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RESUME 

La transplantation est la meilleure alternative en cas d’insuffisance rénale terminale. 

Face à la pénurie de greffons, les équipes de transplantation se sont tournées notamment vers 

les donneurs décédés par arrêt circulatoire (DDAC) non contrôlés. Ces greffons soumis à une 

période d’ischémie chaude sont plus fragiles. Des méthodes de reconditionnement chez le 

donneur par refroidissement in situ (RIS) et circulation régionale normothermique (CRN) se 

sont développées afin de réduire les lésions d’ischémie-reperfusion. Le choix de la méthode 

est laissé à l’appréciation de chaque équipe et il existe une grande hétérogénéité des pratiques. 

Après prélèvement, l’utilisation des machines de perfusion hypothermique (MPH) est 

généralement recommandée. L’optimisation de ces phases de reconditionnement chez le 

donneur et de conservation hypothermique apparait comme un enjeu majeur de santé 

publique. Concernant l’optimisation du mode de reconditionnement, la mise au point d’un 

modèle préclinique porcin parfaitement reproductible a permis de mettre en évidence une 

supériorité de la CRN sur le RIS. Une durée de CRN de 4 heures minimum sans dépasser 6 

heures paraît optimale. Concernant la conservation hypothermique, les MPH permettent le 

maintien du niveau d’expression des gènes retrouvé en fin de CRN. L’ajout d’une 

oxygénation active en MPH ou de curcumine en solution statique améliore le devenir du 

greffon à court et long termes dans un modèle préclinique d’autogreffe. Ce travail pourrait 

s’étendre à l’étude d’autres organes, d’autres durées d’ischémie chaude et aux DDAC 

contrôlés afin d’élargir encore le nombre d’organes éligibles à la transplantation. 

 

Mots clés : Transplantation rénale – Modèle préclinique – Ischémie-reperfusion – Donneurs 

décédés après arrêt circulatoire – Circulation régionale normothermique – Machines de 

perfusion hypothermique 
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ABSTRACT 

Transplantation is the best alternative to end-stage renal disease. The shortage of grafts 

led the transplant teams to consider uncontrolled deceased donors after circulatory death 

(DCDs). These grafts suffered from a period of warm ischemia and are more vulnerable. 

Reconditioning methods in the donor by in situ cooling (ISC) and normothermic regional 

perfusion (NRP) have been developed to reduce the ischemia-reperfusion injuries. Each team 

has the choice as to the method and there are many different practices. After removal of 

kidneys, the use of hypothermic perfusion machines (HPM) is generally recommended. The 

optimization of reconditioning in the donor and hypothermic preservation appears as a major 

public health challenge. About optimization of the reconditioning method, the development of 

a high reproducible preclinical porcine model allowed to highlight the superiority of RNP 

over ISC. NRP duration of 4 hours minimum without exceeding 6 hours seems optimal. 

About hypothermic preservation, HPM allows to maintain the level of expression of the genes 

found at the end of RNP. The addition of active oxygenation to HPM or curcumin in static 

solution improves the graft outcomes in the short and long terms in a preclinical model of 

auto transplantation. This work could be extended to the study of other organs, other durations 

of warm ischemia and to controlled DCDs in order to further increase the number of 

transplantable grafts. 

 

Key words: Renal transplantation – Preclinical model – Ischemia-reperfusion – Donors after 

circulatory determination of death – Normothermic regional perfusion – Hypothermic 

machine perfusion 
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ABREVIATIONS 

ABM Agence de la Biomédecine 

ACT Activated clotting time 

ADN Acide désoxyribonucléique 

ARN Acide ribonucléique 

ADP Adénosine diphosphate 

ATP  Adénosine triphosphate 

ASAT Aspartate amino-transférase 

CDC Cyclodextrine-curcumine  

CEC Circulation extracorporelle 

CRN Circulation régionale normothermique 

DDAC Donneur décédé après arrêt circulatoire 

DME Donneur en mort encéphalique 

DV Donneur vivant 

ECMO Extracorporeal membrane oxygenation 

EPO Erythropoïétine 

FT Facteur tissulaire 

Glut-1 Transporteur de glucose de type 1 

HIF Hypoxia inducible factor 

HMGB-1 High mobility group box-1  

HSP Heat shock protein  

HO-1 Hémoxygénase-1 

ICAM-1 Intercellular adhesion molecule-1 

IL Interleukine 

IFN Interféron 

IR Ischémie-reperfusion 

IV Intraveineux 

KIM-1 Kidney injury molecule-1 

KPS-1 Kidney perfusion solution-1 

LDH Lactate déshydrogénase 

MCP-1 Monocyte chemoattractant protein-1 

MPH Machine de perfusion hypothermique 
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NFP Non fonction primaire 

NF-κB Nuclear factor-κB 

NGAL Neutrophil gelatinase-associated lipocalin  

NO Monoxyde d’azote 

NOS Oxyde nitrite synthase (e : forme endothéliale ; i : forme induite) 

PAR Protease-activated receptor 

PARP Poly (adénosine diphosphate ribose) polymérase  

PCR Polymerase chain reaction 

PEG Polyéthylène glycol 

RIS Refroidissement in situ 

ROS Reactive oxygen species 

RRF Reprise retardée de fonction 

SCOT Solution de conservation des organes et des tissus 

SIRS Syndrome inflammatoire de réponse systémique 

SLA Swine leucocyte antigen  

α-SMA α-Smooth muscle actin  

TEM Transition épithélio-mésenchymateuse 

TGF-ȕ Transforming growth factor-ȕ 

TLR Toll-like receptor 

TNF-α Tumor necrosis factor-α 

UW University of Wisconsin 

VCAM-1 Vascular cell adhesion molecule-1 

VEGF Vascular endothelial growth factor 
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1. La pénurie de greffons rénaux : un problème de santé publique 

 La transplantation est la meilleure alternative thérapeutique en cas d’insuffisance 

rénale terminale, du fait de l’amélioration de l’espérance et de la qualité de vie des patients 

[1]. Il s’agit également de la meilleure solution en termes de dépense de santé publique [2].  

La première transplantation rénale a été réalisée il y a plus de 60 ans. Il s’agit de l’organe le 

plus couramment transplanté à l’échelle mondiale mais les équipes de transplantation sont 

confrontées à une pénurie de greffons [3]. 

Selon la base de données américaine Organ Procurement and Transplantation Network de 

2016 [4], 95 459 patients étaient en attente de greffe à la fin de l’année, avec 30 869  

nouveaux patients inscrits pour seulement 18 913 transplantés. L’attente est supérieure ou 

égale à 5 ans pour 36,1% des candidats.  

A l’échelle européenne, selon le rapport de la zone Eurotransplant, fondée en 1967 et 

comprenant huit pays (Allemagne, Pays-Bas, Belgique, Luxembourg, Autriche, Slovénie, 

Croatie et depuis 2013 la Hongrie), 1 647 donneurs de reins décédés ont été recensés en 2017 

soit 5,1% de moins par rapport à 2016 et 11 105 patients restent en attente d’une greffe, soit 

9,1% de plus par rapport à 2016 [5].  

Au niveau national, selon le rapport annuel de l’Agence de la Biomédecine (ABM) (tableau 

1) [6], 5 280 nouveaux patients ont été inscrits sur la liste nationale d’attente alors que 

seulement 3 782 greffes ont été réalisées au cours de l’année β017. Au 1
er

 janvier 2018, 14 

921 patients attendent  un greffon, soit une augmentation progressive des malades restant en 

attente au 1
er

 janvier de chaque année de 49% (4 424 patients) en 5 ans. 
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  2012 2013 2014 2015 2016 2017 2018 

Malades 
restant en 
attente au 1er 
janvier de 
chaque année 

9 089 9 892 10 818 11 807 12 541 13 513 14 291 

Nouveaux 
inscrits dans 
l'année 

4 346 4 555 4 793 4 843 5 269 5 280 - 

Décédés en 
attente dans 
l'année 

261 284 302 307 327 352 - 

Sortis de liste 
d'attente 

238 271 270 316 355 368 - 

Greffes 3 044 3 074 3 232 3 486 3 615 3 782 - 

   dont greffes 
avec donneur 
vivant 

357 401 514 547 576 611 - 

   dont greffes 
avec DDAC 
MI-II 

81 78 54 62 59 57 - 

   dont greffes 
avec DDAC 
MIII 

- - - 27 86 178 - 

Tableau 1 : Evolution de la liste d’attente et devenir des candidats à la greffe rénale [6]. 

 

Sur les six dernières années, on constate une augmentation des inscriptions de 21,5% entre 

2012 et 2017, soit 934 nouveaux patients. Cette augmentation peut s’expliquer par le 

vieillissement de la population et l’augmentation de l’incidence des maladies pourvoyeuses  

d’insuffisance rénale, notamment les maladies cardio-vasculaires.  

L’âge moyen des nouveaux patients s’élève progressivement avec 54,2 ans en 2017 contre 

51,3 ans en 2012. Les nouveaux inscrits de 70 ans et plus représentent ainsi 14,6% des 

patients, contre 7,5% en 2012. Parmi les nouveaux inscrits, on constate par ailleurs 15,1% de 

candidats à une retransplantation et 39,8% de patients non dialysés. 

En parallèle, le nombre de décès sur liste d’attente reste stable avec 1,9% en 2017.  
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Le temps d’attente sur liste s’allonge également progressivement avec une probabilité d’être 

greffé à 24 mois passant de 61% à 42% entre les périodes 1996-1999 et 2012-2017. Le 

nombre total de candidats pour un greffon est ainsi passé de 4,4 en 2012 à 5 en 2017. 

A noter que l’accès à la greffe varie significativement selon les groupes sanguins et selon les 

équipes, d’une région à l’autre, en fonction des politiques d’inscription sur liste et des taux de 

prélèvements. 

2. Stratégies d’expansion du nombre de greffons rénaux 

 De façon générale, la lutte contre l’opposition au don est une des mesures phares. Le 

taux en France est depuis les années 1990 supérieur à 30% (32% contre 15,3% en Espagne en 

2015 [7]). La diminution du taux de refus passe par la formation des équipes de coordination, 

de réanimation et la mise en place de campagnes d’information pour le grand public. 

D’autres perspectives ont été étudiées spécifiquement pour chacun des trois types de donneurs 

actuellement éligibles au prélèvement rénal : les donneurs en mort encéphalique (DME),  les 

donneurs vivants (DV) et les donneurs décédés après arrêt circulatoire (DDAC).  

2.1. Expansion à partir des DME  

 Les critères de sélection des DME se sont étendus à la fin des années 1990 

introduisant le concept de donneurs à critères élargis [3]. Il s’agit de donneurs plus âgés, 

présentant des facteurs de risque cardio-vasculaire, un certain degré d’insuffisance rénale ou 

dont les organes ont été exposés à une ischémie froide prolongée [8]. Les greffons rénaux 

peuvent être proposés à la transplantation avec l’argument que la survie des patients recevant 

ces greffons reste meilleure que celle des patients maintenus en dialyse [3, 8].  

Aux Etats-Unis, la proportion de greffons rénaux issus de donneurs de plus de 65 ans est 

passée de 6,8% à 8,1% entre 1999 et 2008 et le taux de donneurs à critères élargis de 20,3% à 

22,7%. Le programme américain de transplantation rénale issue de ces donneurs recommande 
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une évaluation histologique et la mise en machine de perfusion des greffons, ce qui fait que 

40% des reins prélevés ne sont pas transplantés compte-tenu du taux de glomérulosclérose et 

des paramètres de perfusion lors de la conservation en machine [8].  

Ce taux est plus faible en Europe. L’Eurotransplant Seniors Program attribut 

préférentiellement les reins des donneurs de plus de 65 ans aux receveurs de plus de 65 ans, à 

l’échelle locale ou régionale, afin de minimiser le temps d’ischémie froide. Un appariement 

entre la qualité du greffon et les co-morbidités du receveur est en effet nécessaire, afin de 

réduire le taux de greffons non transplantés [9]. 

En France [6], l’âge moyen des DME augmente progressivement de 41,5 ans en 2000 à 58,3 

ans en 2017. L’ABM définit les donneurs à critères élargis comme les donneurs âgés de plus 

de 60 ans ou de 50 à 59 ans avec au moins deux des facteurs de risque suivants :  

- Cause de décès vasculaire ; 

- Antécédent d’hypertension artérielle ; 

- Créatininémie supérieure à 130µmol/L.  

Ces organes représentent 50,1% des reins greffés en 2017 soit 1 472 greffons. Depuis 2011, 

un programme national de mise en machine de perfusion est développé pour ces greffons. Ce 

programme vise à diminuer la proportion de non fonctions primaires (NFP) et de reprises 

retardées de fonction (RRF) avec pour objectif à long terme une amélioration de la survie de 

ces greffons. En 2017, la progression de la mise en machine de perfusion de ces reins de 

donneurs à critères élargis se poursuit avec un taux de 73,7% contre seulement 13% en 2012. 

L’utilisation des reins issus de ces donneurs à critères élargis permettrait d’augmenter le 

nombre de greffons disponibles, diminuant ainsi la durée d’attente sur liste et la morbi-

mortalité liée au maintien sur le long terme de la dialyse [10, 11]. 
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2.2. Expansion à partir des DV 

 La greffe depuis DV existe depuis plus de 60 ans. Il s’agit du transplant de choix avec 

des taux de survie du greffon et du patient supérieurs à ceux des donneurs décédés, surtout en 

cas de greffe réalisée avant le début de la dialyse (greffe préemptive) [12].  

Le taux de DV varie dans le monde. Aux Etats-Unis, le nombre de DV étaient de 5 335 pour 

13 501 donneurs décédés en 2016 [4]. Dans les pays d’Asie ou du Moyen-Orient, la majorité 

des greffes sont réalisées à partir de DV. Concernant la zone Eurotransplant, 1 293 DV ont été 

recensés en 2017 pour 3 126 donneurs décédés [5]. En France, toujours selon le rapport 

annuel de l’ABM, les greffes issues de DV ne représentent que 16,1% de l’activité de l’année 

2017, soit 611 patients. Après une hausse importante de 28% en 2014, ce type de greffe 

poursuit une progression lente. Leur nombre a cependant doublé depuis 2010 [6].  

Concernant les possibilités d’expansion de cette catégorie de donneurs, les greffes ABO et 

HLA incompatibles ont été étudiées [8]. En effet, la non-compatibilité en cas de DV est 

retrouvée dans environ 50% des cas. L’utilisation de protocoles d’immunosuppression 

spécifiques a permis l’obtention de meilleurs résultats en termes de survie par rapport à un 

maintien sur liste d’attente, et en termes économique par rapport à la poursuite d’une dialyse. 

Initiés aux Etats-Unis, ces protocoles ont également été adoptés en Europe.  

L’autre alternative est le don croisé, où un couple donneur-receveur non compatible ABO ou 

HLA échange leur greffon avec un autre couple présentant le même problème, de façon à ce 

que chaque receveur se voit attribuer un greffon compatible. Ce programme a été initié aux 

Pays-Bas puis largement diffusé, au prix d’un véritable challenge logistique. L’utilisation de 

greffons à critères élargis issus de DV a également été étudiée [3]. 
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3. Les donneurs décédés après arrêt circulatoire (DDAC) 

 Jusque dans les années 1990, concernant le don post mortem, seuls les DME étaient 

considérés pour la transplantation [8]. En Europe et plus particulièrement aux Pays-Bas, 

Kootstra a réintroduit le concept de don après décès par arrêt circulatoire, initialement 

dénommée don à cœur arrêté puis don après décès par arrêt cardiaque. Lors du premier 

congrès international sur les DDAC organisé par son équipe à Maastricht en 1995, quatre 

catégories de DDAC ont été définies [13] : 

- I : Personnes faisant un arrêt cardiaque en dehors de tout contexte de prise en charge 

médicalisée et pour lesquelles le prélèvement d’organes ne pourra être envisagé que si 

la mise en œuvre de gestes de réanimation de qualité a été réalisée moins de γ0 

minutes après l’arrêt cardiaque (arrêt extra-hospitalier, non contrôlé) ; 

- II : Personnes faisant un arrêt cardiaque en présence de secours qualifiés aptes à 

réaliser un massage cardiaque et une ventilation mécanique efficaces, mais dont la 

réanimation ne permettra pas une récupération hémodynamique (arrêt extra-

hospitalier, non contrôlé) ; 

- III : Personnes pour lesquelles une décision d’un arrêt de soins en réanimation est 

prise en raison de leur pronostic (arrêt intra-hospitalier, contrôlé) ; 

- IV : Personnes décédées en mort encéphalique qui font un arrêt cardiaque irréversible 

au cours de la prise en charge en réanimation (arrêt intra-hospitalier, non contrôlé). 

L’utilisation des reins issus de ces donneurs pourrait permettre d’augmenter de ββ% à 50% le 

nombre de greffons disponibles [14].  

Au Japon, les DDAC représentent la première source de greffons, la légalisation des 

prélèvements sur DME étant arrivée tardivement, en octobre 1997 [14]. 

Après approbation de la World Health Organization en 2011, le concept de don après décès 

par arrêt circulatoire a été de plus en plus accepté, devenant une pratique courante dans près 
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de la moitié des pays d’Europe, en Amérique du Nord, en partie en Amérique du Sud, en 

Australie et en Russie [8, 15]. Aux Etats-Unis, les DDAC non contrôlés pourraient 

représentés près de 22 000 donneurs supplémentaires par an [15]. En Europe, les greffons 

proviennent  surtout des catégories contrôlées III au Royaume-Uni et non contrôlées I et II en 

France et en Espagne [14]. Le don après arrêt circulatoire représente 40% des greffons au 

Royaume-Uni. Ce chiffre est comparable dans d’autre pays d’Europe [16].  

Certains pays ne pratiquent pas ce type de don comme l’Allemagne, la Hongrie, la Croatie, la 

Finlande ou encore la Grèce [5, 14]. 

En Belgique, une nouvelle catégorie de DDAC a vu le jour en 2005, le don après euthanasie, 

légalisée dans ce pays depuis 2002 [10]. Il est également pratiqué au Luxembourg et aux 

Pays-Bas [17]. Une nouvelle classification de Maastricht incluant cette catégorie V de 

donneurs a été validée au cours de la 6
ème

 Conférence internationale sur le don d’organes à 

Paris en 2013 [17]. 

Comparés aux reins provenant des DME, les reins issus des DDAC souffrent inévitablement 

d’une période d’ischémie chaude, depuis l’arrêt circulatoire jusqu’à la mise en œuvre des 

moyens de préservation, entraînant ainsi des lésions d’ischémie et un risque accru de NFP ou 

de RRF. 

Historiquement, après constatation du décès, le patient était transféré au bloc opératoire où la 

réalisation d’une laparotomie rapide et la perfusion d’une solution de conservation 

hypothermique par l’intermédiaire d’un cathéter triple lumière - double ballonnet ou sonde de 

Gillot, permettaient le refroidissement in situ (RIS) des organes. Une alternative consiste à 

mettre en place ce cathéter par voie fémorale afin de réduire la durée d’ischémie chaude 

(figure 1) [18]. Les greffons étaient ensuite prélevés le plus rapidement possible. La phase 

d’ischémie froide suivant l’ischémie chaude exacerbait les lésions déjà induites, pouvant 

conduire à de mauvaises suites post-greffe.  
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Figure 1 : Principe du refroidissement in situ. 

 

Afin de minimiser les lésions liées à l’ischémie chaude, il a été proposé de restaurer une 

circulation de sang oxygéné au niveau des organes abdominaux, utilisant une extra-corporeal 

membrane oxygenation (ECMO). Il s’agit d’une technique de circulation extracorporelle 

(CEC) développée initialement pour supporter les fonctions cardio-respiratoires en cas de 

grande défaillance cardiaque et/ou pulmonaire. Cette technique a été utilisée par la suite pour 

la réanimation des patients en arrêt cardiaque réfractaire. Le circuit est constitué d’une canule 

veineuse de drainage reliée à une pompe centrifuge qui va injecter le sang à travers une 

membrane d’oxygénation et de décarboxylation puis le restituer au patient par une canule de 

réinjection artérielle. Un ballon d’occlusion intra-aortique est également mis en place par 

l’artère fémorale controlatérale et positionné au niveau de l’aorte thoracique descendante afin 

de limiter la circulation à la région sous-diaphragmatique (figure 2) [19].  
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Figure 2 : Principe de la circulation régionale normothermique. 

 

Le concept de circulation régionale normothermique (CRN) a ainsi été décrit en 1997 aux 

Etats-Unis dans le cadre de la transplantation hépatique [20]. Il s’est ensuite développé en 

Espagne pour les donneurs de la catégorie II de Maastricht en transplantation hépatique puis 

rénale avec des résultats encourageants [19, 21].  

Après confirmation du décès, différentes manœuvres ont été proposées afin de réduire le 

temps d’ischémie chaude due à l’arrêt circulatoire : reprise du massage cardiaque externe, 

reventilation et héparinisation par voie générale avant la mise en place des canules par voie 

fémorale. Le choix de la normothermie découle de travaux expérimentaux précliniques [21] et 

cliniques avec notamment le travail réalisé en 2000 par une équipe barcelonaise qui a 

comparé le RIS (n=44), la CEC hypothermique (n=8) et la CRN (n=8) [22]. Une diminution 

significative des NFP et des RRF avec des survies de greffon satisfaisantes à long terme ont 

été mises en évidence pour le groupe CRN. Depuis deux études françaises rétrospectives ont 
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conforté ces résultats, en 2016 et 2018, avec des effectifs supérieurs (n=19 et n=32 dans les 

groupes CRN) [23, 24].  

Actuellement en France [6], les deux méthodes de reconditionnement, CRN et RIS, sont 

autorisées. Sur la cohorte 2013-β016, l’ABM rapporte 67,4% de RRF et 6,4% de NFP pour 

les greffons issus des DDAC non contrôlés contre 19,8% et 3% pour ceux issus des DME à 

critères standards (tableau 2). La survie des greffons de DDAC non contrôlés à 1 an et 5 ans 

est supérieure à celle des greffons issus des DME à critères élargis (88,8% et 76,4% contre 

87,5% et 68,3%) sur la cohorte 2007-2016 (tableau 3). 

Ces résultats sont cohérents avec ceux de la littérature [23, 25-36]. Une publication récente a 

mis en évidence des résultats comparables sur le devenir à long terme des reins issus de 

DDAC non contrôlés reconditionnés par CRN et des reins issus de DME à critères standards 

[37]. 

 

Type de donneur 

Non fonctions primaires 

(% hors données 

manquantes) 

Reprises retardées de 

fonction 

(% hors données 

manquantes) 

Vivant 50 (2,5) 83 (6,7) 

DME à critères standards 165 (3) 903 (19,8) 

DME à critères 

élargis 

Avec machine 119 (4,5) 410 (18) 

Sans machine 168 (6,2) 687 (30,4) 

DDAC I-II 16 (6,4) 118 (67,4) 

DDAC III 4 (3,6) 9 (9,7) 

Tableau 2 : Non fonctions primaires et reprises retardées de fonction en fonction de l’origine 

du greffon (2013-2016) [6]. 
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Type de 

donneur 
n Survie à 1 mois (%) Survie à 1 an (%) Survie à 5 ans (%) 

DME à critères 

standards 
14 732 96,80 [96,5 - 97,1] 94,30 [94,0 - 94,7] 84,70 [84,0 - 85,3] 

nombre de 

sujets à risque  
14 127 13 108 6 838 

DME  à critères 

élargis 
11 846 94,60 [94,2 - 95,0] 87,50 [86,9 - 88,1] 68,30 [67,3 - 69,2] 

nombre de 

sujets à risque  
11 042 9 705 3 933 

DDAC MI-II 643 92,40 [90,0 - 94,2] 88,80 [86,1 - 91,0] 76,40 [72,5 - 79,8] 

nombre de 

sujets à risque  
593 548 260 

DDAC MIII 113 96,40 [90,7 - 98,6] 95,40 [89,3 - 98,1] - 

nombre de 

sujets à risque  
100 65 0 

Tableau 3 : Survie du greffon en fonction de son origine (2007-2016) [6]. 

 

4. Des pratiques hétérogènes à travers le monde 

 Les modalités de prélèvement des organes chez les DDAC non contrôlés sont très 

variables d’un pays à l’autre (tableau 4) [38-40]. Une revue de la littérature publiée en 2015 a 

recensé 18 articles faisant état des protocoles de prise en charge de ces donneurs, avec 

seulement 6 pays ayant émis des guidelines officiels [38] : France, Espagne, Italie, Suisse, 

Etats-Unis et Royaume-Uni. A noter qu’en Espagne, il existe 6 guidelines différents émis par 

6 régions ; qu’aux Etats-Unis, le protocole établi ne concerne que la ville de New-York ; au 

Royaume-Uni, l’Ecosse et en Italie, la région de Pavie. Certains pays ne considèrent que les 

catégories I ou que les catégories II de Maastricht. La durée de no flow, entre l’arrêt cardiaque 

et le début de la médicalisation, varie de 15 à 30 minutes. La période de no touch permettant  
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Pays Population 

Catégorie 

Maastricht 

non 

contrôlée 

Organes 

prélevés 

 

No flow 

 

Arrêt non 

médicalisé 

No 

touch 

Low flow 

ACR - 

canulation 

Méthode de 

reconditionnement 

Canulation -

prélèvement 

Machines 

de 

perfusion 
Arrêt 

médicalisé 

MCE -

canulation 

Guidelines [38] 

France 

(2007) 
18-55 ans I - II 

Reins 

Foie 

30’ si reins 

15’ si foie 
5’ 30’ 

90’ 
120’ si MAM 

120’ 
150’ si MAM 

nECMO - hECMO si 

foie 

RIS 

180’ si RIS 

240’ si 
ECMO 

+ 

Italie 

(2011) 
> 15 ans I - II Reins 15’ 20’ ns 110’ 125’ nECMO 360’ + 

Suisse 

(2011) 
> 16 ans I - II Reins 30’ 10’ 20’ 120’ 150’ nECMO 180’ - 

Etats-

Unis 

(2011) 

Adultes et 

enfants 
I 

Reins 

Foie 
ns ns 30’ 120’ ns nECMO 240’ + 

Espagne 

(2012) 

> 7 ou 14 

ans 

selon les 

régions 

I 

Reins 

Foie  

+/- 

Poumons 

15’ - 30’ 5’ ns 120’ 150’ 
nECMO - hECMO 

RIS 

120’ si RIS 
240’-360’ si 

ECMO 

+/- 

Royaume-

Uni (2013) 
> 16 ans I 

Reins  

Foie  

Poumons 

15’ 5’ ns 105’ 120’ nECMO ns + 

Revues 

Belgique 

[28] 
< 65 ans II 

Reins 

Foie 
30’ ns ns 120’ ns 

ECMO 

RIS 
ns 

+ après 

2005 

Pays-Bas 

[15, 41] 
< 55 ans II 

Reins 

+/- Foie 
20’ 5’ 90’ 

Pas de 

reprise du 

MCE 

90’-65’ 
selon l’âge 

RIS 120’ +/- 

 

Tableau 4 : Conditions de prélèvement chez les DDAC non contrôlés en fonction du pays (MCE : massage cardiaque externe, ACR : arrêt 

cardio-respiratoire, MAM : machine à masser,  nECMO : ECMO normothermique, hECMO : ECMO hypothermique, ns : non spécifié).
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la déclaration du décès n’est pas toujours clairement définie. Les durées d’ischémie chaude 

varient entre 65 et 150 minutes. La durée de reconditionnement est différente selon 

l’utilisation de l’ECMO ou du RIS. La plupart des pays recommande l’utilisation de l’ECMO 

en normothermie. L’ECMO hypothermique est autorisée en France et en Espagne. La 

canulation par voie fémorale est recommandée par tous. Le RIS est encore d’actualité en 

France pour les reins, en Espagne, en Belgique et aux Pays-Bas [15, 28, 41]. A noter 

l’absence de reprise du massage cardiaque externe et de la ventilation aux Pays-Bas après 

déclaration du décès. Les populations concernées sont essentiellement les adultes et les 

adolescents, parfois les enfants comme en Espagne. Les organes éligibles sont surtout les 

reins et le foie, parfois les poumons. L’utilisation des machines de perfusion est recommandée 

dans la plupart des pays.  

En France, les greffes issues des donneurs non contrôlés catégories I et II de Maastricht sont 

autorisées depuis β006. L’activité est relativement stable avec un maximum atteint en 2012 de 

81 greffes. En 2017, 57 greffes ont été réalisées dans ce contexte. Les équipes ont le libre 

choix d’utiliser la CRN ou le RIS pour reconditionner les reins. 

L’ABM a défini en β007 les conditions de prélèvement en précisant les critères d’exclusion et 

les durées maximales d’ischémie chaude et froide tolérées (figure 3) [42] : 

- Critères d’arrêt cardiaque : l’hypothermie et les intoxications médicamenteuses sont 

exclues ; 

- Critères d’âge : les donneurs de moins de 18 ans et de plus de 55 ans sont exclus ; 

- Critères de cause de décès : les accidents de la voie publique et autres traumatismes 

violents, les anoxies (y compris post-arrêt cardiaque primitif), les suicides et les 

hémorragies cérébrales sont exclus ; 

- Critères de donneurs : exclusion des donneurs à risque avec des antécédents connus :  

• De maladie rénale,  
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• De maladie hypertensive ou diabétique, y compris traitée,  

• De cancer (y compris toute pathologie tumorale cérébrale) ou de sepsis grave ; 

- Critères d’ischémie chaude :  

• Ne jamais dépasser γ0 minutes d’asystolie complète sans massage cardiaque et 

ventilation ; 

• La période globale d’hypoperfusion rénale comprenant la période d’arrêt cardio-

circulatoire et la période de massage cardiaque externe et de ventilation mécanique 

efficace, doit être inférieure ou égale à 120 minutes, délai qui peut être porté à 150 

minutes si la réanimation cardio-respiratoire a été réalisée à l’aide d’une machine à 

masser ; 

• L’utilisation d’une machine à masser est conseillée pour optimiser la qualité du 

massage cardiaque.  

Après prélèvement, la préservation des greffons en machines de perfusion hypothermique 

(MPH) est recommandée, sans dépasser 18 heures de conservation hypothermique. 

Ces mesures ont pour objectif de ne pas cumuler des facteurs de risque car dans la procédure 

du DDAC, un facteur de risque supplémentaire est identifié : l’ischémie chaude. 

 

 

Figure 3 : Durées d’ischémie chaude et froide tolérées par l’ABM [42]. 
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5. Ischémie-reperfusion (IR) en transplantation rénale  

 Les organes provenant des DDAC sont plus exposés aux lésions induites par l’IR que 

ceux provenant des DME. Ils sont en effet soumis à quatre séquences consécutives : ischémie 

chaude avant prélèvement, ischémie froide pendant la conservation hypothermique, seconde 

phase d’ischémie chaude pendant la greffe et finalement reperfusion au déclampage 

vasculaire. Les lésions d’ischémie accumulées pendant la phase de conservation 

hypothermique sont exacerbées par la phase préalable d’ischémie chaude [21]. Le 

prolongement de l’une ou l’autre de ces durées peut majorer les lésions d’IR [43]. 

5.1. Les lésions d’ischémie [43- 53] 

 L’ischémie correspond à la privation d’oxygène et de nutriments du fait de l’arrêt de 

l’afflux sanguin. La diminution de l’apport en oxygène va entraîner le passage d’un 

mécanisme aérobie (génération de γ6 molécules d’adénosine triphosphate (ATP) à partir 

d’une molécule de glucose) à un mécanisme anaérobie (génération de β molécules d’ATP à 

partir d’une molécule de glucose). L’ATP va alors être consommée dans la mitochondrie pour 

maintenir le potentiel de membrane. Le taux d’ATP intracellulaire va diminuer avec 

accumulation d’acide lactique. La chute du pH intracellulaire va déstabiliser la membrane 

lysosomiale, relarguant des hydrolases et entraînant la destruction de la structure cellulaire. 

Cela va également inhiber les pompes ioniques et notamment les pompes Na
+
/K

+
 ATPases, 

conduisant à l’entrée de sodium et d’eau dans la cellule et à la formation d’un œdème 

cellulaire. Le taux intracellulaire de sodium est également augmenté par l’action des 

échangeurs Na
+
/H

+
 qui vont excréter des ions hydrogène pour tenter de corriger le pH. Du fait 

de l’accumulation de sodium dans la cellule, les pompes Na
+
/Ca

2+
 arrêtent d’excréter du 

calcium et inversent leur fonctionnement. L’augmentation du calcium dans la mitochondrie 

est directement impliquée dans la génération des radicaux libres oxygénés ou reactive oxygen 
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species (ROS). Les ROS vont altérer les macromolécules comme les constituants 

membranaires, les lipides et l’acide désoxyribonucléique (ADN). Au cours de l'hypoxie, des 

quantités relativement faibles de ROS sont générées par rapport à la phase de reperfusion. 

Pendant la phase de carence en ATP, la manganèse superoxyde dismutase, un antioxydant 

majeur de la mitochondrie est inactivée. Les dommages mitochondriaux dus à la surcharge en 

calcium et à l’accumulation des ROS entraînent la perméabilité des pores de transition. 

Lorsque la membrane mitochondriale perd sa polarisation, nécessaire à la phosphorylation 

oxydative, et que le stock d’ATP est épuisé, le processus devient irréversible et il en résulte la 

mort cellulaire.  

5.2. Adaptation à l’hypoxie 

 En dépit des mécanismes des lésions d’ischémie, l’organe a recours à différentes 

stratégies pour répondre au stress hypoxique. L’une des réponses cellulaires à l’hypoxie est 

médiée par hypoxia inducible factor (HIF), un facteur de transcription activant plusieurs 

cibles dont vascular endothelial growth factor (VEGF), érythropoïétine (EPO) et 

hemoxygénase-1 (HO-1). VEGF est une protéine dont le rôle est de stimuler la prolifération et 

la migration des cellules endothéliales entraînant une néo-angiogenèse. EPO est bien connue 

pour son rôle dans l’érythropoïèse mais aurait également un rôle protecteur dans l’ischémie, 

les récepteurs de l’EPO activant de multiples voies de survie et anti-apoptotiques. HO-1 est 

une protéine impliquée dans le choc thermique et la réponse au stress et possède des 

propriétés anti-inflammatoires, anti-apoptotiques et anti-oxydantes [43]. 

5.3. Les lésions de reperfusion  

Les lésions de reperfusion se poursuivent dans les heures ou les jours suivant 

l’agression initiale [47]. Elles sont la conséquence d’un dérèglement des voies de réparation et 

des voies de l’inflammation en réponse aux dommages ischémiques préalables.  
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A la reperfusion, le taux d’oxygène augmente et le pH extracellulaire se normalise rapidement 

par wash out extracellulaire. Ainsi, il existe un gradient important d’ions hydrogène de part et 

d’autre de la membrane cytoplasmique qui va entraîner un échange massif Na
+
/H

+
. 

L’augmentation du taux intracellulaire de sodium entraîne un inversement du fonctionnement 

des échangeurs Na
+
/Ca

2+
 au niveau mitochondrial et par la brusque normalisation du pH 

intracellulaire, l’activation des calpaïnes. Celles-ci vont hydrolyser des protéines cibles 

entraînant des lésions structurelles cellulaires et des dysfonctionnements mitochondriaux. 

Cette activation peut conduire à terme à la mort cellulaire.  

Un retour rapide à la normoxie entraîne une explosion de la production de ROS [54-57]. 

Pendant l’ischémie, l’adénosine est désaminée en hypoxanthine. A la réintroduction de 

l’oxygène au moment de la reperfusion, celle-ci est métabolisée en xanthine oxydase. La 

xanthine oxydase est une source majeure de production de ROS et un taux excessif dépasse 

rapidement les mécanismes normaux anti-oxydants. Les ROS causent directement la 

peroxydation lipidique dont les produits sont nocifs. L’augmentation des ROS et un taux 

élevé de Ca
2+

 dans la mitochondrie vont entraîner la perméabilité de la membrane 

mitochondriale par ouverture du pore de transition mitochondriale. L’œdème induit va 

conduire à l’éclatement de la mitochondrie. Le largage du cytochrome C dans le cytosol 

entraîne l’activation de la voie des caspases. Les caspases entraînent des lésions de la 

membrane nucléaire et du cytosquelette, la dégradation des protéines anti-apoptotiques 

impliquées dans la réparation de l’ADN et l’activation de certaines kinases et facteurs 

entraînant la fragmentation de l’ADN. L’ouverture permanente du pore de transition 

mitochondriale entraîne la mort cellulaire par apoptose, nécrose ou autophagie. En cas de 

nécrose, des débris cellulaires vont être relargués et induire une réaction inflammatoire [58-

60].  
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Le phénomène d’IR entraîne également un œdème des cellules endothéliales réduisant le 

calibre des capillaires, augmentant la perméabilité membranaire et l’apparition d’un œdème 

interstitiel. L’IR provoque également une vasoconstriction par expression endothéliale de 

substances vasoconstrictrices comme platelet-derived growth factor-B et endothéline-1. Cette 

vasoconstrition est amplifiée par la chute de la production de monoxyde d’azote (NO) à la 

reperfusion par down-régulation de sa forme endothéliale [43-53]. Le NO est une molécule de 

signalisation entraînant la vasodilatation par le guanylate cyclase soluble, impliquée dans les 

voies anti-oxydantes et anti-apoptotiques. Il est normalement produit par plusieurs formes 

d’oxyde nitrite synthase (NOS) dont la forme endothéliale (eNOS) et la forme induite (iNOS). 

L’inhibition d’eNOS joue un rôle important dans la dysfonction endothéliale. Une régulation 

de la production de NO s’effectue par la thrombospondine et le CD47 (protéine associée aux 

intégrines). Au cours de la séquence d’IR, la thrombospondine est secrétée par les plaquettes 

pour produire une vasoconstriction par l’inhibition de la guanylate cyclase soluble, médiée par 

CD47 et eNOS. L’inhibition d’iNOS confère quant à elle une cytoprotection aux cellules 

épithéliales tubulaires proximales.  

Une des conséquences de l’augmentation simultanée de ce stress oxydatif et nitrosatif est la 

production d’anions peroxynitrites causant directement une peroxydation lipidique, des 

lésions ADN et des lésions protéiques.  Les dommages ADN vont entraîner l’activation de  la 

poly (adénosine diphosphate ribose) polymérase (PARP)-1 conduisant à la nécrose cellulaire 

par un effondrement des réserves en ATP. Il s’agit du phénomène de « PARP suicide » [45, 

54-56, 60].  

Les lésions des cellules épithéliales entraînent la production de cytokines pro-inflammatoires 

comme tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukine-1ȕ (IL-1ȕ), interleukine-6 (IL-6), et  

interleukine-8 (IL-8) [58-60], activant le système immunitaire. Les cellules endothéliales vont 

également induire l’expression de molécules d’adhésion comme vascular cell adhesion 
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molecule-1 (VCAM-1), intercellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), p-sélectine et e-

sélectine. Cette activation endothéliale va être responsable d’une adhérence plaquettaire et de 

l’accumulation de neutrophiles. La conséquence est une congestion capillaire et le phénomène 

de no reflow, aggravant l’ischémie [48, 58].   

5.4. Réponse immunitaire innée 

 La plupart des systèmes répondant à l’invasion microbienne sont activés lors des 

lésions de reperfusion. Du système inné, les Toll-like receptors (TLR) [61, 62] vont se lier 

aux motifs associés au dommage cellulaire relargués par les cellules, telles que les protéines 

heat shock protein (HSP) 70 ou high mobility group box-1 (HMGB-1),  l’ADN et l’ATP. Les 

TLR agissent par l’intermédiaire de la protéine adaptatrice de la transduction du signal 

MyD88 pour activer le facteur de transcription nuclear factor-κB (NF-κB), et de manière 

indépendante, les voies de l’interféron (IFN). A terme, les TLR augmentent l’expression de 

plusieurs cytokines et chimiokines comme IL-8, monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-

1), epithelial neutrophil activating peptide-78, macrophage inflammatory proteins-1α et 1ȕ, et 

Regulated on Activation Normal T cell Expressed and Secreted (RANTES). 

L’up-régulation des TLR notamment TLRβ et TLR4 est documentée dans les lésions d’IR 

rénale [43-53]. Le relargage des cytokines et des chimiokines par les cellules immunitaires et 

endothéliales locales entraîne le recrutement des leucocytes, surtout neutrophiles dans la 

première heure suivant la reperfusion. Les neutrophiles augmentent la production du stress 

oxydatif par la nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) oxidase, sécrètent des 

élastases qui sont directement cytotoxiques et entraînent le recrutement d’autres cellules 

immunitaires dont les monocytes suivis par les lymphocytes T. Le degré d’infiltration des 

neutrophiles est directement corrélé à la sévérité des lésions d’IR [43, 46, 53, 59, 61, 62]. 

HMGB-1 va entretenir la stimulation des TLR4 et donc maintenir l’inflammation locale. La 

réponse inflammatoire va ainsi être exacerbée lors de la reperfusion [46]. Les TLR4 sont 
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également impliqués dans la génération de la fibrose suivant les lésions d’IR par 

augmentation de la sensibilité et de la réponse des cellules rénales au facteur pro-fibrosant 

transforming growth factor- ȕ (TGF-ȕ). Ils sont donc impliqués dans le rejet à court et à long 

termes [62-64]. 

La cascade du complément est une autre partie du système inné activée pendant l’IR [65-67]. 

Il s’agit d’une famille de protéines circulantes, de récepteurs de surface cellulaire, d’enzymes 

protéolytiques et de peptides clivés jouant un rôle essentiel dans les premières lignes de 

défense contre les pathogènes et dans la régulation de l’inflammation. Le système du 

complément est activé par différents éléments comme le lipopolysaccharide, IL-1, IFN-ϒ ou 

TNF-α. Il existe γ voies d’activation : la voie classique, la voie des lectines et la voie 

alternative. Toutes sont impliquées dans les lésions d’IR et conduisent à la production de la 

fraction C3 du complément et des produits d’activation Cγa, Cγb, C5a ainsi que du complexe 

d’attaque membranaire, responsables de lyse cellulaire et d’inflammation avec production 

d’IL-6, TNF-α, prostaglandines, ICAM-1, facteur tissulaire (FT) et collagène. L’expression 

anormale de FT est responsable de la génération de thrombine (facteur IIa). La thrombine a 

également un rôle direct sur le processus cellulaire et va notamment entraîner la synthèse de 

facteurs pro-fibrosants. Elle entraîne également la rétention des cellules inflammatoires dans 

le parenchyme [48]. L’IR up-régule la production des composants du complément par les 

cellules rénales endothéliales et tubulaires aussi bien que par les cellules immunitaires 

infiltrées. Le complément aurait également un rôle dans la régénération tissulaire et la 

progression de la fibrose après agression [53, 58, 65-67]. 

5.5. Réponse immunitaire adaptative 

 Le rôle exact des lymphocytes T CD4+/CD8+ n’est actuellement pas clair. Les 

lymphocytes T natural killer sont activés dans les lésions d’IR et responsables du recrutement 

des neutrophiles par l’IFN-ϒ. Les lymphocytes T régulateurs produisent des cytokines anti-
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inflammatoires comme l’IL-10 et ont un phénotype immunosuppresseur. Ils ont donc un rôle 

protecteur dans les lésions d’IR [43, 53]. 

5.6. Conséquences sur le greffon rénal  

 C’est au niveau de la médulla externe (segment Sγ du tubule proximal) que les effets 

de l’ischémie semblent plus marqués. Au niveau histologique, on observe une destruction 

partielle de l’épithélium rénal due à la nécrose et à l’apoptose, une obstruction des tubules due 

à la desquamation des cellules dans la lumière, une perte de la bordure en brosse du tubule 

proximal, une perte de la polarité des cellules et une congestion des cellules endothéliales. Ce 

phénomène est responsable d’une filtration et d’une réabsorption de mauvaise qualité et donc 

d’une diminution du débit de filtration glomérulaire [44].  

Le rein a la possibilité de remplacer les cellules épithéliales perdues à partir de cellules 

épithéliales endogènes survivantes, de cellules stromales de moelle osseuse, de progéniteurs 

intra-rénaux ou de cellules rénales interstitielles. Si les lésions sont sévères, une atrophie 

tubulaire et une fibrose surviennent quand même, responsables d’une insuffisance rénale 

chronique. Les cytokines pro-inflammatoires vont attirer les monocytes-macrophages et les 

lymphocytes sur le site lésionnel et entraîner la production de ROS et de cytokines 

inflammatoires et génératrices de fibrose comme TGF-ȕ. Les cytokines vont stimuler les 

cellules mésangiales, les fibroblastes et les cellules épithéliales tubulaires pour activer la 

transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) au cours de laquelle les cellules produisent de 

grande quantité de composants de la matrice extracellulaire à l’origine des cicatrices fibreuses 

[46]. 

La RRF après transplantation est généralement la cause des lésions d’IR. Elle peut aussi être 

due à un  rejet aigu ou à une néphrotoxicité médicamenteuse. Généralement, elle se définit par 

le recours à la dialyse dans les 7 jours suivant la greffe et se distingue de la NFP par une 

récupération de la fonction rénale. La RRF est associée à un risque accru de rejet aigu et 
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chronique. La perte du greffon est responsable d’hospitalisations prolongées et d’un recours à 

la dialyse, entraînant un surcoût financier [43, 52, 63, 64, 68]. 

6. Stratégies de réduction des lésions d’IR 

 L’IR en transplantation rénale reste malgré tout une séquence inévitable. Les stratégies 

visant à réduire les lésions d’IR peuvent concernées le donneur comme le receveur et survenir 

avant le prélèvement de l’organe, pendant sa conservation ou après la greffe.  

6.1. Gestion du donneur et du receveur  

 La gestion du donneur consiste à maintenir la normothermie, l’oxygénation, la 

volémie, l’hémodynamique et la diurèse du patient. L’utilisation de protocoles standardisés a 

montré son efficacité en augmentant le nombre d’organe greffé par DME [69]. L’utilisation 

de dopamine pendant la réanimation diminuerait le taux de RRF chez le receveur [69, 70]. 

Ces mesures sont bien évidemment difficilement applicables dans le contexte de DDAC non 

contrôlé. 

Au niveau du receveur, l’expansion volémique par colloïdes ou cristalloïdes permettrait une 

meilleure récupération de la fonction rénale. L’utilisation de mannitol et de furosémide est 

également couramment rapportée [71]. 

6.2. Conservation statique hypothermique 

 La réduction des lésions d’IR passe bien évidemment par la réduction des temps 

d’ischémie. Une durée incompressible reste malgré tout nécessaire sur un plan logistique, 

notamment pour la préparation du receveur et le transport du greffon.  

La conservation statique en hypothermie à 4°C est le gold standard. Il s’agit d’une technique 

facile et reproductible d’une équipe à une autre. L’hypothermie ne prévient pas les dommages 

cellulaires mais permet de les atténuer en réduisant le métabolisme jusqu’à 10% de son niveau 
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de base. En condition d’hypoxie, la faible production d’ATP et le dysfonctionnement des 

pompes Na
+
/K

+
 ATPases entraînent un œdème cellulaire et l’arrêt du cycle cellulaire. A noter 

que l’ischémie froide prolongée reste corrélée à une moins bonne récupération de la fonction 

rénale et qu’un brusque retour à la normothermie au moment de la reperfusion peut conduire à 

des dysfonctions mitochondriales et à la transduction de signaux pro-apoptotiques [72]. 

Pour le rinçage et la conservation du greffon, de nombreuses solutions de préservation ont été 

développées. Le lavage du greffon avant conservation permet d’éliminer les thrombi du lit 

vasculaire et de diffuser l’hypothermie. Les solutions de préservation ont pour objectif de 

diminuer l’œdème cellulaire, maintenir une homéostasie calcique, réduire la génération de 

ROS et apporter un substrat énergétique.  

Il existe trois types de solution en fonction du taux de potassium : intracellulaire, 

extracellulaire et intermédiaire [73]. L’ajout d’un tampon permet d’amortir les variations de 

pH et d’un colloïde comme le polyéthylène glycol (PEG), de diminuer l’œdème cellulaire par 

pression oncotique. Le PEG permet la réduction des lésions d’IR en préservant l’intégrité 

mitochondriale et en réduisant l’infiltration des cellules T. Il limite ainsi les dommages 

endothéliaux et l’activation de la cascade des cytokines et des molécules d’adhésion [74, 75]. 

Plusieurs solutions sont communément utilisées en pratique clinique en France [73] : 

- Eurocollins : solution intracellulaire la plus ancienne ; 

- University of Wisconsin solution of Belzer and Southard (UW) : solution de type 

intracellulaire de seconde génération considérée comme la solution de référence. Elle 

combine des substrats inertes métaboliquement comme le lactobionate et la raffinose, de 

l’hydroxyéthylamidon agissant comme un colloïde, un précurseur de l’ATP (adénosine) et 

des piégeurs de radicaux libres [76] ; 
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- Solutions de troisième génération qui regroupent des liquides de conservation tels que 

Celsior® ou histidine-tryptophane-kétoglutarate (Custodiol®), caractérisées notamment 

par une concentration en potassium relativement basse ;  

- Solutions de quatrième génération de type extracellulaire qui utilisent comme colloïde le 

PEG (Institut Georges Lopez, IGL-1® et Solution de Conservation des Organes et des 

Tissus, SCOT15®).  

6.3. Moyens pharmacologiques 

 De très nombreux moyens pharmacologiques ont été étudiés afin de corriger ou de 

réduire les lésions induites par la séquence d’IR. Ainsi, des recherches in vitro et in vivo ont 

tenté d’inhiber ou d’activer différentes voies impliquées dans les lésions d’IR : 

- Inhibition de CD47 permettant le maintien de la synthèse de NO et donc du flux sanguin 

[77] ; 

- Antagonisation des récepteurs à l’endothéline [71] ; 

- Induction de HO-1 aux propriétés anti-oxydantes, anti-inflammatoires et anti-apoptotiques 

[69, 71] ; 

- Inhibition d’iNOS conférant une cytoprotection aux cellules épithéliales tubulaires 

proximales [71] ; 

- Antagonisation du récepteur du facteur d’activation plaquettaire [71] ; 

- Inhibition de la voie du complément [69, 71, 78-81], notamment par un anticorps 

monoclonal, l’eculizumab ; 

- Inhibition de la production ou antagonisation de cytokines (TNF-α, Il-1ȕ, IL-1, IL-8, IL-

10, IL-13, MCP-1, ICAM-1) [71, 79, 82] ;  

- Inhibition de la p-sélectine sur les cellules endothéliales diminuant l’infiltration et 

l’adhésion des neutrophiles [83] ; 

- Inhibition de p53, gène pro-apoptotique activé en cas d’hypoxie et de stress oxydant [83] ; 
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- Inhibition de la voie de NF-κB par induction pharmacologique de HSP [84] ; 

- Utilisation d’anti-TLR (OPN301) [85] ; 

- Thérapie génique avec utilisation des small interfering ARN et des micros 

ARN (régulateurs de séquences spécifiques post-transcriptionnelles) [86]. 

A partir de ces voies de recherche, de nombreux additifs ont également été développés et 

expérimentés en préclinique et en clinique, à différentes étapes du processus de greffe, afin 

d’améliorer la récupération des reins : 

- Anti-ischémiques comme la trimétazidine [70, 71, 79] ; 

- EPO pour son rôle anti-apototique et cytoprotecteur [69] ; 

- Vasodilatateurs : inhibiteur calcique en injection directe dans l’artère rénale après 

reperfusion [71], prostacycline, facteur natriurétique auriculaire [71], pentoxifylline [87] ; 

- Anti-oxydants : N-acétylcystéine [71, 88], propionyl-L-carnitine (diminution de la 

peroxydation lipidique et de la génération de ROS permettant de préserver la structure de 

la cellule tubulaire) [71], intermédine [89], superoxyde dismutase (diminution des effets 

immunologiques en atténuant les radicaux libres lors de son injection à la reperfusion) 

[83], acide α-lipoïque [90], pioglitazone [91], necroX-7 [92], bioflavonoïdes [70, 71, 79] ; 

- Anti-inflammatoires : statines (diminution des lésions rénales aiguës ischémiques par 

réduction de l’infiltration des neutrophiles et des macrophages, inhibition de l’activation 

de NF-κB et up-régulation d’IL-6 qui possède un rôle anti-inflammatoire) [71], 

diannexine [83], corticoïdes et inhibiteurs de la calcineurine [69] ; 

- Facteurs de croissance comme insulin-like growth factor-1 (accélération de la 

régénération des cellules tubulaires) [71] ; 

- Thymoglobulines : anticorps polyclonal bloquant de multiples gènes en rapport avec les 

lésions d’IR et connu pour son effet dépléteur sur les lymphocytes T [83, 93] ; 

- Anticoagulants [79] dont anti-Xa [94] ; 
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- Cellules souches : injection à la reperfusion [95-97] ou lors de la préservation en machine 

de perfusion [98, 99] ; 

- Hemarina-M101 (HEMO2life®),  un  transporteur d’oxygène en hypothermie [100] ; 

- Saturation en  gaz des solutions de préservation : oxygène par l’intermédiaire d’un 

transporteur artificiel (perfluorocarbone) ou par persufflation [79], sulfure d’hydrogène 

(conférant un hypométabolisme cellulaire) [79, 101-103]. 

Au final, peu d’agents pharmacologiques ont réellement fait la preuve de leur efficacité en 

clinique [104]. 

6.4. Conditionnement ischémique 

 Le conditionnement ischémique est un procédé par lequel de courtes séquences d’IR 

appliquées à un organe lui confèrent un certain degré de protection envers les futures lésions 

ischémiques [105-111]. Ce phénomène a été observé pour la première fois dans le milieu des 

années 1980 en chirurgie cardiaque. Plusieurs types de conditionnement ischémique existent :  

- Local ou à distance (le conditionnement appliqué à un organe est supposé également 

conférer une protection à d’autres organes à distance) ; 

- Direct (par clampage vasculaire ou inflation d’un brassard à tension au niveau d’un 

membre) ou pharmacologique (par induction médicamenteuse notamment avec 

l’utilisation des gaz d’anesthésie comme l’isoflurane ou le xénon [50]) ; 

- Réalisé chez le donneur (pré-conditionnement) ou chez le receveur à la reperfusion (post-

conditionnement). 

Les mécanismes d’action du conditionnement ischémique sont nombreux : préservation de 

l’énergie de la cellule, protection contre le stress oxydatif, meilleure circulation sanguine vers 

les organes et protection contre l’apoptose [69]. La technique se base sur le principe de 

l’activation de la voie de HIF entraînant la synthèse de protéines protectrices contre 

l’ischémie comme VEGF, EPO et HO-1 [112]. Des résultats significatifs ont ainsi été obtenus 
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sur des modèles animaux de petite taille [109]. Les études utilisant des modèles animaux de 

plus grande taille se sont avérées par contre peu concluantes, tout comme les essais cliniques 

chez l’homme en transplantation rénale [106, 108]. En effet, deux grandes études ont mis en 

évidence des résultats peu convaincants : 

- REmote preconditioning for Protection Against Ischaemia–Reperfusion in renal 

transplantation (REPAIR) : étude contrôlée randomisée multicentrique, internationale. Le 

pré-conditionnement consistait à inflater pendant 5 minutes puis déflater pendant 5 

minutes également un brassard à tension au niveau du membre supérieur, quatre fois de 

suite chez 406 donneurs vivants. Un faible bénéfice faible sur la fonction  rénale à 1 an a 

été observé [107] ; 

- Remote ischaemic conditioning on recipients of deceased renal transplants effect on 

immediate and extended kidney graft function: a multicentre, randomised controlled trial 

protocol (CONTEXT) : le même type de pré-conditionnement était appliqué chez 225 

patients. Là non plus, il n’a pas été observé d’amélioration de la fonction rénale à 1 an 

[110, 111]. 

6.5. Conservation dynamique  

 L’intérêt des machines de perfusion est multiple. Elles ont tout d’abord une fonction 

de lavage permettant l’élimination des déchets toxiques produits par le métabolisme anaérobie 

et permettent le maintien de l’intégrité et de la fonction des cellules endothéliales [73]. La 

perfusion peut être continue ou pulsatile. Il est supposé que la perfusion pulsatile permet le 

maintien d’un flux physiologique vasoprotecteur sur le lit endothélial [76, 113], préparant à la 

revascularisation par une ouverture du lit vasculaire avant la greffe (diminution du 

vasospasme) [73]. 

Les machines de perfusion sont également utilisées pour la sélection des greffons sur les 

paramètres de perfusion (index de résistance et débit de perfusion) [73, 114-117]. 
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Figure 4 : Machine de perfusion LifePort™ Kidney Transporter (Organ Recovery Systems, 

Des Plaines, IL, USA). 

 

Certaines machines permettent l’oxygénation active du perfusat par utilisation d’une 

membrane d’oxygénation [118, 119] et le reconditionnement des greffons limites grâce à 

l’utilisation d’additifs [114, 115]. 

La conservation dynamique peut se faire en hypothermie, subnormothermie ou normothermie. 

Les MPH  se sont développées dans les années 1960. La plus classiquement utilisée est la 

machine LifePort™ KidneyTransporter (Organ Recovery Systems, Des Plaines, IL, USA) 

(figure 4) avec le liquide Kidney Perfusion Solution-1 (KPS-1).  

Il s’agit d’une machine pulsatile avec pression de perfusion de 30mmHg et température de 

4°C. En 2017, 73,7% des reins issus des donneurs à critères élargis en France ont été 

conservés en machine [6]. Les études cliniques comparant la conservation en MPH par 

rapport à la conservation statique ont montré de meilleurs résultats pour la conservation en 

machine avec une meilleure reprise de fonction rénale des greffons issus des donneurs 

décédés tout type confondu [120-123], des DME à critères élargis [73, 113, 124, 125] et des 

DDAC [73, 126-128]. La persistance de l’amélioration de la fonction rénale est moins claire à 
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long terme [119]. Leur utilisation peut être limitée du fait du coût du matériel et de la 

nécessité d’un apprentissage des opérateurs. 

Les machines subnormothermiques permettent la conservation du greffon à 20-25°C ou 32-

34°C. Elles utilisent généralement un perfusat avec transporteur d’oxygène [129].  

Les machines normothermiques ou bancs de perfusion, qui peuvent utiliser comme perfusat le 

sang du donneur et sont parfois équipées d’un filtre à leucocytes, permettent de rétablir un 

métabolisme de l’organe proche de la physiologie et d’évaluer la capacité de récupération 

fonctionnelle des greffons et de leurs systèmes enzymatiques. Elles sont donc intéressantes 

pour l’utilisation d’additifs pharmacologiques durant la perfusion afin d’améliorer la reprise 

de fonction des reins [73, 99, 118, 130]. Elles ont été évaluées chez l’homme dans le cadre 

des donneurs marginaux (DME à critères élargis et DDAC), avec des résultats encourageants 

[131, 132]. 

La mise en place de la CRN chez les DDAC se base sur ce même principe de rétablissement 

d’une perfusion au sang proche de la physiologie. Son implantation rapide chez le donneur 

permet de réduire la durée d’ischémie chaude. 

7. CEC, inflammation et fonction rénale 

7.1. CEC et inflammation 

 La technique de CEC est utilisée depuis les années 1950 afin de remplacer les 

fonctions cardiaque et respiratoire au cours d’interventions chirurgicales. Un circuit de CEC 

est classiquement composé de tubulures permettant le drainage du sang veineux, la 

récupération sanguine et la réinjection du sang artériel, d’un réservoir veineux ou cardiotome, 

d’une pompe, d’une membrane d’oxygénation et de décarboxylation et de filtres. Le circuit 

est relié à un échangeur thermique.  
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Plusieurs conséquences ont été imputées à la CEC : saignement, hémodilution, modifications 

importantes de la volémie, traumatisme mécanique des éléments sanguins et survenue d’un 

syndrome inflammatoire [133, 134]. Un rôle propre de la CEC dans la survenue du syndrome 

inflammatoire indépendamment du traumatisme chirurgical a en effet été rapporté [134, 135]. 

Deux phases ont été décrites concernant ce syndrome plus connu sous le nom de SIRS pour 

syndrome inflammatoire de réponse systémique. 

Une première phase,  précoce, survient à l’initiation de la CEC et est causée par le contact des 

composés du sang (cellulaires et humoraux) avec le matériel synthétique du circuit. Ce 

contact « non endothélial » est pourvoyeur de thromboses d’où la nécessité d’une 

héparinisation générale. Le sang hépariné au contact du circuit va néanmoins activer les 

systèmes du contact, de la coagulation intrinsèque et extrinsèque, du complément, de la 

fibrinolyse ainsi que les cellules endothéliales, les lymphocytes, les monocytes, les 

neutrophiles et les plaquettes [135-139]. Les cytokines identifiées dans le sang des patients 

sont principalement : TNF-α, IL-1, IL-6 et IL-8 [140-142]. Ce même phénomène est retrouvé 

lors du contact air-sang notamment au niveau du cardiotome [143]. 

Une seconde phase, tardive, est constatée lorsque la durée de la CEC s’allonge. L’activation 

des composés du sang diminue du fait de l’adsorption des protéines à la surface du circuit 

rendant celui-ci plus biocompatible (phénomène de passivation). Une autre phase a été décrite 

en cas de clampage aortique du fait des lésions d’IR et du relargage sanguin d’endotoxines 

d’origine digestive (par translocation due à la vasoconstriction du territoire splanchnique) 

[137]. 

Le passage d’un flux pulsatile à un flux artériel laminaire lors de la CEC semble également en 

cause dans la génération de la réponse inflammatoire. La pulsatilité par le phénomène de 

shear stress est en effet nécessaire au niveau endothélial pour la génération d’eNOS [134]. 
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De nombreuses avancées technologiques ont permis d’améliorer les circuits de CEC. Le 

développement de surfaces biocompatibles enduites à l’héparine et l’utilisation de circuits 

miniaturisés afin de réduire la surface de contact et l’hémodilution ont montré un effet positif 

en clinique [133, 136, 138, 144]. La « mini-CEC » ou minimal extracorporeal circulation 

(MECC), circuit ne comportant pas de réservoir veineux, permet de s’affranchir du contact 

air-sang au niveau du cardiotome [143]. Le remplacement des pompes à galet par les pompes 

centrifuges a également permis de réduire l’hémotraumatisme [137]. L’utilisation de filtres à 

leucocytes sur le circuit reste controversée devant l’absence de bénéfice clinique démontré 

malgré de nombreuses études [145]. 

L’administration de substances pharmacologiques anti-inflammatoires a également été 

expérimentée dans le contexte de la chirurgie cardiaque. L’utilisation de corticoïdes, dont les 

propriétés inflammatoires bien connues par augmentation d’IL-10 et réduction d’IL-6 et  

d’IL-8, a été largement étudiée mais son utilité clinique reste débattue [143]. D’autres 

études expérimentant l’utilisation des statines, de l’aspirine, des inhibiteurs de l’enzyme de 

conversion [146], d’antioxydants (sélénium, vitamines C et E, zinc, N-acétylcystéine et 

glutamine) [143] et de nombreuses autres molécules bloquant la réponse inflammatoire [135, 

147, 148] ont été publiées. Leur efficacité reste difficile à établir car du fait de son mécanisme 

plurifactoriel, la diminution d’un seul composant de la réponse inflammatoire ne suffit pas à 

l’anéantir et à conférer un bénéfice clinique [148]. 

La technique d’ECMO, dont le matériel correspond globalement à un circuit de CEC clos 

miniaturisé, s’est développée dans les années 1970 initialement sur des indications 

respiratoires. Depuis les dix dernières années, son utilisation en veino-artériel sur des 

défaillances cardiaques ou mixtes, s’est largement diffusée. Le même phénomène de SIRS a 

été décrit chez les patients assistés par ECMO. Il est à noter que, bien que s’affranchissant du 
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contact air-sang, le contact sang-circuit est par contre prolongé, l’ECMO pouvant rester en 

place plusieurs jours voire plusieurs semaines [141, 144]. 

7.2. CEC et fonction rénale  

 L’amélioration de la fonction rénale en postopératoire de chirurgie cardiaque en 

l’absence de CEC (revascularisation myocardique à cœur battant) plaide pour un effet délétère 

de la CEC sur le rein [133, 149, 150]. 

Comme vu précédemment, la mise sous CEC va entraîner le passage d’un système vasculaire 

avec compliance élastique à un système rigide [134] et d’un flux pulsatile à un flux laminaire 

non physiologique qui va avoir un effet délétère sur le rein du fait d’une moins bonne 

microcirculation [141, 147]. Sous ECMO, le flux sanguin est un mélange de flux laminaire 

généré par l’assistance et de flux pulsatile selon la fonction cardiaque résiduelle [141, 151, 

152].  

Par ailleurs, l’hypovolémie sur constitution d’un troisième secteur du fait du SIRS, la 

nécessité parfois de vasoconstricteurs à hautes doses, l’hypoxie et l’anémie par hémolyse sont 

également en cause dans l’hypoperfusion rénale prédominant au niveau de la corticale [151]. 

Il existe en effet une corrélation entre la profondeur de l’hémodilution et la survenue 

d’insuffisance rénale postopératoire [153]. 

Selon le registre de l’Extracorporeal Life Support Organization, plus d’un tiers des patients 

sous ECMO développe une insuffisance rénale aiguë, avec nécessité d’avoir recours à une 

épuration extra-rénale qui constitue un facteur pronostique péjoratif de survie [154, 155]. La 

défaillance rénale peut être bien entendu en lien avec la pathologie initiale mais il est prouvé 

que l’ECMO a des conséquences propres sur l’organe d’origine multifactorielle [151, 153-

159]. En effet, en plus des altérations hémodynamiques décrites ci-dessus, les autres 

phénomènes invoqués sont : 
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- La dysrégulation hormonale au niveau du système rénine-angiotensine-aldostérone en 

charge du maintien de l’homéostasie hydrosodée et la down-régulation de l’atrial 

natriurétique peptide ; 

- Le syndrome cardio-rénal et l’interaction poumon-rein ; 

- Les phénomènes emboliques ; 

- Les possibles lésions traumatiques vasculaires lors de la canulation. 

Ainsi, le principe de la CRN (circuit fermé, non pulsatile, de quelques heures, limité à la 

région sous-diaphragmatique), va nécessairement avoir des conséquences propres sur des 

organes déjà fragilisés par l’ischémie chaude et dont le retentissement dans le cadre de la 

transplantation est à évaluer. 

8. Objectif du travail 

 L’expansion du nombre de greffons rénaux est un véritable enjeu de santé publique. 

Les DDAC semblent être une source de greffons prometteuse malgré une souffrance accrue 

du fait de l’ischémie chaude prolongée, tout particulièrement dans les catégories non 

contrôlées I et II de Maastricht. Une optimisation du prélèvement et de la conservation de ces 

greffons est nécessaire. L’utilisation de la CRN et des MPH semblent donner de bons résultats 

mais les pratiques restent très hétérogènes d’une équipe de transplantation à une autre. Devant 

l’absence de données scientifiquement prouvées permettant de déterminer les méthodes de 

prélèvement et de préservation optimales, l’étude du reconditionnement et de la conservation 

de ces greffons parait indispensable.  

La première partie de ce travail concerne l’optimisation du reconditionnement chez le 

donneur avec la modélisation préclinique du DDAC avec mise en place d’une CRN, la 

comparaison des techniques de CRN et de RIS et la détermination de la durée optimale de 

reconditionnement des greffons rénaux par  CRN. La seconde partie de ce travail concerne les 

possibilités d’optimisation de la conservation hypothermique avec l’étude des effets des MPH 
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sur les greffons rénaux en post-CRN, de l’apport de l’oxygénation active en MPH et de la 

curcumine en préservation statique. 
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PARTIE I : OPTIMISATION DU RECONDITIONNEMENT 

CHEZ LE DONNEUR 
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Abstract

Background: Extracorporeal membranous oxygenation is proposed for abdominal organ procurement from

donation after circulatory determination of death (DCD). In France, the national Agency of Biomedicine supervises

the procurement of kidneys from DCD, specifying the durations of tolerated warm and cold ischemia. However, no

study has determined the optimal conditions of this technique. The aim of this work was to develop a preclinical

model of DCD using abdominal normothermic oxygenated recirculation (ANOR). In short, our objectives are to

characterize the mechanisms involved during ANOR and its impact on abdominal organs.

Methods: We used Large White pigs weighing between 45 and 55 kg. After 30 minutes of potassium-induced

cardiac arrest, the descending thoracic aorta was clamped and ANOR set up between the inferior vena cava and

the abdominal aorta for 4 hours. Hemodynamic, respiratory and biochemical parameters were collected. Blood

gasometry and biochemistry analysis were performed during the ANOR procedure.

Results: Six ANOR procedures were performed. The surgical procedure is described and intraoperative parameters

and biological data are presented. Pump flow rates were between 2.5 and 3 l/min. Hemodynamic, respiratory,

and biochemical objectives were achieved under reproducible conditions. Interestingly, animals remained

hemodynamically stable following the targeted protocol. Arterial pH was controlled, and natremia and renal

function remained stable 4 hours after the procedure was started. Decreased hemoglobin and serum proteins

levels, concomitant with increased lactate dehydrogenase activity, were observed as a consequence of the

surgery. The serum potassium level was increased, owing to the extracorporeal circulation circuit.

Conclusions: Our ANOR model is the closest to clinical conditions reported in the literature and will allow the

study of the systemic and abdominal organ impact of this technique. The translational relevance of the pig will

permit the determination of new biomarkers and protocols to improve DCD donor management.
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Background
Transplantation is the best alternative to end-stage organ

disease [1]. The increasing number of patients waiting for

an organ has led transplant teams to consider new sources

of organs. A possible answer to this organ shortage is the

use of organs from donation after circulatory determin-

ation of death (DCD) [2]. Cardiac arrest may be unex-

pected (type I and II of the Maastricht classification), or

occur after life-sustaining care withdrawal (type III of the

Maastricht classification). One of the challenges of DCD

management is to correct or prevent ischemia-reperfusion

injury due to the unavoidable period of warm ischemia.

Warm ischemia is usually more pronounced in uncon-

trolled donation and it is of utmost importance to define

an effective method to limit it. As this method will be

applied after death certification in uncontrolled donors, it

will not raise the usual ethical concerns that can be

encountered in controlled donation.

In renal transplantation centers using kidneys from

DCD, it has been shown that this organ source could

increase the donor pool by 20 to 40% [3]. However, organs

from these donors are more prone to ischemia-reperfu-

sion injury because DCD kidneys suffer a period of

warm ischemic damage (no-flow and low-flow periods) in

addition to cold ischemia during ex-vivo conservation.

Consequently, the risk of primary nonfunction and de-

layed graft function is higher [4,5].

Methods for conditioning abdominal organs before

removal have evolved. Initially, protocols were limited to

in-situ cooling using an intra-aortic double balloon cath-

eter or Gillot’s catheter [6,7]. This technique is referred to

as cold in-situ perfusion. Since the middle of the 1990s,

normothermic extracorporeal membrane oxygenation has

been proposed, either in hypothermic conditions for total

body cooling or in normothermic conditions limited to

the abdomen using abdominal normothermic oxygenated

recirculation (ANOR). This method has been devel-

oped and applied by several groups around the world

[8-12]. This technique uses a normothermic extracorporeal

membrane oxygenation circuit with cannulae introduced

by a femoral approach and an occlusive balloon positioned

in the descending thoracic aorta to limit circulation to the

abdominal region.

In France, a national protocol was designed to use

exclusively uncontrolled donors (DCD type II of the

Maastricht classification). The program started in 2007

and the protocol is summarized in Figure 1 [13]. In 2000,

a team from Barcelona compared kidney preservation

with cold in-situ perfusion, hypothermic cardiopulmonary

bypass, and ANOR [8]. A significant decrease in primary

nonfunction and delayed graft function with satisfactory

long-term graft survival was identified for the ANOR

group. Several other groups have reported their experi-

ences with ANOR in uncontrolled and controlled donors

and suggested the superiority of ANOR in DCD, as com-

pared with cold in-situ perfusion (for a review, see [14]).

However, no formal demonstration has been established.

Many issues remain to be addressed regarding the ideal

protocol, such as ideal temperature and optimal duration.

The use of additives is also a pivotal question. Clearly, ex-

perimental work is mandatory to better define the optimal

conditions of this technique, which will help to limit or

even repair the injuries induced by warm ischemia. The

aim of our work was to develop a preclinical model

of DCD based on the current recommendations of the

French national regulatory authority on the study of kid-

neys exposed to ANOR and to optimize the conditions

under which the technique is used.

Methods
Experimental model

The protocol was carried out in accordance with the regu-

lations of the French Ministry of Agriculture, the National

Institute for Agronomic Research and the regional ethics

committee on animal experiments (Comité d’éthique pour

l’expérimentation animale en Poitou-Charentes). The ani-

mals were Large White male pigs about 3 months old and

weighing between 45 and 55 kg. These animals have been

Figure 1 Recommendations for kidney removal from donation after cardiac death according to the French national regulatory authority.

ANOR, abdominal normothermic oxygenated recirculation.
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used in the experimental surgery laboratory for 15 years

to study ischemia-reperfusion injuries with renal trans-

plantation models [15,16]. The pig is well suited for pre-

clinical studies because its anatomy and physiology

are very similar to those of human beings and it has

rapidly been chosen for potential applications in clinical

practice [17].

We used a Rotaflow Maquet centrifugal pump with

Softline Coating Maquet-Jostra pre-heparinized circuit

(Maquet Cardiopulmonary AG, Hirrlingen, Germany). A

thermoregulatory system is connected to maintain a tem-

perature of 37°C. The circuit is purged with hydroxyethy-

lamide (Restorvol® 6%, Fresenius Kabi, Sèvres, France).

The priming is approximately 700 to 800 cm3.

Anesthetic procedure

Induction of the animal is performed with a Hunter

mask with a mixture of nitrous oxide and oxygen 50/50

associated with 8% sevoflurane then 2.5% isoflurane. A

perfusion line is set at a marginal vein of the ear. Orotra-

cheal intubation is performed under laryngoscopic con-

trol. Controlled ventilation is performed with a respiratory

rate of 16/min while maintaining expired CO2 between 35

and 45 mmHg. Curarization of the animal is performed by

initial injection of 8 mg pancuronium bromide followed

by reinjection adapted to the behavior of the animal. Intra-

operative analgesia is achieved by intravenous injections

of 20 mg nalbuphine and 20 mg nefopam.

Surgical procedure

A video of the procedure is provided in Additional file 1.

The animal is placed supine with access to the cervical,

thoracic, and abdominal regions (Figure 2). First, a central

venous catheter is positioned in the internal jugular vein

after right cervicotomy. Then, laparotomy is performed.

The abdominal aorta and inferior vena cava under the

renal vessels are dissected, since the femoral vessels are

too small to receive cannulae of sufficient size to ensure

the flow rate used. We chose an extraperitoneal approach

to avoid lymphatic losses and to limit vascular filling and

hemodilution. Indeed, the formation of a third sector is

frequently encountered in renal transplants performed by

a transperitoneal approach in the laboratory. A bolus of

300 IU/kg of unfractionated heparin is injected through

the central venous catheter. This dosage is recommen-

ded by the French national regulatory authority. After

5 minutes, a 14 Fr arterial cannula (Medtronic Inc.,

Minneapolis, MN) is placed in the abdominal aorta under

the renal arteries and a 21 Fr long multiperforated venous

cannula (Medtronic Inc., Minneapolis, MN) is posi-

tioned at the junction of the inferior vena cava and the

right auricle (Figure 3). Cannulae are introduced ac-

cording to the Seldinger technique, so as to be com-

pletely sealed.

Injection of 2 g potassium chloride by the central

venous catheter leads to cardiac arrest. Mechanical

ventilation is stopped. The descending thoracic aorta

is approached by a short left thoracotomy so as to be

clamped (Figure 4). Another catheter is placed down-

stream from the clamp to monitor blood pressure.

The laboratory model is shown schematically in Figure 5.

After 30 minutes of warm ischemia, ANOR is started for

4 hours.

Abdominal normothermic oxygenated recirculation:

Procedure, progression, and data collection

Monitoring procedures with objectives and corrective

actions are summarized in Table 1. Blood samples are

collected via the central venous catheter before laparot-

omy and every hour during the ANOR on the arterial

line. Plasmas from heparinized blood are stored for later

biochemical analysis. At the end of 4 hours, kidneys are

explanted and stored for later analysis. The ANOR is

stopped. Cannulae and catheters are removed and the

animal is euthanized.

Figure 2 Installation of the animal for the procedure.

Figure 3 Cannulation of aorta and inferior vena cava under

renal vessels by an extraperitoneal approach.
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Parameters of monitoring procedures

The pump flow rate was monitored continuously during

the procedure. The arterial pressure and central venous

pressure were measured continuously during ANOR

using a monitor HP 56S (Hewlett-Packard, Les Ulis,

France). The partial pressures of oxygen and carbon

dioxide, the fraction of inspired oxygen, and the pH

were measured every 30 minutes during the procedure,

using an i-STAT portable clinical analyzer (Hewlett-

Packard, Les Ulis, France). The activated clotting time

was also measured every 30 minutes, using a Hemostasis

Management System (Medtronic, Boulogne-Billancourt,

France).

Levels of plasma potassium, sodium, protein, lactate de-

hydrogenase (as an acidosis marker), and blood hemoglobin

were quantified every hour during the ANOR procedure

using an automated chemistry analyzer (Modular, Roche

Diagnostics, France). To determine renal function, plasma

creatinine was measured every hour during the ANOR,

again using an automated chemistry analyzer (Modular,

Roche Diagnostics, France).

Statistical analysis

Results are expressed as mean ± standard deviation. For

the statistical analysis among groups, we used NCSS

software (NCSS LLC, USA) and ANOVA or two-sample

t test analysis in the case of normality (skewness, kurtosis,

and omnibus tests) and equality of variance (modified

Levene equal-variance test) and the Mann–Whitney U

test or Kruskal-Wallis test for multiple comparison

analysis where these parameters were not met. Dif-

ferences with a P value of less than 0.05 were considered

significant.

Results and discussion
Monitored parameters during abdominal normothermic

oxygenated recirculation

Six 4-hour ANOR procedures were performed. Animal

weight varied between 45 and 55 kg. The monitored

parameters and objectives are listed in Table 1.

Results for the monitored parameters are expressed as

mean ± standard deviation (Table 2). The pump flow

rate, mean arterial pressure, and central venous pressure

Figure 4 Aortic clamping and arterial catheter through left

thoracotomy.

Figure 5 Abdominal normothermic oxygenated recirculation in the preclinical porcine model. A, central venous catheter; B, aortic clamp;

C, arterial catheter; CP, centrifugal pump; D, diaphragm; E, venous canulae in inferior vena cava; F, arterial canulae in aorta; G, perfusion entry;

H, gas entry; LH, left heart; LK, left kidney; OM, oxygenation membrane; RH, right heart; RK, right kidney; TS, thermoregulatory system.
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were controlled continuously during the ANOR proced-

ure. Partial pressures of oxygen and of carbon dioxide

were stabilized during the procedure, between 122 and

173 mmHg and between 30 and 37 mmHg, respectively.

There was an exception for activated clotting time,

which was rarely above 200 s. It was therefore often

necessary to inject 5000 IU unfractionated heparin every

30 minutes during the ANOR process. The objectives,

listed in Table 1, were achieved under reproducible

conditions.

Evolution of biological parameters during abdominal

normothermic oxygenated recirculation

The evolution of biological parameters during ANOR

is summarized in Table 3. There was no significant differ-

ence between T0 and 4 hours of ANOR for pH (7.4 ± 0.01

to 7.4 ± 0.03, respectively), serum sodium concentration

(138 ± 1 to 138 ± 1 mmol/l, respectively), serum creatinine

concentration (99 ± 6 to 129 ± 27 μmol/l, respectively).

Lactate dehydrogenase activity was significantly increased

between T0 and 4 hours (714 ± 48 to 1041 ± 204 IU/l,

respectively), and was probably related to the stresses of

the surgery and muscular attrition. Serum protein and

hemoglobin levels showed significant decrease between

T0 and 4 hours of ANOR, demonstrating hemodilution

and bleeding during surgery (56 ± 3 to 37 ± 3 g/l for serum

protein concentration and 12 ± 0.1 to 9.3 ± 0.6 g/dl for

hemoglobin level). Correction of serum potassium levels

was not perfect, with lower levels at 4 hours than at 1 hour;

however, they remained significantly higher than at T0.

This was due to the extracorporeal circulation circuit.

Discussion
The increasing demand for transplantation has created a

need for additional organ sources, and acceptance cri-

teria have been widened, not only for kidney retrieval

but increasingly for other organs with a lower tolerance

of warm ischemia, such as the liver, pancreas, and lungs

[18,19]. This expansion of donor criteria to include the

use of grafts from elderly donors, DCD, or organs from

donors with other medical conditions has underlined the

need for a technique that prevents any further damage

during the preservation period. Previous reports strongly

suggest that DCD donors are a valuable source of organs

[3,14,20,21]. Reconditioning using ANOR appears to

give better results than in-situ cooling preservation, with

a reduction of primary nonfunction and delayed graft

function [8]. In France, the national regulatory authority

(Agence de la Biomédecine) has defined the conditions for

organ removal, specifying the tolerated durations of warm

and cold ischemia, for uncontrolled donors (type II of the

Maastricht classification). However, no preliminary study

Table 1 Monitoring procedures during abdominal normothermic oxygenated recirculation

Monitored parameters Objectives Type of monitoring Corrective actions

Pump flow rate 2.5 to 3 l/min Continuous monitoring Vascular filling: saline and hydroxyethyl
starch (10 ml/(kg h))

Mean arterial pressure >60 mmHg Continuous infusion of noradrenalin on the circuit

Central venous pressure <5 mmHg —

pH 7.5 Blood samples on the circuit
every 30 minutes

Continuous infusion of sodium bicarbonate on the circuit

Partial pressure of carbon dioxide 30 to 40 mmHg Sweeping gas flow adjustment

Partial pressure of oxygen 100 to 150 mmHg Fraction of inspired oxygen adjustment

Activated clotting time >200 s Bolus of 5000 IU unfractionated heparin on the circuit

Table 2 Comparison of monitored parameters during abdominal normothermic oxygenated recirculation (mean ± standard

deviation)

ANOR 1 ANOR 2 ANOR 3 ANOR 4 ANOR 5 ANOR 6

Weight (kg) 49 51 55 45 50 45

Pump flow rate (l/min) 2.5 ± 0.03 2.5 ± 0.03 2.8 ± 0.03 2.7 ± 0.05 2.6 ± 0.05 2.5 ± 0.03

Mean arterial pressure (mmHg) 65 ± 6 64 ± 5 84 ± 3 86 ± 10 77 ± 3 75 ± 6

Noradrenalin (μg/(kg min)) 0.7 ± 0.05 1.1 ± 0.19 0.6 ± 0.08 0.6 ± 0.2 0.6 ± 0.07 0.7 ± 0.15

Fraction of inspired oxygen (%) 56 ± 3 62 ± 5 59 ± 5 45 ± 2 54 ± 1 56 ± 3

Partial pressure of oxygen (mmHg) 123 ± 25 122 ± 16 141 ± 27 173 ± 31 149 ± 13 151 ± 19

Sweeping gas flow (l/min) 3.2 ± 0.2 4 ± 0 4.3 ± 0.2 3.3 ± 0.2 3.6 ± 0.1 3.5 ± 0

Partial pressure of carbon dioxide (mmHg) 37 ± 5 35 ± 1 35 ± 1 32 ± 2 30 ± 1 31 ± 1

Activated clotting time (s) 174 ± 32 183 ± 27 180 ± 21 198 ± 33 173 ± 20 171 ± 20

ANOR, abdominal normothermic oxygenated recirculation.

Allain et al. Transplantation Research 2014, 3:13 Page 5 of 8

http://www.transplantationresearch.com/content/3/1/13



has determined the optimal conditions for ANOR. Con-

sequently, there is room for experimental studies to

decipher the different steps of the protocol.

The development of a porcine preclinical experimental

model of DCD donors allows for a study of the ANOR

impact on organs without the limitations of a clinical

study. Several models of DCD donors have previously

been published in the literature to study the conditioning

of kidney transplants by normothermic perfusion. Re-

cently, using rats of 300 g and a warm ischemia period

corresponding to clamping of the renal artery for 15

or 30 minutes, Moers et al. studied reperfusion for 1

to 2 hours [22]. However, the restored pulsatile flow

was far from comparable to a continuous flow of ANOR.

In 2008, Hosgood et al. used a Large White pig model

weighing between 40 and 50 kg [23]. In this model, after

25 minutes of warm ischemia, kidneys were reperfused

normothermically for 3 hours in an isolated organ pre-

servation system using autologous blood. However, this

experimental condition remains far from a clinical situ-

ation. In 2010, Rojas-Pena et al. used an extracorporeal

membrane oxygenation circuit with pigs from 25 to 30 kg

[24]. Both external jugular veins were cannulated in place

of the inferior vena cava. In addition, the absence of

clamping of the descending thoracic aorta mimicked a

systemic circulation model, which was not exactly the

ANOR condition. The durations of warm ischemia were

10 and 30 minutes, respectively, and 90 and 100 minutes

for reperfusion.

To our knowledge, the uncontrolled DCD model pre-

sented herein is the closest to the conditions encoun-

tered in clinical practice. Indeed, we use a large animal,

the pig, well accepted as a preclinical model with a size,

anatomy, and cardiovascular physiology very similar

to those of human beings. Our model also used truly

regional circulation between the inferior vena cava and

the abdominal aorta, which was limited to the subdiaph-

ragmatic region by clamping of the descending thoracic

aorta. Moreover, our model is highly reproducible. In all

cases, hemodynamic and respiratory objectives were

achieved with very similar conditions from one animal to

another. After 4 hours of ANOR, there was no significant

difference compared with T0 for pH and plasma sodium

levels. Lactose dehydrogenase levels were increased, a sign

of tissue damage that was probably due to the stresses of

surgery (incisions, muscular attrition, and so on); the lack

of change between 1 and 4 hours of ANOR highlight the

fact that this marker is not adapted for discriminant

diagnosis determination. We observed an expected hemo-

dilution, mainly due to the ANOR priming (about 700 to

800 cm3). However, hemoglobin levels remained correct,

at 9.3 ± 0.6 g/dl after 4 hours of ANOR. Interestingly, in

our hands, renal function likewise remained stable during

ANOR and reached a steady state during the procedure.

However, the injection of heparin before cardiac arrest

is a critical limit in this model. We aim to correct this

easily in future protocols. Note that in previously descri-

bed models, injection of heparin was likewise carried out

before cardiac arrest.

It would also have been interesting to monitor urine

production during ANOR. However, bladder catheteriza-

tion of Large White male pigs is not possible, owing

to a tortuous urethra and we consequently chose not

to approach the bladder surgically, thereby avoiding

the opening of the peritoneum and fluid, particularly

lymph fluid, accumulation. However, we noted that at the

end of ANOR, urine (about 500 cm3) was collected in the

bladder. To better monitor kidney function, the implant-

ation of a urine catheter during ANOR is envisioned for

future experiments.

Conclusions
We developed a preclinical experimental model of uncon-

trolled DCD kidneys donors using ANOR. This model will

allow the development of experimental procedures and

the study of systemic and renal impact of the ANOR at

different steps. Many issues could be addressed, such as

optimal temperature and duration. This model could help

to tailor strategies and to build clinical protocols for pres-

ervation and viability prediction and evaluate preservation

protocols following ANOR. It is ideal to determine the

optimal conditions for pre- and post-conditioning, which

Table 3 Evolution of biological parameters during abdominal normothermic oxygenated recirculation (means ± standard

deviation)

T0 1 hour 2 hours 3 hours 4 hours P T0 versus 4 hours

pH 7.4 ± 0.01 7.42 ± 0.06 7.42 ± 0.03 7.40 ± 0.05 7.44 ± 0.03 0.1795

Serum potassium (mmol/l) 4.1 ± 0.2 7.1 ± 0.5 7.9 ± 0.3 7.3 ± 0.5 6.8 ± 0.6 0.0002*

Serum sodium (mmol/l) 138 ± 1 136 ± 1 139 ± 1 137 ± 2 139 ± 3 0.4825

Serum protein (g/l) 56 ± 3 41 ± 3 45 ± 2 39 ± 2 37 ± 3 0.0002*

Hemoglobin (g/dl) 12 ± 0.1 10.9 ± 0.5 11.1 ± 0.5 10.1 ± 0.8 9.3 ± 0.6 0.0001*

Creatinine (μmol/l) 99 ± 6 130 ± 5 132 ± 18 133 ± 21 129 ± 27 0.1673

Lactate dehydrogenase (IU/l) 714 ± 48 1,036 ± 193 1,354 ± 133 1,132 ± 233 1,041 ± 204 0.0424*

*: statistically significant.
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hold the potential to reduce graft injury. It will allow com-

parative studies between ANOR and in-situ cooling pres-

ervation. This model can also facilitate the study of

conditioning protocols for other abdominal organs with

ANOR and the effect of additives on ischemia-reperfusion

injury. The translational relevance of the pig also permits

the study of relevant biomarkers for real-time evaluation

of organ viability during and after ANOR. Finally, the

technology is readily available and easy to handle with a

relatively short learning curve. Such programs could be

included in transplantation operative procedures and sur-

gical skills taught to young European surgeons entering

the field of transplantation surgery.

Additional file

Additional file 1: Video of surgical procedure.
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1.1. Introduction 

 La modélisation préclinique des DDAC non contrôlés a été la première étape de ce 

travail. L’objectif était d’obtenir un modèle préclinique reproductible permettant d’étudier 

l’impact de la CRN sur le greffon rénal, en s’affranchissant des contraintes liées à la clinique. 

Les limites de temps appliquées à ce modèle en termes d’ischémie chaude et de 

reconditionnement sont basées sur les durées recommandées par l’ABM.  

1.2. Matériel et méthode (synthèse) 

 Le protocole a été mené en respectant la réglementation du Ministère de l’Agriculture, 

de l’Institut National pour la Recherche Agronomique et du comité régional d’éthique sur 

l’expérimentation animale. 

Les animaux utilisés étaient des porcs Large White mâles, âgés de 3 mois et pesant 40 à 50kg. 

Le matériel d’ECMO utilisé comprenait une pompe centrifuge Rotaflow Maquet et un circuit 

Sofline Coating Maquet-Jostra enduite à l’héparine (Maquet Cardiopulmonary AG, 

Hirrlingen, Allemagne). Un groupe thermique permettait le maintien de la normothermie. 

Environ 800ml d’hydroxyéthylamidon était nécessaire pour amorcer le circuit. 

Après anesthésie générale et mise en place d’une voie veineuse centrale, une laparotomie était 

réalisée avec dissection par voie extra-péritonéale de l’aorte et de la veine cave inférieure 

sous-rénales. Après l’injection d’une dose d’héparine non fractionnée (300UI/kg selon les 

recommandations de l’ABM), une canule veineuse de β1Fr et artérielle de 14Fr (Medtronic 

Inc. Minneapolis, MN) étaient mises en place selon la technique de Seldinger. L’arrêt 

cardiaque était obtenu par injection directe en intraveineux (IV) de 2g de chlorure de 

potassium. La ventilation mécanique était alors arrêtée. Un abord de l’aorte thoracique 

descendante par thoracotomie antérieure gauche permettait le clampage de l’aorte sus-

diaphragmatique et la mise en place d’un cathéter artériel en aval afin de monitorer la pression 
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artérielle sanglante. Après 30 minutes d’ischémie chaude, la CRN était mise en route pour 4 

heures. 

Des prélèvements de sang circulant étaient réalisés toutes les 30 minutes. Un remplissage 

vasculaire par hydroxyléthylamidon et sérum physiologique en alternance (10ml/kg/h) et une 

perfusion continue de noradrénaline permettait de maintenir les objectifs de débit (2,5 à 

3L/min) et de pression artérielle moyenne (supérieure à 60mmHg). Une gazométrie artérielle 

et une mesure de l’activated clotting time (ACT) étaient réalisées toutes les 30 minutes avec 

pour objectifs : 

- Un pH maintenu autour de 7,5 ; 

- Une pression partielle en oxygène comprise entre 100 et 150mmHg ; 

- Une pression partielle en dioxyde de carbone comprise entre 30 et 40mmHg ; 

- Un ACT supérieur à 200 secondes. 

L’utilisation de bicarbonate de sodium en perfusion continue, d’héparine non fractionnée et 

l’ajustement de la fraction inspirée en oxygène et du balayage des gaz frais sur la membrane 

d’oxygénation permettaient de maintenir ces paramètres. 

A la fin des 4 heures de CRN, les reins étaient explantés et conservés pour analyses 

ultérieures. 

1.3. Résultats 

 Six CRN de 4 heures ont pu être réalisées dans des conditions parfaitement 

reproductibles et en respectant les paramètres précisés ci-dessus.  

Il n’y avait pas de différence significative entre T0 et 4h pour le pH (7,4±0,01 et 7,4±0,0γ 

avec p=0,1795), la natrémie (138±1 et 138±1mmol/L avec p=0,4825) et la créatininémie 

(99±6 et 129±27µmol/L avec p=0,1673). Le taux de lactate déshydrogénase (LDH) 

augmentait par contre de façon significative entre T0 et 4h (714±48 et 1041±204UI/L avec 

p=0,0424), probablement en lien avec le stress chirurgical. La protidémie (56±3 et 37±3g/L, 
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avec p=0,000β) et le taux d’hémoglobine (1β±0,1 et 9,γ±0,6g/dl, avec p= 0,0001) diminuait 

de façon significative entre T0 et 4h, témoignant de l’hémodilution induite par le volume 

d’amorçage de la CRN et le remplissage vasculaire, ainsi que par les pertes sanguines 

inhérentes à la chirurgie. Enfin, la correction de la kaliémie était difficile restant 

significativement plus haute à 4h par rapport à T0 (4,1±0,2 et 6,8±0,6mmol/L, avec 

p=0,0002). 

1.4. Discussion 

 Les DDAC semblent être une source prometteuse de greffons rénaux afin de faire face 

à la pénurie actuelle. Ils souffrent cependant d’une période d’ischémie chaude pendant l’arrêt 

circulatoire et la période de réanimation et sont donc plus vulnérables aux lésions d’IR. Des 

différentes méthodes de reconditionnement développées pour palier à cette souffrance, la 

CRN semble donner les meilleurs résultats en termes de RRF et de NFP. En France, l’ABM 

encadre les prélèvements chez les DDAC non contrôlés depuis 2006. Elle a défini des durées 

d’ischémie chaude et froide maximales tolérées, ainsi que les durées maximales de 

reconditionnement par CRN et par RIS. Cependant, aucune étude préliminaire n’a été menée 

afin de déterminer la meilleure méthode de reconditionnement et sa durée optimale. 

Le développement d’un modèle porcin préclinique permet d’étudier l’impact de la CRN sur le 

greffon rénal en s’affranchissant des contraintes cliniques liées à une procédure de greffe. 

Plusieurs modèles animaux ont déjà été publiés afin d’étudier l’impact de la perfusion 

normothermique sur des reins en condition de DDAC. En 2012, l’équipe de Moers a étudié 

l’impact de la reperfusion pendant 1 à β heures sur des reins de rats de 300g avec une période 

d’ischémie chaude de 15 à γ0 minutes par clampage de l’artère rénale. La restauration d’un 

flux sanguin pulsatile au déclampage est bien éloignée du flux laminaire induit par la CRN. 

En β008, l’équipe de Hoosgood a utilisé un modèle porcin de Large White pesant entre 40 et 

50kg. Après β5 minutes d’ischémie chaude, les reins étaient reperfusés pendant 3 heures sur 
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un banc de perfusion en utilisant le sang de l’animal en normothermie. Cette technique de 

perfusion isolée d’organe ex vivo est là aussi très différente des conditions rencontrées au 

cours d’une CRN. En β010, l’équipe de Rojas-Pena a utilisé un circuit d’ECMO chez des 

porcs de 25 à 30kg. Les durées d’ischémie chaude étudiées étaient de 10 et γ0 minutes et de 

reperfusion de 90 et 100 minutes. Les deux veines jugulaires étaient canulées à la place de la 

veine cave inférieure et il n’y avait pas de clampage de l’aorte thoracique descendante 

limitant la recirculation à la région abdominale. Ce modèle correspondait ainsi à une 

recirculation de l’ensemble de l’organisme et différait là encore des conditions de CRN. 

Le modèle porcin de DDAC non contrôlé avec mise en place de CRN que nous avons mis au 

point reste toujours à l’heure actuelle et à notre connaissance, le modèle le plus proche des 

conditions rencontrées dans la pratique clinique. La canulation de l’aorte et de la veine cave 

inférieure et le clampage de l’aorte thoracique descendante en font une vraie reperfusion 

limitée à la région sous-diaphragmatique. Notre expérience a montré que ce modèle était tout 

à fait reproductible.  

Le porc est reconnu en tant que modèle préclinique du fait d’une physiologie très proche de 

l’homme. Il existe de plus une grande proximité anatomique du rein de porc, qui comme chez 

l’homme est multi-papillaire et multi-lobulé. Le réseau vasculaire est également très proche. 

Les résultats ainsi obtenus sont facilement transposables à l’homme. Parmi les gros 

mammifères, le porc est très accessible et présente de nombreux avantages. A 3 mois, au 

moment du prélèvement et de la greffe, le porc Large White pèse environ 40kg. Ce gabarit 

autorise l’utilisation du même matériel qu’en clinique humaine (canules, circuit de CRN, 

machine de perfusion).  Enfin, son faible coût d’entretien parmi les gros mammifères, autorise 

un suivi jusqu’à γ mois après la greffe dans l’animalerie. L’animal pèse alors environ 1β0kg. 

Ce délai de 3 mois est précieux pour suivre et évaluer le développement des lésions rénales 

après transplantation. 
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Bien sûr, ce modèle présente des limites. La reproduction parfaite des conditions cliniques n’a 

pas été possible et des adaptations ont été nécessaires. Les vaisseaux fémoraux étant de très 

petits calibres chez le porc,  il a été décidé de canuler directement l’aorte et la veine cave 

inférieure sous-rénales par laparotomie, induisant un stress chirurgical plus important que lors 

d’un abord vasculaire fémoral. Nous avons également fait le choix d’hépariniser et de canuler 

l’animal avant l’arrêt cardiaque, afin de respecter strictement la durée d’ischémie chaude.  

Par ailleurs, dans nos conditions expérimentales, cette durée d’ischémie chaude a été réduite 

au  no flow maximal toléré de 30 minutes sans période de low flow associée. La réalisation 

d’une période de low flow avec utilisation d’une machine à masser a été étudiée (figure 5). 

Son efficacité a d’ailleurs déjà été validée chez des animaux de gabarit équivalent [160]. Mais 

l’anatomie du thorax de porc, avec présence des poumons entre le massif cardiaque et le 

rachis, a entraîné des lésions d’hémorragie intra-alvéolaire très sévères lors du massage 

cardiaque, compliquant par la suite l’amorçage de la CRN. On peut cependant considérer que 

les lésions liées à la période d’ischémie chaude sont essentiellement les conséquences du no 

flow. 

1.5. Conclusion 

 Les DDAC semblent être une source prometteuse de greffons rénaux. En France, leur 

reconditionnement est encadré par l’ABM qui a arrêté des durées maximales empiriques 

d’ischémies chaude et froide tolérées et qui laisse le choix aux équipes entre CRN et RIS. La 

compréhension et l’optimisation de ce reconditionnement est indispensable. La réalisation 

d’études comparatives randomisées en clinique dans ce contexte de DDAC étant difficile, la 

modélisation chez l’animal présente un intérêt majeur. Nous avons mis au point un modèle 

préclinique de DDAC avec reconditionnement des organes abdominaux par CRN.  De tous les 

modèles  décrits  dans  la  littérature,  ce  modèle  semble être  le  plus proche  des  conditions  
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Figure 5 : Utilisation de la machine à masser chez le porc Large White. 

 

rencontrées en clinique. Sa grande reproductibilité offre la possibilité de l’étude de l’impact 

propre d’un seul paramètre, comme la durée du reconditionnement ou l’utilisation d’un 

additif, les autres paramètres restant parfaitement similaires. S’affranchissant des contraintes 

cliniques, il permet une analyse mécanistique des événements.  

Au-delà du rein, ce modèle offre par ailleurs la possibilité d’étudier le reconditionnement 

d’autres organes, comme le foie ou le pancréas.  

Enfin, il peut également être utile pour la formation à la technique de CRN des jeunes 

praticiens au sein des équipes de transplantation.  

1.6. Données complémentaires  

 La mise au point de ce modèle nous a permis d’étudier le retentissement général de la 

CRN dans les conditions de DDAC à travers l’étude du phénotype et l’analyse 

transcriptomique des leucocytes sanguins. 
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1.6.1. Matériel et méthode 

 Le phénotype des leucocytes sanguins a été déterminé par immunomarquage sur sang 

total  à partir de 200µL auquel sont ajoutés  les  anticorps  marqués  à  un  fluorochrome  

(anticorps anti-TLR4 et anticorps anti-Swine Leucocyte Antigen (SLA) de classe II DR). 

L’expression de TLR4 et de SLAII DR à la surface des leucocytes est corrélée à un état 

d’activation immunitaire, ces deux molécules étant des marqueurs de l’immunité innée [62, 

161]. Après γ0 minutes d’incubation, les globules rouges sont lysés avec une solution 

hypotonique (Kit Becton Dickinson). Les cellules sont ensuite lavées puis suspendues en 

solution saline tamponnée au phosphate avec 1% de sérum albumine bovin. L’analyse de 

l’expression des protéines membranaires a été réalisée en cytométrie de flux (FACS BD 

CANTO II, logiciel BD FACS DIVA) par quantification de l’expression membranaire de 

l’antigène étudié en corrélation à la fluorescence émise par le fluorochrome couplé à 

l’anticorps, après sélection de la population d’intérêt selon ses caractéristiques de taille (Side 

Scatter) et de granulosité (Forward Scatter). 

L’analyse transcriptomique des leucocytes sanguins a été réalisée après isolation des 

leucocytes du sang circulant par centrifugation, après lyse des globules rouges en milieu 

hypotonique (Kit Becton Dickinson). L’extraction d’ARN a été réalisée par la méthode 

utilisant le Trizol selon les recommandations du fabricant (Fischer Scientific, Illkirch, 

France). L’ADN génomique est éliminé par ADNase en utilisant le DNA-free kit (Applied 

Biosystems, Foster Coty, CA, USA). L’ADN complémentaire est obtenu par transcription 

inverse en utilisant des amorces aléatoires. La polymerase chain reaction (PCR) quantitative 

est réalisée dans des plaques optiques (96 puits) à partir de 10ng d’ADN complémentaire  sur 

l’appareil ABI Prism 7γ00, selon les recommandations du fabricant (Applied Biosystems). 

Les amorces d’ADN porcin sont conçues par OligoPerfect™ (Invitrogen, Carlsbad, CA, 

USA).  
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Les transcrits étudiés, impliqués dans la réponse inflammatoire et immunitaire, sont TNF-α, 

TLR4 et SLAII DR, IL-6, IL-8 et IFN-Ȗ. 

Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. Après significativité observée avec le 

test ANOVA (analyse de variance) applicable car la population est homogène (porcs de même 

corpulence et de même âge), le test t de Student a été utilisé pour réaliser les tests statistiques 

à comparaisons multiples. Les différences pour une valeur de p inférieure à 0,05 sont 

considérées comme significatives. 

Chaque groupe était composé de 4 animaux (n=4). 

1.6.2. Résultats et discussion 

 

 

Figure 6 : Pourcentage d’expression de TLR4 par les leucocytes sanguins au cours de la 

CRN. 



 

64 

 

 

Figure 7 : Pourcentage d’expression de SLAII DR par les leucocytes sanguins au cours de la 

CRN. 

 

Concernant l’étude du phénotype des leucocytes sanguins, on constate qu’il n’existe 

pas d’augmentation significative de leur état d’activation au cours de la CRN (figures 6 et 7). 

 

 

Figure 8 : Analyse transcriptomique des leucocytes sanguins au cours de la CRN. 

 

Concernant l’analyse transcriptomique des leucocytes sanguins (figure 8), on observe une 

augmentation stable, statistiquement significative, de l’expression de TNF-α et d’IL-6 par 

rapport au contrôle durant la CRN. L’expression d’IL-8 augmente significativement par 
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rapport au contrôle à 1 heure (p<0,01) pour diminuer progressivement avec un taux à 4 heures 

moins important qu’à β heures (p<0,05). L’expression de TLR4 augmente progressivement 

pendant la CRN avec à 4 heures un taux supérieur à β heures (p<0,01). L’expression de SLAII 

DR est initialement plus basse par rapport au contrôle (p<0,05 à 1 heure) et son augmentation 

est plus tardive. Elle est également plus importante à 4 heures qu’à β heures (p<0,05). L’INF-

Ȗ augmente non significativement pendant la CRN. 

Ces premiers résultats suggèrent que si la CRN est en elle-même un facteur d’inflammation, 

celle-ci ne semble pas s’intensifier avec sa durée. On constate en effet une stabilité de 

l’expression des cytokines impliquées dans la réponse inflammatoire précoce (TNF-α et IL-6), 

et une diminution de celle d’IL-8. Si les leucocytes ne semblent pas plus activés après 2 

heures ou 4 heures de CRN, l’analyse transcriptomique suggère néanmoins que la synthèse 

des gènes TLR4 et SLAII DR, marqueurs de l’activation immunitaire, augmente avec la durée 

de la CRN. On peut donc supposer que la poursuite de la CRN au-delà de 4 heures pourrait 

entraîner une activation plus importante de la réponse immunitaire. 
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2. Comparaison du reconditionnement par CRN et par RIS 
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2.1. Introduction 

 Parallèlement à la modélisation des DDAC avec reconditionnement des organes 

abdominaux par CRN, le modèle de RIS chez le porc a également été mis au point au sein du 

laboratoire au cours d’un travail de thèse [162]. Le choix de l’utilisation de la CRN ou du RIS 

est laissé à l’appréciation de chaque équipe de transplantation dans le cadre des DDAC non 

contrôlés avec comme vu précédemment, une grande variabilité dans les pratiques d’un pays à 

un autre.  

Devant l’absence d’arguments forts en faveur de l’une ou l’autre technique et compte-tenu des 

enjeux importants en termes de santé publique, il nous a paru fondamental de revenir vers des 

bases expérimentales pour étudier ces modes de reconditionnement et pour tenter de dégager 

de grandes lignes de prise en charge scientifiquement prouvées. Il paraît nécessaire de mieux 

préciser, en s’appuyant sur des études mécanistiques, les modalités pratiques optimales de 

réalisation du prélèvement d’organes à partir des DDAC.  

La maîtrise de ces deux méthodes de reconditionnement sur le porc nous a permis de tenter de 

répondre à cette problématique. 

2.2. Matériel et méthode 

 Le protocole a été réalisé en accord avec la réglementation en vigueur du Ministère de 

l’Agriculture et le comité local d’éthique sur l’expérimentation animale (Institut National pour 

la Recherche Agronomique). 

2.2.1. Conditionnement préopératoire et protocole d’anesthésie 

 Dans les deux groupes, les animaux utilisés étaient des porcs Large White mâles, âgés 

de 3 mois et pesant 40 à 50kg. 
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Les animaux étaient soumis à une alimentation standard (Société Arrive, Saint-Fulgent, 

France) avec un accès libre à l'eau. Ils étaient placés dans des box individuels et soumis à une 

température ambiante constante (22±2°C). Une diète était débutée 24 heures avant 

l'intervention.  

Le protocole d’anesthésie et la mise en condition dans le groupe RIS étaient identiques à ceux 

décrits dans la procédure de CRN.  

2.2.2. Procédure de RIS 

 Après laparotomie xipho-pubienne, le rein gauche, l’aorte abdominale et la veine cave 

inférieure sous-rénales étaient abordés par voie extra-péritonéale. Les vaisseaux étaient 

disséqués sur quelques centimètres afin de préparer la canulation. Une dose d’héparine non 

fractionnée de 300UI/kg était réalisée en IV direct. L’aorte était canulée par une sonde de 

Gillot (Coloplast, Freudenborg, Danemark). Les deux ballonnets de la sonde étaient gonflés 

sous contrôle manuel. Le dispositif était purgé avec du SCOT15® (Macopharma, Tourcoing, 

France), solution de conservation de quatrième génération. La veine cave inférieure était 

canulée avec une sonde Rüsch (Téléflex Médical, Kernen, Allemagne) charrière 22 et reliée à 

une poche de décharge (Macopharma, MacoBiotech Transplant, Mouvaux, France). L’arrêt 

cardiaque était obtenu par injection directe en IV de 2g de chlorure de potassium. La 

ventilation était arrêtée.  

Après γ0 minutes d’ischémie chaude, le lavage des deux reins avec le liquide de perfusion 

SCOT15® était mis en route. Le débit initial était élevé (environ 150ml/min) de manière à 

obtenir en moins de 30 minutes une bonne décoloration au niveau de la décharge cave. Il était 

ensuite ralenti. Environ 15L de liquide de conservation étaient nécessaires pour l’ensemble de 

la procédure.  

Après 180 minutes de perfusion, les reins étaient prélevés et mis en machine de perfusion 

LifePort™ Kidney Transporter en utilisant la solution KPS-1, pour 15 heures de conservation. 
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2.2.3. Procédure de CRN 

 Les CRN ont été réalisées selon les paramètres décrits précédemment. A l’issu de la 

CRN, les reins étaient également prélevés et mis en machine de perfusion en utilisant la 

solution KPS-1, pour 18 heures de conservation.  

2.2.4. Procédure d’allogreffe 

 Les animaux receveurs étaient allo-compatibles (6 allèles des 3 gènes du SLA 

identiques) permettant la réalisation de greffes rénales sans adjonction de traitement 

immunosuppresseur [163].  

Les deux greffes étaient réalisées en parallèle par deux équipes chirurgicales.  

Le conditionnement préopératoire, l’anesthésie et l’installation des animaux receveurs étaient 

strictement identiques à celles décrites précédemment pour les donneurs.  

Dans un premier temps, une cervicotomie gauche était réalisée pour la mise en place d’une 

voie veineuse centrale dans la veine jugulaire interne gauche. Son externalisation derrière 

l’oreille gauche avec fixation cutanée permettait son maintien pendant les 15 jours suivant la 

greffe pour l'administration des solutés de réanimation et la réalisation des prélèvements 

sanguins. Un cathéter artériel était mis en place par la même cervicotomie dans l’artère 

carotide interne gauche, permettant  une surveillance continue de la pression artérielle pendant 

la greffe. Il était retiré en fin d'intervention. Les pertes hydro-sodées étaient compensées par 

10ml/kg/h de gélofusine. 

Dans un deuxième temps, une laparotomie xipho-pubienne était réalisée. Les reins étaient 

abordés par voie rétro-péritonéale et une néphrectomie bilatérale était réalisée. L’aorte 

abdominale et la veine cave inférieure sous-rénales étaient disséquées en préparation du site 

de greffe. Une dose de 5 000UI d’héparine était injectée dans la voie veineuse centrale 10 

minutes avant le clampage.  
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Deux anastomoses termino-latérales sur l’aorte et la veine cave inférieure juste au-dessus de 

la bifurcation iliaque étaient réalisées en utilisant du polypropylène 5/0. Le déclampage était 

effectué 30 minutes après le début des anastomoses afin d’homogénéiser le protocole. Une 

anastomose urétéro-urétérale était effectuée sur une sonde double J. Le greffon était 

positionné en retro-péritonéal et l’abdomen était alors refermé. 

2.2.5. Suivi des animaux 

 Après transplantation, les animaux étaient surveillés pendant 7 jours dans une cage 

métabolique. Le protocole postopératoire comprenait une analgésie par nalbuphine (20mg/j 

IV pendant 3 jours), une antibioprophylaxie par amoxicilline-acide clavulanique (1g/j IV 

pendant 7 jours) et une prophylaxie contre l’ulcère de stress par pantoprazole (40mg/j IV 

pendant 5 jours). Les apports hydro-électrolytiques étaient réalisés en IV selon le protocole 

suivant : 

- 500ml/j de chlorure de sodium 0,9% avant reprise de la diurèse ; 

- Compensation volume à volume dès la reprise de la diurèse pendant 48 heures ; 

- En cas de diurèse excessive (supérieure à 4L/j), apport supplémentaire de 2g/L de chlorure 

de potassium. 

Une supplémentation diurétique par 125mg de furosémide était réalisée à J0. Elle était 

secondairement adaptée à la diurèse :  

- Diurèse nulle : 250mg à J1, 300mg à J2 puis 350mg à J3 en maintenant cette dose jusqu'à 

reprise de la diurèse ; 

- Diurèse inférieure à 1,5L/j : maintien de la dernière dose de furosémide ; 

- Diurèse supérieure à 1,5 L/j : dernière dose de furosémide divisée par deux le jour suivant 

puis arrêt.  

Les porcs pouvaient boire dès J2 et manger dès J3.  
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Au terme de ces 7 jours, le porc quittait sa cage métabolique pour rejoindre son box individuel 

où il avait un accès libre à l’eau et à la nourriture.  

Le suivi des animaux était de 3 mois.  

2.2.6. Collecte et analyse des échantillons 

 La diurèse était quantifiée quotidiennement la première semaine.  

Des prélèvements sanguins étaient effectués à J-1, 60 minutes après reperfusion du rein greffé 

(R60) puis à J1, J3, J5, J7, J11, J14, J30 et J90 de la greffe. Le dosage de la créatinine 

sanguine était réalisé sur un automate (Modular, Roche Diagnostics, Meylan, France) au sein 

du service de biochimie du centre hospitalier universitaire de Poitiers. Les normes de 

référence sont des valeurs connues du laboratoire, déterminées à partir de travaux 

expérimentaux préalables réalisés sur l’élevage de porcs Large White et non publiés.  

Des échantillons tissulaires étaient également prélevés à J7, J14 (biopsies à l’aiguille) et à J90, 

au moment du sacrifice. Les fragments de tissu rénal étaient fixés dans une solution de formol 

tamponné à 4%. Ils ont été inclus en paraffine. Les lames ont été colorées à l’hématoxyline-

éosine-safran, permettant d’apprécier l’architecture globale du tissu. L’intensité des lésions 

était évaluée de façon semi-quantitative sur une échelle de 1 à 5 selon une méthode déjà 

validée au laboratoire : 

 1 - Absence de lésions ; 

 2 - Lésions intéressant moins de 25% de la surface examinée ; 

 3 - Lésions intéressant de 26 à 50% ; 

 4 - Lésions intéressant de 51 à 75% ; 

 5 - Lésions intéressant plus de 76%. 
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2.2.7. Analyses statistiques 

 Les différents échantillons ont été comparés à l’aide du test non paramétrique de 

Kruskal-Wallis et du test de comparaison multiple de Dunn. 

La significativité était retenue pour une valeur de p inférieure à 0,05. 

2.2.8. Groupes étudiés 

 Le temps maximal autorisé par l’ABM pour chaque technique de reconditionnement a 

été étudié : 180 minutes pour le RIS (groupe RIS) et 240 minutes pour la CRN (groupe CRN 

4h). Un  temps intermédiaire de 120 minutes pour la CRN (groupe CRN 2h) et deux groupes 

contrôles ont également été réalisés : 

- Un groupe sans reconditionnement (groupe IC30), où le rein greffé a subi 30 minutes 

d’ischémie chaude avant d’être conservé en MPH ; 

- Un groupe contrôle masse néphronique (groupe NEP), où les animaux ont subi une 

néphrectomie et vivent donc sur un seul rein natif. 

Chaque groupe était composé de 6 animaux (n=6). 

2.3. Résultats  
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2.3.1. Paramètres de perfusion  

 

Figure 9 : Evolution des paramètres de perfusion rénale en fonction du temps.  

 

Quelle que soit la technique de reconditionnement utilisée, on constate une 

augmentation rapide du débit de perfusion pendant les 2 heures suivant la mise en machine. Il 

existe par la suite un plateau jusqu’à la fin des 18 heures de conservation, avec néanmoins la 

persistance d’une discrète ascension pour les groupes CRN 2h et CRN 4h. De façon 

cohérente, les résistances diminuent rapidement au cours des 2 premières heures suivant la 

mise en machine avec une phase de plateau les 16 heures suivantes. 

Concernant le débit et les résistances tout au long de la préservation en machine, il existe une 

meilleure perfusion statistiquement significative pour les groupes CRN 2h et CRN 4h par 

rapport au groupe RIS (figure 9).  
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2.3.2. Reprise de diurèse  

 

Figure 10 : Jour de reprise de diurèse après transplantation. 

 

 La reprise de diurèse s’effectue généralement à J1 pour les groupes CRN 2h et CRN 

4h et à J3 pour le groupe RIS. Cette différence est statistiquement significative (figure 10). 
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2.3.3. Suivi de la fonction rénale jusqu’à γ mois post-transplantation  

 

Figure 11 : Evolution de la fonction rénale pendant les 3 mois post-transplantation. 

 

 On observe globalement un pic de créatininémie à J3 post-transplantation puis une 

décroissance progressive jusqu’à J14. Entre J0 et J14, tous les groupes ont une créatininémie 

statistiquement plus élevée que le groupe contrôle NEP, sans différence significative entre 

eux. 

Par la suite, la créatininémie reste stable entre J14 et J90 pour les groupes CRN 2h et CRN 4h. 

On constate par contre une ré-ascension de la créatininémie à J90 pour le groupe RIS. Entre 

J0 et J90, les groupes IC30, RIS et CRN 2h ont une différence significative avec le groupe 
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contrôle NEP. La créatininémie dans le groupe CRN 4h est statistiquement plus faible par 

rapport aux groupes IC30 et RIS. Il n’y a par contre pas de différence entre le groupe CRN 4h 

et le groupe contrôle NEP (figure 11). 

 

 

 

Figure 12 : Suivi de la fonction rénale détaillé par jour. 
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En détaillant la créatininémie par jour (figure 12), celle-ci est statistiquement plus faible pour 

les groupes CRN 2 h et CRN 4h par rapport au groupe RIS à J3, J7, J11 et J14. Cette 

différence n’est pas retrouvée à J1 et J5. A Jγ0 et J90, la créatininémie du groupe CRN 4h est 

significativement plus faible que celle des groupes RIS et CRN βh. Il n’y a plus de différence 

significative entre les groupes RIS et CRN 2h. 

 

Figure 13 : Rapport protéinurie/créatininurie à 3 mois post-transplantation. 

Il n’y a pas de différence entre les groupes CRN 2h, CRN 4h et RIS concernant l’analyse du 

rapport protéinurie/créatininurie à J90 (figure13). 

 

Figure 14 : Evolution de la fraction excrétée du sodium pendant les 3 mois post-

transplantation. 
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L’étude de la fraction excrétée du sodium retrouve un pic à J1 pour les groupes CRN 2h et 

CRN 4h, et à J3 pour le groupe RIS (figure 14). Dans tous les cas, on observe par la suite une 

décroissance jusqu’à J7 puis un plateau de J7 à J90. Cette différence est significative en 

faveur du groupe CRN 4h par rapport au groupe RIS. Il n’y a pas de différence statistique 

entre les groupes CRN 2h et RIS. 

 

 

Figure 15 : Evolution du débit de filtration glomérulaire au cours des 3 mois post-

transplantation. 

 

Le suivi du débit de filtration glomérulaire montre que le groupe CRN 4h est dans la zone 

physiologique (définie par les pointillés) entre J5 et J14 et au-delà de cette zone de J14 à J90 

(figure 15). Le groupe CRN 2h ne rejoint cette zone qu’à J90 alors que le groupe RIS ne 

l’atteint jamais. 
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2.3.4. Analyse histologique 

 

 
 

Figure 16 : Analyses histologiques à J7 et J14 post-transplantation. 
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 On ne constate pas de différence significative entre les différents groupes sur l’analyse 

des biopsies à J7 et J14 concernant les scores de nécrose, de perte de la bordure en brosse, de 

dilatation tubulaire et d’infiltration leucocytaire (figure 16). 

 

 

Figure 17 : Taux de fibrose rénale à 3 mois post-transplantation 

 

A J90, le pourcentage de fibrose est statistiquement plus important pour tous les groupes par 

rapport au groupe contrôle NEP (figure 17). Il n’y a pas de différence significative entre les 

groupes CRN 2h, CRN 4h et RIS.  

2.3.5. Biomarqueurs [43] 
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Figure 18 : Evolution du taux sérique de NGAL au cours des 3 mois post-transplantation. 

Le dosage plasmatique de neutrophil gelatinase-associated lipocalin (NGAL), facteur 

de croissance et de différenciation notamment en réponse aux lésions rénales et au cours de la 

néphrogenèse, présente un pic plus important à J1 et J3 puis une ré-ascension à J90 (figure 

18). Ces résultats ne sont pas significatifs. 

 

Figure 19 : Evolution du taux sérique de KIM-1 au cours des 3 mois post-transplantation. 
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Cette cinétique est superposable pour le dosage de kidney injury molecule-1 (KIM-1) (figure 

19), une glycoprotéine transmembranaire exprimée par les cellules épithéliales du tubule rénal 

proximal et dont l’expression est fortement augmentée en réponse à des atteintes notamment  

ischémiques.  

2.4. Discussion 

 Si la préservation en machine de perfusion semble faire l’unanimité [76, 115, 118-124, 

126-128, 164-166], les équipes de greffe ont le choix entre la CRN et le RIS pour 

reconditionner les reins avant prélèvement. En comparant ces différents modes de 

reconditionnement sur de petits échantillons, une équipe barcelonaise a observé une 

diminution significative des NFP et des RRF dans le groupe CRN (n=8) versus RIS (n=44) 

[22]. Les prélèvements de reins sur DDAC non contrôlés sont pratiqués en France depuis 

2008. Depuis le travail de Valero en 2000, aucune étude clinique n’avait comparé ces deux 

méthodes de reconditionnement jusqu’en β016. En effet, dans la plupart des études rapportant 

les résultats des greffes issus des DDAC, un seul mode de reconditionnement est utilisé, soit 

RIS [25-33, 167-171] soit CRN [34-37]. La durée de cette période de reconditionnement est 

rarement rapportée. Le type de reconditionnement n’est même d’ailleurs pas toujours précisé 

[172-173]. En 2016 et 2018, deux études françaises cliniques rétrospectives ont conforté les 

résultats de Valero avec des effectifs un peu plus importants dans le groupe CRN (n=19 et 

n=32) [23, 24]. 

Devant les enjeux importants en termes de santé publique, il nous a paru nécessaire de  

prouver le bénéfice de l’une ou l’autre technique. En effet, au-delà de leur impact sur le 

devenir du greffon, ces techniques sont coûteuses tant sur le plan financier (coût du circuit de 

CRN et des litres de solution de conservation de quatrième génération pour le RIS), que sur le 

plan humain (grande disponibilité des équipes de prélèvement qui doivent initier le 

reconditionnement des organes dans des délais très brefs).  
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Le modèle préclinique de RIS utilisé dans ce travail présente les mêmes limites que le modèle 

de CRN précédemment décrit (canulation des gros vaisseaux à la place des vaisseaux 

fémoraux, héparinisation et mise en place des canules avant l’arrêt cardiaque, no flow de 30 

minutes sans période de low flow). Les mêmes biais sont donc retrouvés dans les deux 

groupes et les différences observées concernant les résultats obtenus ne sont dues qu’à la 

technique de reconditionnement. Ce modèle nous a également permis l’étude du groupe IC30, 

groupe ayant subi l’ischémie chaude mais sans reconditionnement. Bien entendu, ce groupe 

ne reflète pas une condition applicable en clinique car la période de reconditionnement des 

organes avant prélèvement est nécessaire sur le plan logistique (consultation du registre 

national des refus et recueil du témoignage des proches). Il présente surtout un intérêt dans 

l’analyse mécanistique et la compréhension des résultats. 

Les données recueillies montrent que la reprise de fonction rénale est meilleure avec un 

reconditionnement par CRN. En effet, la reprise de diurèse survient dès le lendemain de la 

greffe pour les reins des groupes CRN 2h et CRN 4h alors que les reins du groupe RIS ne 

reprennent leur diurèse en moyenne qu’à partir du troisième jour postopératoire. La cinétique 

de reprise de fonction des greffons est un enjeu important en transplantation. Une reprise de 

fonction plus rapide est corrélée à une meilleure durée de survie des greffons [43-53]. De 

plus, un retour rapide à la diurèse réduit en clinique le nombre de séances de dialyse 

nécessaires en cas de RRF. Ces séances de dialyse représentent un surcoût financier et 

impactent la qualité de vie du patient. 

En termes de retour à une fonction rénale d’ordre physiologique, les données sur la 

créatininémie montrent que le reconditionnement par CRN est également de meilleur 

pronostic. Le pic de créatininémie est plus élevé après reconditionnement par RIS et le retour 

à des valeurs physiologiques plus tardif. Les NFP ou RRF sont les principales manifestations 

des lésions d’IR dont les conséquences sont néfastes pour le devenir des greffons [63, 64].  
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La créatininémie est également le reflet des lésions histologiques tardives, pouvant aboutir à 

la perte du greffon à moyen ou long termes. Au sein du laboratoire, nous avons établi qu’une 

créatininémie supérieur à 110μmol/L chez ces animaux n’est plus physiologique et est corrélé 

à une perte de fonction rénale souvent associée à des lésions d’atrophie tubulaire et de fibrose 

interstitielle. Dans nos conditions expérimentales, l’aire sous la courbe des cinétiques 

d’évolution de la créatininémie au cours des 14 premiers jours post-transplantation ne 

retrouve pas de différence entre les différents groupes, à l’exception du groupe témoin. 

Ponctuellement, à J3, J7, J11 et J14, les résultats des groupes CRN 2h et CRN 4h sont 

significativement meilleurs que le groupe RIS. A J30 et J90, le groupe CRN 4h est 

statistiquement supérieur au groupes RIS mais aussi au groupe CRN βh. Sur l’ensemble des 3 

premiers mois suivant la greffe, il existe des résultats significativement meilleurs pour le 

groupe CRN 4h par rapport au groupe RIS et le groupe CRN βh n’apparaît pas meilleur que le 

groupe RIS. Le suivi du débit de filtration glomérulaire conforte ces résultats avec un groupe 

CRN 4h plus rapidement et durablement dans les normes physiologiques.  

Il n’y a pas, par contre, de traduction histologique de ces résultats. Même si le pourcentage de 

fibrose à J90 semble plus faible dans le groupe CRN 4h, il n’y a pas de différence 

significative (p=0,08).  

Ces résultats mettent en avant l’intérêt du modèle porcin avec la possibilité d’un suivi 

prolongé jusqu’à γ mois. Ce délai permet d’étudier le développement des lésions rénales après 

transplantation. La supériorité du groupe CRN 4h se dévoile progressivement par rapport au 

groupe RIS mais également du groupe CRN 2h, conférant un bénéfice significatif et durable 

de la CRN après 4 heures de reconditionnement et non pas dès 2 heures.  

2.5. Conclusion  

 Dans nos conditions expérimentales, nous avons constaté une supériorité de la CRN 

par rapport au RIS dans le reconditionnement des greffons rénaux issus des DDAC, avec une 
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reprise plus précoce de la diurèse et un retour plus rapide et à des valeurs plus physiologiques 

de la créatininémie dans le groupe CRN 4h. On peut supposer que l’hypothermie, entraînant 

une mise au repos du métabolisme cellulaire, « fige » en quelque sorte les lésions induites par 

l’ischémie chaude, alors que la CRN permet d’initier une réparation précoce de ces lésions. 

Ces résultats laissent également supposer qu’en plus de la méthode de reconditionnement 

utilisée, la durée de ce reconditionnement semble avoir un impact sur le devenir des greffons.  
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3. Détermination du temps optimal de reconditionnement par CRN 

Defining the optimal duration for normothermic regional perfusion in the kidney 

donor: A porcine preclinical study. 

Kerforne T, Allain G, Giraud S, Bon D, Ameteau V, Couturier P, Hebrard W, 

Danion J, Goujon JM, Thuillier R, Hauet T, Barrou B, Jayle C. 
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Kidneys	from	donation	after	circulatory	death	(DCD)	are	highly	sensitive	to	ischemia‐
reperfusion	injury	and	thus	require	careful	reconditioning,	such	as	normothermic	re‐
gional	 perfusion	 (NRP).	 However,	 the	 optimal	 NRP	 protocol	 remains	 to	 be	
characterized.	NRP	was	modeled	in	a	DCD	porcine	model	(30	minutes	of	cardiac	ar‐
rest)	for	2,	4,	or	6	hours	compared	to	a	control	group	(No‐NRP);	kidneys	were	ma‐
chine‐preserved	and	allotransplanted.	NRP	appeared	to	permit	recovery	from	warm	
ischemia,	possibly	due	to	an	increased	expression	of	HIF1α‐dependent	survival	path‐
way.	 At	 2	hours,	 blood	 levels	 of	 ischemic	 injury	 biomarkers	 increased:	 creatinine,	 
lactate/pyruvate	ratio,	LDH,	AST,	NGAL,	KIM‐1,	CD40	ligand,	and	soluble‐tissue‐fac‐
tor.	All	 these	markers	 then	decreased	with	 time;	however,	AST,	NGAL,	and	KIM‐1	
increased	 again	 at	 6	hours.	 Hemoglobin	 and	 platelets	 decreased	 at	 6	hours,	 after	
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1 | INTRODUC TION
Growing	organ	shortages	lead	to	an	increased	use	of	donors	after	
circulatory	death	(DCD)	organs.1‐4	These	organs	are	more	prone	to	
ischemia‐reperfusion	injuries	(IRIs),	which	have	a	negative	impact	
on	outcome.	Warm	 ischemia	 (WI),	 added	 to	 cold	preservation,	 is	
correlated	with	increased	primary	nonfunction	(PNF)	and	delayed	
graft	function	(DGF)	rates.5,6	Hence,	these	organs	must	be	recon‐
ditioned.	 One	 of	 the	 available	 approaches	 is	 normothermic	 re‐
gional	perfusion	(NRP),	with	circulation	limited	to	the	abdomen.7‐13 
NRP	is	beneficial	for	organ	reconditioning,4,7,14‐16	in	terms	of	donor	
pool	expansion	and	graft	function,17‐21	and	superior	to	cold	in	situ	
cooling7	and	hypothermic	cardiopulmonary	bypass.10

Nevertheless,	data	are	lacking	to	understand	the	mechanistic	im‐
pact,	mainly	 because	 of	 the	 variability	 of	 current	 procedures.	 Such	
knowledge	on	the	potential	benefits	and	the	practical	use	of	NRP	is	of	
paramount	importance	to	both	standardize	clinical	practices	and	facil‐
itate	application	procedures.	In	European	countries,	NRP	duration	var‐
ies,18,22	from	2	hours	in	England,23	to	4	hours	in	Spain	and	France,7 and 

6	hours	in	Italy,24	with	no	convincing	evidence	as	to	which	is	optimal.	
Consequently,	a	unified	protocol	for	the	procedure	itself	is	not	clearly	
established.	In	addition,	determination	of	reconditioning	mechanisms	
is	mandatory	to	optimize	NRP	procedure.	This	variability	prevents	the	
clear	demonstration	and	understanding	of	NRP	benefits.

With	this	background,	the	main	objectives	of	the	present	study	
were	to	understand	the	mechanisms	underlying	the	benefits	of	NRP	
and	 to	determine	 the	optimal	duration.	To	 this	end,	we	adapted	a	
previously	 developed	 porcine	 preclinical	 model	 to	 mimic	 kidney	
transplantation	 from	DCD	donor	 reconditioned	by	NRP.25	We	ex‐
plored	 the	 impact	 of	 NRP	 on	 renal	 injury	 markers	 and	 major	 IRI	
pathways	such	as	hypoxia‐inducible	factor	1‐alpha	(HIF‐1α),	inflam‐
mation,	 and	 endothelial	 nitric	 oxide	 synthase	 (eNOS)	 activation.	
Kidney	allotransplantation	was	performed	to	determine	the	impact	
of	NRP	duration	on	outcome.	Our	 findings	highlight	 that	NRP	sig‐
nificantly	 improves	graft	quality,	but	only	 if	 the	procedure	 lasts	at	
least	4	hours;	however,	 injury	markers	 reveal	 that	NRP	should	not	
last	6	hours.

2  | METHODS

2.1 | Experimental model

Animal	 experiments	 were	 conducted	 at	 the	 MOPICT	 platform	
(Surgeres,	 France)	 in	 accordance	with	 the	Animal	Research	 guide‐
lines,	 the	French	Government,	and	the	 institutional	Committee	on	
the	Ethics	of	Animal	Experiments	(France)	(Committee	accreditation	
number:	C2EA‐84,	Protocol	approval	number:	CE2012‐11).

We	used	3‐month‐old	large	white	male	pigs	(40‐45	kg),	a	perti‐
nent	preclinical	model,	as	its	anatomy	and	physiology	are	very	close	
to	that	of	humans.26

2.1.1 | Surgical procedures

As	described	previously,25	we	used	a	Rotaflow	Maquet	centrifugal	
pump	 with	 Softline	 Coating	 Maquet‐Jostra	 preheparinized	 closed	
circuit	 (Maquet	 Cardiopulmonary	 AG,	 Hirrlingen,	 Germany)	 with	
a	 hollow	 fiber	 membrane	 oxygenator	 (Quadrox‐D	 Oxygenator;	
Maquet).	This	setup	is	different	from	cardiac	surgery	extracorporeal	
pumps	(typically	an	open	circuit	with	a	reservoir),	which	is	not	used	
for	NRP	 in	 the	 clinic.	We	made	 the	 decision	 to	 closely	mimic	 the	
clinical	situation.

The	 circuit	 was	 primed	 with	 700‐800	cc	 hydroxylethyl‐starch	
(a	volume	expander)	 (Restorvol	6%;	Fresenius	Kabi,	Sèvres,	France).	
After	laparotomy,	the	abdominal	aorta	and	inferior	vena	cava	caudal	
to	the	renal	vessels	were	dissected,	since	femoral	vessels	are	too	small	
to	receive	cannulae	of	sufficient	size	to	ensure	the	target	flow	rate.	We	
choose	an	extraperitoneal	approach	to	avoid	lymphatic	losses	to	limit	
vascular	 filling	and	hemodilution,	as	ascites	 formation	 is	 frequent	 in	
trans‐peritoneal	renal	transplantation.	unfractionated	heparin	(Sanofi‐
Aventis)	 bolus	 (300	UI/kg)	was	 injected	 through	 the	 central	 venous	
catheter.	During	NRP,	unfractionated	heparin	administration,	recom‐
mended	by	the	French	Biomedicine	Agency,	was	added	continuously	
to	limit	the	activation	of	coagulation	on	the	extracorporeal	pump	plas‐
tic,	to	obtain	an	activated	clotting	time	>200	seconds.	After	5	minutes,	

which	 the	 procedure	 became	 difficult	 to	maintain.	 Regarding	 inflammation,	 active	
tissue‐factor,	cleaved	PAR‐2	and	MCP‐1	increased	by	4‐6	hours,	but	not	TNF‐α and 

iNOS.	Compared	to	No‐NRP,	NRP	kidneys	showed	lower	resistance	during	hypother‐
mic	 machine	 perfusion	 (HMP),	 likely	 associated	 with	 pe‐NRP	 eNOS	 activation.	
Kidneys	transplanted	after	4	and	6	hours	of	NRP	showed	better	function	and	out‐
come,	compared	to	No‐NRP.	In	conclusion,	our	results	confirm	the	mechanistic	ben‐
efits	of	NRP	and	highlight	4	hours	as	its	optimal	duration,	after	which	injury	markers	
appear.

K E Y W O R D S

animal	models,	basic	(laboratory)	research/science,	donors	and	donation:	donation	after	
circulatory	death	(DCD),	extracorporeal	membrane	oxygenation	(ECMO),	ischemia‐
reperfusion	injury	(IRI),	kidney	transplantation/nephrology
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circulatory	arrest	was	induced	by	injection	of	2	g	KCl	through	the	cen‐
tral	venous	catheter,	and	mechanical	ventilation	was	stopped.	A	14Fr	
arterial	 cannula	 (Medtronic‐Inc,	 Boulogne‐Billancourt,	 France)	 was	
placed	in	the	abdominal	aorta	under	the	renal	arteries	and	a	21Fr	long	
multiperforated	 venous	 cannula	 (Medtronic)	 was	 positioned	 at	 the	
junction	of	the	inferior	vena	cava	and	the	right	auricle.	The	descending	
thoracic	aorta	was	approached	by	a	short	 left	thoracotomy	so	as	to	
be	clamped.	Another	catheter	was	placed	downstream	of	the	clamp	
to	monitor	blood	pressure.	After	30	minutes	of	 cardiac	 arrest,	NRP	
was	run.	References	on	NRP	settings	(pump	flow,	fresh	gas	clearing,	
FiO2)	are	poor	and	there	are	no	comparative	studies.	Thus	we	relied	on	
observational	data	of	patient	cohorts.22,23,27 FiO2	was	set	at	55%	and	
then	adapted	to	target	partial	pressure	of	oxygen	between	100	and	
150	mmHg;	 in	our	hands	FiO2	varied	between	45%	and	55%.	Pump	
flow	rates	(PFRs)	are	specified	in	Table	1	and	were	chosen	at	2.6	L/
minute,	based	on	50%	of	the	theoretical	flow	rate	of	a	pig	weighing	
40‐45	kg.	 During	 the	 procedure,	 a	MAP	 of	 70	mmHg	was	 reached	
through	 volume	 correction	 (0.9%	 saline	 and	 hydroxylethyl‐starch,	
10	mL/kg/h)	 and	 norepinephrine	 infusion.	Oxygen	 fraction	was	 ad‐
justed	to	reach	100%	saturation.	Temperature	was	maintained	at	37°C	
during	the	procedure.

2.1.2 | Experimental groups

Five	 experimental	 groups	were	 designed:	 CTL	 group	 (healthy	 kid‐
neys	at	T0	before	WI),	No‐NRP	group	 (end	of	WI),	2	h‐NRP	group	
(WI	+	2	h‐NRP),	4	h‐NRP	group	(WI	+	4	h‐NRP),	and	6	h‐NRP	group	
(WI	+	6	h‐NRP)	(n	=	6).

Blood	samples	were	collected	at	T0	(CTL	group),	No‐NRP	(end	of	
the	WI,	in	the	first	minute	of	blood	recirculation),	1	h‐NRP,	2	h‐NRP,	
3	h‐NRP,	4	h‐NRP,	and	6	h‐NRP.	We	performed	immediate	hemody‐
namic	 evaluation,	 hemoglobin,	 and	 platelet	 quantification.	 Plasma	
was	stored	at	−80°C	for	biochemistry,	nuclear	magnetic	resonance	
(NMR)	 spectroscopy	 analysis,	 and	 protein	 quantification.	 After	 2,	
4,	or	6	hours,	the	right	kidney	was	collected	for	cortex	sampling	to	
perform	mRNA,	protein,	and	histology	analyses	 (see	Supplemental	
Material	and	Methods).

The	 left	 kidney	 was	 collected	 and	 preserved	 on	 a	 perfusion	
machine	 (LifePort,	 Organ‐Recovery‐System,	 Brussels,	 Belgium)	
for	 18	hours	 at	 4°C	 in	 Kidney	 Perfusion	 Solution‐1	 (KPS‐1)	 under	
35	mmHg	perfusion	pressure.	Organ	 resistance	 (mmHg/mL/min/g)	
and	flow	rate	in	mL/min	were	measured	throughout.

2.1.3 | Kidney transplantation

At	the	end	of	machine	preservation,	 the	 left	kidney	was	allotrans‐
planted	 in	a	bilaterally	nephrectomized	 recipient,	 littermate	of	 the	
donor,	and	compatible	on	SLA	1	to	3,28,29	permitting	graft	survival	
with	 low‐grade	 acute	 rejection	 and	 avoiding	 the	 use	 of	 immuno‐
suppressive	drugs	and	their	 inherent	biases.	Heterotopic	allotrans‐
plantation	was	performed	via	a	midline	 incision.	End‐to‐side	aorta	
and	 inferior	 vena	 cava	 anastomoses,	 were	 performed	 just	 above	
the	 iliac	 bifurcation.	 Ureteroneocystostomy	 was	 performed.	 Five	

groups	 were	 studied:	 AlloTx	 No‐NRP,	 AlloTx	 2	h‐NRP,	 AlloTx	 4	h‐
NRP,	and	AlloTx	6	h‐NRP	(Figure	1),	compared	to	the	control	unine‐
phrectomized	group	(CTL)	(right	kidney	removed	to	mimic	reduced	
nephron	 mass)	 (n	=	6).	 Follow‐up	 was	 performed	 for	 90	days	 (see	
Supplemental	Material	and	Methods).

2.2 | Statistical analysis

Results	 are	expressed	either	 in	Tukey	boxplot	or	 in	mean	±	stand‐
ard	 deviation	 (SD).	 We	 performed	 Kruskal‐Wallis	 multiple‐com‐
parison	Dunn’s	test	or	repeated‐measures	Newman‐Keuls	multiple‐ 
comparison	test	using	NCSS	software	and	R;	statistical	significance	
was	fixed	at	P < .05.

3  | RESULTS

3.1 | Hemoglobin, PaO
2,

 and SvO
2
 decreased at 

6 hours NRP

PFR,	MAP,	and	arterial	blood	oxygen	saturation	(SaO2)	were	stable	
during	 the	entire	procedure.	Partial	 pressure	of	oxygen	 (PaO2) in‐
creased	from	35	mmHg	at	No‐NRP	to	144	mmHg	at	1	hour,	and	then	
decreased	to	110	mmHg	at	4	hours	until	6	hours.	Venous	blood	oxy‐
gen	saturation	(SvO2)	decreased	from	78%	at	1	hour	to	62%	at	6	h‐
NRP.	Hemoglobin	and	hematocrit	levels	decreased	from	9.9	g/dL	and	
25%	respectively	to	7	g/dL	and	13%	at	6	h‐NRP	(Table	1).	Metabolic	
acidosis	was	observed	in	all	animals	at	the	beginning	of	the	proce‐
dure,	 correlated	with	warm	 ischemia,	 and	 thereafter	HCO3

− levels 

increased	rapidly	as	soon	as	1	h‐NRP	and	remained	stable	until	the	
end	 of	 the	 procedure.	 Of	 interest	 HCO3

− concentration did not 

strictly	recover	to	normal	levels	(26.4	±	3.4	mmol/L).

3.2 | HIF‐1α pathway response was activated 
by NRP

At	No‐NRP,	 renal	 cortex	HIF‐1α protein tended to decrease com‐
pared	to	CTL;	then	it	increased	at	2	and	4	hours	(P <	.05	vs	No‐NRP,	
Figure	2A).	At	No‐NRP,	vascular	endothelial	growth	factor	(VEGF),	
erythropoietin	 (EPO),	 and	Heme	 oxygenase‐1	 (HO‐1)	mRNA	 renal	
cortex	expression	 tended	 to	decrease	compared	 to	CTL.	At	2	and	
4	hours,	VEGF	expression	increased	compared	to	No‐NRP	(P < .05) 

(Figure	2B).	From	2	to	6	hours,	EPO,	HO‐1,	and	glucose	transporter	1	
(Glut‐1)	mRNA	levels	increased	compared	to	CTL	or	No‐NRP	(P < .05) 

(Figure	2C‐E).	However,	EPO	was	not	detected	in	the	plasma	at	any	
time	during	the	NRP	procedure.

3.3 | Blood kidney injury markers and perfusion 
quality were regulated transiently by NRP

Plasmatic	lactate/pyruvate	ratio	peaked	at	1	and	2	hours	(P < .05 vs 

CTL),	decreased	at	4	hours,	and	stabilized	until	6	hours	(Figure	3A).	
Plasma	lactate	dehydrogenase	(LDH)	increased	at	1	h‐NRP	to	peak	
at	2	hours	(P <	.05	vs	CTL	and	No‐NRP)	and	returned	to	physiologic	
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value	 at	 6	hours	 (Figure	 3B).	 Creatininemia	 increased	 at	 1	hour	
(P <	.05	 vs	 CTL	 and	 vs	 No‐NRP)	 and	 stayed	 stable	 until	 6	hours	
(Figure	 3C).	 Aspartate	 aminotransferase	 (AST)	 was	 high	 in	 the	
No‐NRP	group,	 decreased	until	 4	hours	 (P <	.05	vs	No‐NRP),	 and	

increased	again	at	6	hours	(P <	.05	vs	4	hours)	(Figure	3D).	Neutrophil	
gelatinase‐associated	 lipocalin	 (NGAL)	 peaked	 at	 2	hours	 (P < .05 

vs	CTL	and	vs	No‐NRP),	decreased	until	4	hours,	and	here	also	in‐
creased	 at	 6	hours	 (Figure	 3E).	 Kidney	 injury	molecule‐1	 (KIM‐1)	

TA B L E  1  Evolution	of	hemodynamic	parameters	during	NRP

Time of NRP (h) NRP‐onset 1 h‐NRP 2 h‐NRP 3 h‐NRP 4 h‐NRP 6 h‐NRP

PFR6,	(L/min) 0.0 [0; 0] 2.4 [2.4; 2.5]$ 2.3	[2.3;	2.4]$ 2.3	[2.3;	2.4]$ 2.4 [2.4; 2.5]$ 2.3	[2.3;	2.4]$

PFR4,	(L/min) 0.0 [0; 0] 2.4 [2.4; 2.5]$ 2.4 [2.4; 2.5]$ 2.4 [2.4; 2.5]$ 2.4 [2.4; 2.5]$

PFR2,	(L/min) 0.0 [0; 0] 2.3	[2.3;	2.4]$ 2.4 [2.4; 2.5]$

MAP6,	(mmHg) 0.0 [0; 0] 66 [66; 71]$ 73	[74;	76]$ 69	[69;	73]$ 64 [66; 70]$ 65 [66; 71]$

MAP4,	(mmHg) 0.0 [0; 0] 65	[73;	88]$ 71 [78; 90]$ 90 [82; 94]$ 78 [78; 82]$

MAP2,	(mmHg) 0.0 [0; 0] 67 [67; 86]$ 69 [69; 86]$

SaO2
6,	(%) 50 [50; 56] 100 [100; 100]$ 100 [100; 100]$ 100 [100; 100]$ 100 [100; 100]$ 100 [100; 

100]$

SaO2
4,	(%) 53	[53;	56] 100 [100; 100]$ 100 [100; 100]$ 100 [100; 100]$ 100 [100; 100]$

SaO2
2,	(%) 51 [50; 54] 100 [100; 100]$ 100 [100; 100]$

PaO2
6,	(mmHg) 35	[35;	42] 144 [144; 165]$ 100	[100;	132]$ 110 [110; 121]$ 116 [116; 125]$ 110 [110; 

136]$

PaO2
4,	(mmHg) 36	[35;	46] 101 [101; 106]$.£ 109 [109; 125]$ 113	[113;	127]$ 106	[106;	132]$

PaO2
2,	(mmHg) 34	[33;	44] 302	[302;	312]$ 126 [126; 209]$

SvO2
6,	(%) 50 [50; 56] 78 [78; 81]$ 77 [77; 81]$ 74 [74; 82]$ 72	[72;	83]$ 62 [62; 69]

SvO2
4,	(%) 53	[53;	56] 79 [79; 82]$ 76	[76;	83]$ 73	[73;	79]$ 73	[73;	85]$

SvO2
2,	(%) 51 [50; 54] 77 [77; 85]$ 73	[73;	77]$

Hb6,	(g/dL) 11.1 [11.1;  

11.2]

9.9 [9.9; 10.5] 9.2 [9.2; 9.9] 8.5 [8.5; 9.6] 8.7 [8.7; 9.6] 7 [7; 7.2]$

Hb4,	(g/dL) 10.2 [10.2;  

10.2]

8.8 [8.8; 8.8] 8.5 [8.5; 8.8] 7.8 [7.8; 8.5] 7.8 [7.8; 8.6]

Hb2,	(g/dL) 9	[9;	10.3] 8.8 [8.8; 9.2] 8.3	[8.3;	8.9]

Hematocrit6,	% 28	[25;	31] 25	[23	;25] 23	[22;	25] 22	[19;	23] 18 [14; 22] 13	[10;	14]$

Hematocrit4,	% 25 [24; 26] 23	[20.	25] 23	[21;	24] 20 [19; 21] 20 [19. 21]

Hematocrit2,	% 20 [14; 22]£ 22 [20 ;22] 19	[18	;23]

HCO3
−6,	mmol/L 15.9 [15.9; 16.0] 20.0 [20.5; 21.4]$ 22.0	[22.0;	23.7]$ 22.7	[22.7;	23.1]$ 22.1	[22.1;	23.1]$ 23.4	[23.4;	

24]$

HCO3
−4,	mmol/L 14.1 [14.1;  

14.5]

19.8 [19.8; 20.75]$ 22.25	[22.3;	24.6]$ 22.1	[22.1;	24.3]$ 22.1 [22.1; 24.5]$

HCO3
−2,	mmol/L 15.4 [14.1; 18.8] 20.0 [20.0; 21.8]$ 20.1 [20.1; 20.7]$

Cumulative	fluid	
infusion6,	(mL)

0.0 [0; 0] 375	[375;	407]$ 750	[750;	813]$ 1125 [1125; 

1218]$

1500 [1500; 

1625]$

1875 [1875; 

2030]$

Cumulative	fluid	
infusion4,	(mL)

0.0 [0; 0] 406	[406;	438]$ 812 [812; 875]$ 1218 [1218; 

1313]$
1615 [1625; 

1750]$

Cumulative	fluid	
infusion2,	(mL)

0.0 [0; 0] 438	[438;	532]$ 875	[875;	1063]$

NE6,	(µg/kg/min) 0.0 [0; 0] 0.5 [0.5; 0.6]$ 0.5 [0.5; 0.6]$ 0.3	[0.3;	0.9]$ 0.3	[0.3;	0.6]$ 0.5 [0.4; 0.9]$

NE4,	(µg/kg/min) 0.0 [0; 0] 0.5 [0.5; 1.0]$ 0.4 [0.4; 1.0]$ 0.5 [0.5; 1.0]$ 0.5 [0.5; 1.0]$

NE2,	(µg/kg/min) 0.0 [0; 0] 0.3	[0.3;	0.6]$ 0.4 [0.4; 0.9]$

NRP,	normothermic	regional	perfusion;	PFR,	pump	flow	rate;	MAP,	mean	arterial	pressure;	SaO2,	arterial	saturation	of	oxygen;	PaO2,	arterial	blood	
partial	pressure	of	oxygen;	SvO2,	mixed	venous	oxygen	saturation;	Hb,	hemoglobin;	HCO3

−,	bicarbonate;	NE,	norepinephrine.	For	each	parameter:	
6	=	6	h	of	NRP	group;	4	=	4	h	of	NRP	group;	2	=	2	h	of	NRP	group.	Bicarbonate	supplementation	was	not	added	during	the	procedure.	Results	are	ex‐
pressed	as	median	+	[lowest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	lower	quartile;	and	the	highest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	
the	upper	quartile].	Statistics:	$P <	.05	vs	time	No‐NRP;	£P <	.05	vs	other	group.
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peaked	earlier	(1	hours,	P <	.05	vs	CTL	and	vs	No‐NRP),	decreased	
until	4	hours,	to	finally	increase	at	6	hours	(Figure	3F).

3.4 | Hemostasis parameters were regulated 
transiently by NRP

Platelet	 count	 decreased	 after	 1	hour	 to	 approximately	
200.000/mm3	 and	 remained	 stable	 until	 6	h‐NRP	 (181.000/
mm3,	 0.7‐fold	 from	 CTL)	 (Figure	 4A).	 Concomitantly,	 plasma	
cluster	 of	 differentiation	 40	 ligand	 (CD40L)	 concentration	 in‐
creased	during	 the	 first	 2	hours,	 and	 decreased	 at	 basal	 levels	
at	 4‐6	hours	 (Figure	 4B).	 Plasma	 soluble	 P‐selectin	 was	 not	
detected.	 Plasmatic	 soluble	 tissue‐factor	 (sTF)	 level	 increased	
at	 1	hour,	 remained	 elevated	 until	 4	hours	 (P <	.05	 vs	CTL	 and	
No‐NRP),	and	then	decreased	to	baseline	at	6	hours	(Figure	4C).	
Regarding	natural	anticoagulation	in	the	renal	cortex,	thrombo‐
modulin	protein	levels	decreased	after	WI,	increased	at	2	hours,	
and	plateaued	at	4	and	6	hours	(P <	.05	vs	No‐NRP,	Figure	4D).	
Tissue‐factor	 (TF)	 and	 protease‐activated‐receptor‐2	 (PAR‐2),	
linking	coagulation,	and	inflammation,	were	investigated.	Renal	
cortex	TF	protein	level	increased	between	4	and	6	hours	(P < .05 

vs	 CTL,	 Figure	 4E),	 whereas	 active	 TF	 increased	 at	 2	hours	
and	 remained	 high	 until	 the	 end	 (P <	.05	 vs	 CTL	 and	 No‐NRP,	
Figure	4F).	Activation	of	PAR‐2	was	observed	at	6	hours	(P < .05 

vs	CTL	and	vs	No‐NRP,	Figure	4G).

3.5 | Induction of a pro‐inflammatory milieu were 
controlled transiently by NRP

IL‐6	mRNA	levels	increased	after	2	hours	then	4	hours	(P <	.05	vs	CTL	
and	No‐NRP),	then	decreased	to	CTL	level	at	6	hours	(Figure	5A).	IL‐1β 

mRNA	increased	at	6	hours	(P <	.05	vs	No‐NRP)	(Figure	5B).	IL‐8	mRNA	
increased	at	2	hours	and	stayed	stable	until	6	hours	 (P <	.05	vs	CTL,	
Figure	5C).	Plasma	IL‐8	was	not	detected.	Of	interest,	the	immunosup‐
pressive	cytokine	IL‐10	mRNA	increased	at	2	and	6	hours	(P <	.05	vs	CTL	
or	vs	No‐NRP,	Figure	5D).	Renal	monocyte	chemoattractant	protein‐1	
(MCP‐1)	 increased	at	4	hours	and	peaked	at	6	hours	 (P <	.05	vs	CTL,	
vs	No‐NRP,	and	vs	2	h‐NRP,	Figure	5E).	The	pro‐inflammatory	tumor	
necrosis	 factor‐α	 (TNF‐α)	 and	 inducible	 nitric‐oxide	 synthase	 (iNOS)	
proteins	remained	unchanged	from	2	h	to	6	h‐NRP	(Figure	5F‐G).	Renal	
MCP‐1	 expression	 was	 associated	 with	 macrophage	 infiltration	 at	
6	hours	(P <	.05	vs	No‐NRP,	2	h	and	4	h‐NRP,	Figure	6A).

F I G U R E  1  Experimental	design	of	the	study
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3.6 | Renal histology was not affected by NRP

Evaluation	 of	 kidney	 histologic	 lesions	 showed	 no	 differences	 on	
brush	 border	 loss,	 cell	 detachment,	 and	 tubular	 dilatation	 injuries	
compared	to	CTL	(Figure	6B).

3.7 | Kidney perfusion was improved after NRP

For	 NRP	 kidneys,	 flow	 rates	 increased	 rapidly	 to	 50‐70	mL/min	
(Figure	7A)	and	renal	resistance	decreased	rapidly	to	0.5	mmHg/mL/
min/g	(Figure	7B).	Area	under	the	curve	(AUC)	analyses	confirmed	
significant	improvements	for	perfusion	rate	(P <	.05,	Figure	7C)	and	
vascular	 resistance	 (P <	.05,	Figure	7D).	End‐of‐perfusion	 renal	 re‐
sistance	was	approximately	0.40	mmHg/mL/min/g	 in	NRP	kidneys	
compared	to	0.67	±	0.2	in	No‐NRP	kidneys	(P <	.05,	Figure	7E).

This	prompted	 investigation	of	 the	nitrite	oxide	 (NO)	pathway.	
Plasmatic	 NO	 production	 increased	 at	 1	h‐NRP	 (P <	.05	 vs	 No‐
NRP)	and	remained	high	at	2	h	and	4	h‐NRP	and	then	decreased	at	

6	h‐NRP	(Figure	7F).	NO	level	was	likely	due	to	eNOS	activation,	as	
phosphorylated	eNOS/total	eNOS	ratio	 increased	during	the	early	
part	of	NRP	(P <	.05)	and	then	decreased	at	6	hours	(P <	.05	to	2	h‐
NRP,	Figure	7G).

3.8 | Early and late kidney functions were improved 
by 4 h to 6 h‐NRP

All	 animals	 produced	 urine	 at	 day	 1,	 except	 for	 1	 in	 the	 2	hour	
group	 with	 recovery	 at	 day	 2.	We	 evaluated	 kidney	 function	 re‐
covery	though	kidney	GFR	measurement.	Although	GFR	remained	
far	beneath	baseline	(dotted	line)	 in	the	AlloTx	No‐NRP	and	AlloTx	
2	h‐NRP	animals,	both	AlloTx	4	h‐NRP	and	AlloTx	6	h‐NRP	animals	
reached	 baseline	 (D7	 and	D5	 respectively,	 Figure	 8A).	 Analysis	 of	
GFR	AUC	between	D0	 and	D14	 showed	 that	AlloTx	 4	h‐NRP	 and	
AlloTx	6	h‐NRP	animals	 had	 significantly	 better	 function	 than	 ani‐
mals	transplanted	with	kidneys	from	AlloTx	No‐NRP	and	AlloTx	2	h‐
NRP	groups	(Figure	8B).

F I G U R E  2  Reconditioning	role	of	NRP	after	warm	ischemia	(WI).	HIF‐1α	protein	expression	detected	by	western	blot	(A),	and	VEGF	
(B),	EPO	(C),	HO‐1	(D),	and	Glut‐1	(E)	mRNA	were	investigated	from	renal	tissue	at	control	time	(CTL)	to	No‐NRP	(end	of	WI),	2	h,	4	h,	and	
6	h	of	NRP.	n	=	6	measures	per	time	(group),	except	for	western	blot	at	No‐NRP,	which	is	n	=	5.	Results	are	expressed	as	Tukey	boxplot	
(median	+	lowest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	lower	quartile,	and	the	highest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	
of	the	upper	quartile);	statistical	analyses	were	performed	with	Kruskal‐Wallis	multiple‐comparison	Dunn's	test;	*P <	.05:	NRP	time	vs	CTL,	
$P <	.05:	NRP	time	vs	No‐NRP,	and	£P <	.05:	NRP	differences	between	2	h,	4	h	and	6	h	NRP
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This	superiority	was	confirmed	at	D90,	when	AlloTx	4	h‐NRP	and	
AlloTx	 6	h‐NRP	 animals	 showed	 better	 GFR	 and	 reduced	 protein‐
uria/urinary	creatinine	ratio,	compared	to	AlloTx	No‐NRP	and	AlloTx	
2	h‐NRP	(P <	.05,	Figure	8C,D).	Finally,	the	lowest	level	of	α‐smooth	
muscle	actin	 (αSMA)	and	 fibrosis	was	measured	 in	AlloTx	4	h‐NRP	
and	AlloTx	6	h‐NRP	animals	(Figure	8F‐J).

4  | DISCUSSION

Clinical	reports	have	demonstrated	the	benefits	of	NRP,4,18	but	criti‐
cal	parameters	such	as	optimal	duration	and	the	underlying	mecha‐
nism	 remain	 to	 be	 clarified	 to	 properly	 optimize	 this	 procedure,	
justifying	the	objectives	of	the	present	study	in	a	highly	reproducible	
preclinical	model	mimicking	clinical	conditions.

During	NRP,	hemodynamic	parameters	(PFR,	MAP)	and	SaO2 re‐
mained	stable;	however,	hemoglobin,	PaO2, and SvO2 decreased at 

6	hours,	 probably	due	 to	hemodilution	 through	 fluid	 injection	 and	
hemolysis,	typical	side	effects	of	extracorporeal	circulation,30,31 and 

by	the	gradual	expansion	of	peritoneal	effusion.
HIF‐1α	 is	 an	 important	 pathway	 of	 IRI.32‐34	 NRP	 induced	 an	

HIF‐1α	 pathway	 response:	 while	 warm	 ischemia	 did	 not	 increase	

HIF‐1α	protein	expression	in	renal	tissue,	NRP	restored	it	at	2	hours.	
Moreover,	 NRP	 induced	 expression	 of	 EPO,	 HO‐1,	 Glut‐1,	 and	
VEGF,	all	 targets	of	HIF‐1α.	EPO	upregulation	 is	 important	 for	hy‐
poxia	adaptation,35	improving	renal	function	and	structure	in	rats.36 
HO‐1	expression	 attenuates	 IRI	 and	 improves	 survival	 in	 rat	 renal	
allografts.37	 In	 cadaveric	 and	 living	 donor	 kidneys,	 a	 positive	 cor‐
relation	 between	 renal	 function	 and	 HO‐1	 and	 VEGF	 levels	 was	
reported.38

Lactate/pyruvate	ratio	and	LDH	levels	 increased	from	No‐NRP	
to	2	hours	NRP,	likely	due	to	the	metabolism	disturbances	of	WI,39,40 
suggesting	 ischemic	 impairment.41,42	 These	 markers	 returned	 to	
basal	values	between	4	and	6	hours	NRP,	 suggesting	a	better	bal‐
ance	in	supply	and	demand	in	organ	perfusion	and	an	efficient	ad‐
justment	of	tissue	oxygenation	and	adequate	perfusion.	Collectively,	
these	markers	are	related	to	tissue	hypoperfusion,	but	the	observed	
return	to	normal	values	highlights	the	potential	benefits	of	NRP	in	
re‐establishing	sustained	aerobic	metabolism,	supporting	the	recon‐
ditioning	role	of	NRP	through	maintenance	of	oxygenated	blood	cir‐
culation	and	normothermia.

Nevertheless,	WI	also	induced	an	increase	of	blood	kidney	injury	
markers	 creatinine,	AST,	NGAL,	 and	KIM‐1,	 biomarkers	 correlated	
to renal IRI.43,44	 Creatinine	was	 not	 discriminant	 between	 groups,	

F I G U R E  3  Effect	of	NRP	on	plasma	biomarkers.	Ratio	of	lactate/pyruvate	(A),	LDH	(B),	creatininemia	(C),	AST	(D),	NGAL	(E),	and	KIM‐1	
(F)	measurement	in	the	plasma,	investigated	at	control	time	(CTL)	to	No‐NRP	(end	of	WI),	2	h,	4	h,	and	6	h	of	NRP.	n	=	6	measures	per	
time	(group).	Results	are	expressed	as	mean	±	SD;	statistical	analyses	were	performed	with	repeated‐measure	Newman‐Keuls	multiple‐
comparison	test;	*P <	.05:	NRP	time	vs	CTL,	$P <	.05:	NRP	time	vs	No‐NRP,	and	£P <	.05:	NRP	differences	between	2	h,	4	h,	and	6	h‐NRP
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underscoring	 the	 limits	 of	 this	 marker,	 whereas	 AST,	 NGAL,	 and	
KIM‐1	concentrations	decreased	from	1	h‐2	h	to	4	h‐NRP,	suggest‐
ing	a	possible	reconditioning	effect	of	NRP;	however,	this	may	also	
be	due	to	dilution	through	fluid	supplementation.	Of	interest,	these	
levels	 increased	significantly	at	6	h‐NRP	 (P <	.05	vs	4	h‐NRP),	 sug‐
gesting	that	extending	NRP	beyond	4	hours	could	be	negative,	as	de	
novo	production	of	injury	markers	is	recorded.	Although	this	release	
could	be	due	to	hemolysis	 regarding	AST	and	NGAL,	the	concom‐
itant	 increase	 in	 KIM‐1	 supports	 the	 “de	 novo	 injury”	 hypothesis.	
This	is	in	line	with	recent	work	highlighting	the	dangers	of	extended	
NRP.17,23

We	investigated	inflammation,	hemostasis,	and	coagulation	per‐
turbations,	known	to	be	related	to	WI	injuries.45	In	theory,	NRP	re‐
circulates	blood	containing	WI‐activated	coagulation	factors,	which	
can	 induce	 platelet	 aggregation	 and	 activation,46,47	 in	 conjunction	
with	IR‐dependent	reactive	oxygen	species	(ROS)	production.	Use	of	

unfractionated	heparin	in	the	circuit	shifted	our	focus	away	from	the	
intrinsic	coagulation	pathway.	Although	the	platelet	number	was	not	
influenced	by	WI,	 it	was	reduced	at	1	h‐NRP,	likely	due,	 in	part,	to	
consumption	(aggregation	and	hemorrhagic	suffusion),	but	remained	
within	normal	limits	until	the	end	of	the	procedure.	Platelet	activa‐
tion	marker	CD40L	was	transiently	increased	during	the	first	hours	
of	NRP,	a	pattern	paralleled	by	TF.	CD40L	is	known	to	trigger	soluble	
TF	 secretion	by	monocytes.48	We	also	observed	 increased	kidney	
cortex	thrombomodulin	expression	at	2	h‐NRP,	likely	due	to	the	re‐
establishment	of	shear‐stress	after	WI.49	This	is	in	line	with	studies	
reporting	that	ischemia	downregulates	endothelial	thrombomodulin	
expression.50	NRP	could	potentiate	 the	kidney	endothelial	 cells	 to	
counteract	the	pro‐coagulative	circulating	milieu	through	thrombo‐
modulin	production.

Because	 coagulation	 initiates	 the	 generation	of	 FVIIa	 and	FXa	
PAR	 ligands51;	 we	 studied	 TF	 and	 PAR	 activation,	 crossroad	 of	

F I G U R E  4   Impact	of	NRP	on	hemostasis	instabilities	after	blood	recirculation.	Blood	platelet	quantification	(A),	plasma	soluble	CD40L	
(B),	and	plasma	soluble	tissue‐factor	(TF)	(C),	were	investigated	at	control	time	TO	(CTL)	to	No‐NRP	(end	of	WI),	2	h,	,4	h,	and	6	h	of	NRP.	
n	=	6	measures	per	time	(group).	Results	are	expressed	as	mean	±	SD.	Thrombomodulin	(D),	TF	(E),	active	TF	(F),	and	ratio	PAR‐2	cleaved/
Par‐2	total	(G)	protein	expression	detected	by	western	blot,	were	investigated	from	renal	tissue	at	control	time	(CTL)	to	No‐NRP	(end	of	WI),	
2	h,	4	h,	and	6	h	of	NRP.	n	=	6	measures	per	time	(group),	except	for	western	blot	at	No‐NRP	which	is	n	=	5.	Results	are	expressed	as	Tukey	
boxplot	(median	+	lowest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	lower	quartile,	and	the	highest	datum	still	within	1.5	interquartile	
range	of	the	upper	quartile).	Statistical	analyses	were	performed	with	repeated‐measures	Newman‐Keuls	multiple‐comparison	test	(A,B,C)	
or	Kruskal‐Wallis	multiple‐comparison	Dunn's	test	(D,E,F,G);	*P <	.05:	NRP	time	vs	CTL,	$P <	.05:	NRP	time	vs	No‐NRP,	and	£P < .05: NRP 

differences	between	2	h,	4	h,	and	6	h‐NRP
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coagulation,	 and	 innate‐immunity	 pathways.52	 During	 NRP,	 there	
was	 an	 increase	 of	 PAR‐2	mRNA	 at	 2	h‐NRP,	 followed	 by	 cleaved	
PAR‐2	protein	expression	at	6	hours,	in	accordance	with	cortical	total	
TF	and	active‐TF	levels.	Because	increase	in	active	TF	and	cleaved	
PAR‐2	 induces	 cytokines/chemokines	 and	 adhesion	 molecule	 ex‐
pression,53	we	investigated	MCP‐1,	IL‐1β,	IL‐6,	and	IL‐8,	involved	in	
the	pathogenesis	of	transplant	rejection	in	multiple	settings.54,55 In 

our	hands,	IL‐6	and	IL‐8	mRNA	expression	was	induced	in	the	first	
2	hours	of	NRP,	but	IL‐1β	mRNA	and	MCP‐1	protein	expression	was	
increased	at	4‐6	hours,	suggesting	that	6	hours	is	not	to	be	exceeded	
for	NRP.	However,	this	slight	pro‐inflammatory	phenomenon	could	be	 
limited	by	the	transient	expression	of	immunosuppressive	IL‐10,	but	 
variations	of	this	interleukin	remained	limited.	The	link	between	the	
above	cytokines,	endothelial	activation,	and	immune	cell	invasion55 

was	investigated.	We	observed	no	E‐selectin,	ICAM‐1,	and	VCAM‐1	
protein	 change	 during	NRP	 (Figure	 S1).	 However,	 associated	with	
MCP‐1	expression,	we	observed	significant	macrophage	infiltration	
in	 the	 renal	 cortex	 at	 6	hours,	 suggesting	 again	 that	 6	hours	 is	 an	
extreme	limit	for	NRP.

In	terms	of	HMP	parameters,	NRP	kidneys	showed	significant	de‐
creases	of	organ	resistance	throughout	the	whole	process	of	perfusion,	

without	difference	between	NRP	groups.	This	suggests	 that	NRP	 is	
a	beneficial	reconditioning	allowing	improved	kidney	perfusion.	One	
of	the	potential	mechanism	could	be	early	increase	of	circulating	NO	
from	the	first	hour	of	NRP,	resulting	in	a	significant	increase	of	phos‐
phorylated	 eNOS.	 Indeed,	 eNOS	 activity	 is	 an	 important	 factor	 for	
organ	preservation	and	conditioning,56‐58	and	our	team	demonstrated	
its	involvement	in	HMP	benefits.59	Thus	NRP	could	improve	NO‐me‐
diated	protection,	which	could	also	be	potentiated	by	HMP.59,60

To	evaluate	the	 impact	of	observed	effects	and	to	validate	the	
protective	effect	of	NRP,	we	allotransplanted	the	kidneys	previously	
submitted	to	No,	2	h,	4	h,	or	6	h	of	NRP.	Results	showed	that	NRP	
reconditioning	 of	 DCD	 kidneys	 was	 not	 deleterious,	 but	 actually	
provided	tangible	 functional	 recovery	benefits.	GFR	showed	more	
efficient	early	renal	function	recovery	in	the	AlloTx	4	h‐NRP	group	
compared	to	AlloTx	No‐NRP	and	AlloTx	2	h‐NRP	animals,	suggesting	
that	4	h	of	NRP	could	be	the	optimal	window.	Late	outcome	showed	
that	kidneys	 from	4	h‐6	h	NRP	groups	have	better	 function	 (GFR).	
Finally,	kidneys	from	the	AlloTx	4	h‐NRP	and	AlloTx	6	h‐NRP	groups	
showed	 the	 lowest	α‐SMA	staining	 and	 fibrosis	deposition	associ‐
ated	 with	 better	 GFR	 and	 reduced	 proteinuria/urinary	 creatinine	
ratio.

F I G U R E  5  Consequences	of	NRP	on	inflammatory	process.	IL‐6	(A),	IL‐1β	(B),	IL‐8	(C),	IL‐10	(D)	mRNA	expressions	obtained	by	RT‐qPCR	
and	MCP‐1	(E),	TNF‐a	(F),	and	iNOS	(G)	protein	expression	detected	by	western	blot,	were	investigated	from	renal	tissue	at	control	time	
(CTL),	at	No‐NRP	(end	of	warm	ischemia),	2	h,	4	h,	and	6	h	of	NRP.	n	=	6	measures	per	time	(group),	except	for	western	blot	at	No‐NRP,	
which	is	n	=	5.	Results	are	expressed	as	Tukey	boxplot	(median	+	lowest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	lower	quartile,	and	
the	highest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	upper	quartile).	Statistical	analyses	were	performed	with	Kruskal‐Wallis	multiple‐
comparison	Dunn's	test;	*P <	.05:	NRP	time	vs	CTL,	$P <	.05:	NRP	time	vs	No‐NRP,	and	£P <	.05:	NRP	differences	between	2	h,	4	h,	and	6	h‐
NRP
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Overall,	our	results	support	that	the	most	effective	time	for	NRP	
is	4	hours,	with	the	best	balance	between	injury	markers	and	recov‐
ery	pathway	activation.	The	increase	in	several	pejorative	markers	at	
6	hours	warns	against	extending	the	procedure	to	this	point.	Indeed,	
although	 animals	 transplanted	 with	 6	h‐NRP‐kidneys	 had	 positive	
outcome,	the	appearance	of	lesion	markers	(NGAL,	AST,	KIM‐1)	and	
macrophage	invasion	signals	during	NRP	suggests	that	a	threshold	
has	been	reached	and	that	a	shorter	NRP	duration	is	preferable.	In	

addition,	 in	 our	model,	 maintaining	 the	 hemodynamic	 parameters	
became	 difficult	 over	 6	hours.	 In	 two	 additional	 animals,	 we	 at‐
tempted	to	extend	NRP	duration	to	420	minutes	and	we	observed	
that	it	rapidly	became	impossible	to	maintain	pump	flow	objectives,	
and	that	hemoglobin	concentrations	became	insufficient	to	ensure	
oxygen	transport	(4	and	5.8	g/dL	respectively,	SvO2	at	45%	and	49%,	
SaO2	at	96%	and	100%).	In	this	light,	we	did	not	feel	it	was	ethical	to	
repeat	the	attempt.

F I G U R E  6  Consequences	of	NRP	on	histologic	integrity	and	macrophage	infiltration.	Quantification	of	number	of	macrophage	cells	
infiltrated	(antibody	anti‐MAC‐387	protein)	by	immunohistochemistry	(A).	Yellow	arrows	indicate	macrophages.	Results	are	expressed	in	
mean	±	SD	of	number	of	macrophage	cells	infiltrated	by	field.	Evaluation	of	histologic	lesions	(cell	detachment,	tubular	dilatation,	and	brush	
border	loss)	(B),	the	degree	of	histologic	lesions	was	determined	in	the	cortex	by	using	a	semi‐quantitative	grading	of	the	percentages	of	
lesions	by	field:	scores:	0	=	no	alteration,	1	=	lesions	<25%,	2	=	lesions	between	25%‐50%,	3	=	lesions	between	50%‐100%.	Evaluations	were	
investigated	on	renal	tissue	at	control	time	(CTL),	No‐NRP,	and	at	2	h,	4	h,	and	6	h	of	NRP	(magnification	×200).	n	=	6	measures	per	time	
(group).	Statistical	analysis	were	performed	with	Kruskal‐Wallis	multiple‐comparison	Dunn's	test,	*P < .05

F I G U R E  7  Consequences	of	NRP	on	preservation	perfusion	parameters.	Kinetic	of	flow	rate	(A)	and	organ	resistance	(B)	measurements	
on	kidneys	preserved	during	perfusion	machine	after	No‐NRP,	and	2	h,	4	h,	or	6	h	NRP	(n	=	6	per	group);	results	are	expressed	in	
mean	±	SEM.	Area	under	the	curve	representation	of	flow	rate	(C)	and	organ	resistance	(D)	from	the	start	to	end	of	perfusion	(n	=	6	
per	group).	Organ	resistance	in	mmHg/mL/min/g	measured	at	the	end	of	kidney	perfusion	(E).	Plasma	NO	(µ	mol/L,	in	mean	±	SD) (F) 

was	investigated	at	control	time	(CTL)	to	No‐NRP	(end	of	WI),	2	h,	4	h,	and	6	h	of	NRP	(n	=	6	measures	per	time).	Ratio	of	protein	eNOS	
phosphorylated	serine	1177	to	eNOS	total	protein	(G)	was	investigated	from	renal	tissue	at	control	time	(CTL)	to	No‐NRP	(end	of	WI),	2	h,	
4	h,	and	6	h	of	NRP	(n	=	6	measures	per	time).	Results	(C),	(D),	(E),	and	(G)	are	expressed	as	Tukey	boxplot	(median	+	lowest	datum	still	within	
1.5	interquartile	range	of	the	lower	quartile,	and	the	highest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	upper	quartile).	Statistical	
analyses	were	performed	with	Kruskal‐Wallis	multiple‐comparison	Dunn's	test	(C,D,E,G)	or	repeated‐measures	Newman‐Keuls	multiple‐
comparison	test	(F);	*P <	.05:	NRP	time	vs	CTL,	$P <	.05:	NRP	time	vs	No‐NRP,	and	£P <	.05:	NRP	differences	between	2	h,	4	h,	and	6	h‐NRP
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Although	 results	 reveal	 important	 information	 on	 NRP,	 our	
experimental	 setting	 has	 some	 limits	 that	 must	 be	 considered:	
(1)	our	model	does	not	strictly	reproduce	the	DCD	clinical	situa‐
tions,	which	include	CPR	or	hypoperfusion,	hypotension,	and	the	

compensatory	effects	of	hypercapnia,	models	 that	are	currently	
being	developed	in	our	lab.	Moreover,	injection	of	potassium	could	
introduce	a	bias;	however,	kalemia	during	NRP	(6.6	±	0.5	mmol/L)	
was	close	to	that	of	patients	after	shorter	periods	of	circulatory	
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arrest.61	Furthermore,	we	used	norepinephrine	and	vascular	 fill‐
ing	to	maintain	MAP;	this	is	different	from	patient	care;	however,	

the	aim	of	 this	 study	was	 first	 and	 foremost	 the	 impact	of	NRP	
duration.	Hence,	we	obtained	a	repeatable	model	that	allowed	for	

F I G U R E  8  NRP	effect	on	kidney	function	after	kidney	allotransplantation.	A‐D,	Renal	function	and	fibrosis	evaluation	after	
allotransplantation	of	kidneys	submitted	to	WI	followed	by	No‐NRP,	or	2	h,	4	h,	or	6	h‐NRP	followed	by	18	h	ex	vivo	cold	perfusion;	groups	
AlloTx	No‐NRP,	AlloTx	2	h‐NRP,	AlloTx	4	h‐NRP,	and	AlloTx	6	h‐NRP	vs	control	CTL	group	(also	represented	in	dotted	line)	(n	=	5‐6	per	group).	
Kinetic	of	kidney	GFR	(in	mL/min)	levels	from	Day	0	(D0)	to	D14	after	kidney	allotransplantation	(A).	Area	under	the	curve	representation	of	
GFR	from	D0	to	D14	(B).	Values	at	D90	after	kidney	allotransplantation	of	GFR	(C)	and	ratio	proteinuria/urinary	creatinine	(D).	Representative	
images	for	each	group	showing	staining	of	α‐SMA	in	cortex	and	medulla	tissue,	and	Sirius	red	staining	in	normal	or	polarized	light,	on	renal	
tissue	at	D90	after	transplantation	(E).	At	D90	after	kidney	allotransplantation,	on	renal	tissue,	quantification	of	histologic	evaluation	of	α‐SMA	
(score	of	α‐SMA	staining	by	field;	1:	<10%	α‐SMA	staining,	score	2:	11%‐25%,	score	3:	26%‐50%,	score	4:	51%‐75%,	and	score	5:	>76%)	(F),	
evaluation	of	collagen	fiber	type	on	interstitial	fibrosis	evaluated	by	Sirius	red	on	polarized	light	(G,	H,	I:	procollagen,	and	not	tightly	or	tightly	
collagen	fibers)	and	on	normal	light	(J).	(A)	is	expressed	as	mean	±	SD.	(B)	to	(D)	and	(F)	to	(J)	are	expressed	as	Tukey	boxplot	(median	+	lowest	
datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	lower	quartile,	and	the	highest	datum	still	within	1.5	interquartile	range	of	the	upper	quartile).	
Statistical	analyses	were	performed	with	Kruskal‐Wallis	multiple‐comparison	Dunn's	test;	*P <	.05,	**P <	.01,	***P < .001
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strict	 control	of	parameters,	 allowing	us	 to	 select	NRP	duration	
as	the	only	modulated	variable;	(2)	we	did	not	study	the	impact	of	
NRP	on	organs	other	than	the	kidney,	such	as	the	liver.	Although	
highly	relevant	in	transplantation,	liver	and	heart	need	to	be	con‐
sidered	in	further	studies,	considering	the	amount	of	experiments	
required	to	properly	evaluate	kidney	impact	herein;	(3)	finally,	we	
did	not	study	the	effects	of	NRP	length	on	regeneration	biomark‐
ers	in	the	kidney	posttransplant:	this	would	have	required	eutha‐
nasia	of	many	animals	posttransplant,	which	could	not	be	ethically	
justified	at	this	phase	of	the	project.

Previous	studies	highlighted	the	reconditioning	or	precondition‐
ing	effects	of	NRP,	but	further	evidence	on	the	benefits	of	this	tech‐
nology	is	eagerly	awaited.62	To	our	knowledge,	our	study	is	the	first	
to	 identify	 the	 different	 pathways	 underlying	 these	 benefits	 and	
their	 kinetics	 at	 times	 consistent	with	 the	 clinic.	Our	model	 could	
also	 be	 interesting	 to	 establish	 a	 proper	 comparison	 between	 the	
current	investigations	for	preservation	improvement	such	as	normo‐
thermic	 preservation,	 either	 at	 the	 end	of	 the	preservation	or	 for	
the	whole	duration,	or	slow	rewarming.63,64	Such	preclinical	evalu‐
ation	could	establish	their	true	benefits	and	uncover	their	potential	
additivity.

Although	 our	 results	 show	 that	 current	 NRP	 protocols	 should	
not	 be	 extended	much	 beyond	 4	hours,	 improvement	 of	 the	 pro‐
cedure	 is	 likely	 possible;	 possible	 avenues	of	 research	 include	 the	
use	 whole	 blood	 transfusion	 or	 leukocyte‐free	 preparation	 (using	
leukocyte	filter),	addition	of	metabolic	precursors,	oxygen	carrier,	or	
cytoprotective	substrates.33,65‐68	Other	biotechnology	approaches,	
for	example,	specific	miRNA	or	cell	therapy,	could	also	improve	NRP.	
Such	approaches	need	further	evaluation	using	relevant	preclinical	
models.

In	 conclusion,	 our	 study	 lays	 the	 groundwork	 for	 understand‐
ing	and	optimizing	NRP,	revealing	an	optimal	 time	window:	at	 least	
4	hours	is	necessary	to	obtain	the	highest	benefits;	however,	we	also	
highlight	the	potential	risks	in	extending	the	procedure	beyond	this,	
with	6	hours	appearing	to	be	the	extreme	limit.	NRP	is	thus	an	invalu‐
able	technique	in	the	available	organ	reconditioning	arsenal,	although	
it	requires	an	optimized	protocol	to	properly	improve	graft	quality.
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3.1. Introduction 

 La modélisation préclinique des deux modes de reconditionnement des greffons 

rénaux provenant des DDAC non contrôlés nous a permis de mettre en évidence la supériorité 

de la CRN sur le RIS. Ces résultats sont cohérents avec les données de la littérature [23, 24]. 

Une durée de 4 heures semblerait conférer un bénéfice supplémentaire. 

Parmi les pays qui recommandent l’utilisation de la CRN, il existe une grande variabilité dans 

les pratiques. Le maintien de la normothermie semble adopté par de nombreuses équipes 

depuis les travaux de Valero [22]. Il n’y a pas de recommandations quant à la durée optimale 

de la CRN. Seules des durées maximales tolérées ont été arrêtées. Elles varient entre 120 

minutes pour les Pays-Bas à γ60 minutes pour l’Italie. Afin de répondre à cette 

problématique, il nous a paru intéressant d’étudier de quelle manière la CRN permettait de 

reconditionner les greffons rénaux et notamment quels étaient ses effets en fonction du temps. 

L’utilisation du modèle porcin de CRN précédemment décrit nous a permis l’étude de trois 

durées différentes (2 heures, 4 heures et 6 heures) sans variation des autres paramètres. Ainsi, 

seule la durée du reconditionnement était responsable des effets constatés sur la reprise de 

fonction du greffon. 

3.2. Matériel et méthode (synthèse) 

 Ce protocole a été mené après accord du comité éthique sur l’expérimentation animale 

conformément aux recommandations en vigueur.  

Les animaux étaient des porcs mâles Large White âgés de 3 mois et pesant entre 40 à 50kg. 

Le conditionnement préopératoire et le protocole d’anesthésie étaient identiques à ceux 

précédemment rapportés.  

La CRN a été mise en place et menée selon le modèle établi préalablement.  
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Des prélèvements de sang circulant ont été réalisés à T0 avant l’arrêt cardiaque, après 30 

minutes d’ischémie chaude, dans les premières minutes suivant la reperfusion puis toutes les 

heures pendant la CRN. 

En fin de procédure, les reins étaient explantés.  

Le rein gauche était mis en machine de perfusion LifePort™ Kidney Transporter  pour 18 

heures de conservation hypothermique. A l’issu de cette préservation, il était greffé chez un 

animal allo-compatible ayant subi une néphrectomie bilatérale. L’animal était suivi pendant γ 

mois. 

Au niveau du rein droit, des prélèvements tissulaires au niveau de la corticale était réalisés en 

fin de CRN. 

Cinq groupes expérimentaux ont été réalisés : 

- Ischémie chaude et 2h de CRN (groupe CRN 2h) ; 

- Ischémie chaude et 4h de CRN (groupe CRN 4h) ; 

- Ischémie chaude et 6h de CRN (groupe CRN 6h) ; 

- Ischémie chaude sans CRN (groupe CRN 0h) ; 

- Groupe contrôle sans ischémie chaude ni reconditionnement (groupe contrôle). 

Chaque groupe était composé de 6 animaux (n=6).  

3.3. Résultats 

3.3.1. Suivi des paramètres hémodynamiques pendant la CRN  

 Le débit de pompe, la pression artérielle moyenne et la saturation artérielle en oxygène 

sont restés stables au cours des 6 heures de CRN. La pression partielle en oxygène et la 

saturation veineuse en oxygène décroissent progressivement au cours de la CRN, tout comme 

les valeurs de l’hémoglobine et de l’hématocrite. Une acidose métabolique était observée chez 

tous les animaux dans les suites de l’ischémie chaude. Le dosage des bicarbonates augmentait 
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dès la première heure de CRN pour rester stable par la suite, sans toutefois retrouver une 

valeur normale. 

3.3.2. Activation de la voie de HIF-1α au cours de la CRN  

 L’expression au niveau du cortex rénal de la protéine HIF-1α a tendance à diminuer à 

la fin de l’ischémie chaude puis augmente au cours de la CRN avec une valeur 

significativement plus élevée pour les groupes CRN 2h et CRN 4h par rapport au groupe 

contrôle. La même cinétique s’observe pour l’expression de l’ARN de VEGF, EPO et HO-1 

et du transporteur de glucose de type 1 (Glut-1). Il existe une différence significative pour 

l’expression de l’ARN de l’EPO entre les groupes CRN βh, CRN 4h et CRN 6h par rapport au 

groupe CRN 0h et par rapport au groupe contrôle ; pour l’expression de l’ARN de HO-1 entre 

les groupes CRN 2h et CRN 4h et le groupe contrôle et entre les groupes CRN 2h, CRN 4h et 

CRN 6h et le groupe CRN 0h ;  pour l’expression de l’ARN de Glut-1 entre les groupes CRN 

0h et le groupe contrôle et entre les groupes CRN 2h et CRN 4h et le groupe CRN 0h. 

3.3.3. Régulation transitoire des marqueurs de souffrance rénale et de malperfusion au cours 

de la CRN 

 Le ratio lactate/pyruvate plasmatique diminue après l’ischémie chaude puis augmente 

de façon significative à 1 heure et 2 heures de CRN par rapport au groupe contrôle avant de 

diminuer à nouveau à 4 heures puis de rester en plateau jusqu’à 6 heures. Le dosage des LDH 

plasmatiques augmente de façon significative à 1 heure pour atteindre un pic à 2 heures et 

redescendre progressivement jusqu’à une valeur physiologique à 6 heures. La créatininémie 

augmente de façon significative dès 1 heure de CRN pour rester par la suite en plateau jusqu’à 

6 heures. Le dosage des aspartate amino-transférases (ASAT) augmente significativement dès 

la fin de l’ischémie chaude, redescend progressivement jusqu’à 4 heures avant de ré-

ascensionner à 6 heures. Le dosage de NGAL augmente progressivement pour atteindre un 
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pic significatif à 2 heures puis diminue à nouveau avant de présenter un deuxième pic à 6 

heures. Le doasge de KIM-1 augmente significativement dès 1 heure puis diminue jusqu’à 4 

heures avant de ré-augmenter à 6 heures.  

3.3.4. Régulation transitoire des paramètres de l’hémostase au cours de la CRN  

 La numération plaquettaire diminue significativement dès la première heure de CRN 

puis reste stable par la suite. Le dosage plasmatique de CD40 ligand augmente 

significativement au cours des 2 premières heures de CRN puis redescend à des valeurs 

physiologiques à 4 heures et 6 heures. Le dosage plasmatique de FT soluble fluctue au cours 

de la CRN avec deux pics significatifs à 1 heure et 4 heures.  

Au niveau du cortex rénal, l’expression de la thrombomoduline diminue après l’ischémie 

chaude puis augmente progressivement tout au long de la CRN. L’expression de FT et de 

protease-activated receptor-2 (PAR-2), faisant le lien entre coagulation et inflammation, a été 

également étudiée. L’expression de FT augmente significativement à 4 heures et 6 heures, 

celle de FT activé dès 2 heures et celle de PAR-2 à 6 heures.  

3.3.5. Contrôle transitoire par la CRN de l’initiation d’une réponse inflammatoire  

 Au niveau du tissu rénal, l’expression d’ARN d’IL-6 augmente significativement à 2 

heures et 4 heures puis rejoint son niveau de base à 6 heures. L’expression d’ARN d’IL-1ȕ 

augmente à 6 heures. Celle d’IL-8 augmente à 2 heures puis reste stable jusqu’à 6 heures. 

Celle d’IL-10 présente un pic à 2 heures et un pic à 6 heures. L’expression de l’ARN de 

MCP-1 augmente rapidement entre 4 heures et 6 heures et est associée à une infiltration 

macrophagique à 6 heures. Les expressions de TNF-α et d’iNOS ne présentent pas de 

variation significative au cours de la CRN.  
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3.3.6. Absence d’impact de la CRN sur l’histologie rénale 

 Il n’a pas été mis en évidence de différence significative par rapport au groupe 

contrôle concernant les lésions histologiques. 

3.3.7. Amélioration de la perfusion rénale après CRN 

 Après mise sur machine hypothermique, la perfusion rénale augmente rapidement au 

cours des β premières heures. A l’inverse, les résistances diminuent pour atteindre un plateau 

à partir de 2 heures. L’analyse des aires sous la courbe concernant la mesure du débit de 

perfusion et des résistances tout au long de la préservation machine et des résistances en fin 

de préservation machine montre un bénéfice significatif de la CRN, quelle que soit sa durée. 

Le dosage de NO plasmatique augmente significativement par rapport à la fin de l’ischémie 

chaude à 1 heure et 2 heures puis redescend progressivement pour retrouver un niveau proche 

de la valeur de base à 4 heures et 6 heures. Cette augmentation est due à l’activation d’eNOS 

lors de la phase précoce de la CRN. 

3.3.8. Amélioration de la fonction rénale précoce et tardive après 4 à 6 heures de CRN   

 Les animaux ont quasiment tous repris leur diurèse à J1. Concernant le débit de 

filtration glomérulaire, les greffons issus des groupes CRN 4h et CRN 6h retrouvent les 

valeurs du groupe contrôle au cours de la première semaine post-greffe alors que les greffons 

issus des groupes CRN βh et CRN 0h ne l’atteignent jamais au cours du suivi de 3 mois. 

L’aire sous la courbe du débit de filtration glomérulaire entre J0 et J14 montre également une 

meilleure fonction rénale pour les groupes CRN 4h et CRN 6h. Ces résultats se confirment à 

J90 avec également un ratio protéinurie/créatininurie plus faible pour ces deux groupes. Enfin, 

concernant les lésions de fibrose à J90, il existe une différence significative par rapport au 
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groupe contrôle pour les groupes CRN 0h et CRN βh, en faveur du groupe contrôle. Il n’y a 

pas de significativité pour les résultats concernant les groupes CRN 4h et CRN 6h. 

3.4. Discussion 

 Plusieurs études cliniques ont montré le bénéfice de la CRN mais les mécanismes mis 

en jeu au cours du reconditionnement et sa durée optimale restent à déterminer. L’utilisation 

du modèle préclinique mis au point précédemment permet d’apporter des éléments de 

réponse. 

Durant la CRN les paramètres hémodynamiques restent stables pendant les 6 heures de 

procédure alors que l’hémoglobinémie, l’hématocrite et la saturation veineuse en oxygène 

diminuent à 6 heures, du fait de l’hémodilution, conséquence du remplissage vasculaire (SIRS 

et constitution d’un troisième secteur) et de l’hémolyse au cours de la CEC. 

La CRN entraîne une activation de la voie de HIF-1α, voie cellulaire d’adaptation à l’hypoxie 

bien connue. Les protéines HIF sont des hétérodimères constitués d’une sous-unité α régulée 

par l’oxygène et d’une sous-unité ȕ. Deux isoformes de la sous-unité α ont été identifiées au 

niveau rénal : HIF-1α exprimé au sein des cellules épithéliales tubulaires et HIF-2α au sein  

des cellules glomérulaires, endothéliales et interstitielles. Ces deux isoformes sont régulées de 

façon très similaire. En présence d’oxygène, la sous-unité α subit une hydroxylation par des 

prolylhydroxylases dès sa sortie du noyau. Elle est ensuite liée par la protéine von Hippel 

Lindau, induisant une activité d’ubiquitination et menant à la dégradation de cette sous-unité 

α par le protéasome cytoplasmique. En condition d’hypoxie, la réaction d’hydroxylation ne se 

produit pas et HIFα s’accumule dans le cytoplasme sans être dégradée. Elle va ensuite être 

transloquée dans le noyau cellulaire et former un complexe fonctionnel avec HIFȕ et des co-

activateurs transcriptionnnels. La liaison de l’hétérodimère HIF aux éléments de réponse à 

l’hypoxie des gènes cibles initie leur transcription [174, 175]. Dans nos conditions 

expérimentales, en fin d’ischémie chaude, la protéine n’est pas exprimée dans le tissu rénal. 
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Son expression est restaurée après 2 heures de CRN et induit l’expression des gènes d’EPO, 

VEGF, HO-1 et Glut-1. Ces protéines sont connues pour avoir des effets positifs sur la 

fonction rénale en condition d’hypoxie.  

Le ratio lactate/pyruvate et le dosage de LDH augmentent pendant les 2 premières heures de 

CRN en conséquence à l’ischémie chaude. Ces valeurs se normalisent entre 4 heures et 6 

heures de CRN, suggérant un retour à une perfusion physiologique avec une adéquation entre 

les besoins et les apports en oxygène au niveau tissulaire. Ces données sont en faveur d’un 

effet reconditionnant de la CRN avec le rétablissement d’un métabolisme aérobique. 

Par ailleurs, l’ischémie chaude entraîne l’augmentation de marqueurs corrélés à la souffrance 

rénale : créatinine, ASAT, NGAL et KIM-1. La créatininémie n’est pas discriminante entre 

les différents groupes, soulignant les limites de ce marqueur. Les valeurs d’ASAT, NGAL et 

KIM-1 diminuent entre 1 à 2 heures de CRN et 4 heures, suggérant là encore un effet 

reconditionnant de la CRN mais pouvant également être en lien avec l’hémodilution. A noter 

que ces marqueurs se ré-ascensionnent à 6 heures de CRN, évoquant un potentiel effet négatif 

de la CRN prolongée sur le rein. 

Les paramètres de l’inflammation, de l’hémostase et de la coagulation sont bien connus pour 

être corrélés aux lésions d’ischémie chaude. La CRN va faire recirculer un sang contenant des 

facteurs activés de la coagulation, induisant l’activation et l’agrégation plaquettaires, en 

association avec les ROS générés. A noter que la nécessité d’utiliser de l’héparine non 

fractionnée au cours de la CRN exclut l’étude de la voie intrinsèque de la coagulation. 

La numération plaquettaire n’est pas modifiée par l’ischémie chaude. Sa valeur diminue dès la 

première heure de CRN puis reste stable, en lien certainement avec le phénomène de 

consommation lié à la chirurgie. Le marqueur d’activation plaquettaire CD40 ligand est 

transitoirement augmenté au cours des premières heures de CRN. CD40 ligand est connu pour 

entraîner la sécrétion de FT soluble par les monocytes. Nous avons également observé une 
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augmentation de l’expression au niveau du cortex rénal de thrombomoduline à β heures de 

CRN probablement en rapport avec le rétablissement du shear stress. En effet, la down-

régulation de l’expression endothéliale de thrombomoduline par l’ischémie a été rapportée. La 

CRN pourrait permettre aux cellules endothéliales rénales de répondre à l’instauration d’un 

milieu pro-coagulant par production de thrombomoduline. 

Nous avons étudié l’activation du FT et des PAR, faisant le lien entre les voies de la 

coagulation et de l’immunité innée. Durant la CRN, on constate une augmentation de 

l’expression de l’ARN de PAR-2 à 2 heures suivie d’une expression de la protéine PAR-2 

clivée à 6 heures, de façon cohérente avec le niveau d’expression corticale de FT total et 

activé. L’augmentation de PAR-2 clivée et de FT activé induit l’expression de cytokines, de 

chimiokines et des molécules d’adhésion, telles que MCP-1, IL-1ȕ, IL-6 et IL-8, impliquées 

dans le rejet du greffon. Dans nos conditions expérimentales, l’expression des ARN d’IL-6 et 

d’IL-8 apparaît dès les 2 premières heures de CRN alors que celle d’IL-1ȕ et de la protéine 

MCP-1 augmente vers 4 à 6 heures de CRN, suggérant que 6 heures est une durée à ne pas 

dépasser. Ces données sont néanmoins à mettre en balance avec l’expression transitoire à β 

heures puis 6 heures de l’ARN d’IL-10, cytokine immunosuppressive. Nous avons étudié le 

lien entre les cytokines, l’activation endothéliale et l’invasion des cellules immunitaires. Les 

expressions d’e-sélectine, ICAM-1 et VCAM-1 ne varient pas durant la CRN.  Nous avons 

cependant observé au niveau du cortex rénal, une infiltration macrophagique à 6 heures, en 

rapport avec l’expression de MCP-1, suggérant encore une fois un possible effet délétère de la 

CRN à 6 heures. 

Concernant l’étude des paramètres mesurés lors de la conservation en MPH, on constate des 

résistances plus faibles et un meilleur débit de perfusion dans tous les groupes CRN quelle 

que soit leurs durées. La CRN confère donc un effet bénéfique permettant une meilleure 

perfusion des reins. En effet, la production de NO est augmentée par la CRN dès la première 
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heure, due à l’activation d’eNOS lors de la phase précoce de la CRN. Or, eNOS est un facteur 

important pour la préservation des organes, impliqués dans les bénéfices induits par les MPH. 

Ainsi, les MPH permettraient de potentialiser les effets induits par la CRN via la production 

de NO.  

La transplantation des reins après reconditionnement par CRN a permis de mettre en avant 

des effets positifs de ce reconditionnement en termes de reprise de fonction. Les résultats 

semblent meilleurs pour les groupes CRN 4h et CRN 6h avec un débit de filtration 

glomérulaire plus élevé et un pourcentage de fibrose plus faible 3 mois après la greffe.   

L’ensemble de ces résultats suggère donc l’intérêt d’un reconditionnement par CRN d’au 

moins 4 heures mais sans dépasser 6 heures, un compromis entre la durée nécessaire à 

l’activation des voies réparatrices et le début de la mise en route de voies néfastes dues au 

prolongement de la CRN. En effet, si la reprise de fonction des reins issus du groupe CRN 6h 

est favorable, on observe à 6 heures une ré-ascension de certains marqueurs de lésion 

tubulaire rénale (ASAT, NGAL et KIM-1) associés à une infiltration macrophagique plus 

importante, suggérant un effet néfaste de la CRN prolongée.  

Le maintien de paramètres hémodynamiques stables au-delà de la sixième heure dans notre 

modèle était difficile. Nous avons tenté d’étendre chez deux animaux la durée de 

reconditionnement jusqu’à 7 heures, mais le maintien de l’objectif de débit était difficile, 

même au prix d’un remplissage vasculaire important entraînant inévitablement une 

hémoglobinémie très basse (autour de 5g/dl), incompatible avec un transport en oxygène 

efficace. Devant l’absence de possibilité de transfusion au sein du laboratoire, l’expérience 

n’a pas été renouvelée. 

Si cette étude nous a permis la compréhension de phénomènes importants mis en route lors de 

la CRN, ce modèle animal présente des limites. Comme nous l’avons évoqué précédemment, 

la phase de low flow avec la mise en route du massage cardiaque externe et ses conséquences 



 

111 

 

(hypoperfusion, hypotension et effets compensateurs de l’hypercapnie) n’est pas modélisée. 

L’injection de potassium pour entraîner l’arrêt cardiaque peut être également critiquable bien 

que les valeurs de potassium mesurées au cours de la CRN soient compatibles avec celles 

mesurées après une courte période d’arrêt circulatoire. Nous avons également pris le parti 

d’utiliser un remplissage vasculaire associé à de la noradrénaline et ceci afin d’avoir des 

paramètres hémodynamiques, en plus du débit de pompe, parfaitement comparables entre les 

groupes. Ainsi, seule la durée de la CRN était discriminante.  

Par ailleurs, l’étude d’autres organes comme le foie et le cœur n’a pas été réalisé au cours de 

ces travaux, du fait d’une logistique trop lourde à mettre en place de façon concomitante aux 

travaux réalisés sur les reins. Les biomarqueurs de régénération dans le rein n’ont pas non 

plus été étudiés car leur évaluation aurait nécessité l’euthanasie d’un trop grand nombre 

d’animaux, ce qui n’est pas justifiable sur un plan éthique.  

Des études antérieures ont montré un bénéfice de la CRN sur le reconditionnement du greffon 

rénal issu des DDAC non contrôlé mais ses effets exacts sont encore à déterminer. A notre 

connaissance cette étude est la première à mettre en évidence les différentes voies impliquées 

et leur mise en route en fonction du temps. L’utilisation de ce modèle pourrait également être 

intéressante pour comparer différentes méthodes permettant d’améliorer la préservation des 

greffons, avec notamment l’étude du maintien de la normothermie tout du long de la 

procédure par rapport à un réchauffement progressif ou uniquement en fin de 

reconditionnement. 

Nos résultats sont en faveur d’une durée de CRN n’allant pas au-delà de 4 heures du fait de 

conditions hémodynamiques se dégradant entre 4 et 6 heures. Le prolongement de la durée de 

CRN pourrait cependant se faire dans de bonnes conditions en cas de possibilité de 

transfusion sanguine ou d’utilisation d’additifs (précurseurs métaboliques, transporteur 
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d’oxygène ou agents cytoprotecteurs). L’utilisation de techniques innovantes comme les 

micros ARN ou les cellules souches pourrait également avoir un intérêt au cours de la CRN.  

3.5. Conclusion 

 Cette étude a permis de mettre en évidence les mécanismes à l’origine des effets 

bénéfiques de la CRN et une durée optimale de 4 heures, nécessaire à leur mise en place, sans 

atteindre les effets délétères d’une procédure prolongée que l’on démasque à 6 heures. 

L’utilisation de la CRN apparaît comme une technique incontournable dans la prise en charge 

des DDAC avec prélèvement rénal. Ces résultats pourraient permettre la mise en place d’un 

protocole standardisé permettant d’harmoniser les prises en charge entre les équipes de 

transplantation.  
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PARTIE II : OPTIMISATION DE LA CONSERVATION 

HYPOTHERMIQUE 
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1. Effet des MPH sur les greffons rénaux en post-CRN 
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1.1. Introduction 

 La période de conservation est une étape indispensable dans le processus de 

transplantation des reins issus de donneurs décédés. De nombreuses possibilités allant de la 

conservation hypothermique statique à la conservation dynamique par machine et l’utilisation 

de nombreux additifs ont été étudiés. Les MPH semblent conférer un intérêt clinique 

indéniable sur les greffons des donneurs à critères élargis [76, 113, 115, 118-121, 123, 125, 

176]. Concernant les greffons rénaux issus des DDAC, la plupart des équipes utilisent les 

MPH [76, 115, 118-124, 16-128, 164, 166]. Elles sont en effet recommandées par la plupart 

des guidelines établis et notamment par l’ABM [42, 131].  

Nous nous sommes intéressés à leur effet en post-reconditionnement par CRN. L’utilisation 

du modèle porcin de DDAC nous a permis d’en réaliser une étude mécanistique, non 

réalisable en clinique. 

1.2. Matériel et méthode 

1.2.1. Protocole chirurgical 

 Nous avons utilisé le modèle préclinique préalablement décrit de DDAC avec mis en 

place d’une CRN. A l’issu de β heures ou 4 heures de reconditionnement, les reins étaient 

explantés. L’un des reins était lavé avec 1L de KPS-1 puis conservés 18 heures à 4°C en 

machine LifePort™ Kidney Transporter (groupes CRN2h + machine et CRN4h + machine). 

L’autre rein était lavé avec 1L de solution UW. Il était ensuite coupé dans le sens transversal 

et reparti de manière aléatoire :  

- Une partie était plongée dans une solution UW à 4°C pour 18 heures de conservation 

statique (groupes CRN2h + statique et CRN4h + statique) ; 

- Une partie permettait la réalisation d’échantillons tissulaires en post-CRN immédiat 

(groupes CRN2h et CRN4h) avec prélèvements sur la corticale et la médullaire pour 
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conservation dans du formol (analyses histologiques) et de l’azote liquide (analyses 

transcriptomiques). 

Ces mêmes prélèvements étaient  réalisés sur les reins à l’issu des 18 heures de conservation 

hypothermique. 

Chaque groupe était composé de 4 animaux (n=4). 

1.2.2. Analyses histologiques 

 Elles ont été réalisées conformément à la méthode décrite précédemment (page 71).  

Pour les analyse immunohistochimiques, les anticorps dirigés contre HIF1-α (Santa Cruz 

Biotechnology, Inc., Heidelberg, Allemagne) et VEGF (Invitrogen) ont été utilisés avec des 

anticorps secondaires appropriés (Invitrogen) couplés aux fluorochromes Alexa488 (vert pour   

HIF1-α) ou Cy3 (rouge pour VEGF). La quantité de marquage a été évaluée à l’aide du 

logiciel ImageJ (NIH, Bethesda, MD, USA). Elle est exprimée en proportion de pixels au-

dessus de la valeur du bruit de fond par rapport au nombre de pixels total. 

1.2.3. Analyses transcriptomiques par PCR quantitative 

 Elles ont été réalisées sur tissu rénal selon la méthode rapportées précédemment (page 

62). Les transcrits étudiés liés à la réponse inflammatoire et immunitaire sont TNF-α, TLR4, 

SLAII DR, MCP-1 et ICAM-1. Les transcrits étudiés en rapport avec l’hypoxie et le stress 

oxydant sont HIF-1α, VEGF, EPO et HO-1.  

1.2.4. Analyses statistiques 

 Les résultats sont exprimés en moyenne ± écart type. Après significativité observée 

avec le test ANOVA, le test t de Student a été utilisé pour réaliser les tests statistiques à 

comparaisons multiples. Les différences pour une valeur de p inférieure à 0,05 sont 

considérées comme significatives. 
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1.3. Résultats  

1.3.1. Histologie standard  

 

Figure 20 : Lésions histologiques en fonction du mode de conservation. 

 

 Les reins préservés en machine de perfusion ont tendance à présenter une dilatation 

tubulaire plus importante que ceux conservés en statique, quelle que soit la durée de la CRN 

(figure 20). Ces résultats ne sont pas significatifs. 

1.3.2. Immunohistochimie 

 

Figure 21 : Intensité de l’immunomarquage HIF-1α en fonction du mode de conservation. 
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Figure 22 : Intensité de l’immunomarquage VEGF en fonction du mode de conservation. 

 

 

Figure 23 : Immunomarquage HIF-1α en vert (grossissement x β00). 

 

 L’expression de HIF-1α et de VEGF est plus faible après 4 heures de CRN qu’après β 

heures (figures 21 et 22). Aucun de ces résultats n’est statistiquement significatif.  
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On observe qu’après β heures de CRN, HIF-1α est principalement localisé dans le 

cytoplasme, sous forme inactive, alors qu’après 4 heures, HIF-1α est retrouvé au niveau 

nucléaire, sous forme active (figure 23).  

En fin de conservation hypothermique, l’expression de HIF-1α est quasi-nulle après 2 heures 

de CRN quel que soit le mode de préservation. Son expression est plus importante après 4 

heures de CRN et préservation en machine et HIF-1α reste localisé au noyau, sous forme 

active (figures 21 et 23). Concernant l’expression de VEGF, celle-ci reste faible dans tous les 

groupes avec cependant un immunomarquage plus important après conservation machine 

qu’après conservation statique, surtout après 4 heures de CRN (figure 22). 

1.3.3. Analyse transcriptomique tissulaire 

 

Figure 24 : Quantification relative des gènes liés à la réaction inflammatoire et immunitaire. 

 

Concernant les transcrits des gènes de la réponse inflammatoire et immunitaire 

(figure24), la CRN induit une augmentation significative de leur expression. Celle-ci reste 



 

120 

 

stable après conservation en machine de perfusion et diminue après conservation statique, à  

l’exception de ICAM-1 qui reste stable quels que soient la durée de la CRN et le mode de 

conservation hypothermique. A noter également une expression plus importante de TNF-α  

par les reins conservés en machine de perfusion après 4 heures de CRN. 

 

 

Figure 25 : Quantification relative des gènes liés à l’hypoxie et au stress oxydant. 

  

Concernant les transcrits des gènes en réponse à l’hypoxie et au stress oxydant (figure 25), 

leur niveau d’expression en fin de CRN est globalement maintenu, quel que soit le mode de 

conservation hypothermique. Après 4 heures de CRN, les reins expriment cependant plus 

HIF-1α en fin de conservation hypothermique et plus VEGF s’ils sont conservés en statique. 

1.4. Discussion 

Bien que non significatifs sur le plan statistique, les résultats histologiques semblent 

moins bons après conservation en MPH avec des lésions de dilatation tubulaire plus étendues. 



 

121 

 

Ces résultats paraissent paradoxaux compte-tenu des nombreuses publications mettant en 

avant un réel avantage des MPH chez les DDAC sur la reprise de fonction [76, 115, 118-124, 

126-128, 164-166]. La dilatation tubulaire peut être expliquée par la précipitation  au fond des 

tubules des débris cellulaires résultant des lésions d’ischémie du fait de la poursuite du lavage 

du rein par la machine. Il peut s’agir d’une anticipation des lésions de reperfusion. Seule la 

transplantation de ces reins aurait pu permettre de répondre à cette question. Devant les 

recommandations et la pratique clinique actuelles mettant en avant les machines de perfusion, 

l’étude chez l’animal de la transplantation des reins issus de cette conservation statique ne 

paraît pas légitime sur les plans éthique et économique. 

L’expression des transcrits des gènes de la réponse inflammatoire et immunitaire est 

globalement stable pendant la CRN. La perfusion en machine permet de maintenir ce niveau 

d’expression alors qu’il s’effondre après conservation statique. Ces résultats peuvent être dus 

à des cellules rénales trop altérées pour exprimer ces gènes, du fait d’une conservation 

statique trop délétère, en lien avec une déplétion importante en ATP et une dysfonction 

métabolique majeure. L’autre hypothèse est que les cellules rénales n’expriment plus ces  

gènes car elles ne sont plus stimulées par un phénomène de perfusion, que l’on retrouve 

durant la CRN ou la conservation en machine. On peut supposer qu’il s’agit d’un retard 

d’expression, observée à la reperfusion. En effet, les machine de perfusion ne sont pas 

hermétiques et l’oxygène de l’air ambiant se dissout dans la solution de conservation, 

permettant le maintien d’un apport d’oxygène. Du fait d’une glycolyse mieux préservée, la 

déplétion en ATP devrait ainsi être moins importante lors de la conservation en machine de 

perfusion par rapport à la conservation statique. Là encore, seule la transplantation de ces 

reins aurait pu permettre de  répondre clairement à ces questions. 
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2. Apport de l’oxygénation active en MPH 

Benefits of active oxygenation during hypothermic machine perfusion of 

kidneys in a preclinical model of deceased after cardiac death donors.  

Thuillier R, Allain G, Celhay O, Hebrard W, Barrou B, Badet L, Leuvenink H, 

Hauet T.  

J Surg Res. 2013 Oct;184(2):1174-81. 
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a b s t r a c t

Background: Deceased after cardiac death donors (DCDs) represent a valuable source of

organs; however, preventing poor outcome is difficult, even with the use of machine

perfusion (MP). It is of paramount importance to improve this method. We proposed to

evaluate the benefits of active oxygenation during kidney graft hypothermic MP using

a novel perfusion machine: Kidney Assist (KA).

Methods: We used a pig model of DCD transplantation in Large White pigs. Cold preser-

vation was performed by conventional non-oxygenated MP (KAnoO2) or oxygenated MP

(KA).

Results: In the first 2 wk post-transplant, KA grafts displayed a lower serum creatinine peak

and a faster return to normal levels compared with KAnoO2 animals, translating into

a smaller area under the curve. Urinary neutrophil gelatinase-associated lipocalin levels

and serum aspartate amino transferase levels were lower in KA animals compared with

the non-oxygenated group. These correlated with better chronic function. Longer follow-up

of the animals (3 mo) permitted evaluation of chronic outcome lesions. Interstitial fibrosis

was reduced in the KA group, and these kidneys also displayed significantly lower levels of

vimentin staining. Further histologic investigation also showed a trend toward decreased

chronic inflammation in kidneys preserved with oxygen.
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Conclusions: This new MP system is efficient in preserving DCD kidneys, greatly enhancing

the capacity of the graft to withstand preservation stress and improving outcome. Oxygen

delivery during preservation is thus valuable for highly damaged organs and offers an

important therapeutic tool for transplant teams faced with decreased quality of donor

organs.

ª 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Currently, kidney transplantation is the treatment of choice

for patients with end-stage renal disease, with long-term

benefits for patient survival and quality of life [1]. However,

this therapy is now a victim of its own success, with an

increasing shortage of organs: In 2010 in the United States,

15,429 kidney transplants were performed for 87,903 patients

on the waiting list (OPTN, 2010). This leads to acceptance of

donor organs of increased risks identified as marginal or

extended criteria (ECD) donors: organs retrieved from donors

presenting co-morbidity factors such as increased age, death

from cardiovascular causes, cardiovascular risk factors, or

a reduction in glomerular filtration [2]. These ECD donor

organs tend to be more sensitive to the stresses of preserva-

tion [3]. Furthermore, there is renewed interest in deceased

after cardiac death donors (DCDs) [4], which also display an

increased rate of delayed graft function (DGF) and a higher

incidence of primary nonfunction [5]. The increased propor-

tion of these types of donors has led to rethinking of organ

preservation methods.

Machine perfusion (MP) is based on the controlled circu-

lation of a preservation solution. Machine perfusion improves

the quality of kidneys in the clinic [6] and is particularly

efficient in decreasing both primary nonfunction and DGF in

ECD [7], as well as DGF in DCD transplantation [8]. These

benefits are also fuelling debate about the cost-effectiveness

of the method and the subgroups of patients on which to

use it [9]. However, despite its significant efficiency in

reducing DGF and increasing survival, complication rates

remain high, warranting additional research to improve this

method.

The principle of cold hypothermic preservation is based

on temperature reduction to reduce metabolism and the

requirement for oxygen. However, the need for oxygen

persists because the metabolic rate remains at levels esti-

mated around 10%; therefore hypoxia, remains a principal

source of lesions induced in the context of preservation.

Hence, the concept of supplying O2 during storage is growing,

with the development of different approaches, such as the

two-layer method using perfluorocarbons [10] or the persuf-

flation technique consisting of retrograde venous application

of gaseous O2 [11]. A recent review on the different strategies

for oxygenated preservation [12] highlighted the potential

benefits of these techniques, particularly the possible

advantages of oxygenated MP, because MP would combine

active circulation of dissolved oxygen with the perfusion

fluid.

A portable device for oxygenated perfusion has been

developed [13] and tested in a pig model of kidney auto-

transplantationwith a short follow-up (7d). The results showed

that active oxygenation could improve preservation quality

compared with static preservation. On the other hand, a study

on the same model comparing oxygenated versus non-

oxygenated perfusion failed to provide a clear distinction

between the two preservation methods [14]. There is thus

aneedforanin-depthstudyof the impactofoxygenationonMP.

Here, we tested the same MP as previously described [13]

using two different settings (perfusion with oxygen versus

perfusion without oxygen) in a pig model of kidney auto-

transplantation, reproducing conditions of DCD and permit-

ting the study of ischemia-reperfusion injury without possible

bias from the use of immune suppression, to determine the

effect of oxygenation in hypothermic MP.

2. Materials and methods

2.1. Animals

Male pigs of the Large White lineage were bred onsite at the

IBiSA Platform Experimental Surgery and Transplantation,

located at the Institut National de la Recherche Agronomique

campus of Le Magneraud (Surgères, France). Procedures were

performed in accordance with the guidelines of the French

Ministry of Agriculture for the use and care of laboratories

animals, as previously described. We selected 30- to 35-kg

animals for this study.

2.2. Experimental design

We used the well-described porcine model of DCD auto-

transplantation [15,16]. Briefly, we collected left kidneys after

vascular clamping of the renal vessels for 60 min (warm

ischemia). Then, we removed the organ and immediately

cold-flushed it with preservation solution (KPS-1, Organ

Recovery Systems, Brussels). Kidneys were preserved for 22 h

at 4�C.

We studied two groups. The first was KAnoO2, preservation

using MP in the Kidney Assist device (Organ Assist BV, Gro-

ningen, The Netherlands) without active oxygenation, at

a constant pressure of 25 mm Hg (n ¼ 4). The second was

Kidney Assist (KA), renal perfusion with the Kidney Assist

machine, with active oxygenation provided by 100% oxygen

through a hollow fiber membrane oxygenator built in the

sterile disposable tubing set [16], according to the manufac-

turer’s recommendations (n ¼ 4).

Afterward, we reimplanted the kidney and nephrectom-

ized the contralateral kidney. In all cases, the duration of

rewarming ischemia during implantation until the end of

anastomosis was 30 � 5 min.
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2.3. Renal function evaluation

After transplantation, pigs were placed in metabolic cages for

24-h urine collection. Blood and urinary samples were

collected. Plasma creatinine, aspartate amino transferase

(ASAT), and proteinuria were measured with Modular auto-

mates (Roche Diagnostics, France).

We evaluated urinary neutrophil gelatinase-associated

lipocalin (NGAL) levels using the BIOPORTO Elisa kit (Euro-

bio, Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s

recommendations.

2.4. Morphologic studies

We collected corticomedullar kidney samples at 3 mo and

used a standard procedure to estimate the level of tubu-

lointerstitial fibrosis using Picro-Sirius staining [17] on five to

10 fields (�100).

For immunohistochemistry, we used anti-Vimentin (Cell

Marque, Rocklin, CA), anti-a-smooth muscle actin (aSMA)

(DAKO, Trappes, France), anti-ED1 (Southerbiotech, Birming-

ham, AL), and anti-CD3 (Santa Cruz Biotechnologies, Santa

Cruz, CA) antibodies.We performed quantitative evaluation in

silico on 10 high-powered fields (�200) per animal [18].

2.5. Statistical methods

Results are shown as means � standard deviation. For the

statistical analysis among groups, we used NCSS software

(Statistical Solutions, Saugus, MA) to perform Student’s t-test

in case of normality (evaluated by the Skewness, Kurtosis, and

Omnibus tests) and equality of variance (evaluated by

Modified-Levene Equal-Variance Test) and the Mann-Whitney

U-test in case these parameters were not met. Correlation

analyses were performed with NCSS software using the

Spearman rank test. Statistical significance was accepted at

P < 0.05.

3. Results

3.1. Perfusion parameters

We perfused kidneys for 22 h at a constant pressure (25 mm

Hg) with or without oxygen. In each group, there was a slight

increase in flow and lowering in resistance between the

beginning and the end of preservation (Table). There was no

statistical difference in terms of flow, resistance, or temper-

ature between groups.

3.2. Recovery of function

The contralateral nephrectomy on the day of the transplant

enabled us to use posttransplant serum creatinine levels to

measure the ability of the graft to resume its function. During

the first 2 wk (Fig. 1A), animals transplanted with a non-

oxygenated kidney presented a peak of creatinine at day 3

that reached approximately 1200 mmol/L and plateaued until

day 5, and then decreased from day 7 on. Time to peak did not

differ in the animal group transplanted with an oxygenated

kidney (3 d); however, the level of the peak was lower

(approximately 800 mmol/L) and the decrease started as early

as day 5 (P ¼ 0.02 for KAnoO2), reaching consistently lower

levels than KAnoO2 animals on the next measurement times.

This was also highlighted by the area under the curve

comparison, with smaller areas found in the KA group

(P ¼ 0.02 for KAnoO2).

To further assess acute kidney injury, we determined

urinary levels of NGAL during the first week (Fig. 1B). The

levels reached a similar peak at day 1, but in the KAnoO2 group

the NGAL levels slowly decreased whereas in the KA animals

there was a swifter decrease, significantly inferior to KAnoO2

as early as day 3 posttransplant.

We also performed serum analysis for markers of injury,

measuring the activity of the ASAT in the first 3 d posttrans-

plant (Fig. 1C). We observed that whereas the levels in the

KAnoO2 group increased rapidly posttransplant and peaked at

day 2 at approximately 300 UI/L before recovery, KA group

animals showed a more modest increase, peaking at 120 UI/L

at day 2 (P ¼ 0.003 for KAnoO2).

3.3. Chronic function

To measure the effect of preservation quality on chronic graft

outcome, we observed our animals for 3 mo. Measurement of

serum creatinine at 3 mo follow-up indicated more complete

recovery in the KA group, with levels approximating pre-

transplant measurements, whereas the KAnoO2 group dis-

played higher concentrations of serum creatinine (P ¼ 0.0001

versus KA) (Fig. 2A). Concomitantly, KAnoO2 animals at 3 mo

showed increased proteinuria (approximately 0.35 g/24 h)

(Fig. 2B), which was significantly higher than the levels

recorded in the KA animals (approximately 0.2 g/24 h;

P ¼ 0.007 versus KAnoO2), reaching levels of the native

proteinuria in Large White pigs.

3.4. Histological analysis of chronic outcome

Todeterminethe impactof thepreservationmethodonchronic

graft outcome at the tissue level, we evaluated fibrosis devel-

opment through quantification of Sirius red staining on tissue

sections collected at the end of the follow up (Fig. 2C). These

analyses demonstrated an important development of intersti-

tial fibrosis in theKAnoO2 group (averaging 25%of theobserved

area), whereas animals transplanted with oxygenated kidneys

showed reduced levels (averaging 10%; P ¼ 0.04 for KAnoO2).

To investigate the process further, we analyzed the

expression level of epithelial to mesenchymal transition

Table e Perfusion parameters during preservation.

Group Flow
(mL/min)

Resistance
(mm Hg/mL/min)

Temperature (�C)

KAnoO2

Start 54.3 � 9.3 0.48 � 0.08 3.3 � 0.6

End 65.5 � 7.5 0.39 � 0.04 3.0 � 0.0

KA

Start 54.3 � 6.1 0.47 � 0.05 3.5 � 1.3

End 73.5 � 9.0 0.34 � 0.05 4.3 � 1.9
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markers, typically associated with fibrosis development [19].

Quantification of vimentin staining (Fig. 2C) showed that

similar to fibrosis results, there was increased staining in the

KAnoO2 group (averaging 24% of the observed area), whereas

staining in the KA group remained low (9%; P ¼ 0.02 for

KAnoO2). These results were confirmed by aSMA measure-

ments, which also showed a trend toward larger stained areas

in the KAnoO2 group (14.2%) than in the KA group (8.8%)

(Fig. 2C).

Because chronic fibrosis is often linked with increased

inflammation [20e23], we quantified the degree of inflam-

matory cell invasionwithin the tissue, using ED1þ staining for

macrophages and monocytes as a marker of innate inflam-

mation, and CD3þ staining for T lymphocytes as a marker of

adaptative immunity (Supplementary Table 1). These quan-

tifications showed that an elevated number of these invading

cells were present in the KAnoO2 group, whereas there was

a trend for reduced levels in the KA group, particularly

regarding CD3þ cells; however, the trend did not reach

statistical significance.

3.5. Correlation analysis between ischemia-reperfusion

injury markers and functional parameters

To assess the level of correlation between the intensity of

ischemia-reperfusion injury withstood by the kidney and its

functional outcome, we used Spearman’s rank test tomeasure

the degree of association between both NGAL and ASAT levels

and serum creatinine levels at 14 d and 3 mo (Fig. 3). We

demonstrated that NGAL levels in the urine at day 5 was

highly correlated with both acute and chronic outcomes, with

ranks of 0.83 each (P ¼ 0.01), and that early serum analysis,

measuring ASAT levels as early as day 1, was also highly

correlated with acute (rank of 0.9; P ¼ 0.002) as well as chronic

(rank of 0.98; P ¼ 0.0001) outcomes. These indicate that the

level of injury in the preserved organ and, by extension, the

adequacy of the preservation strategy, is intimately correlated

with outcome, both acute and chronic.

4. Discussion

In this study, we evaluated the benefits of active oxygenation

during MP of DCD kidney grafts using a new perfusion

machine designed to permit oxygenation without impeding

the transportability of the device. Previous studies with this

machine [13] showed superiority of the device over standard

static storage in University of Wisconsin solution, and

furthermore demonstrated that a perfusion pressure of 30/

20 mm Hg provided a better degree of protection compared

with a higher pressure of 60/40 mm Hg. We thus used the

lower pressure setting for the present work, and compared

A

B C

Fig. 1 e Function recovery post-transplantation. (A) Serum creatinine measurements during the first 2 wk post-transplant.

Left: evolution of creatinine levels with time. Right: areas under the curve for the time period. (B) Neutrophil gelatinase-

associated lipocalin levels detected in urines collected during the first week post-transplant. (C) Aspartate amino transferase

activity levels in the blood during the first 3 d post-transplant. Results are shown as means ± standard deviation. *P < 0.05

compared with KAnoO2.
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oxygenation versus non-oxygenation in a pig model of DCD

donor, in surgical conditions close to that of the clinic,

allowing for a high degree of translatability for our results. In

this auto-transplantation setting, without the confounding

bias from the use of immunosuppressors [24], we can accu-

rately measure the effect of preservation conditions [22]. In

the present study, the only parameter varying between groups

was the oxygen content of the solution, because both the

machine and the preservation solution used were identical.

In terms of early outcome, we observed the benefits of

oxygen as early as day 3; animals transplanted with oxygen-

ated kidneys showed lower serum creatinine peak, and

furthermore displayed a swifter return to normal creatinine

levels. In the non-oxygenated group, the peak was higher and

the subsequent decrease started later and was slow, never

reaching pre-transplant levels.

Furthermore, we measured the presence of NGAL in the

urine of transplanted animals during the first week after

transplantation. Neutrophil gelatinase-associated lipocalin is

expressed in epithelial cells of the kidney tubules [25], and its

presence in the urine is likely related to the level of cellular

destruction taking place at reperfusion, whichmakes it a valu-

able marker in the diagnosis of acute kidney injury [16,26]. We

determined that in both animal groups, the levels of urinary

NGAL increased dramatically 1 d post-transplant, consistent

with the washout of cellular debris as animals recovered

A B

C

Fig. 2 e Graft chronic outcome. Typical functional and histologic end points were recorded at 3 mo post-transplant. (A)

Serum creatinine. (B) Proteinuria. (C) Chronic kidney fibrosis and epithelial to mesenchymal transition markers. Left:

representative staining obtained in each group: line 1: Sirius Red (magnification, 3100); line 2: vimentin (magnification,

3200); line 3: aSMA (magnification, 3200). Right: In silico quantification of staining in 10 representative fields for each

animal. Results are shown as means ± standard deviation. *P < 0.05 compared with KAnoO2.
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dieresis. However, KA animals showed reduced levels of NGAL

faster than in theKAnoO2group,whichsuggestsa lower level of

injury withstood during MP with oxygen.

Furthermore, because urine production is not a discrimi-

nating marker with regard to graft quality evaluation, we

investigated the potential for another marker of injury in the

blood. Hence, we measured serum ASAT levels, an enzyme

generally used to estimate liver function, but also expressed in

kidney cells. Its increased presence in the blood is a marker of

kidney injury. Indeed, in our hands, we observed an important

increase in circulating ASAT in animals after reperfusion and

for the first few days post-transplant. Interestingly, we noted

lower levels of ASAT in the blood of animals transplantedwith

kidneys preserved with oxygen.

These results indicate a better preservation quality with

active oxygenation, allowing the kidneys to better withstand

the stresses of preservation and recover faster from ischemia-

reperfusion injury and resume an appropriate level of function.

In our hands, the pig autotransplantation model showed

a high degree of correlation between preservation quality and

chronic outcome [27]. To evaluate whether active oxygenation

during preservation could have long-lasting consequences for

kidney grafts, we investigated the histologic features of the

kidneys at the end of the follow-up (3 mo).

We first measured the extent of interstitial fibrosis, the

unavoidable feature of chronic graft loss [28]. Using anatomo-

pathologic techniques similar to those of the clinic, we showed

a significant reduction in the extent of fibrosis in kidneys

preserved by oxygenatedMP comparedwith kidneys preserved

without oxygen. This demonstrates that oxygenation during

preservation prevents the development of tissue fibrosis in

our model.

In an attempt to further understand the protective effect of

oxygen, we investigated markers for chronic damage mech-

anisms linked to the development of fibrosis: epithelial to

mesenchymal transition and chronic inflammation.

Epithelial tomesenchymal transition regroups the series of

steps leading epithelial cells to differentiate toward mesen-

chymal cell phenotypes, in which they lose their polarized,

anchored, and quiescent features cell for an unpolarized,

mobile, and fast-proliferating phenotype, intended to repo-

pulate an injury tubule. If deregulated, for instance in the

context of chronic graft injury, this process is believed to lead

to the differentiation of fibroblasts and promote fibrosis [19].

In the present study, we investigated the expression at the

tissue level of two typical markers of EMT: vimentin, a struc-

tural component of intermediate filaments in mesenchymal

cells cytoskeleton, and aSMA, element of the mesenchymal

actin skeleton. Using immunohistochemistry, we detected

a high amount of vimentin staining in the kidneys preserved

without oxygenation, whereas levels in oxygenated kidneys

were significantly reduced; further analysis revealed a similar

trend in aSMA staining. These results indicate that the EMT

process started in both groups; however, it was more

advanced in animals transplanted with a kidney preserved

without oxygen, a sign of inferior preservation quality.

We then investigated the extent of chronic inflammation

in these grafts, a process well correlated with fibrosis and

chronic graft loss. Quantification of invading cells, of both the

innate and adaptative immunity subfamilies, revealed no

statistical differences between groups. However, there was

a trend toward a lower degree of adaptative inflammation in

the kidneys preserved with oxygen, which is in accordance

with the other results of this study.

Fig. 3 e Correlation analysis between acute kidney injury markers and outcome. Correlation analysis was performed with

NCSS software. Spearman’s rank and P value are provided for each test. Urinary NGAL (A and B) as well as blood ASAT

(C and D) levels were correlated with serum creatinine levels recorded at day 14 (A and C) and 3 mo (B and D).
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Previous studies on the benefits of MP in our model of DCD

transplantation showed that it was difficult to obtain

discriminating data when attempting to measure the benefits

of MP improvement through optimization of the solution

[18,29]. However, in this study, we demonstrated a notable

improvement with the addition of oxygen, highlighted by

improvement of classical end points such as serum creatinine

and histopathologic measurement, and also by early markers

of injury such as urinary NGAL and serum levels of ASAT.

Interestingly, correlation analysis between these later

markers and serum creatinine at both 14 d and 3 mo post-

transplant show a high Spearman rank. This highlights the

value of measuring early markers of injury for the accurate

evaluation of organ quality, and furthermore confirms the

critical role of ischemia-reperfusion injury in determining the

fate of the organ, in terms of both acute and chronic

outcomes.

These results are at odds with a previous study on

oxygenated MP [14] in which the results did not discriminate

between the groups as clearly as in the present study.

However, that earlier study used porcine kidney auto-

transplantation in which the kidney was not subjected to

warm ischemia, a setting in which cold storage induces only

a limited amount of injury that could easily be reduced by MP

alone, and not profit from the addition of oxygen. Considering

the already beneficial effects of MP over cold storage, it is

possible that demonstration of further improvement of MP by

oxygenation can be done only in a model with a high level of

injury, such as the one used here. We use 60 min warm

ischemia in this study to mimic as closely as possible the

conditions of DCD classes I and II according to the Maastricht

classification. As opposed to class III, the controlled DCD

found in most current MP trials, classes I and II are subjected

to extended warm ischemia time. Because these donors

represent a possible 40% increase in the donor pool, we

focused our efforts in defining the best possible mean of organ

preservation in this particular setting.

Furthermore, the addition of a period of warm ischemia

beforeMP induces severe hypoxia in the organ, whichmay not

have been encountered in themodel used byGallinat et al. [14],

in which the kidneywas set on themachine immediately after

collection, and thus was submitted to only a mild degree of

hypoxia. In this instance, oxygenated MP could be of partic-

ular value for organs from DCD, which are subjected to such

a period of severe warm hypoxia.

More studies are needed to determine which of these

possibilities is the most accurate: for instance, using condi-

tions mimicking marginal donors, in which kidneys show

a high degree of lesion but remain oxygenated.

In conclusion, organ preservation remains an open area of

research, because little is known about the mechanisms

taking place during the period of transport that is unavoidable

inmost transplant settings. It is has become increasingly clear

that metabolic reactions take place and that they need oxygen

to function properly, because without it the organ will fair

poorly. Previous work from our team showed similar results

when delivering oxygen during static storage, using a dedi-

cated carrier [30]. Other studies of oxygen during preservation

also showed improved organ quality, notably through

increased production of adenosine triphosphate during the

hypothermic phase [12]. Although it is likely that a similar

mechanism took place during our study, we could not verify it.

Such analyses were not compatible with our setting, because

iterated tissue sample collection during MP would alter the

perfusion conditions. Moreover, we voluntarily limited the

scope of this study to obtain proof of concept, a required

element in the setting of extended large animal studies. There

is a strong need for further investigation into the intricacies of

hypothermic preservation and oxygen use, which would lead

to the development of new tools to improve preservation

quality, and thus permit the use of more marginal organs.

In the present study, we determined in a preclinical model

of DCD kidney transplantation, allowing for a high degree of

translatability to the clinic, the benefits of active oxygenation

during hypothermicMP. Kidneys providedwith oxygen during

preservation will display the signs of higher quality, resume

function faster in the first 2 weeks with lower serum creati-

nine peaks, and return to levels close to pre-transplant.

Furthermore, in terms of outcome, the typical lesions of

chronic graft loss are reduced, which confirms better preser-

vation of the tissue and improved ability to recover from the

damage of ischemia-reperfusion. Oxygen delivery during

preservation thus appears to be valuable for highly damaged

organs and offers an important therapeutic tool for transplant

teams faced with decreased quality of donor organs. The

combined development of more accurate tools to measure

graft quality early and advances in organ storage strategies

such as the use of additives and active oxygenation could lead

to customization of graft storage, providing the most adap-

tative conditions depending on the need of the organ, as

proposed in Figure 4.
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2.1. Introduction 

L’extension du nombre de greffons à ceux issus des donneurs à critères élargis et des 

DDAC a fait repenser les méthodes de préservation afin d’optimiser l’utilisation de ces 

organes particulièrement fragiles. Les MPH qui permettent la circulation d’une solution de 

préservation dans le greffon, ont montré des bénéfices cliniques avec une diminution des taux 

de NFP et de RRF chez les donneurs marginaux et de RRF chez les DDAC. Ces bénéfices 

sont à mettre en balance avec le coût du matériel. Il est donc important de déterminer chez 

quel patient son utilisation est la plus bénéfique. Il existe par ailleurs un certain nombre de 

complications lors de la perfusion en machine nécessitant d’autant plus de justifier son 

utilisation.  

L’utilisation d’une solution de préservation hypothermique permet la réduction du 

métabolisme de l’organe et son besoin en oxygène. La persistance d’un métabolisme résiduel 

d’environ 10% entraîne néanmoins une hypoxie, source importante de lésions du greffon au 

cours de la préservation. Les techniques de supplémentation en oxygène, telles que 

l’utilisation des perfluorocarbones ou la persufflation, se sont ainsi développées. Des travaux 

récents ont suggéré l’intérêt d’une préservation en présence d’oxygène et particulièrement lors 

de la préservation en machine de perfusion. D’autres études précliniques utilisant la Kidney 

Assist (Organ Assist BV, Groningen, Pays-Bas) n’ont pas permis de répondre clairement 

quant à l’intérêt de cette technique.  

L’objectif de ce travail était donc d’étudier l’intérêt de l’oxygénation de la solution de 

préservation en utilisant la Kidney Assist et un modèle porcin d’auto-transplantation rénale 

mimant les conditions de DDAC. 
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2.2. Matériel et méthode (synthèse) 

 Le protocole a été mené en respectant la réglementation du Ministère de l’Agriculture, 

de l’Institut National pour la Recherche Agronomique et du comité régional d’éthique sur 

l’expérimentation animale. 

Les animaux utilisés étaient des porcs Large White mâles, âgés de 3 mois et pesant 30 à 35kg. 

Le modèle d’auto-transplantation rénale a été largement éprouvé au sein du laboratoire. Le 

rein gauche était explanté après 60 minutes d’ischémie chaude suite au clampage du pédicule 

vasculaire rénal. Il était immédiatement lavé par une solution hypothermique de KPS-1 puis 

préservé 22 heures en machine Kidney Assist. Deux groupes ont été étudiés : préservation 

avec oxygène et préservation sans oxygène. Chaque groupe était composé de 4 animaux 

(n=4). A l’issu de cette préservation, le rein était réimplanté chez l’animal donneur après 

néphrectomie controlatérale, selon un protocole standardisé. Le suivi était de 3 mois.  

2.3. Résultats  

2.3.1. Paramètres de perfusion 

L’étude des paramètres de perfusion en machine (débit de perfusion, résistance et 

température) n’a pas mis en évidence de différence significative entre  les deux groupes. 

2.3.2. Reprise de fonction 

Au cours des deux premières semaines suivant la greffe, le groupe sans oxygène 

présente un pic de créatininémie à Jγ (autour de 1β00µmol/L) suivi d’un plateau jusqu’à J5 

avant d’amorcer sa décroissance à J7. Le même pic de créatininémie est retrouvé à J3 pour le 

groupe avec oxygène mais avec une concentration plus faible (autour de 800µmol/L) et une 

décroissance plus précoce à J5. L’aire sous la courbe était statistiquement plus petite pour le 

groupe avec oxygène. 
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L’étude de la concentration urinaire de NGAL au cours de la première semaine retrouve dans 

les deux groupes un pic à J1. Il existe un plateau dans le groupe sans oxygène alors que le 

groupe avec oxygène présente une décroissance significative dès J3. 

L’étude de la concentration plasmatique d’ASAT au cours des 3 jours post-greffe montre un 

pic à J2 (autour de 300UI/L) puis une décroissance dès J3 pour le groupe sans oxygène. Le 

pic à J2 est plus faible pour le groupe avec oxygène (120UI/L). 

2.3.3. Fonction à long terme 

A 3 mois post-transplantation, la créatininémie est statistiquement plus faible dans le 

groupe avec oxygène et plus proche des valeurs physiologiques. La protéinurie est également 

significativement plus faible et plus physiologique pour le groupe avec oxygène.  

2.3.4. Analyses histologiques à 3 mois 

On retrouve significativement moins de fibrose au niveau des reins préservés avec 

oxygène (environ 10%) que sur les reins préservés sans oxygène (25%). 

Les marqueurs de la TEM, classiquement associés aux lésions de fibrose, ont été analysés. La 

quantification du marquage de la vimentine est superposable à celle de la fibrose (24% pour le 

groupe sans oxygène contre 9% pour le groupe avec oxygène, différence significative) tout 

comme celle de l’α-smooth muscle actin (α-SMA) dans de moindre proportion (14,2% pour le 

groupe sans oxygène contre 8,8% pour le groupe avec oxygène, résultat non significatif). 

La fibrose étant souvent associée à l’inflammation, nous avons étudié le niveau d’infiltration 

des cellules inflammatoires au sein du tissu rénal avec les monocytes-macrophages comme 

marqueurs de l’immunité innée et les lymphocytes T comme marqueurs de l’immunité 

adaptative. Il existe ainsi une infiltration plus importante dans le groupe sans oxygène mais 

cette tendance n’est pas significative. 
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2.3.5. Etude de la corrélation entre les marqueurs de lésions d’IR et les paramètres 

fonctionnels 

Nous avons constaté que la concentration de NGAL dans les urines à J5 post-greffe 

était statistiquement corrélée au devenir précoce et à distance du greffon, tout comme la 

concentration  précoce d’ASAT à J1. Ces données confirment que la sévérité des lésions d’IR 

et la qualité de la préservation sont intimement corrélées au devenir du greffon. 

2.4. Discussion 

Dans ce travail, nous avons étudié le bénéfice de l’apport d’oxygène sur le greffon 

rénal issu de DDAC conservé en MPH Kidney Assist. Des études préalables ont montré un 

bénéfice de son utilisation par rapport à la conservation statique avec la solution UW, d’autant 

plus que la pression de perfusion était de 20 à 30mmHg. Nous avons donc appliqué ce régime 

de pression, avec ou sans oxygène, sur un modèle porcin d’autogreffe. Ainsi, nous nous 

affranchissions du biais induit par l’utilisation des immunosuppresseurs et la seule variable 

était l’utilisation ou non de l’oxygène. Ce modèle porcin mime les conditions cliniques de 

DDAC de façon moins proche que les modèles de CRN ou de RIS présentés préalablement. Il 

se limite en effet à  une ischémie chaude de 60 minutes par clampage du pédicule vasculaire 

rénal. Ce modèle permet néanmoins l’étude des conditions d’intérêt en limitant le nombre 

d’animaux, ce qui se justifie sur les plans éthique et économique.  

Concernant les suites précoces, les bénéfices de l’oxygénation s’observent dès le troisième 

jour post-transplantation avec un pic de créatininémie plus bas et un retour plus rapide aux 

taux physiologiques. Dans le groupe sans oxygène, la créatininémie ne retrouvait jamais son 

niveau de base.  

Par ailleurs, la concentration urinaire de NGAL a été mesurée au cours de la première 

semaine. NGAL est exprimé par les cellules épithéliales des tubules rénaux et sa présence 
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dans les urines est corrélée au niveau de lyse cellulaire au moment de la reperfusion. Il s’agit 

ainsi d’un marqueur d’intérêt dans le diagnostic des lésions rénales aiguës. Nous avons 

constaté une augmentation rapide du taux urinaire de NGAL à J1 dans les deux groupes, 

témoignant d’un wash out des débris cellulaires à la reprise de diurèse. Le groupe avec 

oxygène a cependant plus rapidement normalisé sa concentration de NGAL, du fait 

probablement d’un niveau lésionnel plus faible. 

Pour évaluer la qualité du greffon rénal, nous avons étudié la concentration plasmatique 

d’ASAT, enzyme habituellement dosée dans le cadre de l’évaluation de la fonction hépatique 

mais également produite par les cellules rénales et dont l’augmentation traduit une souffrance 

rénale. Dans nos conditions expérimentales, la concentration d’ASAT circulant était 

augmentée après la reperfusion et au cours des premiers jours suivant la greffe. Cette 

concentration était néanmoins plus basse dans le groupe avec oxygène.  

Ces résultats sont en faveur d’une  meilleure préservation avec oxygénation. 

Il existe une forte corrélation entre la qualité de préservation et le devenir à long terme du 

greffon. Le suivi de 3 mois avec analyse histologique est intéressant dans ce contexte. 

Lepourcentage de fibrose était plus faible chez les reins conservés avec oxygène. 

L’oxygénation au cours de la préservation prévient donc le développement des lésions de 

fibrose. Pour comprendre cet effet protecteur, nous avons étudié les marqueurs de la TEM et 

de l’inflammation chronique, phénomènes en lien avec le développement de la fibrose. 

La TEM est un processus au cours duquel la cellule épithéliale va se dédifférencier en cellule 

mésenchymateuse et perdre ainsi ses caractéristiques (polarité, ancrage) pour devenir une 

cellule proliférant rapidement et tentant de réparer les lésions tubulaires. Au cours des lésions 

chroniques du greffon, ce processus est déréglé et conduit à la production de fibroblastes et à 

la génération de fibrose. La vimentine et l’α-SMA sont des marqueurs classiques de la TEM. 

En immunohistochimie, une quantité plus importante de vimentine a été détectée chez les 
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reins préservés sans oxygène. Cette même tendance s’observe pour la quantité d’α-SMA. Ces 

résultats indiquent que le processus de TEM est amorcé dans les deux groupes mais de façon 

moins importante dans le groupe avec oxygène traduisant une meilleure préservation.  

L’étude de l’inflammation chronique ne retrouve pas de différence significative entre les 

groupes. Il existe cependant une tendance à une infiltration tissulaire moins importante par les 

cellules de l’immunité adaptative dans le groupe avec oxygène. 

L’addition d’oxygène en machine de perfusion apporte donc un bénéfice incontestable, 

mesurable sur les paramètres classiques que sont la créatininémie et les lésions histologiques 

et également sur les concentrations urinaires de NGAL et plasmatiques d’ASAT, avec une 

excellente corrélation. Cela souligne l’intérêt de la mesure précoce de ces marqueurs dans 

l’évaluation de la qualité du greffon et le rôle indiscutable des lésions d’IR dans son devenir à 

court et long termes.  

Une étude préalable n’a pas montré de clair bénéfice à l’utilisation de la machine de perfusion 

avec oxygénation. Dans ce protocole les reins ne subissaient pas d’ischémie chaude. On peut 

donc supposer que les lésions induites étaient facilement corrigées par la conservation 

dynamique seule et que les greffons ne profitaient pas de l’addition d’oxygène. Des lésions 

plus importantes sont nécessaires pour que les résultats soient discriminants, ce pourquoi nous 

avons mimé les conditions de DDAC avec ischémie prolongée. C’est donc pour cette 

catégorie de donneurs que l’utilisation de la machine de perfusion avec oxygénation semble 

bénéfique et légitime aux vus des coûts engendrés.  

La période de conservation ex vivo est une étape incontournable dans le processus de 

transplantation des reins issus des donneurs décédés. Si une grande partie des phénomènes se 

déroulant au cours de cette phase de préservation reste inconnue, il apparaît clairement que 

des réactions métaboliques se poursuivent, requérant de l’oxygène. La nécessité de 

supplémenter les solutions de préservation avec de l’oxygène semble ainsi évidente. Des 
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études préalables ont montré un bénéfice à l’addition d’un transporteur d’oxygène en 

préservation statique et notamment par l’augmentation de la production d’ATP. Cela est 

probablement également le cas dans notre étude. Nous n’avons cependant pas pu le prouver, 

le prélèvement itératif d’échantillons tissulaires au cours de la préservation en machine 

pouvant altérer les conditions de perfusion. Un large champ d’investigation sur la 

conservation hypothermique et l’utilisation d’oxygène reste ainsi à explorer afin d’élargir 

l’utilisation des greffons issus des donneurs marginaux.  

2.5. Conclusion 

Dans cette étude, nous avons montré le bénéfice de l’apport d’oxygène durant la 

préservation en MPH sur un modèle porcin d’auto-transplantation rénale mimant les 

conditions de DDAC. Ce modèle préclinique permet une translation rapide des résultats chez 

l’homme. Les greffons préservés avec oxygène sont de meilleure qualité avec une meilleure 

reprise de fonction précoce et des lésions chroniques de fibrose réduites. L’oxygénation active 

au cours de la conservation dynamique serait ainsi une thérapeutique supplémentaire afin 

d’améliorer la qualité des greffons issus des donneurs marginaux. Le développement d’outils 

complémentaires de qualification et d’amélioration des greffons pourrait permettre de 

personnaliser la conservation du greffon en fonction de la sévérité de ses lésions. 
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3. Intérêt de la curcumine en préservation statique 

Cyclodextrin curcumin formulation improves outcome in a preclinical pig model 

of marginal kidney transplantation.   

Thuillier R, Allain G, Giraud S, Saintyves T, Delpech PO, Couturier P, 

Billault C, Marchand E, Vaahtera L, Parkkinen J, Hauet T.  

Am J Transplant. 2014 May;14(5):1073-83. 
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Decreasingorganquality is prompting research toward
new methods to alleviate ischemia reperfusion injury
(IRI). Oxidative stress and nuclear factor kappa beta
(NF-kB) activation are well-described elements of IRI.
We added cyclodextrin-complexed curcumin (CDC), a
potent antioxidant and NF-kB inhibitor, to University
of Wisconsin (UW) solution (Belzer’s Solution, Via-
span), one of the most effective clinically approved
preservative solutions. The effects of CDC were
evaluated on pig endothelial cells and in an autologous
donation after circulatory death (DCD) kidney trans-
plantation model in large white pigs. CDC allowed
rapid and lasting uptake of curcumin into cells. In vitro,
CDC decreased mitochondrial loss of function, im-
proved viability and lowered endothelial activation.
In vivo, CDC improved function recovery, lowered
histological injury and doubled animal survival (83.3%
vs. 41.7%). At 3 months, immunohistochemical stain-
ing for epithelial-to-mesenchymal transition (EMT) and

fibrosis markers was intense in UW grafts while it
remained limited in the UWþCDC group. Transcrip-
tional analysis showed that CDC treatment protected
against up-regulation of several pathophysiological
pathways leading to inflammation, EMT and fibrosis.
Thus, use of CDC in a preclinical transplantationmodel
with stringent IRI rescued kidney grafts from an
unfavorable prognosis. As curcumin has proved well
tolerated and nontoxic, this strategy shows promise
for translation to the clinic.

Keywords: Antioxidants, graft outcome, ischemia re-
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Introduction

Kidney transplantation is the recommended therapy for

end-stage renal diseases. However, delayed graft function

and late allograft deterioration rates remain high (1),

particularly with marginal donor organs. These are particu-

larly sensitive to ischemia reperfusion injury (IRI) (2), well

defined as having a dramatic impact on short- (3–6) and

long-term (7–9) outcome. Our own work with large white

pig kidney autotransplantation models showed that chronic

fibrosis and subsequent renal failure were dependent on

the severity of IRI (10,11). There is thus a need for novel

therapies against IRI.

The components of IRI are yet to be fully understood.

Reactive oxygen species play a central role (12). Sterile

inflammation takes place (13) where the innate immune
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response induction leads to adaptive immune system

activation (14,15). IRI also negatively impacts capillary

density (16) and increases vascular permeability, encour-

aging the no reflow phenomenon (17,18).

We investigated the potential benefits of curcumin against

IRI. Curcumin displays biological activities relevant to the

prevention of IRI (19): first, a strong antioxidant activity and

scavenging of reactive oxygen and nitrogen species (20);

second, inhibition of nuclear factor kappa beta (NF-kB)

activation (21), a major signal transduction pathway involved

in acute and chronic inflammation (22); and third, inhibition of

other important signaling cascades regulating the inflamma-

tory response, including the phosphorylation of c-Jun N-

terminal kinase and p38 mitogen-activated protein kinases

(MAPKs), and signal transducers and activators of trans-

cription (23). Curcumin displayed anti-IRI renoprotective

properties in experimental models (24–26) and in glomerulo-

nephritis (27) and nephron mass reduction models (28).

Aswithmany antioxidants, useof curcumin is impairedby its

hydrophobic properties. Strategies exist to circumvent this

issue, such as liposomeencapsulation (29). Herein,we used

curcumin complexed with a cyclodextrin (cyclodextrin-

complexed curcumin [CDC] formulation), allowing its use in

aqueous solutions. This formulation was studied for cellular

uptake and suppression of tumor necrosis factor (TNF)-

inducedNF-kBactivity, andwasprovenmoreprotective than

free curcumin in an organic solvent (30). The cyclodextrin

carrier alone did not have any effect in these models.

Herein, we evaluated the potential benefits of CDC in organ

preservation following a step-wise approach: (i) to confirm

cellular uptake of curcumin from CDC and determine the

most efficient dose; (ii) to evaluate the effect of CDC against

in vitro IRI on endothelial cells; (iii) to measure the uptake of

curcumin in pig kidneys preserved inUniversity ofWisconsin

(UW) solution; and (iv) to determine the impact of the CDC

formulation in a kidney autotransplantation model in pigs.

The pig is a particularly interesting animal as its kidney

is multilobular and multipapillar (31,32), with a complex

network of blood vessels suggesting increased sensibility to

IRI, also found in humans but not in mice, rats or dogs.

We combined warm ischemia (WI) with cold storage in

order to mimic the level of damage found in donation after

circulatory death (DCD) organs (9), as this offers the highest

level of discrimination for novel therapies against IRI. A 3-

month follow-up permitted us to evaluate both the early

response of the graft in the first week and the chronic

consequences on outcome (33,34), without the bias of

immunosuppression (35).

Materials and Methods

Curcumin formulation

CDC formulation containing 12mg/mL curcuminwas prepared as previously

described (30). The ratio of cyclodextrin to curcumin in CDC is close to 2:1.

This sterile aqueous solution is stable for 2 years at 2–88C.

Cellular uptake of curcumin

Uptake of curcumin from the CDC formulation was studied with PC3 human

prostate cells and porcine proximal tubular epithelial cells (LLC-PK1; ATCC,

Manassas, VA). CDC formulation was added at different concentrations (0–

250mmol/L) to twomillion cells in suspension or to confluent cellmonolayers

in Hank’s Balanced Salt Solution (HBSS) and incubated at 378C in 5% CO2.

Intracellular curcumin concentration was determined from washed cells by

methanol extraction and absorption spectrophotometry (36).

Efficient dose determination

LLC-PK1 were cultured to confluence in M199 medium and, after washing,

precooled UW (Viaspan; Bristol-Myers Squibb, Rueil-Malmaison, France)

with different concentrations of tested substances was added and cells

were maintained for 20 h at 48C. Survival was evaluated using the ratio of

supernatant/intracellular lactate dehydrogenase (LDH kit, Modular analytics

P; Roche Diagnostics, Meylan, France).

In vitro IR experiments

Primary porcine kidney endothelial cells were used as previously described

(37). Ischemia was induced by incubation for 24 h in hypoxic atmosphere

(95% N2, 5% O2, Bactal 2 gaz Air Liquide, Paris, France) at 48C in UW

solution or UWþCDC (65mmol/L curcumin concentration) solutions. For

reperfusion,wewashed the cells and incubated themwith either citrated pig

whole blood for 2 h or regular culturemedia for 6 h. Nonischemic control cells

were cells cultured in regular media in normoxic atmosphere. Assays were:

(i) real-time quantitative polymerase chain reaction (RTqPCR) (see below); (ii)

ratio of supernatant/intracellular LDH; (iii) mitochondrial succinate dehydro-

genase activity (XTT kit; Roche Diagnostics); and (iv) intracellular ATP

(ATPlite 1step Luminescence Assay kit; Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France),

following the manufacturer’s guidelines. Reactions were quantified by a

spectrophotometer (Victor3; Perkin-Elmer).

In vivo organ collection

Large white male pigs (INRA/GEPA, Surgères, France) were prepared for

kidney autotransplantation as previously described (8) in accordance with

French guidelines of the Ethical Committee for Human and Animal Studies.

Tomimic conditions found inDCDdonors, renalWIwas induced by clamping

the right renal pedicle for 60min with a vascular nontraumatic clamp (9).

Heparin (125 IU/kg) was injected 10min before WI. The kidney was

collected, cold flushed and preserved for 24 h.

Curcumin uptake in preserved kidneys

For determination of tissue concentration of curcumin, kidneys were flushed

and preserved with 1 L of UW solution supplemented with 2mL of the CDC

formulation to a final curcumin concentration of 65mmol/L (UWþCDC).

Needle biopsies were extracted with 50% acetonitrile in 20mmol/L sodium

citrate, pH6.0. Curcuminwasdeterminedby reversephasehigh-performance

liquid chromatography using a Nova-Pak C18 column (Waters, Milford, MA).

Absorbance was monitored at 430nm. These organs were not transplanted.

In vivo surgical procedures and experimental groups

At the end of the preservation, the kidneys were transplanted in the same

animal and the left kidney was nephrectomized to mimic nephron mass in

transplanted situations. Time for anastomosis was 30� 5min, blood loss

was minimal, hemodynamic parameters were identical in all animals and no

postoperative complication was observed. Two groups were studied: UW,

kidneys preserved in UW (flushþpreservation, 400 and 600mL, respective-

ly; n¼ 12); and UWþCDC, preservation in UW supplemented with CDC

(n¼ 6). Due to the low survival rate in the UW group, more animals had to be

used to obtain a large enough sample size at 3 months to allow proper

statistical analysis. Controls for the RTqPCR analysis were sham-operated

animals, with all surgical procedures except kidney WI, collection and
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transplantation, permitting comparison of experimental samples with age-

matched samples subjected to surgery alone (n¼ 6).

Graft function and histopathology

Pigswere placed in ametabolic cage for blood and urine sampling for the first

week posttransplantation and subsequently at days 11, 14 andmonths 1 and

3. Serum creatinine levels were measured on a Roche Modular analyzer

(Roche Diagnostics) using the Jaffe colorimetric method. Area under the

curve (AUC) was determined using the trapezoidal rule (9). Corticomedular

samples were obtained at day 7 with echo-guided needle biopsies (16G) in

pigs under gas anesthesia. Samples were frozen or fixed in 10% formalin

and embedded in paraffin. All sections were examined under blind

conditions by a pathologist. Brush border loss and endoluminal detachment

were assessed using a previously used semi-quantitative 6-point scale

(38,39): 0, no abnormality; 1, mild lesions affecting less than 25% of kidney

samples; 2, lesions affecting 25–50%of kidney samples; 3, lesions affecting

51–75% of kidney samples; 4, lesions affecting more than 75% of kidney

samples; 5, extensive necrosis and renal damage. Quantitative determina-

tion of interstitial invasion was adapted from Banff classification (40): 0, no

mononuclear inflammatory cell in tubules; 1, foci with 1–4mononuclear cells

per tubular cross-section or 10 tubular cells; 2, foci with 5–10 mononuclear

cells per tubular cross-section; and 3, foci with more than 10 mononuclear

cells per tubular cross-section.

For immunohistochemical determination of epithelial-to-mesenchymal transi-

tion (EMT), vimentin (Cell Marque, Rocklin, CA) and a-smooth muscle actin

(aSMA; Dako, Trappes, France) antibodies were used, and for the determina-

tion of immune cell invasion, ED1 antibodies (SouthernBiotech, Birmingham,

AL) were used to detect monocytes and macrophages, and CD3 antibodies

(CellMarque) to detect T lymphocytes. Signal quantificationwas conducted in

silico for EMT markers or cells were counted for immune invasion, on 7–10

high-powered fields (�100). A standard procedure was used to estimate the

level of tubulointerstitial fibrosis using Picro-Sirius staining (41).

Real-time PCR

Endothelial cells or cortical samples taken at 3 months posttransplantation

were stored frozen then analyzed. We used Trizol for RNA extraction (Fisher

Scientific, Illkirch, France). Genomic DNA was removed using DNA-free kit

(Applied Biosystems, Courtaboeuf, France) and first-strand reverse tran-

scription (Applied Biosystems) was performed. Real-time PCR assays were

performed on an ABI Prism 7300 (Applied Biosystems). Ribosomal mRNA

L19 was used as housekeeping gene. Porcine primers (Table S1) were

designed using OligoPerfect TM (Invitrogen, Grand Island, NY). Expression

level was obtained with the 2(�DDCt) method. Results are displayed as

expression levels compared to control.

Statistical methods

For the statistical analysis among groups, we used NCSS software (NCSS

LLC, Kaysville, UT) and two-sample t-test analysis in case of normality

(Skewness, Kurtosis and Omnibus tests) and equality of variance (Modified-

Levene Equal-Variance Test) and Mann–Whitney U-test in case these

parameters were not met. Survival analysis was performed using Kaplan–

Meier analysis and log-rank test. Statistical significance was accepted for

p< 0.05.

Results

CDC causes efficient curcumin uptake in cells

Curcumin uptake from the CDC formulation was studied

with LLC-PK1 renal tubular cells and PC3 prostate cancer

cells to reveal possible cell-specific effects. Similar dose

response and high uptake levels were observed with both

cell lines, corresponding to 8–10 nmol/106 cells at 60mmol/

L curcumin concentration (Figure S1A). Curcumin uptake

was rapid, with maximum uptake reached after 5min

(Figure S1B). The saturation displayed at high concen-

trations indicated an apparent Kd value of 100–200mmol/L.

Uptake in the hypoxia/hypothermia model was evaluated

using fluorescent microscopy, based on the enhanced

fluorescence of curcumin after cellular uptake (Figure S2).

We observed efficient uptake during the hypoxia/hypother-

mia phase, remaining constant until 24 h. Curcuminwas still

detected in the cells after 6 h of reperfusion. These data

indicate that CDCdelivers curcumin efficiently into different

cells and that cellular curcumin levels aremaintained during

the cold preservation and early reperfusion phase.

Determination of the efficient dose of CDC in vitro

We first determined dose response of CDC formulation and

theeffect of cyclodextrin alone inprotection of LLC-PK1cells

against hypothermic stress (Figure S3). Efficient protection

was obtained at a wide range of CDC concentrations

corresponding to 3–100mmol/L curcumin, whereas free

cyclodextrin at concentrations up to 100mmol/L did not have

significant effect. In the remainder of the study we used

CDC at a final concentration corresponding to 65mmol/L

curcumin, which was well in the protective range.

CDC benefits against in vitro IRI

Primary endothelial cells, the first targets of IRI, were

subjected to 24-h cold hypoxia in UW solution, with or

without CDC. At the end of this phase, there was clearly

less LDH in the supernatants of UWþCDC cells (Figure 1A,

p¼ 0.046 vs. UW), and these cells showed higher

mitochondrial activity (Figure 1B, p< 0.001 vs. UW).

To evaluate the response to reperfusion,we transferred the

cells to a normoxic atmosphere and replaced the UW with

citrated pig blood. After 2 h, cells displayed increased

mitochondrial activity, significantly higher in UWþCDC

cells (Figure 1C, p¼ 0.003 vs. UW). These cells also

displayed a near doubling of the intracellular ATP concen-

tration (Figure 1D, p¼ 0.001 vs. UW). Transcriptomic

analysis after 2 h of reperfusion in blood showed that

UWþCDC cells had significantly lower expression levels

for surface markers Toll-like receptor 4 (TLR4) (p¼ 0.010),

P-selectin (p¼ 0.014) and ICAM1 (p¼ 0.025), as well as

cytokines TNFa (p¼ 0.003) and MCP1 (p¼ 0.017;

Figure 1E). There was no difference in expression for the

stress marker Hsp70.

Preclinical testing of DCD benefits in vivo

Curcumin uptake in preserved kidney: Curcumin

uptake during flush and cold storage with UWþCDC

(Figure S4) showed levels in the kidney cortex averaging

63mmol/kg at the end of flush and remaining stable for 4 h

Curcumin Improves Graft Outcome
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(about 59mmol/kg). The levels then decreased with time,

reaching 21mmol/kg at 8 h and 10mmol/kg at 24 h.

Curcumin was thus present in the kidney tissue for the

full duration of cold preservation.

Recovery of function: In the pig model of kidney

transplantation, pigs were housed in a metabolic cage

during the first week posttransplantation permitting close

postoperative surveillance. Recovery of urine production

was estimated as an output of more than 300mL/day.

Five animals (83%) in the UWþCDC group and two

animals (17%) in the UW group recovered urine production

by the day 2 (p¼0.005). Three animals in the UW group did

not recover diuresis during the first week, equivalent to

primary nonfunction in this model. Histopathological

evaluation of these kidneys showed extensive necrosis

and tubulitis. Themajority (75%) of animals in theUWgroup

recovered diuresis by the day 5 (Table 1).

Animals transplanted with kidneys preserved with UW or

UWþCDC showed similar increase in serum creatinine

levels until day 3. Thereafter, the UW group had higher

average creatinine values and displayed a more variable

outcome (Figure 2). In the UWþCDC group, there was one

nonfunctioning graft during the first week but all other

grafts recovered function with slowly decreasing creatinine

values until day 14 (Figure 2).

Creatinine valueswere significantly lower in the CDCþUW

group on day 5 (p¼ 0.004), day 7 (p¼ 0.001), day 11
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Figure 1: In vitro evaluation of endothelial cell resistance to IRI. To mimic IRI, primary porcine endothelial cells underwent 24h of cold

hypoxia in UW, with or without supplementation of CDC, followed by reoxygenation/rewarming in porcine blood (2h). (A, B) Supernatant

lactate dehydrogenase (LDH) andmitochondrial activity (XTT test) at the end of hypoxia. (C, D, E)Mitochondrial activity (XTT test), intracellular

ATP content and transcriptomic activity in cells subjected to 2h of reoxygenation in blood. Controls are nonischemic cells incubated in regular

medium and atmosphere for a similar length of time. Shown are mean�SD; �p<0.05; n¼3. CDC, cyclodextrin-complexed curcumin; IRI,

ischemia reperfusion injury; TLR4, Toll-like receptor 4; TNF, tumor necrosis factor; UW, University of Wisconsin.

Table 1: Recovery of diuresis in UW and UWþCDC groups

Day 1 Day 2 Day 3 Day 4 Day 5 Day 6 Day 7

UW 0/12 2/12 4/12 8/12 9/12 9/12 9/12

UWþCDC 0/6 5/6� 5/6� 5/6 5/6 5/6 5/6

Shown is the number of animals recovering diuresis on a given day,

over the total number of animals in this group. �p<0.05. CDC,

cyclodextrin-complexed curcumin; UW, University of Wisconsin.
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(p¼0.014) and day 14 (p¼ 0.014) posttransplantation, and

superior recovery was confirmed by AUC analysis,

expressing in one value the intensity of function loss

following transplantation and the rate at which the kidney

recovers afterward (p¼0.018).

Early tissue damage: Histological evaluation of loss of

brush border and cell detachment, typical features of IRI, in

day 7 biopsies revealed a lower damage score for both

markers in the UWþCDC group (Table 2, p¼ 0.009 vs. UW

for endoluminal detachment).

Late outcome of kidney grafts: Mortality was due to

nonfunctioning grafts and euthanasia of the animals

developing severe uremia. In the UW group, three animals

showed primary nonfunction after 1 week and had to be

euthanized in accordance with bioethical regulations. Four

more animals in the UW group had to be euthanized due to

graft failure during follow-up (three at day 21 and one at day

28), defined as the inability to lower serum creatinine levels

and general poor health. Thus, only five animals survived

until 3 months (42% survival). In the UWþCDC group, one

animal was lost due to primary nonfunction during the first

week, while all other animals survived until the end of the

follow-up (83% survival; Figure 3A).

Surviving animals in the UW group displayed poor kidney

function, evidenced by clearly elevated serum creatinine

levels at 1 and 3months (Figure 3B). In contrast, UWþCDC

animals presented clearly lower creatinine levels (p< 0.001

at both 1 and 3 months).

Inflammatory status at 3 months was evaluated by

immunohistochemistry for ED1, a marker of macrophages

and monocytes, and CD3, a marker of T lymphocytes

(Figure 3C and D, respectively) on kidney cortical samples.

UW kidneys were prone to chronic inflammation by both

innate and adaptive immune cells, while curcumin supple-

mentation significantly reduced this chronic invasion

(p¼0.025 for ED1, p¼ 0.033 for CD3).

Late injury development: Long-term graft quality was

investigated for the development of chronic lesions such as

EMT and interstitial fibrosis. EMT is a well-described

pathological event leading to fibrosis development, while

fibrosis is the main feature of late graft loss. We estimated

the extent of EMT through immunostaining for vimentin

(Figure 4, top) and aSMA (Figure 4, bottom). Quantification

revealed considerable development of EMT in UW kidneys

at 3 months, while UWþCDC kidneys showed baseline

levels (p¼ 0.033 for vimentin, p¼ 0.025 for aSMA).

Evaluation of tissue fibrosis revealed strong interstitial

fibrosis development in UW grafts while UWþCDC grafts

did not show staining above baseline (p¼ 0.025, Figure 5).

Spearman’s correlation coefficient between the use of
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Figure 2: Function recovery postreperfusion. Serum creatinine was measured in pigs transplanted with kidneys preserved in UW or

UWþCDC solutions. Sampleswere obtained fromdays 1 to 14 posttransplantation. (A) Serumcreatinine evolution during the first 2weeks.

(B) Calculated area under the curve for serum creatinine in the first 2 weeks. Shown are mean�SD; �p<0.05; n¼12 for UW and n¼6 for

UWþCDC. CDC, cyclodextrin-complexed curcumin; UW, University of Wisconsin.

Table 2: Typical ischemia reperfusion injury histological lesions, brush border loss and endoluminal detachment were assayed for UW and

UWþ curcumin groups after 7 days posttransplantation

Histological score at day 7

Groups Brush border loss Endoluminal detachment Immune infiltration

UW 4.5�0.7 4.4�2.9 3.1�2.9

UWþ curcumin 2.7�1.2� 0.4�1.2� 0.2�0.5�

Scale: 0, no abnormality; 1, mild lesions affecting less than 25% of kidney samples; 2, lesions affecting 25–50% of kidney samples; 3,

lesions affecting 51–75% of kidney samples; 4, lesions affecting more than 75% of kidney samples. Shown are mean�SD. Statistics:
�p<0.05 to UW. n¼5. UW, University of Wisconsin.
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curcumin and the level of fibrosis at 3 months was �0.85

(R2¼0.71, p¼ 0.008).

Gene expression profiling: To gain insight into the

molecular mechanisms playing a role in the graft injury and

the protective mechanisms of curcumin treatment, we

performed RTqPCR analysis. UW grafts showed increased

expression levels of pro-fibrotic genes PAI-1, vimentin and

S100A4, while the expression appeared lower in UWþ

CDC organs (Figure 6A). UW grafts also displayed higher

expression of pro-inflammatory genes interleukin-1 recep-

tor agonist (IL-1Rn) and complement C3, seemingly

suppressed in UWþCDC kidneys (Figure 6B and C,

correspondingly). Lower expression in UWþCDC grafts

was also observed for the oxidative stress marker

p47phox, a component of the NADPH oxidase, and

increased expression of relaxin, an anti-apoptotic protein

(Figure 6D).

Discussion

Herein, we show that addition of a CDC formulation to the

preservation solution during cold storage can improve

recovery both in vitro and in vivo, with benefits on acute

outcomes such as function, histology and inflammation,

and on late outcomes with higher survival and reduction of

chronic graft fibrosis.

In vitro, curcumin was rapidly taken up from the CDC

complex with cellular concentrations several fold higher

than in the medium, indicating efficient uptake. The effect

of cyclodextrins on cellular uptake of hydrophobic drugs is

based on interplay between enhanced drug solubility

enabled by the cyclodextrin complex and the availability

of free drug for cell entry (42). Dilution is generally

considered the main driving force for drug liberation from

cyclodextrin complexes (43), a process that apparently

takes place in our models.

At the end of in vitro cold hypoxia, cells preserved in

UWþCDC showed less necrosis and a higher mitochon-

drial activity, suggesting that curcumin inhibits deleterious

pathways induced by cold hypoxia. NF-kB can be activated

by ischemic conditions, as decreased oxygen tension

affects the activity of prolyl hydroxylases, being in charge

of attenuating IKKb, amain inhibitor of NF-kB (44). Inhibition

of IKKb phosphorylation/inactivation by curcumin (21) is

likely responsible for protection against this pathway. Upon

reperfusion, cells displayed a swifter recovery of mitochon-

drial activity, associated with higher levels of intracellular

ATP. Thus, maintenance of cell integrity by curcumin also
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possibly involves protection against uncoupling of the

respiratory chain. The role of curcumin against oxidative

stress (20,45,46) is also potentially involved (47).

RTqPCR conducted after reperfusion revealed lower

expression of TLR4, P-selectin and ICAM1 in the endothe-

lial cells kept in UWþCDC during hypoxic hypothermia.

These cell surface receptors are associated with the

induction of inflammation and immune cell invasion post-

IR (48). Expression levels of pro-inflammatory cytokines

TNFa and MCP1 were also reduced, confirming the ability

of the curcumin treatment to lower endothelial activation

after IR. The NF-kB inhibitory property of curcumin is

presumably associated with these effects; however, other
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pathwaysmay be involved, such as the p38MAPKpathway,

responsible for inflammation post-IR (49,50) and inhibited

by curcumin (23).

For in vivo testing of the CDC formulation, we used a pig

model of kidney transplantation reproducing conditions of

DCD as closely as possible. CDC in UW led to tissue levels

of curcumin of about 60mmol/kg after flush of the graft.

According to in vitro data, this level should be in the

effective range of curcumin. The decrease in the tissue

level during static cold preservation suggests that curcumin

may be utilized in antioxidant reactions, the main degrada-

tion product of curcumin being vanillin and ferulic acid

derivatives, both antioxidants (51).

In this model, our observation of earlier recovery of urine

production associated with a lower AUC of serum

creatinine suggests a better quality of the organs in the

curcumin-treated group. Moreover, the decreased propor-

tion of animals showing primary nonfunction or graft failure

(7/12 in the UW group vs. 1/6 in the UWþCDC group),

together with histopathological findings of a decrease in

loss of brush border and endoluminal detachment, support

the conclusion that the treatment decreased the impact of

IRI on these organs.

Three-month follow-up permitted us to assess the con-

sequences of IRI on late outcome. Animal survival revealed

the inadequacy of UW to prevent injury when faced

with high levels of IRI. However, addition of the CDC

formulation to the preservation solution improved survival

from 42% to 83%, suggesting that the protection provided

by curcumin is enough to prevent most late IR-related

injuries. Surviving UW animals showed poor kidney

function, while UWþCDC animals demonstrated serum

creatinine levels close to pretransplant measurements.

Thus, CDC treatment allowed for long-term protection of

the kidney graft.

We further assessed the long-term outcome by immu-

nohistochemical analysis of immune cell invasion in the

grafts at 3 months posttransplantation. We found both

innate and adaptive immune cells invading the grafts

preserved with UW, even in the setting of autotrans-

plantation. CDC supplementation to UW was able to

significantly reduce the number of invading cells,

conceivably through the protection provided against IRI

in the renal tissue.

We alsomeasured the extent of late kidney lesions through

measurement of EMT, and interstitial fibrosis and tubular

atrophy (IFTA) development, all hallmarks of chronic graft

failure (52,53). Our analysis showed critically reduced IFTA

as well as reduction of staining for the EMT markers

vimentin and aSMA. Correlation analysis showed that the

use of CDC during preservation correlatedwith lower levels

of IFTA. Thus, this treatment protects the grafts against the

late consequences of IRI.

Further analysis by RTqPCR permitted us to determine that

the treated grafts had lower levels of activation of pathways

typically associated with chronic graft loss, such as

inflammation, apoptosis and oxidative stress. Quantifica-

tion of gene expression was in accordance with the

immunohistochemical data, showing higher levels in non-

curcumin-treated grafts. However, this analysis also

revealed that some activation of pathophysiological pro-

cesses, such as fibrosis and EMT, was detectable,

suggesting that the protection offered by UW-CDC was

not complete in our stringent model.

In conclusion, CDC supplementation to preservation

solution is a promising avenue of research for the

improvement of preservation strategies. This strategy

could rapidly bring improvements in the clinic, due to low

level of complexity required to include its use in current

protocols and the good safety record of curcumin and

cyclodextrins, both in preclinical toxicological studies and in

clinical trials (19,43,54). As curcumin treatment did not alter

serum creatinine levels in the first 3 days of reperfusion, it is

possible that it benefits the functional recovery potential of

the cells but may not completely alleviate acute stress

caused by IR. There is thus room for improvement through

combination with other methods, either pharmaceutical

(54) or technological, for instance with machine perfusion

(55–57), in order to reach the highest level of protection

attainable, particularly for fragile organs.
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Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the

online version of this article.

Figure S1: Curcumin uptake by cells. (A) Uptake of

curcumin from the CDC complex by PC3 and LLC-PK1 cells.

CDC was added to different concentration to 2 million cells

in suspension in 1mL of HBSS. Curcumin content in the

washed cells was measured after 15min. (B) Time

dependence of the uptake of curcumin from the CDC

complex. CDC was added at 30mM concentration in HBSS

to PC3 cell monolayers. Fluorescence of the washed cells

was measured after different time points. Shown are

mean�SD, n¼3.

Figure S2: Curcumin uptake during hypoxia/hypother-

mia of endothelial cells.Primary pig endothelial cellswere

cultured on glass slides and kept at 48C/0%O2 for up to 24h

in UW solution with CDC, then regular culture media was

used in normal culture conditions for 6 h. At each time point,

the cells were fixed in 4% formaldehyde, mounted, and

observed on a fluorescent microscope. n¼ 3.

Figure S3: Protection of proximal tubular epithelial

cells against hypothermic injury by CDC formulation in

vitro and lack of efficacy by free cyclodextrin. LLC-PK1

cells were kept at 48C for 20 h in UW solution with CDC

(filled symbols) or free hydroxypropyl-g-cyclodextrin (open

symbols) at different concentrations. Cell injury was

measured by LDH release into the medium. Results are

given as % of control cells kept in UW at 48C for 20 h.

Shown are mean�SD, n¼ 3.

Figure S4: Kidney concentration of curcumin during

cold preservation. Porcine kidneys were flushedwith cold

UWþCDC solution (65mmol/L as curcumin). Repeated

cortical sampleswere collected at the different time points,

and curcumin concentration assayed as described in the

Methods. Shown are mean�SD, n¼ 3.

Table S1: Primer sequences for RTqPCR analysis.
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3.1. Introduction 

Les lésions de fibrose chronique et la détérioration du greffon rénal sont corrélées à la 

sévérité des lésions d’IR. La curcumine présente des propriétés biologiques intéressantes dans 

le cadre de la prévention de ces lésions : une forte propriété anti-oxydante, une capacité 

d’inhibition de la voie de NF-κB et la possibilité d’inhibition d’autres voies impliquées dans 

la régulation de l’inflammation. Des modèles expérimentaux ont par ailleurs mis en évidence 

des propriétés réno-protectives de la curcumine. 

Comme la plupart des antioxydants, l’utilisation de la curcumine est limitée par ses propriétés 

hydrophobes. L’utilisation d’un complexe cyclodextrine-curcumine (CDC) permet son 

utilisation en solution aqueuse. Les capacités d’absorption cellulaire et d’inhibition de la voie 

de NF-κB par ce complexe ont été étudiées. Ses effets protecteurs sont supérieurs à ceux de la 

curcumine seule dans un solvant organique. La cyclodextrine isolée n’a pas d’effet propre 

dans ces conditions. 

Nous avons donc étudié l’intérêt de la curcumine dans la préservation d’organe avec plusieurs 

étapes :  

- Confirmer l’absorption cellulaire du complexe CDC et déterminer la dose la plus 

efficace ; 

- Evaluer les effets du complexe CDC sur les lésions d’IR sur les cellules endothéliales in 

vitro ; 

- Mesurer l’effet de la curcumine sur des reins porcins préservés avec la solution UW ; 

- Déterminer l’impact du complexe CDC sur un modèle d’auto-transplantation rénale 

porcin avec suivi de 3 mois. 

Nous avons associé une ischémie chaude et une conservation statique hypothermique dans le 

but de mimer les lésions retrouvées chez les DDAC, afin d’observer de façon plus 

discriminante les effets potentiels de cette nouvelle thérapie.  
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3.2. Matériel et méthode (synthèse) 

 La solution de CDC contient 12mg/ml de curcumine avec un ratio 2:1 de 

cyclodextrine et de curcumine.  

L’absorption du complexe CDC à différentes concentrations a été étudiée en utilisant des 

cellules prostatiques humaines et épithéliales rénales porcines. La concentration intracellulaire 

était mesurée par spectrophotométrie. 

La dose efficace a été déterminée en mesurant à différentes concentrations la survie des 

cellules après 20 heures à 4°C. 

Un modèle de cellules endothéliales rénales porcines a été utilisé pour l’étude des lésions d’IR 

in vitro. Après 24 heures d’incubation en hypoxie (5% d’oxygène) à 4°C en présence de 

solution UW avec ou sans le complexe CDC, la reperfusion était réalisée avec du sang total 

porcin citraté pendant 2 heures ou en milieu de culture standard pour 6 heures. 

Le modèle d’auto-transplantation rénale était le même que celui décrit dans la précédente 

étude. Le protocole a également été mené en respectant la réglementation du Ministère de 

l’Agriculture, de l’Institut National pour la Recherche Agronomique et du comité régional 

d’éthique sur l’expérimentation animale. 

Une période d’ischémie chaude de 60 minutes était respectée avant prélèvement. Les reins 

étaient ensuite lavés et conservés pendant 24 heures en utilisant 1L de solution UW à 4°C, 

avec ou sans supplémentation par CDC (groupe UW+CDC et groupe UW). Chaque groupe 

était composé de 6 animaux (n=6). Le suivi était de 3 mois.  

Sur des reins non greffés par la suite, l’absorption de curcumine a été évaluée à partir de 

prélèvements tissulaires (biopsies à l’aiguille).  
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3.3. Résultats 

3.3.1. Absorption efficace par les cellules du complexe CDC  

Un niveau élevé et équivalent d’absorption a été mesuré dans les deux lignées 

cellulaires témoignant de l’absence d’effet spécifique du type cellulaire. Cette absorption était 

rapide avec un pic à 5 minutes. 

Dans des conditions d’hypoxie et d’hypothermie, l’absorption cellulaire était constante 

pendant 24 heures et ce taux efficace était encore mesurable 6 heures après reperfusion. 

Ces résultats montrent que le complexe CDC délivre de manière efficace la curcumine quel 

que soit le type cellulaire et que ce taux de curcumine est maintenu pendant la préservation 

hypothermique et à la phase précoce de la reperfusion.  

3.3.2. Détermination de la dose efficace de CDC in vitro 

Une protection efficace a été déterminée pour une concentration de CDC de 3 à 

100µmol/L de curcumine. Dans les suites de ce travail, une concentration intermédiaire de 

65µmol/L a été utilisée. Il n’a pas été déterminé d’effet propre de la cyclodextrine seule. 

3.3.3. Etude des bénéfices du CDC contre les lésions d’IR in vitro 

Après 24 heures d’hypoxie, les cellules endothéliales exposées à la solution UW avec 

CDC ont produit une quantité plus faible de LDH et présentent une activité mitochondriale 

plus élevée de façon significative. 

Après 2 heures de reperfusion avec du sang total porcin citraté, les cellules endothéliales 

expriment toujours de façon significative une activité mitochondriale plus importante dans le 

groupe UW avec CDC. Le dosage d’ATP intracellulaire est également β fois supérieur dans le 

groupe UW avec CDC. L’analyse transcriptomique montre que ces cellules expriment avec 
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des résultats significatifs moins de marqueurs TLR4 à leur surface, de p-sélectine, d’ICAM-1 

et de TNF-α. Le seul résultat non significatif est l’expression du marqueur du stress HSP 70. 

3.3.4. Evaluation préclinique des effets du CDC in vivo 

La concentration de curcumine après lavage des reins était de 65µmol/kg et restait 

stable après 4 heures de conservation. Après 8 heures et à 24 heures, cette concentration 

diminuait progressivement de 21µmol/kg à 10µmol/kg. La curcumine était donc présente dans 

le tissu rénal tout au long de la conservation. 

La proportion de RRF et de NFP était statistiquement supérieure dans le groupe UW. Dans les 

deux groupes le pic de créatininémie s’observait à Jγ avec des valeurs similaires. Par la suite 

l’évolution était plus reproductible chez les animaux du groupe UW+CDC avec une 

décroissance plus rapide et plus proche des concentrations physiologiques de la créatininémie. 

Les lésions étudiées sur les biopsies à J7 (perte de la bordure en brosse, détachement 

cellulaire et infiltration immunitaire) étaient plus faibles dans le groupe UW+CDC. 

Dans le groupe UW, sept animaux ont dû être euthanasiés pour NFP ou défaillance secondaire 

du greffon au cours des 3 mois de suivi.  

Dans le groupe UW+CDC, un seul animal a été euthanasié pour NFP.  

La créatininémie à 1 mois et 3 mois étaient statistiquement plus basses dans le groupe 

UW+CDC.  

L’infiltration macrophagique-monocytaire et lymphocytaire T évaluée sur le tissu cortical à 3 

mois, témoignant du statut inflammatoire chronique, était supérieure dans le groupe UW. 

Les marqueurs de la TEM (vimentine et α-SMA) ont été étudiés. A 3 mois, leur quantification 

était largement supérieure dans le groupe UW par rapport au groupe UW+CDC, pour lequel 

ils étaient proches des valeurs de base. Le pourcentage de fibrose était également 

significativement supérieur dans le groupe UW. 
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Les greffons du groupe UW ont une expression plus élevée des gènes pro-fibrosants 

(plasminogen activator inhibitor-1, vimentine et S100A4) et des gènes pro-inflammatoires 

(IL-1 receptor antagonist, et fraction C3 du complément). Les greffons conservés dans 

UW+CDC exprimaient plus faiblement p47phox, un marqueur du stress oxydatif, et de façon 

plus importante la relaxine, une protéine anti-apoptotique. 

3.4. Discussion 

L’addition d’une solution à base de curcumine au cours de la conservation statique a 

donc des effets bénéfiques sur la récupération des lésions d’IR, in vitro et in vivo. 

In vitro, la curcumine est rapidement effective au sein de la cellule. La cyclodextrine permet 

l’absorption cellulaire des substances hydrophobes en formant un complexe soluble leur 

permettant d’entrer dans la cellule. La substance hydrophobe est alors libérée par phénomène 

de dilution. 

A la fin de la période d’hypoxie, les cellules préservées dans la solution UW avec CDC 

montrent moins de nécrose et plus d’activité mitochondriale, suggérant l’inhibition des voies 

délétères induites par l’hypoxie. La voie de NF-κB est activée en condition d’ischémie. La 

diminution de la pression partielle en oxygène affecte l’activité des prolylhydroxylases qui 

modulent négativement IKKȕ, un inhibiteur majeur de la voie de NF-κB. La curcumine a une 

action protectrice en modulant l’inhibition d’IKKȕ. Au moment de la reperfusion, les cellules 

ont montré une récupération plus rapide de leur activité mitochondriale avec des niveaux 

intracellulaires d’ATP plus élevés. Le maintien de l’intégrité cellulaire est permis par la 

curcumine en protégeant contre le découplage de la chaîne respiratoire. Le rôle de la 

curcumine contre le stress oxydant serait également potentiellement impliqué. 

En fin de reperfusion, le niveau d’expression des cytokines pro-inflammatoires (TNF-α et 

MCP-1) était plus faible dans le groupe UW avec CDC confirmant la capacité de la 

curcumine à diminuer l’activation endothéliale après IR. Ces effets sont probablement dus à la 
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capacité de la curcumine à inhiber la voie de NF-κB. D’autres voies sont sans doute 

également impliquées comme celle de p38 mitogen-activated protein kinase, connue comme 

étant également responsable de l’inflammation post-IR et inhibée par la curcumine.  

Pour l’étude in vivo, nous avons utilisé un modèle porcin d’auto-transplantation rénale 

reproduisant les conditions de DDAC. Comme nous l’avons vu dans l’étude précédente, ce 

modèle est moins proche des conditions cliniques que les modèles de CRN et de RIS 

précédemment décrits mais son utilisation est justifiée pour des raisons éthiques et 

économiques. La dose de CDC ajoutée à la solution UW a permis d’obtenir une concentration 

tissulaire après lavage de 60µmol/kg de curcumine. Selon les données in vitro, ce niveau de 

concentration est efficace. La diminution de la concentration de curcumine dans le tissu rénal 

au cours de la conservation hypothermique suggère son utilisation dans les réactions anti-

oxydantes, les produits principaux de sa dégradation étant les dérivés de la vaniline et de 

l’acide férulique, deux antioxydants.  

Dans nos conditions expérimentales, on observe une meilleure reprise de la fonction rénale 

dans le groupe traité par la curcumine. Ces résultats sont confortés par un pourcentage plus 

faible de NFP, l’absence de défaillance secondaire du greffon et des lésions histologiques 

précoces moins marquées dans le groupe traité avec curcumine.  

Le suivi à γ mois permet d’évaluer les conséquences des lésions d’IR sur le devenir à long 

terme du greffon. La courbe de survie montre que la solution UW seule n’est pas suffisante 

pour préserver les reins ayant subi des lésions sévères d’IR. La supplémentation avec CDC 

permet un taux de survie passant de 42% à 83%, suggérant un effet préventif de la curcumine 

sur les effets majeurs de l’IR. Les animaux du groupe UW ayant survécu avaient une fonction 

rénale médiocre alors que ceux du groupe UW+CDC retrouvaient des créatininémies proches 

de leurs valeurs de base.  
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Nous avons également évalué le devenir à long terme du greffon en étudiant l’infiltration du 

tissu rénal par les cellules du système immunitaire inné et adaptatif. L’addition de CDC 

permet de considérablement diminuer cette infiltration. 

Les lésions tardives du greffon ont été étudiées à travers l’évaluation de la TEM, le 

développement de la fibrose et de l’atrophie tubulaire. Les résultats sont meilleurs dans le 

groupe traité avec curcumine suggérant son effet protecteur sur les conséquences tardives de 

l’IR.  

L’analyse du niveau d’expression des gènes impliqués dans les voies typiquement associées 

avec la perte chronique du greffon que sont l’inflammation, l’apoptose et le stress oxydatif, 

est en accord avec les résultats précédents, à savoir une meilleure protection des reins 

préservés par la solution UW avec CDC.  

3.5. Conclusion 

La supplémentation des solutions de conservation par la curcumine couplée à la 

cyclodextrine est donc une voie d’étude prometteuse. Cette thérapeutique pourrait rapidement 

s’appliquer à la clinique du fait de sa simplicité et de l’existence d’études précliniques et 

cliniques préalables ayant déjà montré sa sécurité d’utilisation. Du fait de la persistance d’une 

ascension de la créatininémie dans les 3 jours suivant la greffe, la curcumine présente un 

bénéfice dans la reprise de fonction mais n’atténue pas totalement les lésions induites par l’IR. 

Il pourrait donc être intéressant d’associer cette technique à d’autres modalités de 

conservation, comme les machines de perfusion, ou à d’autres additifs pharmacologiques afin 

d’obtenir un niveau de protection encore supérieur. 
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1. Justification du travail 

 Face à la pénurie d’organes, les DDAC semblent être une source prometteuse de 

greffons rénaux. Contrairement aux organes issus des DME, ceux issus des DDAC sont 

soumis à une période d’ischémie chaude prolongée et leur prélèvement ne se fait qu’après une 

période de reconditionnement par CRN ou RIS, qui doit être initiée rapidement après la 

déclaration du décès.  

Au sein des différents pays pratiquant les prélèvements chez les DDAC non contrôlés, 

l’utilisation de l’une ou l’autre technique est laissée à l’appréciation de chaque équipe de 

greffe. La plupart des études publiées font état du devenir à plus ou moins long terme du 

greffon avec utilisation d’un même mode de reconditionnement, soit CRN [34-37] soit RIS 

[25-33, 167-171]. La durée de cette période de reconditionnement est rarement rapportée. Le 

type de reconditionnement n’est même d’ailleurs pas toujours précisé [172, 173]. Trois études 

seulement, une barcelonaise par l’équipe de Valero en β000 et deux études françaises en 2016 

et 2018, ont comparé ces deux méthodes mais sur de petits effectifs (n=8, n=19 et n=32 pour 

le groupe CRN) et à des périodes de temps différentes pour les deux études françaises 

(remplacement du RIS par la CRN en 2010-2011) [22-24]. De meilleurs résultats pour les 

groupes CRN ont été mis en évidence. Il n’y a actuellement pas de consensus quant à la durée 

optimale de cette phase de reconditionnement. 

Après prélèvement, l’utilisation des MPH a été par contre largement adoptée pour la 

préservation de ces greffons [76, 115, 118-124, 126-128, 164-166].  

Face à cette nouvelle source de greffons et devant les enjeux humains et économiques 

importants mis en œuvre au cours de ces procédures de prélèvement, il nous a paru 

indispensable de revenir vers des bases expérimentales solides afin de dégager des axes de 

prise en charge scientifiquement prouvés. 
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Ce travail s’inscrit pleinement dans l’axe du plan greffe 3 de l’ABM (2017-2021) qui prévoit 

de maintenir l’activité de prélèvement de la catégorie II de Maastricht dans des centres 

volontaires avec un objectif de 100 greffes par an en 2021 (90 greffes rénales et 10 greffes 

hépatiques) [7]. 

2. Concernant le reconditionnement chez le donneur 

 La première partie de ce travail a consisté à étudier les modes de reconditionnement 

chez le donneur.  

La modélisation préclinique du DDAC avec mise en place d’une CRN nous a permis 

d’étudier ses effets d’un point de vue mécanistique sur le greffon rénal.  Bien que ce modèle 

présente des limites que nous avons largement évoquées, il reste à notre connaissance l’un des 

plus proches des conditions cliniques parmi les modèles publiés. D’une grande 

reproductibilité, il permet la comparaison de paramètres précis au cours du 

reconditionnement. Le modèle d’allogreffe, en s’affranchissant des biais liés au rejet 

immunitaire, avec suivi de 3 mois, autorise l’étude des conséquences des lésions d’IR à court 

et long termes, ce qui est capital en transplantation d’organes. Les résultats obtenus sur ce 

modèle préclinique sont ainsi rapidement transposables à l’homme. 

Ce modèle nous a permis de comparer les deux méthodes de reconditionnement actuellement 

recommandées en utilisant, pour chacune, la durée maximale tolérée par l’ABM. Une 

supériorité de la CRN par rapport au RIS a été mise en évidence, avec une reprise plus 

précoce de la diurèse et un retour plus rapide et à des valeurs plus physiologiques de la 

créatininémie. Ces premiers résultats laissaient également supposer qu’en plus de la méthode 

utilisée, la durée de ce reconditionnement semblait également impacter sur le devenir des 

greffons rénaux.  

La CRN est ainsi devenue la voie de recherche privilégiée avec l’étude de différentes durées 

(2 heures, 4 heures et 6 heures). Les résultats ont montré qu’au cours de la CRN, il existe une 
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activation de la voie de réponse à l’hypoxie de HIF-1α, une régulation transitoire des 

marqueurs de lésion tubulaire rénale, ainsi que des paramètres de l’hémostase et de l’initiation 

de la réponse inflammatoire, et ce jusqu’à 6 heures. Il existe également une amélioration de la 

perfusion rénale sur MPH et des fonctions rénales précoce et tardive, à partir de 4 heures de 

CRN. Il n’y a par contre pas de retentissement sur les lésions histologiques rénales.  

La dégradation des résultats vers 6 heures de CRN était notamment due à l’anémie du fait de 

l’hémodilution inhérente à la CEC. Au-delà de 6 heures, le maintien d’une hémodynamique et 

d’un transport de l’oxygène efficace n’était plus possible dans nos conditions expérimentales. 

Une optimisation de ce transport en oxygène est réalisable par transfusion, mais peut être 

discutable du fait de l’effet délétère des anticorps anti-HLA post-transfusionnels [177]. 

L’autre possibilité est l’ajout d’un transporteur artificiel synthétique ou extrait, comme 

Hemarina-M101 (HEMO2life®), dont l’efficacité a déjà été démontrée au laboratoire [100]. Il 

serait intéressant d’étudier son utilisation au cours d’une CRN prolongée afin de savoir si des 

facteurs autres que le transport en oxygène entrent en compte dans la limitation du 

reconditionnement au-delà de 6 heures. 

L’intérêt de nombreux autres additifs pourraient par ailleurs être évalué au cours de la CRN.  

Une perspective également intéressante serait l’utilisation de ce modèle pour l’étude des 

autres organes abdominaux (foie et pancréas), afin d’évaluer s’ils bénéficient dans les mêmes 

proportions du reconditionnement par CRN et si 4 heures est également une durée optimale. 

La transplantation de poumons issus des DDAC non contrôlés est une autre voie de recherche 

à envisager [178-180]. 

Par ailleurs, devant les bons résultats du reconditionnement par CRN sur les greffons rénaux, 

l’extension des durées d’ischémie chaude et de ce fait, du nombre de donneurs potentiels, 

pourrait être envisagée. Des résultats précliniques et cliniques encourageants ont en effet été 

publiés après 60 minutes de no flow [181-183].  
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3. Concernant la conservation hypothermique  

 La deuxième partie de ce travail a concerné l’étude des modalités de conservation 

hypothermique du greffon rénal. Cette période de conservation est en effet, sur un plan 

logistique, incontournable dans le processus de greffe rénale à partir de donneurs décédés.  

Dans le contexte des DDAC, l’utilisation des MPH est largement recommandée [38, 42].  

Le modèle préclinique de DDAC a permis d’étudier l’impact du mode de conservation 

hypothermique sur le transplant rénal reconditionné par CRN. La conservation en machine de 

perfusion permet au greffon de maintenir le niveau d’expression des gènes en rapport avec 

l’activation de l’inflammation et la réponse à l’hypoxie et au stress oxydant, observé en fin de 

CRN. Ces constatations sont probablement en lien avec une glycolyse mieux préservée, par 

l’apport d’oxygène de l’air ambiant dissout dans la solution de préservation, et le maintien 

d’une stimulation endothéliale par la perfusion.  

Nous avons également étudié deux additifs sur un modèle d’autogreffe rénale mimant les 

conditions de DDAC avec suivi de 3 mois. Là encore, ce modèle nous permet de nous 

affranchir du rejet immunitaire et d’étudier l’impact des lésions d’IR sur le devenir à long 

terme du greffon. Comme déjà évoqué, ce modèle porcin mime les conditions cliniques de 

DDAC de façon moins proche que les modèles de CRN ou de RIS présentés préalablement. Il 

se limite, en effet, à  une ischémie chaude de 60 minutes par clampage du pédicule vasculaire 

rénale. Ce modèle permet néanmoins l’étude des conditions d’intérêt en limitant le nombre 

d’animaux, ce qui se justifie sur les plans éthique et économique.  

Que ce soit pour l’apport d’oxygène en machine de perfusion ou pour l’ajout de curcumine, 

un antioxydant, à la solution de préservation par l’intermédiaire d’un complexe avec la 

cyclodextrine, un bénéfice indiscutable a été mis en avant en termes de reprise de fonction 

précoce et à long terme, avec notamment une réduction des lésions pro-fibrosantes et de 

fibrose à 3 mois. 



 

162 

 

Là encore, nos résultats obtenus sur un modèle préclinique permettent d’appliquer rapidement 

ces principes à l’homme.   

Il serait intéressant d’étudier ces conditions de conservation hypothermiques en post-

reconditionnement pour voir si le bénéfice de ces techniques, isolément ou en association, se 

maintient après un reconditionnement optimal de 4 heures de CRN. En effet, il est possible 

que les lésions induites par la période d’ischémie chaude soient déjà suffisamment corrigées 

par la CRN suivie de la conservation en MPH, et que le bénéfice de ces additifs ne soit plus 

discriminant dans les conditions actuelles de prélèvement. Un intérêt pourrait se dégager en 

cas d’extension des durées d’ischémie. La preuve d’un bénéfice est important notamment en 

termes de politique économique afin d’investir dans les technologies prometteuses. 

4. Extension aux DDAC contrôlés 

 En France, les greffes rénales à partir des DDAC non contrôlés catégories I et II de 

Maastricht sont autorisées depuis 2006. L’activité est relativement stable avec un maximum 

annuel atteint en 2012 de 81 greffes. En 2017, seulement 57 greffes ont été réalisées dans ce 

contexte [6]. Les difficultés à développer ce type de prélèvement est probablement en lien 

avec les contraintes logistiques importantes du fait des délais d’ischémie chaude imposés par 

l’ABM. Depuis 2014, les prélèvements de la catégorie III (contrôlée) de Maastricht sont 

autorisés. En 2015, 27 greffes de ce type ont été réalisées, 86 en 2016 et 178 en 2017. La 

marge de progression semble importante du fait d’une meilleure adhérence des équipes de 

prélèvement, du fait notamment d’une logistique moins lourde (décision en amont de la 

limitation ou de l’arrêt des thérapeutiques actives permettant l’anticipation et l’organisation de 

la procédure).  

En 2017, 17 greffes de reins issus de DDAC de type III ont été réalisées au centre hospitalier 

universitaire de Poitiers, ce qui classe l’établissement en  troisième position sur 46 centres en 

termes de volume d’activité. Parallèlement à cet engouement clinique, la modélisation 
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préclinique du DDAC contrôlé est une perspective intéressante. La phase agonique de DDAC 

de type III a d’ailleurs déjà été mise au point au sein du laboratoire au cours d’un travail de 

thèse [184] et notre maîtrise du modèle de CRN et de la transplantation rénale chez le porc, en 

fait une perspective tout à fait accessible.  

Ce travail s’inscrit là encore dans l’axe du plan greffe γ de l’ABM (2017-2021) qui prévoit 

concernant la catégorie III de Maastricht, d’atteindre en 2021, 350 donneurs recensés éligibles 

au prélèvement par an avec un taux de conversion de 50% soit 175 donneurs prélevés et 400 

greffes d’organes réalisées [7]. 

Outre le reconditionnement des organes abdominaux, la modélisation préclinique du DDAC 

contrôlé ouvre la voie de l’étude des organes thoraciques. Le poumon est en effet déjà greffé 

en clinique à partir de ces donneurs sous réserve d’un reconditionnement propre ex vivo [179, 

180, 185, 186]. Depuis fin 2016, 5 prélèvements pulmonaires ont été réalisés dans ces 

conditions à Poitiers. La transplantation cardiaque est également une voie de recherche 

actuelle [187-191] et envisagée au sein du laboratoire. 

5. Conclusion  

 Les DDAC sont une source prometteuse de greffons rénaux. Dans nos conditions 

expérimentales précliniques de DDAC non contrôlés, le reconditionnement par CRN d’au 

moins 4 heures suivi d’une préservation en MPH semble offrir un meilleur devenir au greffon. 

Les additifs en machine de perfusion doivent encore faire la preuve d’une plus-value dans les 

conditions actuelles de prélèvement. Si le nombre de transplantations issues des DDAC non 

contrôlés reste confidentiel, l’extension récente des donneurs à la catégorie III de Maastricht, 

fait qu’encore plus de greffons devraient être concernés par cette problématique. Ces résultats 

permettraient d’uniformiser les pratiques entre les équipes de greffe. 
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VALORISATION DU TRAVAIL 

 En plus des articles présentés dans ce manuscrit, le travail sur la CRN a fait l’objet de 

différentes communications. 

Communications écrites : 

- Evaluation préclinique de la transplantation rénale issue de donneurs décédés par arrêt 

cardiaque. 

Allain G, Giraud S, Hébrard W, Thuillier R, Barrou B, Corbi P, Hauet T, Jayle C. 

Journal de la Société de Chirurgie Thoracique et Cardio-Vasculaire 2012;16:219-224. 

- Reconditionnement des greffons rénaux issus des donneurs décédés par arrêt cardiaque : 

comparaison des techniques de refroidissement in situ et de circulation régionale 

normothermique sur un modèle porcin d’allogreffe. 

Allain G, Giraud S, Thuret R, Hauet T, Corbi P, Jayle C. 

Journal de la Société de Chirurgie Thoracique et Cardio-Vasculaire 2015;19:1-6. 

Communications orales (en tant qu’orateur principal) : 

Société Française de Chirurgie Thoracique et Cardio-Vasculaire : 

- Evaluation pré-clinique de la transplantation rénale issue de donneur à cœur arrêté. 

G. Allain, S. Giraud, W. Hebrard, R. Thuillier, B. Barrou, P. Corbi, T. Hauet, C. Jayle. 

64
ème

 congrès – LYON – 27/05/2011 

Prix de la meilleure communication orale 

- Greffons rénaux issus des donneurs décédés par arrêt cardiaque : la circulation régionale 

normothermique permet un meilleur reconditionnement. 

G. Allain, S. Giraud, R. Thuret, T. Hauet, P. Corbi, C. Jayle. 

68
ème

 congrès – MARSEILLE –  11/06/2015 

Société Francophone de Transplantation : 

Mise au point d’un modèle expérimental porcin de prise en charge d’un donneur décédé par 

arrêt cardiaque par mise en place d’une circulation régionale normothermique. 

G. Allain, S. Giraud, R. Thuillier, C. Jayle, W. Hebrard, R. Thuret, B. Barrou, T. Hauet. 

10
ème

 congrès – GENEVE – 16/12/2009 
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European Society for Organ Transplantation: 

A pre-clinical evaluation of renal transplant from deceased after cardiac arrest donors. 

G. Allain, S. Giraud, W. Hebrard, C. Jayle, R. Thuillier, R. Thuret, T. Hauet, B. Barrou. 

15
ème

 congrès – GLASGOW – 05/09/2011 

Académie Nationale de Chirurgie - Association Française de Chirurgie : 

Evaluation pré-clinique des greffons rénaux issus des donneurs décédés par arrêt cardiaque 

reconditionnés par circulation régionale normothermique.  

G. Allain, S. Giraud, W. Hebrard, R. Thuillier, B. Barrou,  P. Corbi, T. Hauet, C. Jayle. 

Forum de recherche chirurgicale – PARIS – 04/10/2012  

Poster commenté : 

Donneur décédé par arrêt cardiaque : étude préclinique de l’hémostase et de l’inflammation 

lors d’une circulation régionale normothermique.  

G. Allain, T. Kerforne, S. Giraud, W. Hébrard, V. Ameteau, M. Pinsard, T. Hauet, P. Corbi, 

C. Jayle 

70
ème

 congrès – MARSEILLE – 09/06/2017 
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