui s’attaquent directement aux protéines
transporteuses des membranes cellulaires et du réticulum, et aux membranes
elles-mémes. La perméabilité aux ions est accrue, accentuant encore le
déséquilibre homéostasique (Clavien et coll., 1992).
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Cytosquelette

D’importantes modifications structurelles du cytosquelette aboutissent 2 la
dislocation des CES (Otto et coll., 1984). Ces derniéres s’arrondissent, se
détachent et font saillie dans la lumiére sinusoidale (figure 8.1).

Sinusoide Normal
Cellule de Kupffer

Cellule endothéliale
sinusoidale

Hy poxie +
Hypothermie

Facteurs

T Calpaine angiogéniques

G

Métalloprotéinases
de la matrice
et autres protéases

JATP tcat+

Figure 8.1 : Mécanismes lésionnels au cours de l'ischémie froide (d’aprés
Clavien, 1998)

XD : xanthine déshydrogénase ; XO : xanthine oxydase

Le degré de détachement de ces CES serait corrélé avec la durée de I'IF, les
lésions observées déterminant en partie la viabilité du greffon (Caldwell-Kenkel
et coll., 1988 ; McKeown et coll., 1988 ; Holloway et coll., 1990 ; Clavien et
coll,, 1992 ; Gao et coll., 1998). Les modifications morphologiques résulteraient
d’un processus protéolytique actif, pouvant étre déclenché par des médiateurs
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angiogéniques (VEGF, bFGF ou HGF), et qui aboutit a la digestion de la
matrice extracellulaire périsinusoidale (Folkman, 1995 ; Hioki et coll., 1996 ;
Gao et coll,, 1997). Les médiateurs angiogéniques seraient générés essentielle-
ment par les cellules de Kupffer (CK), les CES et les cellules étoilées (Winwood
et coll,, 1995; Upadhya et coll,, 1997 ; Benyon et Arthur, 2001). Le role
central de certaines protéases (métallo- et aspartate-protéinases) a été confirmé
par d’autres équipes soutenant cette « théorie de 'angiogénése » (Takei et coll.,
1990 ; Ferguson et coll., 1993). En situation clinique, Calmus et coll. (1995)
puis Upadhya et coll. (1997) ont montré le role majeur de cette protéolyse dans
les mécanismes lésionnels de conservation en hypothermie, et la corrélation
entre le degré d’activité protéolytique et la fonction post-opératoire du greffon.

Acidose

L’hypothermie entraine également une acidose métabolique, essentiellement
due 2 la glycolyse anaérobie (accumulation de lactates et augmentation de la
concentration en ion hydrogéne) (Belzer et Southard, 1988). L’hydrolyse de
I’ATP participe largement a cette accumulation de protons dans le cyto-
plasme (Gores et coll., 1989). Le processus de dégradation autolytique est
alors activé (Wattiaux et Wattiaux-De Coninck, 1984).

Lésions de reperfusion hépatique : mécanismes cellulaires
et moléculaires

Les lésions de reperfusion constituent a la fois une conséquence et une
amplification des phénomenes d’activation et de dommages cellulaires occa-
sionnés au cours de I'ischémie.

Ce processus lésionnel s’exprime en deux phases distinctes :

e |la phase précoce (3 a 6 heures apres la reperfusion, figure 8.2) se caracté-
rise par l'activation des cellules de Kupffer (Jaeschke et Farhood, 1991).
L’activation du complément tout comme le recrutement et l'activation des
lymphocytes T CD4+ interviennent dans l'activation de ces cellules de
Kupffer (Jaeschke et coll., 1993a; Jaeschke, 2003). Les cellules de Kupffer
activées vont induire d’'une part un stress oxydant avec formation intravas-
culaire d’especes réactives de I'oxygene (ERO) et d’autre part la production
de cytokines pro-inflammatoires, en particulier le TNF-q, et IL-1 (Lentsch
et coll., 2000). Les ERO et les cytokines sont a l'origine de lésions hépato-
cellulaires et endothéliales. La libération des cytokines entraine dans le
méme temps une augmentation de 'expression des molécules d’adhésion par
les cellules endothéliales et stimule également la production de chimiokines,
réactions qui vont déclencher le recrutement massif de polynucléaires

neutrophiles (PNN) ;
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e |la phase tardive ou subaigué (> 6 heures aprés la reperfusion, figure 8.2)
est essentiellement dominée par I’activation des PNN qui s’accumulent dans
les veinules sinusoidales et post-sinusoidales (Jaeschke, 2000). Il s’ensuit une
extravasation des PNN qui vont libérer leurs propres radicaux libres et
protéases a l'origine de lésions parenchymateuses.

Phase précoce

v Ischémie/reperfusion

Recrutement et activation
des lymphocytes T CD4+

V\\‘ Activation des /
cellules de Kuppfer

v / \
Activation systémique Expression de molécules
des PNN d'adhésion par CE

i | Activation du complément

\ERO
/

. Lésion
¢ " | des hépatocytes et CE
Accumulation des PNN Roulement des PNN et
(sinusoides) adhérence (veinules)
Phase tardive
3 PNN activés des PNN activés des
sinusoides veinules
1
1
1
1
1
1
1
Extravasation des PNN |- - 1

Adhérence aux hépatocytes ]

ERO | PROTEASES

—| Nécrose des hépatocytes | (ﬂ Cellules de Kuppfer

_activées

Figure 8.2 : Mécanismes lésionnels et initiation de la réponse inflammatoire au
cours des phases précoce et tardive de la reperfusion (d’apres Jaeschke, 2003)

CE : cellules endothéliales ; ERO : especes réactives de I'oxygene ; IL-1: interleukine-1; PNN : polynucléaires
neutrophiles ; TNF-co. : Tumor Necrosis Factor o.
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Stress oxydant

Entre autres manifestations, 'activation des cellules de Kupffer va s’accom-
pagner de la production massive d’especes réactives de I'oxygene (ERO)

(Jaeschke, 2000).

Les ERO sont impliquées dans de nombreux processus physiologiques,
incluant la production d’ATP dans la mitochondrie, la dégradation des
protéines et des lipides, ainsi que les réactions inflammatoires. Dans des
conditions physiologiques, les cellules ont développé des mécanismes leur
permettant de controler cette production intracellulaire de ERO et ce, grace
a une famille d’enzymes capables de dégrader et/ou métaboliser ces molécules
actives en composants non toxiques. Cependant, une agression ischémique
prolongée peut établir les conditions propices a la formation en quantité
abondante de ces radicaux libres lors de la réoxygénation de 'organe. C’est
le « paradoxe de 'oxygene ». L’apport massif d'O, aboutit a la surproduction
de ERO dépassant totalement les capacités de neutralisation par les systémes
enzymatiques antioxydants. Ces molécules réactives peuvent alors exercer
leur role délétere sur les phospholipides et protéines membranaires.

Production des espéces réactives de I'oxygéne

Il existe plusieurs systemes de production des ERO : altération de la chaine
de transport des électrons de la mitochondrie ; activation du systéme de la
xanthine-oxydase (Jaeschke, 2002a) ; systéme enzymatique NADPH oxydase-
dépendant ; activation de la voie de la cyclo-oxygénase (métabolisme de
I’acide arachidonique) mais aussi d’autres sources de ERO.

Les mitochondries représentent le compartiment cellulaire majeur de
production et de consommation d’énergie. Dans la chaine respiratoire mito-
chondriale, des radicaux sont libérés lors de la réduction monovalente de
I'oxygene en eau (Menasche et Piwnica, 1989). En situation physiologique,
1 a3 % de 'oxygene métabolisé dans la mitochondrie est converti en radical
anion superoxyde O,° (Nohl et coll., 2003). Cette chaine de transport des
électrons au niveau des mitochondries est perturbée par I'anoxie. Lors de la
reperfusion, le découplage de la chaine respiratoire va conduire 4 une
production intra-cytoplasmique excessive de ERO (en particulier d’anion
superoxyde O,°).

Pendant 'ischémie, 'ATP est dégradé dans la cellule en ADP, puis AMP.
Ce dernier franchit la membrane cellulaire pour étre métabolisé dans le
milieu extracellulaire en adénosine puis en hypoxanthine. Parallélement,
I’hypoxie active des enzymes protéolytiques qui vont convertir la xanthine
déshydrogénase en xanthine oxydase (XO). Lors de la reperfusion, la con-
centration élevée de XO (en particulier dans les CES) va catalyser la réac-
tion entre 'hypoxanthine accumulée et 'oxygéne moléculaire, aboutissant a
la production d’acide urique et de 'anion superoxyde. Ce dernier peut alors
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interagir avec le peroxyde d’hydrogene (H,O,) pour former le radical

hydroxyle °OH (Le Moine et coll., 1998).

Le systeme enzymatique NADPH oxydase-dépendant présent a la surface de
la membrane des PNN représente une autre source importante dans la for-
mation des ERO (Anderson et coll., 1991). Il réduit 'oxygéne moléculaire
en anion superoxyde (O,°) et peroxyde d’hydrogene (H,O,). En présence
d’ion chlorure et de 'enzyme myéloperoxydase, 'H,O, est transformée en
acide hypochlorique, toxique pour la cellule, puis en monochloramine. La
membrane cellulaire est perméable a ce dernier composant qui pourra s’atta-
quer 2 la membrane de certains organites intracellulaires et aux protéines.

L’activation de la phospholipase A2 (suite a I'augmentation du calcium
intracellulaire) libére I'acide arachidonique a partir des phospholipides
membranaires. Il s'en suit la formation de prostaglandines (PG G2) avec
libération concomitante de radicaux libres. En favorisant le chimiotactisme
des PNN, la libération des enzymes microsomiales et I’agrégation plaquet-
taire, les PG G2 peuvent aggraver les 1ésions de reperfusion.

Enfin, il existe d’autres sources de ERO :

e les peroxysomes représentent 10 a 30 % de la consommation totale d’oxy-
géne dans le foie. Des systemes de production de ERO (XO et cytochrome
p450) tout comme des enzymes antioxydantes telles que Cu/ZnSOD sont
localisés dans les peroxysomes. Ces organites sont abondants dans le foie et
pourraient jouer un role significatif dans la modulation de I'état d’oxydo-
réduction de la cellule (Pahan et coll., 1997) ;

e |'auto-oxydation des catécholamines (adrénaline, noradrénaline et isopré-
naline) (Bors et coll., 1978) serait également impliquée. Cette réaction
libere des électrons qui, captés par 'oxygéne moléculaire lors de la reperfu-
sion, engendrent la formation de ERO ;

¢ le monoxyde d’azote participe a la formation des ERO en se combinant 2
'anion superoxyde.

Stress oxydant et Iésions hépatiques

Les mécanismes lésionnels moléculaires sous-tendant les dommages hépato-
cellulaires ont fait 'objet de discussions trés controversées au cours des 20
dernieres années (figure 8.2). Initialement, il était établi que le stress
oxydant post-ischémique conduit a la mort cellulaire par peroxydation
lipidique. Cependant, la peroxydation des stéroides membranaires apparait
insuffisante pour expliquer la sévérité des lésions cellulaires occasionnées
par la reperfusion (Jaeschke, 2003). Pour certains auteurs, des enzymes
protéolytiques libérées par les cellules inflammatoires telles que les PNN
pourraient également représenter des médiateurs cytotoxiques essentiels.
L'effet bénéfique d’inhibiteurs de protéases, observé a la fois dans des modeles
expérimentaux (Li et coll., 1993) et en clinique (Kim et coll., 2002), plaide
en faveur de cette hypothese. Weiss (1989) ont suggéré que les ERO ne
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seraient pas directement responsables de lésions cellulaires mais inactive-
raient des anti-protéases plasmatiques par oxydation. Cependant, des études
plus récentes semblent indiquer clairement que les cellules de Kupffer (Bilzer
et coll., 1999) et les PNN (Jaeschke et coll., 1999) peuvent conduire a la
mort des hépatocytes par l'intermédiaire des ERO. Cette destruction
cellulaire impliquerait 'oxydation des acides nucléiques, I'accumulation de
calcium dans la mitochondrie et la production de I'anion superoxyde par la
mitochondrie. Ces réactions conduiraient finalement a I'ouverture des pores
de transition de la perméabilité membranaire des mitochondries (MPT) et a
I'effondrement du potentiel membranaire (Nieminen et coll., 1997).

Jaeschke propose deux mécanismes lésionnels au cours de la phase tardive de
la reperfusion post-ischémique (Jaeschke, 2003) (figure 8.2). En cas d’agres-
sion aigué et massive par les cellules de Kupffer et les PNN, les ERO seraient
responsables de I'ensemble des dommages observés. En revanche, en cas de
réaction inflammatoire prolongée (plusieurs jours), les lésions tissulaires
pourraient faire intervenir a la fois les ERO et les enzymes protéolytiques.

En plus de I'inactivation d’anti-protéases et d’effets cytotoxiques directs, les
ERO peuvent promouvoir des lésions de reperfusion par la stimulation de
facteurs de transcription tels que le NF-xB (Nuclear Factor-&B) (Fan et coll.,
1999). 1l s’en suivrait une augmentation de l'expression des génes codant
pour le TNF-a, la NO synthase inductible (iNOS), I’'heme oxygénase-1, les
chimiokines CXC et diverses molécules d’adhésion. Plusieurs travaux ont
d’ailleurs montré que les antioxydants pouvaient atténuer I'expression de ces
génes pro-inflammatoires via I'inhibition de NF-xB et AP-1 (Essani et coll.,
1997a ; Zwacka et coll., 1998).

Meécanismes d’adaptation cellulaire

La nature a développé divers mécanismes qui détectent I'oxygénation tissu-
laire et qui déclenchent des voies de signalisation protectrices, permettant
aux cellules de survivre dans des conditions extrémes d’oxydo-réduction.

Le complexe factoriel-1 inductible par ’hypoxie (HIF-1) représente 'un des
facteurs de transcription impliqué dans cette adaptation cellulaire & une
agression hypoxique. Ce complexe est formé de deux sous-unités HIF-1a
(constitutive) et HIF-1b (inductible). Dans des conditions hypoxiques, la
protéine HIF-1a est stabilisée et HIF-1b est induite, réaction autorisant la
formation du complexe fonctionnel HIF-1 qui régule la transcription d’une
variété de geénes incluant Iérythropoiétine, le VEGF (Vascular Endothelial
Growth Factor), la tyrosine hydroxylase, iNOS, ainsi que des enzymes glyco-
lytiques (Bunn et Poyton, 1996). La plupart de ces génes sont impliqués
dans de multiples mécanismes physiologiques qui contribuent au maintien
de ’homéostasie de I'oxygene, tels que I'érythropoiese, 'angiogenese et le
métabolisme du glucose (Bunn et Poyton, 1996).
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Les protéines du choc thermique (Heat Shock Proteins, HSPs) représentent
une autre catégorie de protéines activées au cours de 'ischémie. Outre les
températures élevées, d’autres stress cellulaires (les ERO, le TNF-a, I'I/R, le
sepsis, ou l'inflammation aigué) peuvent également induire I'expression de
HSP (Fan et coll., 1999). Il a été montré que cette protéine augmentait la
quantité et 'activité de piégeurs de ERO, comme par exemple la superoxyde
dismutase (SOD) au niveau des monocytes (Polla et coll., 1995). Les HSPs
agiraient également sur la transcription de la protéine anti-apoptotique bcl-2

(Polla et coll., 1996).

Ces processus d’adaptation a une situation d’hypoxie permettent de réduire
les effets néfastes de I'ischémie.

Polynucléaires neutrophiles

Au cours de la reperfusion, les PNN sont d’abord recrutés dans le foie ou ils
contribuent ensuite au développement du processus lésionnel.

Recrutement et adhésion : role des chimiokines

Parmi les molécules d’adhésion dont I'expression augmente a la surface des
CES, la P-sélectine, provoque I'adhésion des plaquettes et des PNN aux
CES (Sawaya et coll., 1999). La liaison des plaquettes aux CES conduit 2
I'apoptose de ces derniéres et contribue ainsi a la dysfonction hépatique
(Sindram et coll., 2000). L’interaction initiale entre les PNN et les CES
augmente 'adhésion entre ces cellules, par I'intermédiaire de la sous-unité
B, des intégrines au niveau des PNN et des molécules ICAM-1 pour les CES
(Jaeschke et coll., 1993b ; Farhood et coll., 1995). L’enchatnement de ces
processus conduit successivement les PNN au roulement (attachement tran-
sitoire), a l'arrét (adhésion ferme), et enfin a la migration depuis la lumiere
vasculaire vers I'espace interstitiel hépatique.

Les chimiokines CXC (en particulier IL-8 et homologues) sont également
impliquées dans le processus de recrutement des PNN au cours de la phase
précoce de reperfusion post-ischémique (Lentsch et coll.,, 1998a; Luster,
1998). Les chimiokines produites par les CES interviennent dans I'activation
initiale des PNN et leur adhésion qui suit, alors que les chimiokines produites
par les cellules parenchymateuses induisent un gradient chémotactique qui
sert a orienter le recrutement des PNN vers le tissu hépatique 1ésé. Les
chimiokines CXC sont par ailleurs induites dans des organes distants, en
particulier les poumons, et jouent un role majeur dans le développement de
lésions organiques extrahépatiques apres I/R (Yoshidome et coll., 1999a).

Alors que le recrutement des PNN dans les veinules post-sinusoidales
hépatiques dépend entierement des interactions entre les molécules d’adhé-
sion exprimées 2 la fois sur les PNN et les CES (Vollmar et coll., 1995), il
semblerait que ce recrutement de PNN dans les sinusoides (lumieres plus
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petites) soit « récepteur-indépendant » (Jaeschke et coll., 1996). L’accumu-
lation sinusoidale serait secondaire a la vasoconstriction, ’oedéme cellulaire
et la diminution de la flexibilité membranaire (Banga et coll., 2005).

Activation des PNN et Iésions hépatocytaires

L’accumulation intra-parenchymateuse de PNN activés est a lorigine de
lésions hépatocytaires par libération d’oxydants et d’enzymes protéolytiques.
La mort des hépatocytes induite par les PNN nécessiterait un contact
cellulaire direct entre les molécules d’adhésion CD11/CD18 et ICAM-1
(Nagendra et coll., 1997). Le mécanisme d’oxydation implique essentiellement
le complexe enzymatique NADPH oxydase. L’activation des PNN entraine
une translocation des sous-unités cytosoliques de ’enzyme vers la membrane
cellulaire ot elles s’associent pour former un complexe multimérique actif a
l'origine de la production d’anion superoxyde (O,~°). Une nouvelle réaction
de réduction de 'anion superoxyde (O,°) génere le peroxyde d’hydrogene
(H,0,), qui peut étre a son tour réduit en radical hydroxyle (°OH), forme la
plus active de toutes les ERO.

En présence d’ion chlorure, la myéloperoxydase (provenant de la dégranula-
tion des PNN) convertit enzymatiquement 'H,0O, en acide hypochlorique
(HOCL), un autre toxique majeur. La production d’O,°, d’H,0,, de °OH,
et de HOCL peut endommager directement les hépatocytes (Jaeschke,
1991) et/ou désactiver des antiprotéases endogenes facilitant ainsi les 1ésions

hépatocytaires induites par les enzymes protéolytiques (Lentsch et coll.,
2000).

Les PNN activés peuvent également libérer un certain nombre de média-
teurs par dégranulation exocytaire. Le contenu des granules des PNN inclut
de grandes quantités de protéinases et des enzymes hydrolytiques qui peuvent
avoir une action cytotoxique directe sur les hépatocytes (Li et coll., 1993).
Les sérines protéinases (elastase, cathepsine G...) pourraient directement
endommager les composants de la membrane hépatocytaire, alors que les
métalloprotéinases dégraderaient principalement la membrane basale et les
composants de la matrice extracellulaire.

Monoxyde d’azote

Le monoxyde d’azote (NO) est un radical synthétisé via I'oxydation de la
L-arginine par la NO synthétase (NOS). Dans le foie, il existe deux isoformes
majeures de NOS, la NOS endothéliale (eNOS) et la NOS inductible
(iINOS). eNOS est exprimée de fagon constitutive, et son activité est dépen-
dante du complexe Ca?*/calmoduline (Vasquez-Vivar et coll., 1998). iNOS
est synthétisée par les CES, les hépatocytes et les cellules de Kupffer, et son
activité est indépendante du Ca’*.
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Dans des conditions physiologiques, seule eNOS est présente dans le foie. La
faible quantité de NO produite régule la perfusion hépatique, prévient
’adhésion plaquettaire, la thrombose, 'accumulation de PNN et la sécrétion
de médiateurs de linflammation (Gauthier et coll., 1994). Le NO induit
également une vasodilatation au niveau sinusoidal et présinusoidal (McCuskey,
2000), et permet ainsi de garder un équilibre en contrecarrant l'effet de
vasoconstricteurs comme 'endothéline (Pannen, 2002).

Au cours de 'I/R, Pexpression de 'TARNm de iNOS débute 1 heure apres la
reperfusion avec une augmentation de I'activité iNOS a la 5¢ heure post-
reperfusion (Hur et coll., 1999). L’induction de iNOS peut avoir des effets
toxiques (Kimura et coll., 2003) ou protecteurs (Hsu et coll., 2002). Le type
d’agression, les ratios en NO/anion superoxyde, les réserves hépatiques de
glutathion réduit et la durée de I'ischémie sont autant de facteurs pouvant
influencer le mode et I'intensité de production du NO et ainsi conditionner
le caractére cytoprotecteur ou cytotoxique de cette molécule endogene

(Rubbo et coll., 1996).

Le NO produit en grande quantité interagit avec I'anion superoxyde pour
former I'anion peroxynitrite (ONOQO-) qui peut provoquer des lésions cellu-
laires par peroxydation lipidique, inhibition de la chalne respiratoire mito-
chondriale, inhibition de la Na*/K* ATPase membranaire ou encore par
formation de nitrotyrosine (Szabo, 2003).

Régulation de la réaction inflammatoire

L’évolution de la réponse inflammatoire hépatique est déterminée par I'équi-
libre entre des médiateurs pro- et anti-inflammatoires (figure 8.2). D’autres
facteurs contribuent également 2 la régulation de la réaction inflammatoire.

Complément

L’activation du complément semble représenter un événement crucial au
cours de la reperfusion (Jaeschke et coll., 1993a ; Straatsburg et coll., 2000).
Lors de la séquence I/R, la production de ERO par les cellules de Kupffer
activées apparait modérée et d'une durée limitée (Nunes et coll., 1995).
Cette activation initiale est fortement potentialisée par fragment C5a du
complément qui permet ainsi de prolonger le stress oxydant (Jaeschke et
coll., 1993a). Outre son effet pro-inflammatoire, le complexe d’attaque
membranaire (polymere formé des éléments C6-C9 du complément) peut
également provoquer des lésions cellulaires directes (Scoazec et coll., 1997).

Cytokines pro-inflammatoires

L’activation des cellules de Kupffer entraine la production et la libération de
cytokines (CK) pro-inflammatoires, en particulier le TNF-o et I'IL-1B
(Shito et coll., 1997). Ces CK sont fortement impliquées dans la réponse
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inflammatoire associée a I'l/R (Colletti et coll., 1998). Elles sont produites
essentiellement par les cellules de Kupffer (Suzuki et Toledo-Pereyra, 1994)
mais aussi par les macrophages extra-hépatiques (Okuaki et coll., 1996). Le
TNF-o et 'IL-1p induisent 'expression de molécules d’adhésion a la surface
des CES (Colletti et coll., 1998) et stimulent la production et la libération
des chimiokines CXC (ayant une activité chimiotactique puissante pour les
PNN dans le foie post-ischémique (Colletti et coll., 1996 ; Lentsch et coll.,
1998b) et dans certaines circonstances peuvent directement déclencher la
mort cellulaire par apoptose (Leist et coll., 1994). De plus, ces CK recrutent
et activent trés précocement les lymphocytes T CD4+ (Zwacka et coll,,
1997). Les lymphocytes T CD4+ résidents (Le Moine et coll., 2000) ou
nouvellement accumulés (Zwacka et coll.,, 1997) peuvent produire des
médiateurs tels que le TNF-B, 'I[FN-y et le facteur de stimulation des colo-
nies de granulocytes (G-CSF), qui vont amplifier 'activation des cellules de
Kupffer et favoriser le recrutement des PNN.

A Pinstar d’autres réactions inflammatoires, le TNF-ot constitue un média-
teur central dans la réponse hépatique a I'I/R. De nombreux travaux ont pu
montrer que la suppression de la production du TNF-o (ou sa neutralisation)
permettait d’atténuer fortement les lésions de reperfusion (Essani et coll.,
1997b ; Colletti et coll., 1998). Cette cytokine, produite trés précocement
apres reperfusion, exerce ses propriétés pro-inflammatoires non seulement au
niveau local hépatique mais aussi sur d’autres organes plus distants, plus
particulierement au niveau des poumons (Colletti et coll., 1990). Le TNF-o
propage la réponse inflammatoire en induisant 'expression de molécules
d’adhésion sur les cellules vasculaires endothéliales, et en stimulant Ila
production et la libération des chimiokines CXC d’attraction des PNN
(Colletti et coll., 1996).

L'IL-12 jouerait un role essentiel dans I'initiation de la réponse inflamma-
toire (Lentsch et coll., 1999a). L’IL-12 serait exprimée par les hépatocytes
non seulement en phase précoce de la reperfusion mais aussi au cours de la
phase ischémique. L’élimination de cette CK (anticorps neutralisant ou
souris knock-out) montre clairement que la production endogéne d’IL-12 est
nécessaire a I'expression complete de TNF-at et a la réponse inflammatoire
hépatique qui s’en suit (Lentsch et coll., 1999a).

Médiateurs lipidiques

Le facteur d’activation des plaquettes (PAF) est formé principalement dans
les CES au cours de I'l/R (Zhou et coll., 1992). Le PAF peut d’une part activer
la production de 'anion superoxyde par les PNN (Bautista et Spitzer, 1992),
et représente d’autre part un puissant activateur de la B2-intégrines MAC-1
et de la formation de ERO dépendante de I'adhésion cellulaire (Shappell et
coll., 1990).
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La leukotriene B4 est également un puissant facteur chimiotactique pour les
PNN humains (Schultz et coll., 1991). Il est généré en trés grande quantité
par les PNN au cours de la phase tardive de la reperfusion ; le LTB4 doit
ainsi contribuer a 'amplification de la réponse des PNN (Hughes et coll.,
1992). Les produits de la peroxydation lipidique ont également un effet
chimiotactique sur les PNN et sont probablement responsables de la
propagation des lésions inflammatoires a une phase de la reperfusion ou de
nombreux médiateurs peptidiques ne sont plus générés (Curzio et coll.,

1986).

Cytokines anti-inflammatoires

L’IL-6, 'IL-10 et I'inhibiteur de plusieurs enzymes protéolytiques synthétisées
par les leucocytes (SLPI) représentent les médiateurs les plus importants de
régulation de la réponse inflammatoire. Ces médiateurs agiraient essentielle-
ment en inhibant le facteur transcriptionnel NF-kB ; cette inhibition serait
responsable d'une diminution de la production de chimiokines, d’'une réduc-
tion de I'accumulation des PNN et d’une moindre expression d'ICAM-1

(Lentsch et coll., 1999b ; Yoshidome et coll., 1999b).

L’IL-13 exprime également des propriétés anti-inflammatoires mais a travers
un mécanisme différent, par activation du facteur de transcription STATE-6

(Yoshidome et coll., 1999¢).

Bien que NF-kB fasse partie intégrante de la réponse inflammatoire hépatique,
I’activation de ce facteur de transcription semble étre requise dans le processus
de régénération hépatique apres transplantation (Bradham et coll., 1999).
NF-kB est en effet activé apres transplantation hépatique et cette expression
est associée a la réduction de l'apoptose hépatocytaire et des lésions de
reperfusion. NF-kb jouerait donc un double rdle, agissant a la fois comme
inducteur de la réponse inflammatoire et comme promoteur de la régénéra-
tion hépatique.

Systeme immunitaire

Récemment, de nombreux travaux ont montré que 'organe allogénique
transplanté est reconnu et exposé au systéme immunitaire de I’hote receveur
dans les minutes ou les heures qui suivent la reperfusion. L'I/R s’inscrirait en
fait dans un processus hautement coordonné et spécifique, médié par des
composants cellulaires appartenant a la fois 2 'immunité innée et a 'immu-
nité adaptative (Land, 2005 ; Boros et Bromberg, 2006).

Immunité innée

Les mécanismes physiopathologiques sous-tendant 'activation de la réponse
immunitaire innée constitue un nouveau champ d’exploration. Les récepteurs
« Toll like » (TLRs, en particulier TLR4) semblent jouer un rdle central dans
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cette activation, mais les interactions précises qui se développent entre les
différents composants cellulaires et moléculaires (cellules parenchymateuses,
facteurs du complément, cellules NK, lymphocytes T) demeurent encore
spéculatives. En outre, des investigations futures dans ce domaine pourraient
permettre de préciser I'implication des lésions d’'I/R et de 'immunité innée
dans le développement de la tolérance.

Immunité adaptative

Les lymphocytes T impliqués dans la réponse immune adaptative participe-
raient activement aux mécanismes sous-tendant les lésions d’I/R hépatique
(Caldwell et coll., 2007). I1 a été montré que 'administration par voie systé-
mique d’agents immunosuppresseurs permettait d’atténuer les dommages
hépatocellulaires qui se manifestent au cours de la reperfusion (Suzuki et
coll., 1993 ; Matsuda et coll., 1998 ; Shen et coll., 2002). L’adhésion des
lymphocytes T CD4+ dans les sinusoides hépatiques surviendrait au cours de
la phase précoce de la reperfusion et serait induite par le TNF-o et I'[L-1
(Clavien et coll., 1993). Ces lymphocytes T peuvent d’'une part augmenter
I’activation des cellules de Kupffer et d’autre part agir comme des médiateurs
cellulaires dans le recrutement des PNN en libérant des substances telles que
le GCSF (Granulocyte Colony Stimulating Factor) et I'IFN-y (Zwacka et coll.,
1997).

Cellules sinusoidales endothéliales

La cellule endothéliale sinusoidale (CES) représente la principale cellule
cible des lésions de reperfusion, au moins au cours de la phase précoce (Zhu et
coll., 2007). La corrélation positive entre le nombre de cellules apoptotiques
et la viabilité¢ du greffon (Gao et coll., 1998) ainsi que l'effet protecteur
d’agents anti-apoptotiques (Wu et coll., 1997) ont fait suggérer que I'apop-
tose des CES pourrait constituer un mécanisme axial des lésions de reperfu-
sion (figure 8.3). Les CES détachées dans la lumiere vasculaire au cours de la
phase d’ischémie ne meurent pas toutes au cours de la reperfusion. En effet,
les CES lésées peuvent se rattacher a la matrice périsinusoidale, un méca-
nisme de réparation qui serait dépendant du contenu intracellulaire en
ATP, du degré de glycogénation hépatocytaire et probablement du degré de
détachement de la CES (Morgan et coll., 1991). Les molécules de jonction
entre les CES ou de la matrice périsinusoidale pourraient également jouer
un role essentiel dans le maintien de la viabilité cellulaire. En fait, les CES
s'engageraient dans 'apoptose en cas d’absence de rattachement a la paroi
vasculaire (Ruoslahti, 1996). Les facteurs conduisant a I'apoptose des CES
demeurent spéculatifs. Les ERO (Motoyama et coll., 1998), le TNF-o. (Zheng
et coll,, 1995), 'augmentation de la concentration intracytoplasmique en
calcium (Martikainen et coll.,, 1991) ainsi que les protéases calpaines
(Squier et coll., 1994) pourraient &tre impliqués.
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Bleb corps apoptotique TGF-p Plaquettes
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Figure 8.3 : Apoptose des cellules endothéliales sinusoidales au cours de la
reperfusion (d’apres Clavien, 1998)

CES : cellule endothéliale sinusoidale ; CK : cellule de Kupffer ; ERO : espéces réactives de I'oxygéne ; HOCL : acide
hypochlorique ; MPO : myéloperoxidase ; PNN : polynucléaire neutrophile ; TGF- : Transforming Growth Factor 3 ;
TNF-o. : Tumor Necrosis Factor o ; XD : xanthine déshydrogénase ; XO : xanthine oxydase

Plaquettes

La contribution des plaquettes aux lésions de reperfusion demeure élusive.
Cependant, une corrélation entre adhésion des plaquettes aux CES et
fonction du greffon a été clairement établie (Cywes et coll.,, 1993). Les
plaquettes, qui représentent une source importante de protéases et de CK
proapoptotiques telles que le TGF-B (Tsukada et coll., 1995), agiraient de
concert avec les leucocytes en favorisant leur séquestration par l'intermé-
diaire de différentes molécules chimiotactiques (Todoroki et coll., 1991)

(figure 8.3).
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Perspectives : analyse protéomique et génomique

L’identification des génes et protéines dont 'expression (ou la fonction) est
directement modifiée au cours du processus de transplantation doit permettre
de mieux comprendre les bases moléculaires des lésions hépatiques induites
par I'I/R et ainsi développer de nouvelles stratégies protectrices ou thérapeu-
tiques ciblées. La génomique et la protéomique représentent des nouveaux
systémes d’analyse essentiels, permettant a la fois d’identifier et de caractériser/
hiérarchiser les différents profils d’expression (Emadali et coll., 2006 et

2007 ; Conti et coll., 2007).

Mort cellulaire et lésions

Les conséquences de I'I/R en termes de nécrose et d’apoptose sont
présentées.

Nécrose oncotique

La déperdition en ATP conduit a 'cedéme cellulaire, la ballonisation et
I'cedéme des mitochondries, la dilatation du réticulum endoplasmique et la
formation de protusions de la membrane plasmique appelées « blebs »
(Lemasters et coll., 1987). Immédiatement avant la mort cellulaire, les
hépatocytes et les CES développent un état instable, caractérisé par la
perméabilité mitochondriale, la dislocation lysosomiale, la coalescence et
l’accroissement de la taille des blebs, 'cedéme cellulaire et la fuite en électro-
lytes. La mort cellulaire survient par altération de la barriere de perméabilité
de la membrane plasmique, souvent causée par la rupture des blebs (Nieminen
et coll., 1988). La perméabilisation de la membrane plasmique déclenche
une libération d’enzymes et d’autres composés qui entrainent des modifica-
tions histologiques dénommeées nécrose. La libération du contenu cellulaire
initie également la réponse inflammatoire au cours de la reperfusion. Avec
le temps, des macrophages résorbent progressivement le tissu nécrotique
résiduel qui est alors remplacé par du tissu cicatriciel.

Apoptose

Les caractéristiques morphologiques habituelles de I'apoptose associent une
diminution du volume cellulaire, une condensation nucléaire, une
« margination » de la chromatine ainsi que la fragmentation du noyau et du
cytoplasme en corps apoptotiques qui sont phagocytés et dégradés (Kerr et
coll,, 1972). En général, il n’existe pas de réaction inflammatoire significative
au cours du processus classique d’apoptose. En revanche, dans les situations
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N

ot la mort cellulaire par apoptose ne peut aller & son terme, une nécrose
secondaire se développe et déclenche la libération de matériel cellulaire
pro-inflammatoire (Ogasawara et coll., 1993).

Il existe différents mécanismes de transmission de 'apoptose des hépatocytes.
Une variété de médiateurs parmi lesquels le TNF-a, le Fas-Ligand, et le
TRAIL (Tumor necrosis factor-Related Apoptosis-Inducing Ligand) active la
voie « extrinseque » de l'apoptose (Jaeschke et Lemasters, 2003). Ces
médiateurs se lient d’abord a leurs récepteurs respectifs, couplage qui
entraine la fixation d’adaptateurs permettant le recrutement de la procaspase 8
et son activation protéolytique en caspase 8. Si une quantité suffisante de
caspase 8 est générée, cette derniere peut directement activer la procaspase 3
(voie de type 1) (Scaffidi et coll., 1998). Cependant, pour I’hépatocyte, le
signal intracellulaire impose une amplification au niveau de la mitochondrie
(voie de type 2) qui entraine, via la translocation de Bid (membre de la
famille de Bcl-2) et la libération de cytochrome C, l'activation de la
caspase 9 puis de la caspase 3 et conduit a I'étape ultime de "apoptose (Yin,
2000 ; Wang, 2001 ; Jaeschke et Lemasters, 2003). La voie de type 2 est plus
rapide que celle de type 1, et peut étre mieux régulée. Si cette voie de type 2
est bloquée (par des inhibiteurs de la MPT comme la cyclosporine A), I'acti-
vation de la caspase 3 et 'apoptose se produisent quand méme, mais plus
lentement, par la voie de type 1.

En dépit de I'importance des données de la littérature sur la mort cellulaire
par apoptose au cours de 'ischémie froide (Kohli et coll., 1999 ; Natori et
coll., 1999 ; Sindram et coll., 2001), des interrogations subsistent en ce qui
concerne 'interprétation des résultats, en particulier sur la pertinence de ce
mode de mort cellulaire dans la pathophysiologie des 1ésions de reperfusion.

Relation entre nécrose oncotique et apoptose

Apres ischémie chaude, la nécrose induite par la reperfusion (« nécrose
oncotique ») survient essentiellement au niveau des hépatocytes et
s'accompagne d’une cytolyse significative (Mochida et coll., 1994). Apres
IF, cette mort par nécrose intéresse presque exclusivement les CES et est
accompagnée d’une tres discrete libération enzymatique (Caldwell-Kenkel et
coll., 1989). L’étendue de cette nécrose cellulaire induite par la reperfusion
est bien corrélée avec la défaillance du greffon apres transplantation.

En fait, la « nécrose oncotique » représenterait le mode principal (plus de
90 %) de mort cellulaire au cours de la reperfusion, la mort cellulaire par
apoptose n’excédant jamais 2 % des cellules a risque (Gujral et coll., 2001).
Ce caractere limité de la mort cellulaire par apoptose est en outre corrélé
avec la faible ou I'absence d’activation des caspases (Gujral et coll., 2001).
Méme si I'apoptose est induite sur un grand nombre d’hépatocytes par acti-
vation des récepteurs TNF et Fas, les cellules touchées par 'apoptose le sont
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de facon individuelle et dispersée. En revanche, la « nécrose oncotique »
survient typiquement sur une région de cellules adjacentes, préférentielle-
ment dans les régions péricentrales et moyennes du lobule hépatique, ces
zones étant les plus éloignées de la suppléance en oxygeéne (Gujral et coll.,

2002).

La « nécrose oncotique » semble partager des voies de signalisation intracel-
lulaires communes avec 'apoptose comme en témoigne l'effet protecteur de
la surexpression de Bcl-2 (Bilbao et coll., 1999). En dépit de la prédomi-
nance de la nécrose oncotique sur I'apoptose apres I/R, d’autres travaux ont
montré que l'inhibition des caspases avait un effet protecteur (Cursio et
coll., 1999 ; Sindram et coll., 2001). Or, cet effet bénéfique semble plutot
limité aux premiers jours de reperfusion, la survie des greffons a long terme
n’étant pas modifiée (Sindram et coll., 2001). Cette amélioration modeste
des résultats en termes de survie doit probablement étre liée a un effet anti-
inflammatoire des inhibiteurs de caspases. Dans des conditions pathophysio-
logiques, les hépatocytes apoptotiques généreraient les chimiokines CXC,
favorisant ainsi la transmigration et l'infiltration parenchymateuse par les
neutrophiles (Faouzi et coll., 2001). Méme si elle se limite & un petit nombre
de cellules, 'apoptose aurait donc le potentiel d’accentuer les lésions de
reperfusion en contribuant a amplification de la réponse inflammatoire

(Jaeschke, 2002b).

Concept de « nécroapoptose »

La confusion concernant le role respectif de la nécrose oncotique et de
I'apoptose au cours de I'l/R est sans doute liée aux mécanismes communs que
partagent ces deux processus distincts de mort cellulaire. En particulier, la
MPT semble jouer un role important dans l'initiation a la fois de la nécrose
oncotique et de I'apoptose. Au cours de 'ischémie, la glycolyse anaérobie et
la dégradation de ’ATP entrainent une diminution rapide du pH tissulaire,
acidification qui protége contre la nécrose cellulaire malgré la profonde
déplétion en ATP (Gores et coll., 1988). En revanche, la normalisation du
pH intracellulaire au cours de la phase initiale de la reperfusion va précipiter
les 1ésions conduisant a la mort cellulaire, via le déclenchement de la MPT
(Qian et coll., 1997). Apres le déclenchement de la MPT, le découplage de
la mitochondrie provoque une profonde déplétion en ATP qui induit la
mort cellulaire par nécrose (Qian et coll., 1997). La prévention de la
« nécrose oncotique » par le fructose (substrat a la génération I’ATP par
glycolyse) confirme I'importance de la déplétion en ATP dans le déclenche-
ment de ce type de mort cellulaire. Seulement 15 2 20 % du stock normal
d’ATP est suffisant pour prévenir la mort cellulaire par nécrose et la remplacer
par 'apoptose via I'activation de la caspase 3 (Anundi et coll., 1987 ; Kim et

coll., 2003).
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Au cours de la reperfusion, la transition de la perméabilité mitochondriale
représente un événement obligatoire dans le mécanisme conduisant a la
mort cellulaire qu’elle soit de type nécrotique ou apoptotique. La concentra-
tion en ATP jouerait le role de « commutateur » entre ces deux types de
mort cellulaire (Richter et coll., 1996) (figure 8.4) :

e lorsque le MPT s’accompagne d’'une déplétion en ATP, le signal de
'apoptose est bloqué au niveau de I'apoptosome, et la nécrose survient
comme une conséquence directe de I'absence de régénération suffisante en
ATP;

® a contrario, si des substrats glycolytiques sont disponibles, la déplétion
profonde en ATP est prévenue et le processus s'engage vers la voie de
’apoptose.

La capacité d’un processus nécrotique d’étre converti en processus apoptotique,
et vice et versa, illustre bien le fait que I'apoptose et la nécrose oncotique
ne sont pas nécessairement des événements distincts et indépendants. Au
contraire, les voies métaboliques conduisant a I'apoptose et a la nécrose
peuvent étre partagées, un phénomene appelé « nécroapoptose » (Jaeschke
et Lemasters, 2003).

Ischémie/reperfusion

Activation
= ATPase 2
B — e
i l Glycine
Oedeéme Ouverture des/
mitochondrial canaux a anions
B hi " VYATP l
Glycolyse JHrOme Q?déme
cellulaire
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membrane plasmique

VYATP
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Figure 8.4 : Transition de perméabilité membranaire mitochondriale (MPT) et
« nécroapoptose » au cours de l'ischémie/reperfusion (d’aprés Jaeschke et
Lemasters, 2003)
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Influence de la mort encéphalique sur le syndrome
d’ischémie/reperfusion

Les donneurs en état de mort encéphalique (ME) représentent la plus
grande source d’organes disponibles pour la transplantation d’organes solides.
Cette destruction irréversible du systéme nerveux central est a l'origine de
multiples modifications pathophysiologiques (Mertes, 1996 ; Wilhelm et
coll., 2000 ; Pratschke et coll., 2005) qui pourraient exacerber les Iésions d’'I/R
auxquelles les organes périphériques sont exposés au cours du processus de
transplantation. Les conséquences potentielles de I'ensemble des événe-
ments entourant la ME semblent manifestes pour des organes comme le
cceur et le rein (Bittner et coll., 1999 ; Pratschke et coll., 2000 ; Wilhelm et
coll., 2000). L’'impact de la ME sur le greffon hépatique est plus difficile a
cerner. D’une facon générale, la fonction du greffon semble peu altérée, et il
est admis que le foie exprime une certaine tolérance i la baisse de la pression
artérielle (Lin et coll.,, 1989a; Okamoto et coll.,, 1998). Cependant, si
I'instabilité hémodynamique se prolonge, des effets déléteres peuvent étre
observés au niveau morphologique (congestion veineuse centrale de type
extensive voire lésions nécrotiques) (Okamoto et coll.,, 1998). Il s'avere
toutefois impossible de dire si ces lésions morphologiques sont dues a I’état
de ME en lui-méme, ou aux mesures réanimatoires intensives, avec entre
autres |'utilisation fréquente d’agents vasopresseurs.

Expérimentalement, plusieurs études ont montré que I'augmentation brutale
de la pression intracrinienne s’accompagnait d’une libération massive de
CK pro-inflammatoires (TNF-o, IFN-y) dans les organes périphériques tels
que le cceur, les reins et le foie (Takada et coll., 1998 ; Koo et coll., 1999 ;
van der Hoeven et coll., 1999 ; Wilhelm et coll., 2000). L’expression de
diverses molécules d’adhésion (sélectines, ICAM, VCAM, LFA-1) qui s’en
suit a été clairement observée a la surface des leucocytes recrutés et au
niveau des cellules endothéliales et parenchymateuses (van der Hoeven et
coll., 1999 et 2000a). En clinique, une infiltration leucocytaire hépatique
significativement plus marquée a pu étre observée chez le donneur en état de
ME par comparaison au foie de donneur vivant (Jassem et coll., 2003). Au
cours de cette cascade inflammatoire, 'lFN-y activerait également 'expression
des antigénes du complexe majeur d’histocompatibilité (MHC de classe I et
II), augmentant ainsi I'immunogénicité du greffon via les cellules T. Des
travaux expérimentaux réalisés chez le rongeur semblent apporter des
arguments pertinents quant a I'effet délétere de cet événement sur la qualité
et la viabilité du greffon hépatique apres transplantation (Okamoto et coll.,
1999 ; van der Hoeven et coll., 2000a et b). Ces données n’ont cependant
pas été confirmées chez le gros animal ou chez ’homme (Lin et coll., 1989b ;
Yamaoka et coll., 1990 ; Compagnon et coll., 2002a). En utilisant pour la
premiere fois un modele de transplantation hépatique orthotopique chez le
gros animal, Compagnon et coll. (2002a) ont pu montré d’une part que la ME
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n’occasionnait pas de souffrance hépatocellulaire avant le prélevement de
I'organe chez le donneur. D’autre part, I'interaction entre la destruction du
systéme nerveux central et la conservation prolongée du greffon hépatique
n’exacerbait pas les lésions d’'I/R, et ne compromettait ni la reprise de fonc-
tion immédiate du greffon hépatique, ni la survie apres transplantation.

Bien que les foies prélevés sur donneurs vivants apparentés semblent expri-
mer une incidence de dysfonction primaire plus faible (Yamaoka et coll.,
1993), les roles respectifs de la ME et du management du donneur ne sont
pas faciles a discerner. Chez le donneur cadavérique, les importants échanges
liquidiens et hydroélectrolytiques imposent souvent des remplissages massifs
afin de maintenir une homéostasie satisfaisante. Qui plus est, les organes sont
souvent prélevés dans des conditions sub-optimales ; les donneurs décédés
doivent en effet souvent faire face 2 de multiples événements défavorables
tels que ’état de choc hémodynamique et/ou infectieux, ’hypoxie, des infec-
tions diverses, des interventions chirurgicales, un état de dénutrition (en
rapport avec un séjour prolongé en unité de réanimation) et des transfusions
sanguines plus ou moins importantes. A contrario, le donneur vivant ne souffre
d’aucune pathologie préexistante, un bilan d’évaluation rigoureux ayant
préalablement été réalisé. L’organe est prélevé dans un environnement
chirurgical étroitement contrdlé, refroidi puis transplanté chez le receveur
dans un délai tres court.

Facteurs d’aggravation du syndrome d’ischémie/reperfusion

De multiples mécanismes, sous-tendant les lésions d’I/R, contribuent a des
degrés variables a la dysfonction du greffon hépatique. Si le pronostic immédiat
de la greffe est largement dépendant des conditions de conservation du greffon,
il peut également étre modulé de maniére substantielle par certains facteurs
de risque inhérents au statut du donneur et du receveur. Ainsi, la capacité
d’un greffon a reprendre rapidement une fonction normale apres sa revascu-
larisation, dépend d’abord de la qualité intrinseque du foie chez le donneur
au moment du prélevement. Le degré de stéatose du greffon, le statut nutri-
tionnel tout comme 1’Age du donneur, la survenue d’une ischémie chaude a
'occasion des épisodes de collapsus qui émaillent la réanimation avant ou
pendant le prélévement, une anémie ou encore le sepsis (exposition a des
endotoxines) (Yokoyama et coll., 1989 ; Essani et coll., 1996) représentent
autant de facteurs plus ou moins associés qui peuvent exacerber les lésions
de reperfusion post-ischémique et conditionner en partie le pronostic de la
greffe. L’état de mort encéphalique chez le donneur cadavérique et les modi-
fications physiopathologiques qui 'accompagnent sont également a prendre
en compte dans le processus complexe que constitue I'l/R. Le statut du rece-
veur (Age, fonction rénale, gravité de I'insuffisance hépatocellulaire...) ou
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encore les conditions d’implantation du greffon (instabilité hémodynamique
et/ou endotoxinémie) (Yokoyama et coll., 1989) peuvent aussi influer de
maniére significative sur la reprise de fonction du greffon (figure 8.5).

Reanimation et prélevement Implantation... (Reperfusion)

Qualité intrinséque du greffon Facteur de risque/receveur

® Age o Age

@ Stéatose/NASH?2 @ Fonction rénale

@ Statut nutritionnel H.H | IS aa sufisance
1

: : | | hépatique
@ Theérapeutiqgue/médicaments \ \

@ NHBDP

Conservation |
\ || Conditions d'implantation
|| (Ischémie froide) |

Perfusion/oxygénation tissus ( /

|'I 12-15h IIl @ Rewarming
® Etat hémodynamique 'I I|'I @ Manipulation des tissus
@ Durée de ventilation I,'I ® |nstabilité hémodynamigue
@ Manipulation des tissus I @ Endotoxinémie

@ Sepsis, anémie, cedéme

@ Drogues

hali

Figure 8.5 : Facteurs de risque pouvant exacerber le syndrome d’I/R
aNASH : Stéatohépatite non alcoolique ; ® NHBD : Non Heart Beating Donor, donneur & coeur arrété

Conservation du greffon hépatique

La qualité de la conservation est un déterminant majeur de la fonction
initiale du greffon et de la survie. La viabilité du greffon au cours de son
transfert ischémique du donneur vers le receveur est basée principalement
sur ’hypothermie, qui est initialement obtenue en ringant les organes in situ
avec une solution de conservation froide (4°C). La distribution homogene
de T'hypothermie est au mieux réalisée en perfusant chaque organe, au
travers de ses vaisseaux afférents, a I'aide d’une solution réfrigérante. Par leur
action mécanique, ces solutions lavent les vaisseaux des éléments figurés
qu'ils contiennent et refroidissent instantanément, de maniére homogene,

les tissus qu’elles irriguent. L’organe est ensuite immergé dans la solution de
conservation réfrigérée (entre 0° et 4°C).
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Principes de base de la conservation en ischémie froide

Se basant sur ces éléments, Belzer et Southard ont décrit ce qu'’ils considé-
raient comme les principes de base des éléments nécessaires a la composition
d’une solution de conservation, principes nécessaires pour contrebalancer les
effets déléteres de 'hypothermie. L’équipe de Madison introduisait 3 nouveaux
concepts (Southard et coll., 1990) :

e la pression osmotique n’est plus obtenue par un agent métaboliquement
actif comme le glucose, elle est mieux maintenue élevée grace a I'adjonction
de substrats métaboliquement inertes tels que le lactobionate et le raffinose
(action prolongée contre la tendance a l'cedéme cellulaire induit par
I'’hypothermie) ;

e la présence d’'un colloide, en l'occurrence I’hydroxyéthylamidon. Cet
agent stable et non toxique prévient I'expansion de l'espace extracellulaire,
son adjonction apparait fondamentale en cas de conservation prolongée ;

e [’addition d’antioxydants (glutathion, allopurinol) pour lutter contre le stress
oxydant afin de diminuer les lésions de reperfusion (Ferguson et coll., 1991 ;
Sumimoto et coll., 1991 ; Ferguson et coll., 1993 ; Lemasters et Thurman,
1997) et également de précurseurs de la syntheése ’ATP au moment de la
reperfusion (adénosine, phosphate) (Southard et Belzer, 1993).

Solutions de conservation des greffons hépatiques

A Theure actuelle, trois solutions sont couramment utilisées en pratique
clinique (tableau 8.I).

Solution UW (Viaspan®)

L’UW  (Viaspan®) a transformé la conservation d’organe (Belzer et
Southard, 1988). Cette solution autorise des durées de conservation d’envi-
ron 12 a 15 heures (Kalayoglu et coll., 1988 ; Ploeg et coll., 1992). Il a été
reproché a la solution UW de ne contenir aucun composant spécifiquement
désigné pour limiter 'effet délétere de I'afflux intracellulaire en calcium. De
plus, sa faible concentration en sodium, inhérente a sa formulation de type
intracellulaire, serait méme supposée promouvoir 'accumulation d’ions
Ca?*. Or, en plus de ses propriétés imperméantes, le lactobionate aiderait a
chélater le calcium, limitant I’activité des enzymes calcium-dépendantes. Le
lactobionate pourrait également chélater le fer et limiterait ainsi les lésions
oxydatives durant la reperfusion. Quoiqu’il en soit, les mécanismes précis de
protection offerts par I'UW ne sont pas connus, et la substitution d’un ingré-
dient majeur comme le lactobionate par des substances supposées avoir les
mémes propriétés modifient Iefficacité de la solution. Il est possible que les
ingrédients composant 'UW présentent un synergisme ou soient effectifs
seulement en combinaison : un phénomeéne appelé « summation of protection »

(Southard et coll., 1990).
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Tableau 8.1 : Solutions de conservation des visceres intra-abdominaux

Solutions de conservation (mmol/l)

UW (Viaspan®)' HTK (Custodiol®)? Celsior®
Glucose - - -
Lactobionate 100 - 80
Raffinose 30 - -
Mannitol - 30 60
Glutamate - - 20
Ketoglutarate - 1 -
Tryptophane - 2 -
Tampon Phosphate 25 - -
Tampon Bicarbonate - - -
Tampon Histidine - 180 30
GSH® 2 - 3
Adénosine 5 - -
Allopurinol 1 - -
HEA* 509 - -
Nat/K* 30/120 15/10 100/15
Mg* 5 4 13
Ca* - 0,015 0,25
pH 74 7.2 73
Osmolarité 320 310 360

TUW : solution de I'Université du Wisconsin (Viaspan®) ; 2 HTK : solution de Brettschneider (Custodiol®) ;

3 GSH : glutathion réduit ; * HEA : hydroxyéthyl amidon

Solution Custodiol® (ou HTK)

La formulation de cette solution reposait sur I'introduction d’un systeme
tampon tres efficace grace a I'histidine et ses deux substrats (Bretschneider,
1980). La solution HTK a une viscosité trés basse et nécessite des volumes
importants de perfusion a basse pression. Pour des durées de conservation
limitées, ses performances sont équivalentes a I'UW (Erhard et coll., 1994).
Sa faible concentration en K* minimise les risques cardiaques lors de la
revascularisation.
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Solution Celsior®

La solution Celsior® s’inspire de la solution UW en apportant des agents
imperméants inertes osmotiques (lactobionate et mannitol) et de la solution
HTK en incorporant l'histidine (Menasche et coll., 1994). A Pinstar de
I'UW, elle inclut également dans sa formulation un antioxydant, le gluta-
thion, maintenu sous sa forme réduite. La solution Celsior® est cependant
une solution de type extracellulaire (concentrations élevées en Na* et basse
en K*). La prévention de 'cedéeme cellulaire est assurée par le lactobionate
et le mannitol. Dépourvue de colloides, la viscosité de la solution Celsior®
est basse (1,15 mm?/sec versus 3,159 mm?/sec pour 'UW), propriété qui
améliorerait la perfusabilité de la solution et offrirait une protection contre
les 1ésions endothéliales (Menasche et coll., 1994). La solution Celsior® a
été formulée pour contrdler I'homéostasie du calcium de par sa formulation
ionique de type extracellulaire, supplémentée en Mg?* et en Ca?* dans un
milieu faiblement acide. Cette formulation éviterait la dépolarisation des
cellules musculaires lisses membranaires, dépolarisation qui se traduit par
une vasoconstriction et une mauvaise distribution de la solution dans les
capillaires (Studer et Borle, 1992). La solution Celsior® exprime des perfor-
mances superposables (fréquence de dysfonction primaire du greffon et
survie des patients a un an) a 'UW et représente une alternative a la solu-
tion de référence pour des durées de conservation standards (Cavallari et
coll., 2003 ; Karam et coll., 2005).

Nouvelles solutions de conservation
De nouvelles solutions de conservation sont en cours d’évaluation.

La solution Polysol a été développée récemment & Amsterdam. Sa composition
est basée sur le principe de la persistance d’'un métabolisme 2 4°C (Bessems
et coll.,, 2005a). Il s’agit d’une solution de conservation classique, enrichie
avec des acides aminés, des vitamines et des antioxydants (Bessems et coll.,
2005a).

La solution IGL-1 (Institut Gustave Lopez) a quant a elle été développée a
Lyon en s’inspirant a la fois des principes des solutions UW et Celsior®
(Ben Abdennebi et coll., 2002). Elle combine le caractére extracellulaire
du Celsior® et la présence d’'un colloide comme dans 'UW, le PEG se substi-
tuant a ’hydroxyéthylamidon.

Température optimale de conservation

Les premiers travaux expérimentaux ont montré que la température
optimale de conservation statique en IF était de 4°C (égale a celle des réfri-
gérateurs), la fourchette optimale se situant entre 2 et 4°C. Un monitorage
était recommandé, en particulier au cours de la « back table » et du condi-
tionnement (Belzer et Southard, 1988 ; Kennedy et coll., 1990). Des travaux
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ultérieurs ont montré que la température optimale se situait plutdt entre O et
1°C, et surtout que de petites variations (de 'ordre de 4 a 5°C) pouvaient
influencer significativement la reprise de fonction apres reperfusion du gref-
fon (Hertl et coll., 1994). Par ailleurs, une activité métabolique substantielle
persiste au cours de la période d’implantation, la durée de cette période
d’ischémie chaude relative ayant une influence significative sur la fonction

du greffon (Cywes et coll., 1992 ; Holzmuller et coll., 1993).

Défaillance primaire du greffon hépatique

Les dysfonctions hépatiques incluent la non-fonction primaire des greffons,
événement grave a l'origine de la plupart des retransplantations précoces
(Uemura et coll., 2007), et la fonction retardée du greffon hépatique qui
s’accompagne d’une morbidité importante et d’une diminution de la survie a
moyen terme (Porte et coll., 1998).

Non-fonction primaire

La non-fonction primaire se définit comme la défaillance aigué de la fonction
hépatique dans les suites immédiates de la revascularisation, sans cause identi-
fiable, et conduit soit 2 la retransplantation en urgence ou a la mort du patient.
Alors que son incidence oscillait entre 2 % et 8 % au début des années 1990,
elle est rencontrée moins fréquemment a 'heure actuelle, les données les plus
récentes de la littérature la situant entre 1 et 4 % selon les séries (Ploeg et
coll., 1993 ; Busuttil et coll., 1994 ; Bennett-Guerrero et coll., 2001 ; Oh et
coll., 2004 ; Varotti et coll., 2005 ; Uemura et coll., 2007).

Le mécanisme précis a 'origine de cette complication demeure indéterminé,
il est probablement multifactoriel. La durée du séjour en réanimation ou I’Age
du donneur, la durée d’ischémie froide, le type de solution de conservation,
le mismatch entre le sexe du donneur et du receveur, et la durée opératoire
représentent les facteurs le plus souvent associés a la défaillance du greffon,
tout au moins en analyse univariée (Varotti et coll., 2005 ; Uemura et coll.,
2007). Le degré de souffrance hépatocellulaire est étroitement corrélé a la
non reprise de fonction du greffon hépatique (Rosen et coll., 1998).

Dysfonction précoce (ou fonction retardée)

Le diagnostic de dysfonction précoce ou fonction retardée est établi en
cas de présence, entre J2 et ]J7, d’au moins un des paramétres suivants :
bilirubine > 170 pmol/l ; taux de prothrombine (TP) < 50 % ; encéphalopathie
hépatique. L’incidence est estimée entre 15 a 20 % (Ploeg et coll., 1993 ;
Deschenes et coll., 1998 ; Chen et coll., 2007).
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Deschenes et coll. (1998) ont fait ressortir des facteurs indépendants liés au
receveur (sexe masculin, status UNOS, bilirubine totale, TP < 50 %) ou au
donneur (ethnie — autre que caucasien —, age > 50 ans, IF >15 h, mauvaise
qualité subjective du greffon — jugement du chirurgien —, séjour en
réanimation > 3 jours, acidose préopératoire, mismatch ABO). Une période
d’implantation du greffon de plus de 45 minutes ou une ischémie froide de
plus de 9 heures ont également été incriminées comme facteurs de risque de

dysfonction (Chen et coll., 2007).

Marqueurs et traitement de la défaillance aigué du greffon

Il n’existe actuellement aucun marqueur fiable permettant de prédire la
fonctionnalité du greffon. Par conséquent, l'efficacité de toute stratégie pour
améliorer la conservation du greffon hépatique (en situation expérimentale
ou clinique) ne peut étre évaluée avec certitude qu’aprés son implantation
et sa revascularisation chez le receveur.

En post-reperfusion immédiate, les profils d’expression de certains génes sur
des biopsies du greffon (Berberat et coll., 2006) ou la mesure de profils méta-
boliques sanguins en spectroscopie de résonance magnétique nucléaire
(Serkova et coll., 2007) pourraient permettre d’identifier précocement la
dysfonction aigué du greffon. Prédire la fonction du greffon avant son
implantation est encore plus séduisant. Ainsi, 'analyse de profils d’expres-
sion de génes sur le greffon avant son prélevement (Geuken et coll., 2005 ;
Borozan et coll., 2006) ou I’évaluation du stress oxydant sur le plasma du
receveur avant la greffe (Corradini et coll.,, 2005) représentent des pistes
intéressantes pour prédire la fonction post-transplantation.

Les processus pathophysiologiques qui sous-tendent la dysfonction précoce
du greffon sont complexes. A '’heure actuelle, il n’existe pas de traitement
spécifiquement établi/standardisé de la défaillance aigué du greffon hépatique
(Selzner et coll., 2003 ; Taub, 2004). Le systtme MARS (Molecular Adsorbent
Recirculating System) aurait un effet bénéfique sur les fonctions neurologique
et rénale, et sur 'état hémodynamique, avec une bonne tolérance globale
(Hetz et coll., 2006). Une étude multicentrique randomisée a été initiée
récemment.

Conséquences des lésions d’I/R au niveau
des lésions chroniques

A long terme, l'incidence des rejets chroniques n’est pas corrélée a I'intensité
des lésions d’'I/R (Rosen et coll., 1998). Toutefois, I'l/R pourrait contribuer
au développement d’autres lésions chroniques.
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Lésions biliaires

L’aspect macroscopique du greffon lors du préléevement, la durée de reperfusion
et la quantité de transfusion peropératoire sont autant de facteurs favorisant
le développement de cholestases séveres et prolongées (Fusai et coll., 2006).
L’incidence des sténoses biliaires non-anastomotiques est élevée, étroite-
ment corrélée a la durée de I'IF. Les mécanismes lésionnels sont encore mal
cernés (« ischemic-type » biliary lesions). Il a été montré que les cellules de
I'arbre biliaire avaient une sensibilité majeure aux lésions de reperfusion
(> aux hépatocytes). On sait également que les sels biliaires hydrophobes
ont une toxicité directe qui va amplifier les lésions de I'épithélium. Le
détachement de la membrane basale serait corrélé a la durée d'IF. En cas
d’IF > 10 heures, les solutions a faible viscosité seraient moins pourvoyeuses
de lésions biliaires (Sanchez-Urdazpal et coll., 1992 et 1993 ; Noack et coll.,
1993 : Hertl et coll., 1995 ; Carrasco et coll., 1996).

Récidive virale C

En cas de transplantation pour cirrhose virale C, 'intensité des lésions d’I/R
favorise de fagon significative la progression vers la fibrose en cas de récidive

virale sur le greffon (Watt, 2006).

Stratégies pour améliorer la conservation
du greffon hépatique

Améliorer la qualité du greffon représente un moyen de favoriser son
fonctionnement immédiat, d’optimiser au mieux 'allocation des greffons et
aussi une fagon de réduire la pénurie d’organes.

La simplicité de la conservation en IF constitue également un de ses incon-
vénients. Cette méthode n’est en effet pas tres adaptée pour la conservation
des greffons « sub-optimaux » (greffons stéatosiques, donneurs 4gés, donneurs
dénutris ou infectés en raison de long séjour en réanimation, donneurs
ayant présenté des troubles hémodynamiques — bas débits voire arréts
cardio-respiratoires c’est-a-dire donneurs a cceur arrété...). Cette limite de la
méthode pourrait devenir encore plus parlante dans les années a venir du
fait de la nécessité croissante d’avoir recours a ce pool de greffons prélevés
chez des donneurs « aux criteres élargis ».

Différentes stratégies ont été développées dans le but de favoriser la reprise
de fonction immédiate des organes prélevés mais aussi d’élargir 'acces a un
pool de donneurs « non idéaux » afin de satisfaire la demande croissante en
greffon. Ces stratégies incluent les modifications ponctuelles des solutions de
conservation et le prétraitement du donneur.
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Modifications ponctuelles des solutions de conservation

De nombreuses équipes se sont attachées 2 améliorer les performances des
solutions de conservation en les supplémentant en agents cytoprotecteurs.
Le plus gros du travail concernant ces modifications ponctuelles des solutions
a été réalisé sur des modeles cellulaires ou chez le rongeur. Malheureusement,
les bénéfices observés ne se sont pas toujours confirmés chez le gros animal
et ces modifications se sont souvent traduites par des résultats peu probants
en clinique.

Ainsi, ont été testés expérimentalement et avec plus ou moins de succes :
I'adjonction d’amino-acides qui suppriment la protéolyse (inhibition essen-
tielle en cas de conservation prolongée) (Charrueau et coll.,, 2000), des
antioxydants (NAC, curcumin) (Boudjema et coll., 1990a ; Chen et coll.,
20006), des inhibiteurs calciques (nisoldipine, lidoflazine...) +/— associés a
des antiprotéases (leupeptine, pepstatine) (Takei et coll., 1990 ; Jacobsson
et coll., 1993), des piégeurs de radicaux libres (superoxyde dismutase, méla-
tonine) (Kawamoto et coll., 1990 ; Vairetti et coll., 2005), des « donneurs »
de NO (sodium nitroprusside, L-Arginine) (Rodriguez et coll., 1999), des
inhibiteurs de la peroxydation lipidique (lazaroid) (Todo et coll., 1996), des
inhibiteurs de I'apoptose (IDN-6556) (Hoglen et coll., 2007), des inhibi-
teurs des métalloprotéinases de la matrice extracellulaire (Defamie et coll.,
2008) ou encore des inhibiteurs de l'activation des cellules de Kupffer
(NAC) (Maeda et coll., 1998).

Toujours expérimentalement, il a été montré que I'adjonction de polyéthyléne
glycol (PEG) a la solution de conservation permettait d’améliorer significa-
tivement la qualité des greffons hépatiques (Tokunaga et coll., 1992 ; Ben
Abdennebi et coll., 2002). Les mécanismes expliquant I'effet bénéfique de
cet agent imperméant incluraient la prévention de I'cedeme cellulaire et la
diminution de la peroxydation lipidique. Le PEG se lierait aux phospholipides
et s'accumulerait dans les membranes cellulaires. L’altération de 'homéostasie
du calcium est associée comme nous I'avons déja mentionné avec I’activation
de diverses protéases calcium-dépendantes et la perte de la fonction mito-
chondriale. En recouvrant les cellules non parenchymateuses, ce colloide
constituerait une barri¢re au passage des ions Ca?* (Ben Abdennebi et coll.,
2002). Tokunaga et coll. (1992) ont également suggéré que le PEG pouvait
exprimer un effet immunoprotecteur.

Apres avoir été testée avec succes pour la conservation du rein, I’adjonc-
tion de facteurs de croissance a montré également un effet bénéfique dans
un modele de transplantation hépatique chez le gros animal, en particulier
en termes de survie (Ambiru et coll.,, 2004). Cette supplémentation en
facteurs de croissance ouvre la voie 2 une nouvelle génération de solutions
de conservation dites « métaboliquement actives » (McAnulty et coll.,

2002).
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Prétraitement du donneur

Le concept de prétraitement du donneur afin d’augmenter la tolérance du
greffon a I'I/R a été exploré pour tous les organes mais la plupart des travaux
expérimentaux et cliniques ont été réalisés pour le foie. Ces stratégies de
prétraitement incluent : la protection directe a I'aide de drogues adminis-
trées au donneur, les interventions chirurgicales et la thérapie génique.

Protection directe a l'aide de drogues administrées au donneur

Ces drogues sont administrées dans le but d’inhiber I’action de molécules
déléteres ou de stimuler des voies métaboliques protectrices.

Les premiers travaux sur le prétraitement se sont intéressés au statut énergé-
tique du foie chez le donneur. Le groupe de Boston a démontré le premier
I’hypothese selon laquelle les greffons hépatiques avec un taux élevé ’ATP
conduiraient a de meilleurs résultats (Lanir et coll., 1988). Se basant sur ces
résultats, plusieurs équipes dont celle de Belzer ont imaginé que le statut
nutritionnel, et plus particulierement les réserves en glycogéne qui représen-
tent la source majeure de glucose et ’ATP, pouvaient représenter un facteur
déterminant de la fonction initiale du greffon (Belzer et Southard, 1988).
L’équipe de Madison a ainsi montré expérimentalement que le jeine et la
déplétion en glycogene chez le donneur étaient responsables d'une diminution
significative de la production de bile et ’ATP et entrainaient des dommages
hépatocellulaires plus importants lors de la reperfusion (Boudjema et coll.,
1990b). Ce concept a été appliqué en clinique (Cywes et coll., 1992). Le
prétraitement des donneurs par injection de glucose par voie intraveineuse
avant le prélevement permettait d’augmenter significativement le taux de
glycogéne hépatique et était associé a de moindres lésions hépatocellulaires
apres transplantation. Alors que les résultats cliniques étaient prometteurs,
Sumimoto et coll. (1993) ont montré a partir d'un modele de transplanta-
tion chez le rat que plus les donneurs étaient déprimés en glycogene par une
longue période de jeline, meilleure était la survie des receveurs. Pour les
auteurs, de tels résultats pouvaient s’expliquer par une inactivation des cel-
lules de Kupffer par I'état de jeline, supprimant ainsi la génération de ERO
et de molécules pro-inflammatoires.

Des travaux ultérieurs ont confirmé I’hypothese selon laquelle I'inactivation
des cellules de Kupffer pouvait diminuer les lésions d’I/R et nombre de
molécules ont été ainsi testées expérimentalement chez le donneur. Par
exemple, le groupe de Thurman (Schemmer et coll., 1998) a montré que,
chez le rongeur, la dépression des cellules de Kupffer avec le chlorure de
gadolinium permettait d’augmenter significativement la survie des receveurs.
L’application clinique d’une telle stratégie soulevait cependant le probleme de
la toxicité potentielle du chlorure de gadolinium. Pour cette raison, d’autres
équipes ont testé le N-dichlorométhyléene encapsulé dans des liposomes,
molécule qui déprimerait plus sélectivement et plus complétement les cellules
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de Kupffer. Alors que cet agent semblait améliorer sensiblement la fonction
hépatique in witro, les résultats in vivo n’étaient significatifs que si le temps de
clampage portal durant I'implantation du greffon était long, condition asso-

ciée a une activation des cellules de Kupffer par les endotoxines d’origine
intestinale (Urata et coll., 2000).

D’autres auteurs ont montré que I'augmentation des défenses naturelles des
cellules hépatiques contre les radicaux libres par I'injection intraportale de
N-acétyl cystéine, un précurseur de la synthése du glutathion (Nakano et
coll., 1995), ou par des stratégies visant a surexprimer des protéines antioxy-
dantes comme la superoxyde dismutase (Zwacka et coll., 1998 ; Yabe et
coll., 2001) représentait un moyen d’augmenter la résistance du greffon 2
I'IF. Cependant, aucune de ces stratégies n’a trouvé la voie vers 'application
en clinique.

Comme déja largement abordée, il est admis que I'apoptose des cellules
hépatiques joue un role important dans les lésions d’I/R. Les mécanismes ini-
tiant cette mort cellulaire programmée ne sont pas complétement élucidés
mais semblent s’articuler de facon proéminente autour de l'activation de
protéases. Ainsi, Natori et coll. (1999) ont été capables de diminuer signifi-
cativement l'apoptose des cellules endothéliales et de prolonger la survie
chez les animaux recevant un foie d'un donneur prétraité par un inhibiteur
de la caspase 3. Des inhibiteurs des calpaines ont été également testés. Les
calpaines appartiennent 2 un groupe de protéases intracellulaires calcium-
dépendantes qui agiraient de concert avec les caspases pour activer la
protéolyse membranaire au moment de la reperfusion. Le groupe de Clavien
a montré que I'administration de cet inhibiteur au donneur permettait de
diminuer significativement les dommages hépatocellulaires et surtout de
prolonger la survie des animaux dans un modele de transplantation (Kohli
et coll.,, 1997). Toujours en situation expérimentale, d’autres équipes ont
également pu observer que I'inhibition de I'apoptose chez le donneur dimi-
nuait significativement les lésions de préservation/reperfusion (Zhang et
coll., 2005). Dans la situation particuliere du donneur vivant apparenté,
cette stratégie doit étre envisagée avec beaucoup de précaution. Le danger
avec ces traitements anti-apoptotiques vient du risque d’inhiber également
'apoptose dans les tissus ou organes non affectés par 'agression ischémique.
Le turnover physiologique des cellules incluant 'élimination des cellules
défectueuses ou méme de cellules potentiellement cancéreuses pourrait étre
séverement perturbé.

L’ischémie froide, bien que nécessaire pour ralentir le métabolisme, entraine
des lésions bien documentées au niveau des CES hépatiques (Clavien,
1998). Les modifications morphologiques de ces cellules perturberaient la
microcirculation hépatique au moment de la reperfusion (adhérence et acti-
vation des plaquettes et leucocytes, phénomenes thrombotiques) (Lemasters
et Thurman, 1997). En situation expérimentale, de nombreuses équipes ont
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rapporté effet protecteur du prétraitement du donneur avec des prostaglan-
dines et de leurs analogues (Natori et coll., 1997 ; Totsuka et coll., 1998).
Une étude clinique récente semble confirmer le potentiel de la PGI2 dans
la prévention des lésions de reperfusion, lorsque celle-ci est administrée
chez le donneur, avant le prélevement (Klein et coll., 1999). En fait, les
cellules endothéliales hépatiques représenteraient la cible essentielle de
« ’hépatoprotection » induite par les prostaglandines (Arai et coll., 1999 ;
[tasaka et coll., 1999). De multiples mécanismes ont été proposés, incluant
une amélioration de la perfusion sinusoidale, une diminution de "adhésion
des PNN aux cellules endothéliales et de 1'agrégation plaquettaire. En outre,
les analogues de prostagladines (PGI2, prostacycline) atténueraient les per-
turbations de la microcirculaton hépatique (Anthuber et coll., 1996). Le
prétraitement du donneur a I'aide d’'un inhibiteur de ’adénosine déaminase
représente un autre moyen d’améliorer la reprise de fonction immédiate des
greffons (Tian et coll., 2000). L’effet bénéfique de ce prétraitement serait
également lié & une amélioration significative de la microcirculation lors de
la reperfusion.

L’'induction pharmacologique chez le donneur de la héme oxygénase 1
(HO-1) ou des protéines du choc thermique (Heat-Shock Proteins, HSP)
représente d’autres moyens d’augmenter la tolérance du greffon a I'I/R
(Fudaba et coll., 2001 ; Kato et coll., 2003 ; Wang et coll., 2005 ; Ollinger et
coll., 2007).

Au total, le concept de prétraitement du donneur afin d’augmenter la tolé-
rance du greffon est séduisant. Cependant, le mécanisme d’action des diffé-
rents agents pharmacologiques testés est encore mal cerné et les données
cliniques concernant I'application de cette stratégie demeurent limitées.
D’autre part, le prétraitement pharmacologique du donneur posseéde des
limitations telles que :

e le « timing » (I’administration n’est pas toujours possible) ;

® les questions éthiques (le prétraitement peut-il étre débuté avant le constat
de déces ?) ;

e les effets déléteres sur d’autres fonctions intrinseques du foie nécessaires
chez le receveur (comme par exemple la fonction macrophagique des cellules
de Kupffer) ;

e les effets systémiques potentiels de certaines stratégies ; leffet délétere
potentiel pour les autres organes susceptibles d’étre prélevés chez le méme
donneur (manque de spécificité du traitement) ;

® le colit souvent élevé des molécules administrées.

Interventions chirurgicales : préconditionnement ischémique

De nombreux investigateurs se sont par ailleurs focalisés sur le précondition-
nement ischémique (PI), une technique qui protégerait les organes des
lésions d'I/R. Elle consiste en I'application préalable & une phase d’ischémie
prolongée d’un ou de plusieurs cycles d’occlusion vasculaire et de reperfusion.
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Ce stress ischémique induirait un état de tolérance envers une ischémie
prolongée. Ce paradoxe fut caractérisé initialement pour le coeur par Murry
et coll. (1986) avant d’étre observé secondairement pour d’autres organes
comme les reins (Toosy et coll., 1999), les poumons (Du et coll., 1996) et
I'intestin (Hotter et coll., 1996 ; Davis et coll., 1999).

Pour le foie, il a été montré chez le rongeur que 'application du PI avant
ischémie chaude prolongée permettait d’atténuer les dommages hépatocellu-
laires et d’améliorer la fonction hépatique ainsi que la survie (Yoshizumi et
coll., 1998 ; Peralta et coll., 1999 ; Nilsson et coll., 2000 ; Compagnon et
coll., 2002b). Ce concept de PI a été appliqué ultérieurement dans des
modeles de transplantation hépatique chez le rat avec des résultats cepen-
dant discordants (Adam et coll., 1998 ; Yin et coll., 1998 ; Arai et coll.,,
2000). Nous disposons de peu de données chez le gros animal (Schulz et
coll.,, 2001 ; Compagnon et coll., 2005). Récemment, l'utilisation d'un
modele canin a permis de confirmer les résultats observés chez le rongeur en
montrant que le PI atténuait les lésions hépatocellulaires induites par une
ischémie chaude prolongée, effet bénéfique qui était associé a une réduction
de linfiltration tissulaire en neutrophiles et a4 une augmentation de la
synthése d’ATP apres reperfusion (Compagnon et coll., 2005). L’application
d’un protocole identique de PI n’avait cependant aucun effet protecteur sur
les Iésions de reperfusion survenant apres ischémie froide (modele de trans-
plantation hépatique), malgré une efficacité notable sur la viabilité cellulaire
d’hépatocytes isolés soumis également a des lésions d’ischémie froide
(Compagnon et coll., 2005). La raison pour laquelle le PI augmente la
tolérance a I'ischémie chaude mais pas a I'[F reste inexpliquée.

En situation clinique, nous disposons a I'’heure actuelle de preuves limitées
quant a lefficacité du PI sur les Iésions d’I/R hépatique (Clavien et coll.,
2000 ; Totsuka et coll., 2000 ; Azoulay et coll., 2005 ; Cescon et coll., 2006 ;
Jassem et coll., 2006). Azoulay et coll. (2005) ont rapporté un bénéfice en
termes de dommage hépatocellulaire mais I'application du préconditionne-
ment avant le prélevement se traduisait cependant par un taux significative-
ment plus élevé de dysfonction hépatique apres transplantation. Le nombre
de cycles d'I/R nécessaire a I'induction du PI pourrait étre spécifique a
chaque tissu (Hawaleshka et Jacobsohn, 1998). Alors que I'application de
multiples et brefs cycles d'I/R semble étre optimal pour le cceur (Murry et
coll., 1986), un épisode unique de PI semble étre plus efficace pour induire
une protection maximale du foie a une ischémie prolongée, la durée
optimale du stimulus ischémique semblant étre de 10 minutes (Lloris-Carsi
et coll., 1993). Une étude prospective randomisée récente n’a d’ailleurs pas
montré de bénéfice si la durée du stimulus ischémique était réduite a
5 minutes (Koneru et coll., 2005).

Le mécanisme exact par lequel le PI conférerait une protection n’est pas
complétement élucidé mais pourrait impliquer de nombreux signaux,
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seconds messagers et effecteurs (Hawaleshka et Jacobsohn, 1998). Ce bref
épisode d’I/R agirait comme un stimulus non spécifique qui activerait de
multiples voies redondantes de signalisation. Le mécanisme protecteur
induit par le PI est instantané, il survient dans les secondes qui suivent le
stimulus. Le PI doit donc étre appliqué immédiatement avant la phase
d’ischémie prolongée auquelle sera exposé le foie.

Différentes voies de signalisation intracellulaire pourraient étre impliquées
dans le PI hépatique précoce.

Peralta et coll. (1996) ont été les premiers a suggérer que la libération
d’adénosine jouait un role clef dans ce phénomene de protection induite.
Des travaux ultérieurs ont pu montrer que les récepteurs de I’adénosine de
type A2 étaient impliqués dans la transduction du signal, que ce soit dans
des conditions normo- ou hypothermiques (Nakayama et coll.,, 1999 ;
Peralta et coll., 1999 ; Arai et coll., 2000). La phosphatidylinositol 3-kinase
(PI3-K) serait responsable de I'activation séquentielle de deux isoformes de
la protéine kinase C (PKC- et PKC-) et de la p38 MAPK (Mitogen-Activated
Protein Kinase) (Carini et Albano, 2003).

Le NO synthétisé induirait le PI en activant la p38 MAPK par l'intermé-
diaire d'une voie métabolique alternative reposant sur des signaux cGMP-
dépendants (Carini et coll., 2003a). Peralta et coll. (2001) ont suggéré que
I'adénosine libérée par les hépatocytes activerait la NO synthase (iNOS)
dans les CES. Le monoxyde de carbone (CO) semble également jouer un
role proéminent dans la médiation du PI (Peralta et coll., 1996 et 2001 ;
Koti et coll., 2002 ; Barrier et coll., 2005).

Il est possible que d’autres facteurs, comme entre autres le stress oxydant ou
le peptide atrial natriurétique (ANP), I'IL-6 et STAT 3, I'antagoniste du
récepteur de I'IL-1 (IL-1 Ra) et Bcl-2 puissent contribuer a 'effet protecteur
du PI (Carini et Albano, 2003 ; Carini et coll., 2003b ; Barrier et coll.,
2005 ; Matsumoto et coll., 2006).

La résistance aux lésions d’'I/R qui se développe a la phase précoce du PI
résulte vraisemblablement de la modulation de plusieurs fonctions cellulaires
telles que :

¢ le métabolisme énergétique : amélioration de la perfusion sinusoidale
(Glanemann et coll., 2003), préservation des réserves en ATP et en glycogene
(Compagnon et coll., 2002b ; Peralta et coll., 2000a), ainsi qu’un effet direct
sur les fonctions mitochondriales avec maintien de I’état d’oxydoréduction
(Koti et coll., 2002) ;

¢ le contrdle de I'équilibre acido-basique : meilleurs échanges ioniques
transmembranaires et moindre production de protons par la glycolyse anaé-
robie en fourniraient I'explication (Carini et coll., 2001) ;

e la prévention des lésions oxydatives générées au cours de la reperfusion :
amélioration des capacités antioxydantes (Peralta et coll., 2002) et moindre
production de ERO (Fernandez et coll., 2002) ;
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e I'inhibition de I'apoptose : diminution des lésions oxydatives et de la perte
énergétique, I'inhibition de la caspase 3 (Yadav et coll., 1999), interaction
directe possible avec les signaux proapoptotiques (Liu et coll., 2002) ;

e la réponse inflammatoire associée avec la reperfusion (Carini et Albano,
2003) : atténuation de la production de TNF-ot et de chimiokines CXC,
diminuant ainsi 'adhésion des leucocytes aux CES ainsi que l'infiltration
hépatique post-ischémique par les PNN (Peralta et coll., 1996 ; Howell et
coll., 2000). La capacité du PI a atténuer l'expression du TNF-o et de
molécules d’adhésion intercellulaires impliquerait I'inhibition de NF-xB
(Funaki et coll. (2002) ;

® la diminution de 'expression de 'endothéline, conduisant a 'amélioration
de la microperfusion hépatique (Peralta et coll., 2000b) ;

® une meilleure capacité a synthétiser des protéines lors de la reperfusion.
Dans un modele cellulaire, il a été montré que I'effet bénéfique du PI était
attribuable 2 une protection directe des cellules parenchymateuses hépati-
ques, et semblait dépendre en partie de la capacité a rétablir une synthese
protéique lors de la reperfusion (Compagnon et coll., 2002b).

La phase précoce du PI serait a 'origine d’une seconde fenétre de protection,
manifeste aux alentours de la 24¢ heure apres 'application du stimulus, et
qui pourrait durer entre 2 et 4 jours. Ce PI tardif a été observé apres exposition
a divers stimulus tels qu'une bréve ischémie/reperfusion, une hyperthermie
transitoire, un stress oxydant, ou 'infusion d’ANP (Carini et Albano, 2003).
Cette protection est caractérisée par une amélioration de la perfusion
sinusoidale et de la production de bile, ainsi qu'une diminution de l'infiltra-
tion leucocytaire et de la cytolyse hépatique. Du fait de son effet prolongé,
le PI tardif pourrait étre particulierement intéressant en transplantation
hépatique.

Différents mécanismes pourraient étre impliqués dans le PI hépatique tardif.

L’augmentation de l'expression des protéines du choc thermique (HSP)
(Kume et coll., 1996). En particulier, 'induction de HSP27 et de HSP70
jouerait un role central dans le développement de cette tolérance a I'ischémie/
reperfusion. En se liant au cytochrome C et a des facteurs d’induction de
I'apoptose (AIF, APAF-1), ces HSPs préviendraient 'activation des caspases
(Garrido et coll., 2001). La phosphorylation de HSP 27 par la p38MAPK lui
permettrait également d’interagir avec I'actine et ainsi d’augmenter la résis-
tance du cytosquelette au stress oxydant (Huot et coll., 1996).

L’induction de 'héme oxygénase (HO-1) représente un autre mécanisme de
défense lié a la stimulation des HSPs (Redaelli et coll., 2002 ; McNally et
coll., 2006). HO-1 catalyse la dégradation de ’héme en monoxyde de carbone
et de biliverdine, induisant la formation de bilirubine qui possede de puis-
santes propriétés antioxydantes. L’activation de HO-1 aurait également des
effets anti-inflammatoires et anti-apoptotiques (Katori et coll., 2002).
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Une autre conséquence majeure du Pl tardif est la diminution de 'expression
du TNF-a et de la protéine macrophagique de l'inflammation au cours de la
réoxygénation. Cet effet serait médié par la modulation de la translocation
nucléaire de NF-xB et AP-1, régulation résultant probablement de la stabili-
sation de protéines inhibitrices de NF-xB apres leur liaison avec HSP70

(Kiemer et coll., 2000).

Le préconditionnement hépatique peut également étre réalisé en appliquant
une courte période d’hyperthermie sub-létale avant la phase d’ischémie
prolongée. Le préconditionnement hyperthermique (PH) a été évalué dans
des modeles de transplantation chez le rongeur avec des résultats bénéfiques
en termes de souffrance hépatocellulaire, de fonction de syntheése et de
survie (Matsumoto et coll., 2001 ; Redaelli et coll., 2002). Une inhibition
de P'apoptose et une meilleure préservation ultrastructurelle étaient obser-
vées dans les groupes d’animaux préconditionnés (15-20 min a 42-43°C,
application du PH 24-48 h avant le prélevement). Cet effet protecteur du
PH était associé a des taux augmentés HSP 70 dans les hépatocytes et les
CES. L’application clinique de cette technique de préconditionnement est
cependant difficilement envisageable.

Actuellement, les stratégies chirurgicales comme le préconditionnement
ischémique sont les plus prometteuses et les seules a pouvoir étre envisagées
pour une application clinique de routine. Le mécanisme exact de I’action
protectrice est incomplétement connu. Il s’agit d’un processus multifactoriel
nécessitant l'interaction de nombreux signaux, seconds messagers et effec-
teurs. Le «timing » du stimulus de préconditionnement semble essentiel.
L’application clinique du préconditionnement hyperthermique dont effet
protecteur est médié par le systtme HO-1, est plus problématique.

Thérapie génique

Enfin, le transfert de génes pourrait offrir la possibilité de prévenir et réduire
les dommages hépatiques occasionnés au cours du processus de transplanta-
tion (Ke et coll., 2004). Ainsi, la transfection du géne Bcl-2 représenterait
un moyen d’augmenter la résistance hépatique a l'ischémie froide en atté-
nuant 'apoptose (Rentsch et coll., 2005). L’enzyme SOD et la catalase ont
été transférées pour renforcer les défenses antioxydantes (Selzner et coll.,
2003). D’autres équipes ont développé des stratégies cytoprotectrices fondées
sur 'expression de genes tels HO-1 ou IL-13 (Ke et coll., 2004 ; Geuken et
coll., 2005). Des tentatives de modulation de la réponse inflammatoire par
inhibition de NF-xB ont été également faites (Fan et coll., 1999).

Ces résultats expérimentaux sont prometteurs mais ne doivent pas occulter
les nombreux probléemes inhérents a la technique de thérapie génique : une
efficacité limitée des vecteurs utilisés pour la transfection et la difficulté
d’augmenter l'expression de protéines au moment et au site approprié, un
probléme de « timing » car la thérapie doit étre réalisée plusieurs jours avant
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le prélevement, ou encore un risque de cytotoxicité (par exemple, I'expres-
sion de HO-1 peut étre parfois spontanément élevée) (Casillas-Ramirez et

coll., 2006).

Stratégies spécifiques a un type de donneurs (donneurs aux « critéres
élargis »)

Le prétraitement du donneur représente également un moyen d’augmenter
le pool de donneurs en améliorant la viabilité des organes sub-optimaux.

Foies stéatosiques

La stéatose hépatique est rencontrée dans 6 a 24 % des greffons cadavériques.
Sa forme sévere (plus de 60 % d’infiltration) est associée a un taux élevé de
dysfonction et diminue significativement la survie 2 un an (Yoong et coll.,
1999). Le mécanisme qui expliquerait la plus faible tolérance de ces greffons
a l'ischémie semble étre lié a des perturbations de la microcirculation
hépatique et a2 un dysfonctionnement mitochondrial (Fukumori et coll.,

1997 et 1999).

Les solutions IGL-1 et Polysol (en cours de développement) semblent étre
plus performantes que les solutions actuellement utilisées en pratique clinique
pour la conservation des greffons stéatosiques (Ben et coll., 2006 ; Hata et

coll., 2007).

Le prétraitement pharmacologique des donneurs pourrait également permettre
d’améliorer la survie de ces greffons hépatiques marginaux. Nakano et coll.
(1997) ont ainsi observé que 'administration de N-acétyl cystéine (NAC),
un précurseur de glutathion, avant la phase de conservation permettait de
protéger l'intégrité de la microcirculation du foie stéatosique.

Toujours en situation expérimentale, il a été montré que le préconditionne-
ment a l'ischémie permettait d’augmenter également la tolérance des foies
surchargés en dépdts lipidiques (Niemann et coll., 2005).

Donneurs a coeur arrété

L’intérét dans l'utilisation des donneurs a cceur arrété comme source poten-
tielle de greffon hépatique s’est considérablement accru ces derniéres
années. Bien que les résultats des premicres expériences soient encoura-
geants, un taux élevé de non-fonction primaire et une survie du greffon plus
faible sont observés. Dans le but d’amener un plus grand nombre de ces
organes 2 la transplantation, le prétraitement pharmacologique du donneur
représente une approche intéressante afin de renforcer la tolérance de ces
foies pour lesquels les effets déléteres de I'ischémie chaude sont exacerbés
par la période de conservation hypothermique et la reperfusion a suivre. En
situation expérimentale, il a été montré que des drogues comme TAK-044
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(un antagoniste des récepteurs de ’endothéline) (Fukunaga et coll., 1998),
Nicaraven (un piégeur de radicaux libres) (Yokota et coll., 2000), ou encore
lazaroid (un inhibiteur de la peroxydation lipidique) (Xu et coll., 1996)
avaient un effet bénéfique lorsqu’elles étaient administrées chez le donneur
avant l'ischémie chaude. Cependant, ces drogues ne sont pas faciles a
manier et leur colit est si élevé que leur utilisation en clinique ne s’est pas
encore concrétisée. A contrario, la pentoxifylline est un composé bon
marché. Il s’agit d’'un inhibiteur de phosphodiestérase qui agirait en préve-
nant la libération par les cellules de Kupffer de cytokines pro-inflammatoires
(Zabel et coll., 1993). Des équipes ont pu observer que le prétraitement des
donneurs avec cet inhibiteur réduisait significativement les dommages
hépatocellulaires et surtout autorisait de meilleurs taux de survie par rapport
aux animaux non traités. Cependant, aucune étude clinique n’a encore
confirmé ces résultats positifs chez le donneur a coeur arrété (Astarcioglu et

coll., 2000 ; Qing et coll., 2006).

Conditionnement du receveur

Le traitement du receveur représente une autre stratégie visant a diminuer
les lésions de préservation/reperfusion et améliorer ainsi les résultats de la
transplantation hépatique.

Ainsi, Padministration intraveineuse de biliverdine (produit du métabo-
lisme de ’heéme) chez le receveur juste avant et quelques heures apres
I'implantation du greffon semble avoir des effets cytoprotecteurs puissants,
se traduisant par une amélioration significative de la survie des animaux
(Fondevila et coll., 2004). Cet effet bénéfique serait lié a I'inhibition de
I'expression de iNOS et de cytokines telles que IL-1, TNF-c, IL-6, mais
aussi & I'induction de I'expression de molécules anti-apoptotiques. D’autres
équipes ont montré que 'apport exogéne de monoxyde de carbone (CO)
par inhalation chez le receveur, dans les heures qui entourent la greffe, était
également bénéfique (Kaizu et coll., 2005 et 2008). Une suppression de
I’expression de génes précoces de I'inflammation ainsi que la diminution de
linfiltration par les neutrophiles étaient observées chez les animaux traités.
Les mécanismes sous-jacents impliqueraient une régulation négative par la

voie de MEK/ERK1/2.

Perfusion hypothermique du greffon

La conservation par perfusion hypothermique représente un autre concept
de conservation des greffons hépatiques. En situation expérimentale, de
nombreux travaux ont montré la supériorité de cette méthode sur I'IF
(Pienaar et coll., 1990 ; Kim et coll., 1997 ; Compagnon et coll., 2001 ;
Bessems et coll., 2006 ; Dutkowski et coll., 2006). Cette technique consiste
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a perfuser en continue le greffon par ses vaisseaux afférents, en hypothermie
et en oxygénant le perfusat.

La perfusion hypothermique apporte plusieurs avantages :

¢ le maintien des capacités de synthése en ATP (Boudjema et coll., 1991 ;
Fujita et coll., 1993 ; Kim et coll., 1997) ou en métabolites indispensables et
du pouvoir antioxydant des cellules (Meister et Anderson, 1983) ;

e [¢limination des produits de dégradation du métabolisme qui peuvent
s’accumuler 2 des concentrations toxiques dans les tissus, autorisant entre
autres un meilleur controle du pH intracellulaire ;

¢ un moyen de délivrer de fagcon continue aux tissus des substrats métaboliques
(adénosine, ribose, phosphate...) ou d’autres agents cytoprotecteurs tels que
des antioxydants ou des inhibiteurs enzymatiques (St Peter et coll., 2002).

La perfusion hypothermique représente également un bon moyen de
« récupérer » des greffons ayant subi des périodes d’'ischémie chaude prolongée,
car prélevés sur des donneurs a cceur arrété. Cette technique offre en effet la
possibilité de « post-conditionner » ces greffons endommagés (Lee et coll.,
2003 ; Bessems et coll.,, 2005b; Manekeller et Minor 2006). Ce « post-
conditionnement » de foies ayant été exposés a une ischémie chaude
demeure efficace méme apres une période intermédiaire de conservation en

IF (Manekeller et Minor, 2006).

Sur le plan technique, une perfusion de type pulsatile ou continue peut étre
utilisée indifféremment pour la veine porte (Dutkowski et coll., 1998). Qui
plus est, il semble exister une grande tolérance hépatique aux variations de
pression de perfusion par la veine porte (van der Plaats et coll., 2004). Pour
’artére hépatique, il semble préférable d’avoir recours a une perfusion de type
pulsatile. En effet, la perfusion continue induirait une augmentation de 15 %
des résistances vasculaires et impliquerait donc d’augmenter la pression de
perfusion pour maintenir une pression de perfusion identique (Mandelbaum
et coll., 1965). Si le réseau veineux est choisi comme voie de perfusion
unique, il a été montré que les performances de la perfusion par les veines
sus-hépatiques étaient superposables a celles de la perfusion par la veine
porte pour des durées de conservation de 24 et 48 heures (Compagnon et
coll., 2001). Comparée a I'lF, la perfusion hypothermique permettait une
moindre souffrance des cellules parenchymateuses et non parenchymateuses,
un maintien voire une augmentation des capacités antioxydantes du greffon
et une meilleure préservation du statut énergétique en fin de conservation.

L’application clinique de la conservation des greffons hépatiques par perfu-
sion hypothermique est encore au stade d’étude de faisabilité. Malgré
I'ensemble de ces données en faveur de la supériorité de la machine a perfu-
ser, I'ischémie froide demeure la seule méthode employée en clinique. Une
telle pratique s’explique par les contraintes logistiques non négligeables
qu’impose la perfusion.
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Dans cet esprit, il convient d’édifier maintenant un cahier des charges d’'une
machine de perfusion susceptible par sa simplicité de répondre aux exigences
de la pratique quotidienne. La perfusion hypothermique pourrait représenter
un moyen d’évaluer la viabilité des greffons avant transplantation. Les para-
metres hémodynamiques (débit de perfusion, résistance...) et la libération
d’enzymes intracellulaires ou autres métabolites dans le perfusat pourraient
en effet apporter des informations essentielles, surtout en cas de greffon
« marginal ». La perfusion hypothermique offrirait ainsi 'opportunité d’aug-
menter avec plus de sécurité le nombre d’organes utilisables.

Perfusion normothermique

Quelques équipes vont a contre-courant du principe de base que constitue
I’hypothermie pour la conservation des organes en concentrant leur effort
sur la perfusion normothermique (Jamieson et Friend, 2006). Deux approches
différentes sont actuellement explorées, d’une part la recirculation in situ et
d’autre part la perfusion ex vivo.

La méthode in situ, qui utilise un systéme de bypass cardiopulmonaire, a été
testée dans différents modeles d’ischémie chaude chez le gros animal (porc).
Des résultats positifs ont été observés en termes de fonctionnalité et de
survie des animaux apres transplantation (Valero et coll., 1998 et 2000 ; Net
et coll., 2005). Cette technique permet en outre I'analyse de la viabilité des
greffons, en autorisant l'utilisation de parameétres de viabilité tels que le
débit sanguin hépatique ou les ratios d’extraction en oxygene (Valero et
coll., 1998). L’analyse histologique des greffons chez les animaux en vie a
cependant montré que tous présentaient des lésions biliaires de type nécrose
ischémique irréversible, compromettant ainsi une survie a long terme. La
méme équipe a montré par la suite que I'adjonction de drogues cytoprotec-
trices (L-Arginine, adénosine...) permettait de diminuer significativement

le degré des lésions biliaires (Valero et coll., 2000 ; Net et coll., 2005).

La perfusion normothermique ex vivo est plus complexe 4 mettre en ceuvre
sur le plan technique. De nombreux travaux ont montré sa supériorité sur
I'lF dans des modeles de transplantation a cceur arrété (Schon et coll.,
2001 ; Reddy et coll., 2004 ; Brasile et coll., 2005). Ces travaux insistent sur
la nécessité de développer une machine de perfusion portable afin de pouvoir
appliquer la perfusion normothermique d’emblée et éviter ainsi d’imposer au
greffon une phase intermédiaire d’ischémie froide avant la perfusion chaude.
Bien qu’elle puisse offrir des avantages pour les greffons marginaux, la perfu-
sion normothermique reste une entreprise complexe nécessitant une grande
expertise A sa mise en ceuvre ainsi qu’un monitoring continu par un personnel
trés entrainé, autant d’éléments qui limitent fortement son application clinique
pour I'instant.
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En conclusion, I'unique objectif de la conservation d’organe dans le
domaine de la transplantation est de fournir au receveur un greffon dont la
qualité lui permettra d’assurer a la fois une bonne reprise de fonction et la
survie a long terme.

Les lésions hépatiques d’ischémie/reperfusion (I/R) représentent un processus
complexe et multifactoriel dans lequel de multiples médiateurs et diverses
cellules interagissent. Ces lésions peuvent aboutir 4 la mort cellulaire et
finalement a la dysfonction de I'organe.

Le succes de la conservation en ischémie froide est étroitement lié a la sim-
plicité de la méthode. Les performances de cette technique de conservation
repose essentiellement sur I'inhibition du métabolisme par ’hypothermie, la
suppression de I'cedeéme cellulaire grice aux agents imperméants et la stimu-
lation du métabolisme énergétique lors de la reperfusion grice a des
précurseurs de la synthése d’ATP mais aussi sur une courte durée de conser-
vation. Cependant, le taux de dysfonction primaire des greffons demeure
élevé. La simplicité de la conservation en ischémie froide constitue égale-
ment un de ses inconvénients. Cette méthode n’est en effet pas trés adaptée
pour la conservation des greffons «aux criteres élargis ». Depuis 10 ans,
I'approche commune pour améliorer la qualité de la conservation d’organe
s’est fondée sur le concept d’'une modification ponctuelle des solutions origi-
nelles. Ces adjonctions de molécules n’ont pas souvent trouvé le chemin de
I'application clinique, les résultats observés chez I'animal ne se confirmant
pas systématiquement chez ’homme. On peut alors sérieusement se poser la
question de savoir si nous n’avons pas tout simplement atteint les limites de
la conservation en ischémie froide. La reformulation des solutions de conser-
vation n’est peut-étre pas le meilleur moyen d’améliorer significativement la
fonction immédiate du greffon et de nouvelles approches sont actuellement
explorées.

La premiere idée est de considérer que la tolérance de I'organe a I'ischémie/
reperfusion pourrait étre améliorée en prétraitant le donneur. Les différentes
stratégies du prétraitement du donneur incluent une protection directe 2
I'aide de drogues administrées au donneur avec I'idée d’inhiber des molécules
déléteres, de renforcer des voies métaboliques protectrices, la thérapie
génique et des interventions chirurgicales comme le préconditionnement 2
I'ischémie. Des résultats bénéfiques sur la survie de la greffe ont été obtenus
par la protection directe du donneur mais la spécificité du traitement reste
réduite. Le mécanisme d’action des agents pharmacologiques testés en situa-
tion expérimentale est encore mal cerné et leur spécificité réduite. Bien que
la thérapie génique soit séduisante, de nombreux problemes d’ordre pratique
et éthique accompagnent cette stratégie thérapeutique. Actuellement, les
stratégies chirurgicales comme le préconditionnement ischémique sont les
plus prometteuses et les seules également a pouvoir étre envisagées pour une
application clinique de routine.
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Lautre idée est fondée sur le fait que 'anoxie plutot que les caractéristiques
physicochimiques des solutions pourrait constituer le facteur limitant 2 toute
amélioration : la conservation en perfusion hypothermique continue repré-
sentant alors le seul moyen de maintenir cet apport en oxygéne au niveau de
I'organe réfrigéré. Cette technique permet en outre d’éliminer les produits
toxiques accumulés dans le tissu hépatique, de controler le pH cellulaire, de
délivrer des agents cytoprotecteurs et d’améliorer la viabilité des organes
sub-optimaux par un « postconditionnement ». Elle est actuellement au
stade d’étude de faisabilité en clinique.
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