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Liste des abréviations 

Ac : anticorps 

Ag : antigène 

-GC : -galactosylcéramide 

ATP : adénosine triphosphate  

Bcl3 : B cell leukemia/lymphoma  

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 

CPA : cellule présentatrice d’antigène 

CTGF : connective tissue growth factor 

DAMP: Damage Associated Molecular Pattern 

DC: dendritic cell 

ERK : extracellular signal regulated kinase  

G-CSF : granulocyte colony stimulating factor 

HIF: Hypoxia-inducible Factor 

HMGB1: High Mobility Group Box 1 

HSP: Heat-Shock Protein 

ICAM: intercellular adhesion molecule 

IFN: Interféron 

IKK : inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta 

iNKT: invariant Natural killer T 

IL: Interleukine 

IL-1Rap : IL-1 receptor accessory protein 

IR : ischémie-reperfusion 

IRF3 : interferon regulatory factor 3 

JNK : JUN N terminal kinase 

KIM-1 : kidney injury molecule-1  

LPS : LipoPolySaccharide 
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MAIT : Mucosal-associated invariant T cell 

MAPK : Mitogen-activated protein kinases 

MyD88 : myeloid differenciation primary response gene 88  

NADPH : nicotinamide adénine dinucléotide phosphate réduite 

NF-HEV : nuclear factor from high endothelial veinules 

NF-B : Nuclear Factor of  light chain gene enhancer in B cell 

NGAL : neutrophil gelatinase-associated lipocalin 

NK : Natural Killer 

NKG2D : natural killer group 2D 

PAMP : Pathogen associated Molecular Pattern 

PARP-1 : poly(ADP-ribose) polymerase 1 

PLZF : promyelocytic leukaemia zinc finger 

PNN : Polynucléaire Neutrophile  

PRR : Pattern Recognition receptors 

RAG : recombination-activating gene-1 

RAGE : Receptor for Advanced Glycation End-products 

RANTES : Regulated on Activation, Normal T cell Expressed and Secreted 

ROS : Reactive Oxygen Species 

siRNA : small interfering RNA 

ST2s : Interleukin-1 Receptor Like 1 (IL-1RL1) soluble fraction 

ST2L : Interleukin-1 Receptor Like 1 (IL-1RL1) membrane fraction 

TCR : T Cell Receptor 

TP : tube contourné proximal 

TLR : Toll-Like Receptor 

TNF : Tumor Necrosis Factor 

TRIF : TIR domain-containing adaptor-inducing interferon-β 

TSP-1 : Thrombospondine-1 

Tregs : T régulateurs 

VCAM : vascular cell adhesion molecule  
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CHAPITRE 1. L’ISCHEM IE-REPERFUSION 

GENERALITES 

 

1. DEFINITION 

L’ischémie-reperfusion est un phénomène caractérisé par la restriction de la circulation 

sanguine d’un tissu ou un organe suivi de la restauration de la perfusion et de la réoxygénation 

concomitante. Initialement, l’interruption du flux artériel entraîne de sévères anomalies 

métaboliques, liées à l’hypoxie cellulaire. Secondairement, la reperfusion exacerbe les lésions 

tissulaires et contribue à générer une forte réponse inflammatoire non seulement au sein de 

l’organe concerné mais aussi à distance (1). Ce syndrome d’IR (pour « ischémie-

reperfusion ») survient au cours de nombreuses situations, telles une transplantation d’organe, 

un infarctus du myocarde ou encore un traumatisme. Le Tableau n°1 rapporte quelques 

exemples d’IR affectant différents organes et rappelle le large éventail des conséquences 

cliniques possibles. 

 

L’IR est donc une véritable « réaction en chaîne », initiée par l’hypoxie d’un tissu ou 

d’un organe, majorée par la reperfusion, pour aboutir à la réponse inflammatoire locale et 

souvent systémique sous la forme de la libération de cytokines (2). Il est important ici de 

considérer l’IR comme un phénomène actif et séquentiel, illustré par la Figure n°1, aux 

conséquences fonctionnelles variables en fonction du tissu concerné. 

 

Néanmoins, il peut être difficile d’identifier dans les différents modèles animaux ce 

qui revient à l’ischémie de ce qui est lié à la reperfusion dans la genèse des lésions. La 

littérature qui aborde l’IR demeure très riche en ce qui concerne l’étude des mécanismes 

moléculaires et cellulaires qui surviennent  en particulier au cours de la phase ischémique. Les 

phénomènes associés à la reperfusion sont certainement plus complexes à appréhender, 

notamment après transplantation d’organe où les suites opératoires, les médicaments anti-

rejets et la réaction allo-immune jouent également un rôle.  
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Tableau 1 : Exemples de d’ischémie-reperfusion 

Organes     Conséquences cliniques 

Ischémie de reperfusion simple-organe 

Cœur       Syndrome coronarien aigu 
Rein      Insuffisance rénale aiguë 
Intestin      Ischémie et reperfusion intestinales 
       Défaillance multi-viscérale 
Cerveau      Accident vasculaire cérébral 
Ischémie et reperfusion multi-organes 

Traumatisme et réanimation   Défaillance multi-organes 
Arrêt circulatoire     Hypoxie cérébrale, insuffisance rénale aiguë... 
Drépanocytose     Douleur thoracique, HTAP*, priapisme, 
       Insuffisance rénale aiguë 
Apnée du sommeil    Hypertension, diabète 
Ischémie et reperfusion au cours de la chirurgie 

Chirurgie cardiaque    Insuffisance cardiaque aiguë 
Chirurgie thoracique    Insuffisance respiratoire aiguë 
Chirurgie vasculaire périphérique   Syndrome de loge 
Chirurgie vasculaire majeure   Insuffisance rénale aiguë 
Transplantation d’organes solides   Défaillance aiguë d’organe,  rejet précoce 

*Hypertension artérielle pulmonaire 

D’après d’Eltzschig et Eckle, 2011 

 

L’IR associée à la transplantation d’organe présente d’autres spécificités. Elle est en 

effet inéluctable, avec une durée dite d’ischémie froide plus ou moins longue. Celle-ci se 

définit par le délai qui s’écoule entre le clampage définitif de l’aorte chez le donneur au 

moment du prélèvement et la reperfusion de l’organe chez le receveur. L’ischémie tiède est un 

autre paramètre important de l’IR en transplantation, qui correspond au délai qui s’écoule 

entre la sortie du greffon de son milieu de conservation et la reperfusion chez le receveur. 

 

Nous traiterons ci-après de ces principaux mécanismes lésionnels associés à l’IR, avant 

d’envisager les conséquences inflammatoires pour les tissus. 
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Figure n°1 : L’ischémie reperfusion : un phénomène dynamique, qui comporte plusieurs 

étapes et aboutit au dommage tissulaire (d’après J. Evankovich, 2010) 

 

2. EFFECTEURS CELLULAIRES ET MOLECULAIRES DE L’IR 

Les souffrances endothéliales et épithéliales au cours de l’IR se traduisent par la mise 

en jeu de différents programmes de mort cellulaire, associant nécrose et apoptose. La 

souffrance cellulaire au cours de l’IR peut également s’exprimer sous la forme du phénomène 

d’autophagie. 

Le phénomène de nécrose, induisant la libération du contenu intracellulaire après 

rupture des membranes, est associé à la production de cytokines et au recrutement de cellules 

inflammatoires. L’extension de la nécrose est en lien direct avec l’intensité et la durée de 

l’ischémie et dépend de la nature du tissu lésé.  

L’apoptose est un processus moins immunogène mais qui libère des nucléotides et de 

l’ATP (pour « adénosine triphosphate ») en particulier. Il permet également d’initier le 

recrutement de cellules mononucléées, potentiellement utile à la réparation tissulaire (3). 
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L’apoptose est associée à une restitution ad integrum du tissu après IR plus fréquente que la 

nécrose. 

Enfin l’autophagie plus récemment décrite, est un processus catabolique des protéines 

et organelles intracellulaires, permettant de générer des substrats pour la production d’ATP et 

la synthèse protéique. Bien que son rôle soit controversé, l’autophagie pourrait constituer une 

défense de l’épithélium à un stress hypoxique majeur et limiter la mort cellulaire des cellules 

adjacentes. L’IR est donc un phénomène actif, où coexistent différents programmes de mort 

cellulaire et des mécanismes de survie (autophagie). De plus, la mort cellulaire, en particulier 

la nécrose, induit au cours de l’IR la libération rapide de molécules appelées alarmines, 

capables d’activer le système immunitaire et que nous aborderons plus en détail au Chapitre 

2.B. 

 

Afin d’étudier finement les différentes séquences de l’IR, la principale stratégie des 

modèles animaux, murins notamment, repose sur l’invalidation de gènes. Cette approche 

permet de modéliser et d’individualiser les événements moléculaires qui surviennent au cours 

de l’ischémie et/ou de la reperfusion. Ainsi la délétion par recombinaison homologue de gènes 

impliqués dans la mort cellulaire par exemple, apporte des informations sur le comportement 

de la cellule après IR.  

Citons à titre d’exemple dans un modèle d’IR rénale, que les souris invalidées pour le 

gène TSP1 (pour « Thrombospondine 1 ») (TSP-1-/-) sont protégées des lésions d’IR (4). Or la 

protéine TSP-1, libérée par les cellules du tube proximal du rein en souffrance, a un effet pro-

apoptotique. Dans ce modèle, la réduction d’un signal pro-apoptotique limite les dommages 

de l’IR, suggérant le rôle critique de l’apoptose. 

Le facteur de transcription hétérodimérique HIF (pour « hypoxia-inducible factor »), 

qui contrôle l’expression de gènes de l’érythropoïèse et de l’angiogenèse, est activé par 

l’hypoxie, exerçant un effet protecteur après IR. Ainsi la souris déficiente en sous-unité HIF-

1α ou HIF-2α présente des lésions endothéliales plus marquées dans un modèle d’IR rénal 

(5)(6). Plus récemment, des résultats obtenus chez la souris suggèrent que HIF interviendrait 

dans le mécanisme d’autophagie mitochondriale secondaire à l’hypoxie (7). Ainsi dans un 

modèle murin d’IR rénale, l’inhibition pharmacologique ou par délétion génique de 

l’autophagie majore les lésions tubulaires proximales (8). 

Citons enfin le facteur de transcription NF-B (pour « Nuclear Factor of kappa light 

chain gene enhancer in B-cells »), qui régule l’expression de nombreux gènes de 
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l’inflammation, joue un rôle important au cours de l’IR. Il est également activé par un 

mécanisme dépendant de l’hypoxie (9). Son inactivation chez la souris, par délétion de IKK 

(pour « inhibitor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells, kinase beta ») permet de 

réduire l’inflammation systémique, contrastant avec une augmentation de l’apoptose des 

entérocytes, dans un modèle d’IR intestinal (10). Ces résultats soulignent la dualité du rôle de 

NF-B dans l’IR, impliqué dans l’inflammation systémique mais aussi dans la protection 

cellulaire. 

 Ces différents résultats suggèrent que l’IR est capable de modifier le programme 

transcriptionnel des cellules pour moduler l’expression de nombreux gènes impliqués dans la 

mort cellulaire, la réponse à l’hypoxie (mécanisme de survie) ou l’inflammation.  

 

Enfin les conséquences biochimiques de l’IR induisent de nombreuses modifications 

du métabolisme cellulaire. L’IR conduit ainsi à la production de dérivés réactifs de l’oxygène, 

appelés ROS (pour « Reactive oxygen Species »). Ils sont générés par les tissus en souffrance 

et induisent des dommages cellulaires par stress oxydatif (11). Les ROS altèrent en effet le 

métabolisme cellulaire par une toxicité sur les protéines, les lipides et les acides 

ribonucléiques. En présence d’ions superoxyde (O2
-) générés par la reperfusion, la NADPH 

(pour « nicotinamide adénine dinucleotide phosphate») oxydase exprimée par les cellules en 

souffrance ischémique permet la synthèse de peroxynitrite (ONOO-), agent oxydant 

particulièrement cytotoxique. Sous l’action de l’enzyme superoxyde dismutase, l’ion 

superoxyde peut également être transformé en peroxyde d’hydrogène (H2O2), qui à forte 

concentration génère des radicaux hydroxylés toxiques pour l’ADN. Ces atteintes oxydatives 

de l’ADN mettent en jeu également l’enzyme nucléaire PARP-1 (pour « poly(ADP-ribose) 

polymerase 1») dont l’activation aboutit entre autres à une privation de la cellule en ATP et in 

fine à la nécrose (12).  

 

3. SOUFFRANCE ENDOTHELIALE AU COURS DE L’IR 

L’endothélium vasculaire est un tissu stratégique d’échange entre un organe et le sang 

circulant. La souffrance endothéliale consécutive à l’IR est associée à des troubles de la 

perméabilité vasculaire et une activation des cellules endothéliales. Cette activation se traduit 

par l’expression de molécules d’adhésion ou encore par la mise en jeu de la coagulation et de 

la cascade du complément.  
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Chronologiquement l’ischémie induit tout d’abord une perméabilité accrue de la 

barrière endothéliale, liée à la diminution de la concentration intracellulaire d’AMPc (13).  

Cette souffrance ischémique s’accompagne d’une expression à la surface de 

l’endothélium de molécules d’adhésion, telle ICAM-1 (pour « intercellular adhesion 

molecule ») qui permettent le recrutement très précoce des PNN (« pour polynucléaires 

neutrophiles ») et de monocytes/macrophages (14). Le recrutement de ces derniers met en jeu 

une molécule chémoattractante, la fractalkine (CX3CL1), exprimée à la surface de 

l’endothélium. Dans un modèle d’insuffisance rénale aiguë ischémique, les souris invalidées 

pour le gène CX3CR1 qui code le récepteur de la fractalkine, exprimé à la surface des 

monocytes, sont protégées de l’infiltrat riche en macrophages observé chez la souris sauvage 

(15).  

Le recrutement et l’activation des leucocytes au contact de la barrière endothéliale ont 

de multiples conséquences. Il peut s’agir d’une obstruction capillaire, d’une migration des 

cellules du sang circulant vers l’interstitium par diapédèse, ou de la production de cytokines 

pro-inflammatoires (voir pour revue (16)). 

 

Les plaquettes sont d’autres cellules capables d’interagir avec l’endothélium activé. En 

effet, l’agression endothéliale consécutive à l’IR induit une agrégation plaquettaire excessive 

et la libération de médiateurs plaquettaires qui aggravent les lésions tissulaires. Cette 

activation plaquettaire s’accompagne de l’expression d’intégrines (1, 2 et 3), notamment 

régulée par la protéine kindlin-3. La souris invalidée pour cette protéine présente des PNN 

anormaux quant à leur capacité d’adhésion à l’endothélium, suggérant un rôle déterminant des 

intégrines dans l’interaction des plaquettes et des PNN avec l’endothélium (17). L’activation 

plaquettaire induite par l’IR active également la coagulation et l’inflammation, en ciblant le 

facteur XII, via la libération de polyphosphates inorganiques (18) 

Enfin, l’agression endothéliale, d’abord due à l’hypoxie, altère les structures 

vasculaires, détériore le glycocalyx et désorganise le cytosquelette d’actine de l’endothélium 

(19). Dans un modèle d’IR chez le rat, des anomalies de perméabilité de la barrière 

endothéliale sont mises en évidence dès la deuxième heure de reperfusion (20). Par une 

approche de micro-vidéo chez le rat après une séquence d’IR, Yamamoto et al. ont observé 

une atteinte de la microcirculation prédominant dans les capillaires péritubulaires (21). 
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La reperfusion est quant à elle associée non seulement à une adhérence leucocytaire à 

l’endothélium accrue mais aussi à une activation du système du complément et à une 

augmentation de l’agrégation plaquettaire. Le système du complément joue un rôle dans 

l’immunosurveillance de l’intégrité tissulaire, s’activant en présence de cellules apoptotiques 

ou de débris cellulaires. Son activation locale au sein de l’organe atteint par l’IR et la 

libération d’anaphylatoxines amplifient la réponse inflammatoire, notamment au cours de 

l’infarctus du myocarde ou de l’accident vasculaire cérébral (22)(23). Néanmoins, un certain 

degré d’activation du complément limiterait les conséquence de l’IR dans un modèle d’IR 

hépatique chez la souris (24). 

4. CONSEQUENCE TISSULAIRE : CONCEPT D’INFLAMMATION STERILE 

Le sens commun associe habituellement l’inflammation comme un processus de 

défense de l’hôte vis-à-vis d’un agent infectieux invasif ou d’un allergène. Elle se conçoit 

alors comme une réaction immunitaire face à une agression extérieure. Cependant, dans 

d’autres situations, le stress cellulaire et tissulaire peut initier cette réponse inflammatoire, 

indépendamment de toute infection ou phénomène extérieur. Ainsi un processus 

inflammatoire, dans un environnement stérile, peut être observé dans de nombreuses 

circonstances cliniques comme l’IR bien sûr mais aussi la goutte, l’athérosclérose, la maladie 

d’Alzheimer ou encore les cancers. 

Dans tous les cas, l’inflammation se caractérise par un recrutement in situ de 

neutrophiles, de macrophages et la production de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-

1 et le TNF-α (pour « tumor necrosis factor ») et/ou chemoattractantes telle que RANTES 

(pour « regulated on activation, normal T cell expressed and secreted»).   

Précisons à ce stade la dualité potentielle du processus inflammatoire, qu’il survienne 

après une agression par un pathogène ou dans un contexte stérile (IR…). L’inflammation peut 

en effet constituer la première lésion et favoriser les dommages tissulaires. Mais 

l’inflammation peut aussi être une étape essentielle au futur processus de réparation tissulaire. 

  

Après IR, les premières cellules à être recrutées, dès la phase de reperfusion, sont des 

cellules de l’immunité innée. Leur signification fonctionnelle n’est cependant pas clairement 

établie, entre effet délétère et effet protecteur pour limiter les lésions et initier la réparation 

tissulaire. Ainsi les monocytes recrutés à partir d’un réservoir splénique après ischémie 

myocardique contribuent aux dommages tissulaires (25). En revanche, dans un modèle d’IR 
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hépatique, la déplétion en DCs (pour « dendritic cell ») conventionnelles aggrave les lésions 

d’IR. En effet ces DCs, par leur sécrétion d’IL-10 limitent la production d’IL-6, de TNF-α et 

des ROS (26). Ces résultats suggèrent que le rôle des cellules de l’immunité innée et des DCs 

en particulier, recrutées après IR n’est pas univoque et peut contribuer à orienter la réponse 

immunitaire afin de favoriser la réparation tissulaire. 

L’accumulation dans le greffon des granulocytes semble être également finement 

régulée. Ainsi dans un modèle murin d’IR après transplantation pulmonaire orthotopique, 

l’expression de la protéine Bcl3 (pour « B cell leukemia/lymphoma ») chez le receveur régule 

l’expression des gènes dépendants de NF-B au sein des progéniteurs myéloïdes (27). Dans ce 

modèle, Bcl3 contribue au contrôle de la granulopoïèse dépendante du G-CSF (pour 

« granulocyte colony stimulating factor »), et limite les lésions inflammatoires d’IR. 

 

Les cellules de l’immunité adaptative et en particulier les lymphocytes T sont 

également un composant de l’infiltrat du tissu atteint par l’IR et jouent un rôle régulateur et/ou 

effecteur. L’implication des lymphocytes T CD4+ dans l’IR hépatique est illustrée dans 

plusieurs travaux (28)(29) qui ont montré l’importance des signaux de co-stimulation (CD40-

CD40 ligand) et du répertoire du TCR (pour « T cell receptor ») dans la constitution des 

lésions. 

 

Dans le cadre de l’IR rénale, les lymphocytes T CD4+ sont impliqués puisque dans le 

travail de Day et al., les souris RAG-1-/- (pour « recombination-activating gene-1 ») déficientes 

en lymphocytes ont des lésions d’IR moindre, alors que le transfert adoptif de lymphocytes 

CD4+ dans ces souris RAG-1-/- majore ces lésions (30). D’une manière générale, 

l’identification des populations de lymphocytes T impliquée dans l’IR est difficile. Le rôle des 

cellules productrices d’IL-17 dans la genèse des lésions a été discuté. Une étude a récemment 

identifié le rôle des lymphocytes T producteurs d’IL-17 dans un modèle d’IR cérébrale chez la 

souris (31). Dans ce travail, les cellules productrices d’IL-17 sont des lymphocytes Tγδ, mais 

leur caractérisation chez l’homme n’est pas établie. De plus, d’autres sources cellulaires 

productrices d’IL-17 sont susceptibles d’être impliquées dans l’IR, telles que les lymphocytes 

iNKT que nous aborderons au Chapitre 3 (32)(33). 

 

Néanmoins, le recrutement des lymphocytes Tregs (pour « T régulateurs ») 

CD4+CD25+Foxp3+ permet de limiter les conséquences tissulaires de l’IR. Chez la souris, 



  17 

cette population est présente dans l’infiltrat inflammatoire intra-rénal après une séquence d’IR 

et les auteurs postulent qu’elle joue un rôle protecteur à l’égard des lésions d’IR (34). En effet, 

la déplétion in vivo des lymphocytes Tregs par un Ac (pour « anticorps ») anti-CD25 dans ce 

modèle, majore les lésions, altère la fonction rénale, augmente l’expression d’IFN-γ (pour 

« interféron gamma ») et augmente la mortalité. Ce rôle critique est confirmé par le fait que le 

transfert de lymphocytes Tregs à des souris soumises à l’ischémie favorise la réparation 

tissulaire et limite la production de cytokines inflammatoires. Des résultats comparables sont 

rapportés dans un modèle expérimental d’accident vasculaire cérébral ischémique chez la 

souris. Dans ce modèle, les cellules Tregs exercent un effet neuro-protecteur dépendant de 

l’IL-10 (35). 

Ces différentes données ouvrent des perspectives intéressantes quant à la pertinence de 

moduler le recrutement des cellules immunitaires après IR. En effet, certaines composantes 

« bénéfiques » de l’inflammation stérile peuvent être mises à profit. Ainsi la connaissance des 

effecteurs moléculaires et cellulaires impliqués permet d’envisager des stratégies 

thérapeutiques que nous aborderons dans la discussion (36). 

 

LA TRANSPLANTATION D ’ORGANE  : UN MODELE D’ISCHEMIE-REPERFUSION 

 

En transplantation d’organe solide, le syndrome d’IR associe deux phases distinctes : 

la phase d’ischémie qui débute dès l’instant où la vascularisation du greffon est interrompue 

chez le donneur puis la phase de reperfusion, après confection des anastomoses et déclampage 

chez le receveur. La transplantation d’organe solide est un modèle particulier d’IR, dans la 

mesure où elle débute par une ischémie froide, lorsque l’organe explanté est placé dans une 

solution statique et hypothermique de conservation dans le but de réduire l’activité 

métabolique. Les processus physiopathologiques responsables des lésions moléculaires, 

cellulaires et tissulaires du greffon définissent alors le syndrome d’IR en transplantation 

d’organes.  

La sévérité du syndrome d’IR, qui comporte une vasoconstriction de l’organe plus ou 

moins prolongée altérant sa vascularisation, détermine la qualité et la vitesse de reprise de 

fonction du greffon après transplantation. Le syndrome d’IR se traduit par des conséquences 
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fonctionnelles immédiates pour le greffon, expliquant que l’ischémie froide prolongée soit un 

facteur de risque indépendant de non-fonction primaire et/ou de reprise différée de fonction du 

greffon. Cependant, la tolérance à une ischémie froide prolongée est variable selon l’organe 

transplanté. Ainsi le greffon cardiaque exige une ischémie froide courte, inférieure à 6 heures, 

alors que le foie « supporte » une ischémie froide pouvant aller jusqu’à 12 heures et le rein 

supérieur à 24 heures. Les lésions épithéliales et/ou endothéliales consécutives à l’IR peuvent 

menacer la reprise de fonction de l’organe avec des conséquences particulièrement graves 

lorsqu’il s’agit de greffe vitale, telle la transplantation pulmonaire (37). Le lien entre durée 

d’ischémie froide, reprise différée de fonction et rejet aigu est particulièrement clair en 

transplantation rénale. Dans une cohorte belge de 611 patients transplantés rénaux, la durée 

d’ischémie froide est un facteur de risque indépendant de rejet aigu (38). Dans ce travail, 

chaque heure d’ischémie froide supplémentaire majore le risque de rejet aigu de 4%. 

Les conséquences à moyen terme peuvent être également évaluées par le taux d’échec 

à un an. A titre d’exemple, pour des transplantations rénales pédiatriques réalisées entre 

janvier 2000 et décembre 2009, le risque d’échec à 1 an défini par le décès du patient ou la 

perte du greffon, en analyse multivariée, est significativement majoré avec un Hazard Ratio à 

2,35 (intervalle de confiance à 95% : 1,17-4,74) si l’ischémie froide est comprise entre 18 et 

24 heures, par rapport aux transplantations réalisées avec une ischémie froide inférieure à 18 

heures, dont le Hazard Ratio est à 1 (source : Agence de la Biomédecine).  

Enfin l’IR impacte sur le devenir des greffons à long terme et l’incidence du rejet 

chronique. Une étude américaine portant sur plus de 6400 transplantés rénaux montre que le 

temps prolongé d’ischémie froide est un facteur de perte du greffon à 6 ans (39). Une autre 

étude incluant 518 transplantés rénaux, révèle que la reprise différée de fonction et la durée 

d’ischémie froide sont les deux paramètres prédictifs les plus importants de la survie du 

greffon à long terme (40). Des données en transplantation hépatique montrent que la survie du 

greffon à 5 ans est de 57 % lorsque l’ischémie froide est supérieure à 15 heures, contre 67 % 

lorsque l’ischémie froide est inférieure à 12 heures (source : Agence de la Biomédecine). 
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IMPACT DE LA MORT ENCEPHALIQUE SUR L’ISCHEMIE REPERFUSION 

 

La mort encéphalique est la conséquence d’un arrêt de la perfusion cérébrale qui 

aboutit à la perte des fonctions cérébrales. Le diagnostic de la mort encéphalique qui seul 

autorise le prélèvement d’organe chez le donneur décédé en France, est défini par décret 

(Journal officiel du 2 décembre 1996). La mort encéphalique est associée à un grand nombre 

de désordres hémodynamiques et métaboliques, bien connus des réanimateurs. 

Les moins bons résultats obtenus à court et à long terme en transplantation d’organe 

avec un greffon provenant d’un donneur cadavérique (en mort encéphalique) versus un 

donneur vivant, peuvent s’expliquer par des raisons immunologiques (meilleure compatibilité 

avec un donneur vivant apparenté) et non-immunologiques (sélection rigoureuse du donneur 

vivant). Les modèles animaux en transplantation rénale, pulmonaire ou hépatique ont 

également permis d’établir le rôle délétère de la mort encéphalique sur le pronostic de la 

greffe (41). Ainsi peut-on considérer que le syndrome d’IR en transplantation intègre les 

lésions générées par la mort encéphalique du donneur avec trois types de conséquences. 

L’orage catécholaminergique tout d’abord qui induit une vasoconstriction périphérique 

massive et une ischémie tissulaire, parfois associées à une défaillance hémodynamique 

majorant le bas débit périphérique. La deuxième conséquence est hormonale avec en 

particulier un diabète insipide par défaut de synthèse de la vasopressine par la post-hypophyse. 

Il en résulte une diurèse massive, hypotonique, qui peut aggraver les troubles 

hémodynamiques. Enfin la mort encéphalique a des conséquences inflammatoires avec 

l’expression majorée de cytokines inflammatoires et de molécules d’adhésion, pouvant aboutir 

à une réponse inflammatoire systémique et à une activation endothéliale. Dans un modèle de 

mort encéphalique chez le rat, Van der Hoeven et al. montrent la relation entre la mort 
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encéphalique, sa durée et la réponse inflammatoire intra-rénale, évaluée par l’expression de 

molécules d’adhésion (ICAM-1 et VCAM-1) (pour « vascular cell adhesion molecule ») et 

l’infiltrat leucocytaire (42). Ainsi l’infiltrat leucocytaire observé dans le rein est plus 

important après 6 heures de mort encéphalique qu’après une heure.  

Chez l’homme, les études portant sur l’impact de la mort encéphalique dans le 

syndrome d’IR sont parfois contradictoires, indépendamment de la durée d’ischémie froide. Il 

peut être en effet délicat de différencier les conséquences de la mort encéphalique des 

conséquences de l’ischémie froide dans la genèse des lésions. Citons à titre d’exemple le 

travail en transplantation rénale de Nijboer et al. où les auteurs ont étudié l’inflammation sur 

des biopsies de donneur vivants et de donneurs en mort encéphalique, réalisées juste avant le 

prélèvement (43). Les résultats, cohérents avec les modèles animaux, montrent que l’infiltrat 

leucocytaire, l’expression de la molécule d’adhésion E-sélectine et des protéines HSP-70 

(pour « heat shock protein ») est plus importants dans les greffons rénaux issus de donneurs 

cadavériques, suggérant un stress inflammatoire spécifique associée à la mort encéphalique. 

 

 

LA TRANSPLANTATION RENALE CHEZ L’HOMME  : UN EXEMPLE D’IR  

 

Les conséquences cliniques de l’IR en transplantation rénale peuvent être majeures : 

reprise retardée de fonction, prolongation de la durée d’hospitalisation, majoration du risque 

de rejet aigu et diminution à long terme de la survie du greffon (44). C’est la raison pour 

laquelle la compréhension des processus physiopathologiques et les éventuelles interventions 

thérapeutiques qui en résulte, intéresse cliniciens et chercheurs. 

 

 

 

1. CONSEQUENCES ENDOTHELIALES 

La microcirculation qui assure la vascularisation du néphron est directement touchée 

par l’IR, sous la forme d’une vasoconstriction persistante. Celle-ci est entretenue soit par la 
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diminution de la production d’agents vasodilatateurs tels que le monoxyde d’azote soit par la 

moindre sensibilité de l’endothélium à leur action, en rapport avec les altérations endothéliales 

(45). La libération de cytokines vasoactives (TNF, IL-6, IL-15, IL-18…) produites par les 

leucocytes activés à la surface de l’endothélium, participe également au processus (46).  

Ces leucocytes activés favorisent également l’activation de la coagulation et la 

formation de microthrombi, qui affecte en premier lieu la vascularisation de la médullaire 

externe. 

Enfin, la raréfaction de la microcirculation induite par l’IR, observée en particulier au 

niveau des vasa recta de la médullaire externe, aggrave l’ischémie et favorise le 

développement de la fibrose interstitielle (Figure n°2). 
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Figure n°2 : Anatomie du néphron. 

La médullaire externe qui contient le segment S3 du tube proximal est une zone 

particulièrement sensible aux lésions d’ischémie-reperfusion (d’après Bonventre et Yang, 

2011). 

 

 

2. CONSEQUENCES EPITHELIALES 
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La médullaire externe est la zone la plus touchée au cours de l’IR par l’altération du 

flux sanguin rénal (Figure n°2). Cette partie comprend le segment S3 du TP (pour « tube 

proximal ») qui est un épithélium polarisé, monocouche et hautement spécialisé. La mort 

cellulaire survient par nécrose et/ou apoptose, pouvant aboutir à la desquamation cellulaire 

dans la lumière tubulaire et à l’obstruction de celle-ci. Cependant, l’importance de ces lésions 

peut être sous-estimée par la biopsie du greffon, celle-ci ciblant principalement la zone 

corticale. 

 

Les mécanismes de la souffrance épithéliale tubulaire au cours de l’IR peuvent se 

résumer chronologiquement à une altération du cytosquelette, à une perte de la bordure en 

brosse et de la polarité cellulaire. Ces lésions, associées à des anomalies de localisation des 

molécules d’adhésion, en détruisant les jonctions serrées entre les cellules, aboutissent à la 

desquamation des cellules, lesquelles seront éliminées dans les urines sous forme de débris 

cellulaires. 

 

Enfin la souffrance tubulaire au cours de l’IR peut se traduire par l’augmentation 

d’expression de protéines par le TP, qui ont valeurs de biomarqueurs de l’atteinte tubulaire. 

Citons tout d’abord la molécule transmembranaire KIM-1 (pour « kidney injury molecule-

1 »), surexprimée à la surface des cellules tubulaires proximales après un stress ischémique 

(47). KIM-1 est un récepteur qui reconnaît les cellules apoptotiques pour permettre leur 

phagocytose par les cellules du TP puis leur dégradation lysosomale. Au cours de l’ischémie, 

l’ectodomaine du récepteur est libéré dans les urines, permettant un dosage et un diagnostic 

précoce de la souffrance tubulaire. La protéine NGAL (pour « neutrophil gelatinase-associated 

lipocalin ») est également exprimée précocement par le TP après IR. Une étude française, 

portant sur 41 patients transplantés rénaux, a récemment montré que l’augmentation précoce 

des taux sériques de NGAL, 12 heures après la greffe, était plus prédictif de la reprise différée 

de fonction que le dosage de la créatininémie (48). 

L’épithélium tubulaire exprime également après IR des molécules qui induisent 

l’activation du système immunitaire. Il en est ainsi des molécules de classe II du complexe 

majeur d’histocompatibilité et des molécules de co-stimulation du lymphocyte T. Chez 

l’homme, les cellules de l’épithélium tubulaire proximal analysées en immunohistochimie, ont 

une expression des molécules B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) corrélée positivement avec le 

degré d’inflammation interstitielle. Ces molécules, en interagissant avec la molécule CD28 à 
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la surface des lymphocytes T, permettent la production de cytokines et participent au 

recrutement de cellules inflammatoires (49). 

De plus, les cellules tubulaires expriment également à leur surface les TLRs (pour 

« Toll-like receptors ») en particulier les TLR2 et TLR4 que nous aborderons au Chapitre 2.4 

et dont l’activation contribue à la libération de cytokines pro-inflammatoires (TNF-α, IL-6, IL-

1β) et chemoattractantes (RANTES…). 

Enfin, certaines protéines exprimées par le TP au cours de l’IR ont des propriétés 

protectrices à l’égard des lésions, comme l’hème oxygénase et les protéines HSPs. Le 

processus d’autophagie qui chez la souris a montré un effet protecteur des cellules tubulaires 

proximales vis-à-vis de l’IR, contribue aussi à la protection de l’épithélium (8). 

 

 

3. INFILTRAT INTERSTITIEL 

Dans les heures qui suivent l’IR,  le système immunitaire est mis en jeu comme en 

témoigne l’infiltrat inflammatoire dans l’interstitium rénal. Cet infiltrat n’est pas monomorphe 

et la nature des cellules qui le composent varie au cours du temps (Figure n°3). 
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Figure 3 : Analyse de l’infiltrat leucocytaire intra-rénal après ischémie reperfusion chez 

la souris. Les différentes populations leucocytaires ont été identifiées et analysées en 
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cytométrie en flux, dans la fenêtre des cellules vivantes CD45+ 7AAD-. PNN: Polynucléaire 

neutrophile ; LB : Lymphocyte B ; LT : Lymphocyte T (d’après Li et Okusa, 2010). 

 

L’apport de la cytométrie en flux et les travaux menés chez des souris génétiquement 

modifiées ont permis des avancées dans la compréhension de la pathogénie de l’inflammation, 

notamment sur la chronologie du recrutement cellulaire et sur les interactions entre cellules 

résidentes et cellules recrutées in situ. 

Ainsi les cellules de l’immunité innée (DC, monocyte/macrophage, PNN, NK et 

iNKT) (pour « natural killer » et « natural killer T ») sont les premières activées et/ou 

recrutées, indépendamment d’une stimulation par l’Ag (pour « antigène »). 

Parmi les leucocytes résidents, les DCs sont les plus représentées (50). Chez la souris 

après IR, ces cellules constituent la principale source de TNF-α (51). L’activation des DCs 

permet le recrutement précoce des PNN, qui dès 30 mn après la reperfusion, par leur 

interaction avec les molécules d’adhésion exprimées à la surface de l’endothélium activé, sont 

présents dans les capillaires péritubulaires et l’interstitium. Cette activation des PNN induit la 

production de la cytokine pro-inflammatoire IL-17, de manière dépendante de l’IL-23 produite 

par les DCs (33).  

Les monocytes/macrophages sont recrutés dans les minutes qui suivent l’IR et jouent 

un rôle déterminant dans l’infiltration rénale. Chez la souris, deux phénotypes caractérisent les 

monocytes circulants. A l’état basal, les monocytes CD11b+CCR2-Gr-1-Ly6C-CX3CR1hi se 

différencient en DCs et en macrophages résidents, avec un rôle principalement 

d’immunosurveillance. En revanche, après IR, les monocytes CD11b+CCR2hiGr-1-

Ly6ChiCX3CR1lo se différencient en macrophages activés, de type M1. Ceux-ci sont présents 

dans le rein dès la première heure de reperfusion, pour atteindre un pic à 24 heures et persister 

jusqu’à 7 jours. En présence de cytokines de type Th2 (IL-4, IL-10), ils peuvent générer des 

macrophages M2 « réparateurs », capable de produire à leur tour des cytokines de type Th2. 

  

Quant à la place des cellules NK dans la pathogénie de l’IR rénale,  il n’y a que peu de 

données dans la littérature. Dans un modèle murin d’IR, Ascon et al. ont mis en évidence une 

infiltration précoce du rein, dès 3 heures après la reperfusion, par les cellules NK (CD3-

NK1.1+) (52). La décroissance est ensuite rapide puisqu’à 24 heures après IR, la fréquence de 

cellules NK est inférieure au contrôle. Ces données sont confirmées par Zhang et al. qui 

mettent en évidence des cellules NK infiltrant le rein murin 4 heures après IR (53). Dans ce 
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travail, la déplétion des souris en cellules NK protège le rein des lésions d’IR, phénomène 

perdu lors de la reconstitution des cellules NK par transfert adoptif. Enfin in vitro, les cellules 

tubulaires apoptotiques sont ciblées par les cellules NK activées. In vivo après IR, les cellules 

épithéliales tubulaires majorent l’expression de Rae1, le ligand de NKG2D (pour « natural 

killer group 2D »), confortant l’hypothèse d’implication des cellules NK dans la genèse des 

lésions rénales d’IR. Plus récemment, le même groupe a montré que le recrutement intra-rénal 

des cellules NK et leur activation dépendaient d’une protéine exprimée par les cellules 

tubulaires, l’ostéopontine (54). 

Enfin l’implication des cellules iNKT dans les phénomènes d’IR sera l’objet du 

Chapitre 3.G. 

 

Bien qu’il soit habituel de dissocier les rôles de l’immunité innée et adaptative, ceci 

sur la base de la reconnaissance de l’allo-antigène, il est important de noter que dans les 

heures qui suivent la reperfusion rénale, sont recrutées et activées des cellules tant de 

l’immunité innée que de l’immunité adaptative. 

Chez la souris, à l’état basal, sont présentes dans le rein diverses populations 

lymphocytaires T, principalement CD3+. Leur phénotype est alors soit CD4+ ou CD8+, soit 

non conventionnel (double négatif) (55) 

Comme précédemment évoqué au Chapitre 4 sur l’inflammation stérile, les 

lymphocytes T CD4+ jouent un rôle prépondérant dans la genèse des lésions précoces et 

tardives de l’IR rénale (30)(56)(57). Des expériences de transfert ont montré le rôle crucial de 

la molécule de costimulation CD28 et de la production d’IFN-γ portée par les lymphocytes T 

CD4+. 

Les lymphocytes T CD4+ et CD8+ sont présents dans les lésions précoces d’IR rénale 

et persiste jusqu’à 6 semaines. De façon intéressante, ces cellules ont un phénotype de type 

effecteur-mémoire activé (CD69+CD44hiCD62L-) qui s’accompagne de l’expression de 

cytokines pro-inflammatoires (IL-1β, IL-6, TNF-α, INF-γ…) (58). 

A l’inverse, d’autres types cellulaires tels les lymphocytes Tregs CD4+CD25+FoxP3+ 

recrutés après IR chez la souris, pourraient limiter le processus inflammatoire par la 

production d’IL-10 (59).  

Quant aux lymphocytes B, ils contribuent également à la pathogénie de l’infiltrat. 

Certaines sous-populations B pourraient avoir une fonction protectrice (60)(61).  
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4. LA REPARATION TISSULAIRE 

Contrairement au cœur ou au cerveau, le rein après IR est capable d’une réparation 

cellulaire ad integrum (Figure n°4). En situation physiologique, l’épithélium tubulaire rénal 

est à faible renouvellement, alors qu’après IR, la prolifération cellulaire épithéliale est 

fortement sollicitée.  
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Figure 4 : Réparation tissulaire ad integrum ou anormale après ischémie-reperfusion 

rénale. Le processus de réparation tissulaire peut induire des lésions de fibrose interstitielle 

et/ou d’atrophie tubulaire, altérant alors la fonction rénale (d’après Bonventre et Yang, 2011). 

  

Après des incertitudes sur l’origine des cellules recrutées pour la réépithélialisation, on 

sait aujourd’hui que cette dernière implique la migration des cellules tubulaires survivantes, 

après deux phases successives de dédifférenciation/prolifération puis de 

différenciation/polarisation. Bien que les mécanismes de cette réversion vers un phénotype 

moins mature ne soient pas clairement établis, il est intéressant de signaler que des molécules 

comme la vimentine, exprimées uniquement durant le développement rénal, le sont à nouveau 

après IR. Nous avons déjà évoqué ci-dessus le rôle des lymphocytes T régulateurs et des 
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macrophages M2 dans la réparation tissulaire. Ajoutons la libération de protéines HSPs, 

abordées ci-dessous, qui contribuerait également au contrôle de l’inflammation.  

 

Cependant, la réparation endothéliale peut être inadaptée et incomplète, avec 

d’importantes conséquences telles une inflammation tubulo-interstitielle persistante et surtout 

une fibrose post-ischémique (Figure n°4). Le lien entre la souffrance ischémique de 

l’endothélium et la fibrose fait appel à la notion de transition épithélio-mésenchymateuse, 

c’est à dire la capacité d’une cellule épithéliale stressée à acquérir un phénotype de 

myofibroblaste. L’origine de ces myofibroblastes demeure controversée. Il pourrait s’agir de 

cellules épithéliales tubulaires ou de fibroblastes périvasculaires. Enfin, la réparation 

anormale de l’épithélium peut être associée à une production élevée de cytokines pro-

fibrosantes comme le TGF- et le CTGF (pour « connective tissue growth factor «). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 2. IR ET ACTIVATION DU SYSTEME IMMUNITAIRE 

 

GENERALITES 

La réponse inflammatoire secondaire à la souffrance/mort cellulaire liée à une 

séquence d’IR présente de nombreuses similitudes à celle observée après agression tissulaire 
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par un agent pathogène. Ainsi sont mis en jeu des signaux spécifiques, agissant sur des 

récepteurs de la famille des TLRs que nous aborderons ci-après.  

 

Dans le contexte de l’IR, les ligands d’origine endogène des TLRs sont regroupés sous 

le terme de DAMPs (pour « damage-associated molecular pattern »). Ces signaux activent des 

voies de transduction du signal impliquant NF-B, les MAP (pour « mitogen-activated 

protein ») kinases et l’IFN de type I (62) pour aboutir à la synthèse de cytokines et de 

chemokines pro-inflammatoires ainsi qu’à l’activation des molécules du complément. 

Si le lien de causalité entre l’IR et l’activation des cellules de l’IMMUNITE INNEE 

est une notion admise en transplantation d’organe (63), les mécanismes précis de cette 

activation, tels les molécules impliquées ou les cibles cellulaires, restent méconnus. Lors 

d’une transplantation d’organe, les différentes étapes que sont l’acte chirurgical du 

prélèvement, le transport du greffon responsable de l’ischémie froide puis la chirurgie de 

greffe proprement dite, associée à une ischémie tiède et parfois à une ischémie chaude, 

génèrent les phénomènes d’IR. Ces stress tissulaires conduisent à des lésions cellulaires et 

tissulaires qui déclenchent la réponse immunitaire innée. 

Celle-ci se caractérise par son activation rapide (quelques minutes à quelques heures), 

par son indépendance à l’égard de l’allo-antigène et enfin par les cellules qu’elle implique: 

neutrophiles, monocytes/macrophages, DCs, cellules NK et iNKT. Ainsi les neutrophiles, les 

macrophages et les cellules iNKT sont responsables des premières lésions tissulaires 

consécutives à l’IR, avant même toute reconnaissance allogénique. Associons également à la 

réponse immunitaire innée la cascade d’activation du complément dont nous avons déjà 

évoqué le rôle dans le recrutement de cellules inflammatoires.  

L’activation du système immunitaire inné initie à son tour la réponse immunitaire 

adaptative. Celle-ci implique la maturation de DCs, la présentation antigénique, l’activation et 

la prolifération des lymphocytes T et enfin à la coopération T-B. Cette cascade d’activation 

innée/adaptative est impliquée dans la genèse des lésions précoces d’IR (quelques minutes à 

quelques après la greffe) mais également dans le processus de rejet aigu cellulaire et/ou 

humoral (quelques jours à quelques semaines). Enfin, elle est également en relation avec des 

phénomènes plus tardifs (quelques semaines à quelques mois) responsables de la perte 

progressive de fonction rénale comme la fibrose interstitielle (39).  
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 Ainsi la libération des DAMPs après IR est à la source d’une cascade d’activation et de 

recrutement in situ de cellules immunitaires, dont les conséquences marqueront la reprise de 

fonction du greffon mais aussi la fonction à long terme. La compréhension de la biologie de 

ces signaux DAMPs a progressé ces dernières années, notamment grâce aux modèles murins 

d’IR, en lien avec les concepts d’alarmine et de signal danger. 

 

ROLE DES ALARMINES/DAMPS 

1. GENERALITES 

 

Les DAMPs sont des molécules endogènes d’origine intracellulaire ou des fragments 

de la matrice extracellulaire, libérés après un stress cellulaire majeur et capable d’induire une 

inflammation dans un contexte stérile, en agissant sur les récepteurs PRRs (pour « pattern 

recognition receptors ») associés à l’immunité innée, et en particulier leurs récepteurs 

spécifiques TLRs (TLR2, TLR3, TLR4, TLR7, TLR9) et RAGE (pour « receptor for advanced 

glycation end-products ») (64)(65). Ces récepteurs de l’immunité innée sont exprimés à la 

surface de cellules hématopoïétiques et parenchymateuses. Ils sont exprimés non seulement à 

la surface des cellules de l’immunité innée mais aussi de certaines cellules de l’immunité 

adaptative. Ainsi, les neutrophiles, les macrophages et les DCs ont une expression 

membranaire de TLR. 

Selon Kono et Rock, les DAMPs se caractérisent par leur capacité à induire, à l’état 

purifié et à concentration identiques aux situations pathologiques, une réponse inflammatoire 

in vitro et/ou in vivo (66). De plus, cette réponse est diminuée en cas de déplétion ciblée du 

DAMP. Néanmoins, le rôle respectif de chaque molécule DAMP dans l’initiation de 

l’inflammation stérile et l’éventuelle redondance de leur action n’est pas connu. De plus, la 

nature de ces signaux demeure très hétérogène : par leur source (intra versus extracellulaire), 

leur expression (constitutive versus inductible) ou leurs éventuelles modifications post-

traductionnelles. 

La mise en jeu de DAMPS après agression tissulaire est un mécanisme général de 

défense qui n’est pas restreint à l’IR. Cependant, quel que soit l’événement initial induisant 



  31 

cette agression, les PRRs et les voies de transduction engagés sont communs, comparables à 

ceux impliqués au cours d’un processus infectieux (pour revue :(62)). 

En transplantation, les conséquences de la libération des DAMPs ne sont pas 

anecdotiques. Les DAMPs contribuent en effet à la réponse allogénique et à la perte du 

greffon, comme cela a été montré dans un modèle murin de greffe d’îlots de Langerhans (67). 

L’activation des TLRs par les DAMPs qui déclenche la transduction du signal via la protéine 

adaptatrice intracellulaire MyD88 que nous aborderons ci-après, est ainsi impliquée dans la 

pathogénie du rejet de greffe. De plus, parce que les TLRs sont exprimés à la surface des DCs, 

les DAMPs peuvent induire leur maturation, à l’interface de l’immunité innée et de la réponse 

adaptative (68)(69)(70). 

Le terme d’alarmine a quant à lui été proposé par Joost Oppenheim en 2006, à l’issue 

d’un Workshop consacré au signal danger et à la protéine HMGB1 (pour « high mobility 

group box 1 »). L’objectif était de distinguer, parmi les molécules capable d’activer le système 

immunitaire, celles d’origine microbienne : les PAMPs (pour « pathogen-associated molecular 

patterns »), de celles d’origine endogène : les alarmines. Selon cette définition, le terme de 

DAMPs regroupe l’ensemble des PAMPs et des alarmines. Les alarmines sont donc des 

DAMPs d’origine endogène, qui partagent plusieurs propriétés : 1) libération passive mais 

rapide au cours de la mort cellulaire par nécrose (et non par apoptose) y compris par les 

cellules du système immunitaire ; 2) recrutement et activation de cellules de l’immunité innée 

telles les DCs, permettant d’initier la réponse adaptative ; 3) implication dans la restauration 

de l’intégrité tissulaire après une agression cellulaire majeure ou une inflammation. 

Les alarmines sont impliquées dans de nombreux mécanismes physiopathologiques, en 

lien avec les concepts de signal danger et d’inflammation stérile. Parmi ces alarmines, 

HMGB1 en est la figure de proue, pour des raisons historiques et ses propriétés 

fonctionnelles. Depuis, la liste des molécules répondant à la définition d’une alarmine, 

s’appuyant principalement sur des modèles murins, s’agrandit régulièrement. Dans le champ 

de la transplantation d’organe, l’IR induit une nécrose tissulaire (endothéliale ou épithéliale) 

dans un environnement stérile, aboutissant au recrutement de cellules inflammatoires. Ainsi, 

plusieurs alarmines ont été impliquées dans la genèse des lésions d’IR par leur capacité à 

induire l’inflammation stérile. Ce rôle d’alarme du système immunitaire résulte de la capacité 

des alarmines à porter le signal danger. 
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2. LA THEORIE DU DANGER 

 

La théorie infectieuse du non-soi, portée par Charles Janeway à la fin du XXe siècle, 

défend que les signaux exogènes produits des organismes extérieurs, tels des agents 

pathogènes (PAMPs), ciblent directement les cellules de l’immunité innée pour 

secondairement initier la réponse adaptative (Figure n°5) (71). 
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Figure 5 : Théorie du non-soi et du danger. 

Les cellules dendritiques sont présentes dans les tissus, à l’état non stimulé. Dans la théorie du 

non-soi, les PRRs exprimés à la surface des DCs reconnaissent les molécules dérivées 

d’agents pathogènes appelées PAMPs. Dans la théorie du danger, l’évènement contrôlant 

l’initiation de la réponse immunitaire n’est pas d’origine infectieuse, mais provient de la 

production de « signaux danger » appelés DAMPs. DC: cellule dendritique ; PRR: Pattern 

Recognition Receptor ; PAMP: Pathogen Associated Molecular Pattern ;  DAMP: Damage 

Associated Molecular Pattern (d’après Kono et Rock, 2008). 
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La théorie du danger, énoncée pour la première fois par Polly Matzinger en 1994, 

s’oppose à celle du soi et du non-soi, qui « règne » sur l’immunologie depuis plus de 60 ans. 

La théorie du signal danger postule que le système immunitaire répond à des substances 

libérées par l’organisme suite un stress tissulaire, et non uniquement à un allo-antigène (pour 

revue : (72)(73)). Pour Matzinger, une molécule du soi n’est pas gage de tolérance, et un 

constituant du non-soi n’est pas synonyme de réponse immune. Ainsi des constituants du soi 

sont capables d’initier une réponse immunitaire, en dehors d’un stimulus antigénique. En 

d’autres termes, la réponse immunitaire secondaire à une agression tissulaire, y compris par un 

agent infectieux, résulte de la libération par les cellules endommagées de signaux d’alarmes 

de système immunitaire. Proposé en 2006, plus de 10 ans après l’article princeps de 

Matzinger, le terme d’alarmine regroupe ces différents signaux. 

La notion de danger associée aux signaux peut être difficile à définir, secondaire selon 

le contexte aux situations de stress, de dommage (« damage »), de lésion (« injury »), ou 

encore de mort cellulaire inappropriée. (73). Concernant cette dernière notion, la théorie du 

danger oppose la mort cellulaire « anormale » : la nécrose à la mort cellulaire « normale » ou 

physiologique : l’apoptose (74). Ainsi, chez la souris, seule la lyse cellulaire par nécrose, et 

non par apoptose, libère des signaux danger capables d’activer les DCs (75) (Figure n°6). 

Dans cette situation, les signaux danger libérés sont des DAMPs d’origine intracellulaire, 

autrement dits des alarmines. 

Avant même l’apparition du terme alarmine, les protéines HSPs ont été, pour les 

partisans de la théorie du danger, des molécules candidates pour porter le signal danger (72). 

Les HSPs sont présentes chez les procaryotes comme chez les eucaryotes et libérées par la 

cellule stressée (augmentation de température…). Elles peuvent activer les cellules 

dendritiques, en présence ou non d’un antigène, sur lequel elles agissent alors comme 

protéines chaperonnes. Ainsi les protéines HSPs d’origine endogène étaient considérées 

comme appartenant aux DAMPs. Récemment, plusieurs travaux ont suggéré qu’elles puissent 

avoir un rôle dans le contrôle de la réaction inflammatoire induite par une agression tissulaire, 

et dans la réparation tissulaire (76). 

 

Il est intéressant de confronter la théorie du danger et le concept d’inflammation stérile 

à la transplantation d’organe et à l’IR en particulier. En effet, comme nous l’avons vu ci-

dessus, l’IR se caractérise par une importante nécrose cellulaire consécutive au stress 

endothélial et épithélial, par une activation de l’immunité innée et enfin par une réaction 
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inflammatoire dans un contexte stérile. En considérant cette séquence, la théorie du danger est 

particulièrement pertinente pour expliquer la rapidité du recrutement et de l’activation des 

cellules inflammatoires dans le greffon. C’est la raison pour laquelle de nombreuses équipes 

ont cherché à caractériser les molécules de type DAMPs impliquées dans le phénomène d’IR. 

Parmi celle-ci, HMGB1 est l’une des mieux décrites. 
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Figure 6 : Conséquence immunitaire de la mort cellulaire, selon la nécrose ou l’apoptose 

Les cellules de l’immunité innée expriment des récepteurs qui détectent les molécules 

DAMPs, normalement séquestrées à l’intérieur des cellules. Les cellules en apoptose, dont 

l’intégrité membranaire se maintient, ne libèrent pas les DAMPs intracellulaires. Les corps 

apoptotiques sont dégradés par phagocytose, en l’absence de stimulation du système 

immunitaire. La mort cellulaire par nécrose libère les DAMPs qui après interaction avec leurs 

récepteurs, induisent une réponse pro-inflammatoire. DAMP: Damage Associated Molecular 

Pattern (d’après Kono et Rock, 2008). 

3. HMGB1 : EXEMPLE D’UNE ALARMINE PORTANT LE SIGNAL DANGER APRES IR 
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3.1 GENERALITES 

Les protéines HMG, décrites au début des années 70, constituent une famille de 

protéines non histones, associées à la chromatine. Le groupe des protéines HMGB, qui 

comportent 3 membres (HMGB1, HMGB2, HMGB3) est particulièrement conservé chez les 

mammifères. La molécule HMGB1 se caractérise par son expression ubiquitaire et élevée, 

contrairement aux deux autres, exprimées principalement durant l’embryogénèse. Au sein du 

noyau, HMGB1 joue un rôle dans l’organisation de la chromatine et la régulation 

transcriptionnelle (77). Ce rôle est capital puisque la souris déficiente pour le gène HMGB1 

(HMGB1-/-) est non viable.  

La sécrétion d’HMGB1 peut être passive après nécrose cellulaire mais également 

active en réponse à un stress cellulaire tel l’ischémie (78). Dans les deux cas, libérée dans 

l’espace extracellulaire, HMGB1 se comporte comme une cytokine pro-inflammatoire (78) 

(79). Cette sécrétion impose la translocation d’HMGB1 du noyau vers le cytoplasme, mais 

n’implique pas la voie du réticulum endoplasmique ni de l’appareil de Golgi (77) (80). Notons 

ici que l’activité biologique d’HMGB1 peut être régulée par des modifications post-

traductionnelles, en fonction par exemple de son état d’acétylation ou encore d’oxydation 

(81). Ainsi la forme réduite d’HMGB1 favoriserait le processus d’autophagie (82) et la forme 

oxydée l’apoptose (83).  

 

3.2 RECEPTEUR ET TRANSDUCTION DU SIGNAL 

La liaison des alarmines aux récepteurs TLR active à des voies de signalisation 

incluant la voie des MAPK et du NF-κB, permettant la production des chimiokines et des 

cytokines pro-inflammatoires. L’activation des TLRs par les DAMPs permet également la 

maturation des cellules présentatrices d’antigènes. Parmi les DAMPs incriminés, l’héparane 

sulfate qui est un ligand endogène des PRRs, induit une maturation des cellules dendritiques 

dépendante de TLR4 (68). De même, l’acide hyaluronique, fragment de la matrice 

extracellulaire libéré après IR par les cellules stressées génère une réponse inflammatoire 

dépendante de l’activation des cellules dendritiques et des macrophages (84) (pour revue : 

(85)). Enfin, le groupe de Goldstein a montré que l’haptoglobine, protéine de l’inflammation 

libérée au cours de la nécrose cellulaire, accélère le rejet de greffe de peau chez la souris, par 
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une voie dépendante de la molécule adaptatrice MyD88 (pour « myeloid differenciation 

primary response gene 88 ») commune à l’ensemble des TLRs, excepté TLR3 (86). 

 

L’alarmine HMGB1 interagit avec de nombreux récepteurs, en lien avec son 

pléiotropisme d’action. Citons les RAGE, et les récepteurs TLRs 2, 4, 9 que nous aborderons 

ci-après. Le récepteur RAGE appartient à la superfamille des immunoglobulines, initialement 

identifié chez le patient diabétique comme récepteur aux produits de glycation avancée. Il est 

exprimé, à des niveaux très variables, à la surface de nombreuses cellules somatiques et 

endothéliales. La transduction du signal implique alors la voie des MAP kinases et conduit à 

l’activation de NF-κB. La voie de signalisation impliquant les TLRs, notamment exprimés à la 

surface des cellules d’origine myéloïdes, aboutit également à l’activation de NF-κB et à la 

synthèse de cytokines inflammatoires, via MyD88 (Figure n°7). Notons également l’existence 

d’une autre cascade d’activation du signal, indépendante de MyD88, et  dépendante de la 

molécule adaptatrice TRIF (pour « TIR domain-containing adaptor-inducing interferon-β »). 

Cette voie induit l’activation d’IRF3 (pour « interferon regulatory factor 3 ») et la synthèse 

d’IFN de type I. 

De manière intéressante, HMGB1 peut également se lier à des molécules partenaires, 

telle des LPS, ou la cytokine IL-1β, avec pour effet une amplification de la réponse 

inflammatoire (87). Enfin la liaison d’HMGB1 avec CXCL12, entraîne le recrutement de 

cellules mononucléées inflammatoires dans un tissu lésé (88). 

 

3.3 CIBLES CELLULAIRES ET ACTIVITE BIOLOGIQUE 

Une des premières cibles cellulaires identifiées d’HMGB1 a été les 

monocytes/macrophages dans un modèle de choc septique chez la souris, qui sous l’action de 

cette alarmine, sécrètent des cytokines pro-inflammatoire, notamment pro-Th1 (TNF-α, IL-1, 

IL-6…) (80). La DC, via l’expression membranaire de TLR4, est également ciblée par 

HMGB1, qui induit leur migration, leur maturation et leur activation via la production de 

cytokines (89) (90) (91) (92) (93). Concernant la cellule endothéliale, qui exprime les 

récepteurs TLRs et RAGE, son activité est largement modulée par HMGB1 qui induit la 

sécrétion de cytokines, augmente l’expression de molécules d’adhésion et favorise le 

recrutement cellulaire (94). 
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Figure 7 : Principales fonctions et voies de signalisation d’IL-33 et d’HMGB1. 

Après une agression, les cellules stressées libèrent les alarmines HMGB1 et IL-33 pour alerter 

le système immunitaire. Les alarmines libérées interagissent avec les cellules cibles 

(mastocytes, NK, NKT, basophiles, macrophages, éosinophiles, lymphocytes B et T, cellules 

dendritiques, cellules épithéliales et endothéliales…) via leurs récepteurs spécifiques (ST2L 

pour l’IL-33 et TLR2/4 ou RAGE pour HMGB1) pour induire la transcription de gènes pro-

inflammatoires (d’après Arshad et al., 2012) 
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HMGB1 cible enfin de nombreux autres types cellulaires, tel que le PNN, le 

fibroblaste ou encore la cellule musculaire lisse en induisant leur migration vers les tissus 

lésés. Ces données suggèrent qu’HMGB1 pourrait participer non seulement à la signalisation 

de la lésion mais aussi à sa réparation via le recrutement de cellules ad hoc.  

Ainsi HMGB1, l’une des DAMPs les mieux caractérisée, correspond typiquement à la 

définition d’une alarmine: sécrétion rapide par des cellules en souffrance puis déclenchement 

d’une réaction inflammatoire et recrutement/activation de cellules de l’immunité innée.  

 

3.4 IMPLICATION D’HMGB1 DANS L’IR 

La littérature qui traite du rôle d’HMGB1 dans l’IR repose sur des données solides, 

mais obtenues principalement dans des modèles murins. Ainsi, dans un modèle d’IR rénale 

chez la souris, le blocage d’HMGB1 réduit les lésions tubulaires alors que l’administration 

d’HMGB1 exogène les majore (95) (96). Dans un autre modèle murin, HMGB1 joue un rôle 

clef dans l’échec précoce de la greffe d’îlots pancréatiques (97) et l’administration d’un Ac 

anti-HMGB1 prévient la perte du greffon. Des données comparables sont rapportées dans un 

modèle murin d’IR hépatique où le blocage d’HMGB1 par un Ac neutralisant prévient les 

lésions histologiques (98). 

 

En revanche, chez l’homme, le rôle d’HMGB1 dans l’IR après transplantation 

d’organe est nettement moins documenté. Le travail de référence est celui de Krüger et al. qui 

rapportent en immunohistochimie, l’expression nucléaire et cytoplasmique d’HMGB1 dans 

les cellules tubulaires proximales et distales, et les cellules musculaires lisses, dans des 

biopsies rénales préimplantatoires (Figure n°8A) (99). Cependant, HMGB1 n’était pas 

détectée dans les cellules endothéliales ni glomérulaires. De manière intéressante, cette 

expression d’HMGB1 n’est mise en évidence qu’à partir de biopsies de donneurs décédés, où 

sont observées précocement après l’IR des cellules tubulaires nécrotiques et apoptotiques. En 

revanche, HMGB1 n’est pas exprimée sur les biopsies rénales de donneur vivant. Ces données 

suggèrent dans le contexte de transplantation rénale, une modulation de l’expression tubulaire 

d’HMGB1 par l’ischémie. 
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Figure 8A : Expression rénale d’H M GB1 chez le donneur vivant (DV ) ou décédé (DD) en 

immunohistochimie (biopsie pré-implantatoire). HMGB1 est exprimé dans les tubes des greffons 

de donneurs décédés. En revanche, aucun marquage d’HMGB1 n’est observé dans les greffons de 

donneurs vivants. Les glomérules (délimités par *) sont négatifs pour HMGB1 que les donneurs 

soient vivants ou décédés (d’après Krüger, 2009). 

Figur e 8B : Expr ession r énale de T L R4 chez le donneur  vivant ou décédé en 

immunohistochimie (biopsie pré-implantatoire). TLR4 est exprimé plus fortement dans les tubes 

des reins de donneurs décédés que dans les tubes des reins de donneurs vivants (d’après Krüger, 

2009). 

Figure 8D : M arquage en 

i m m u n of l u or escen ce 

d’ I L-33 dans le rein de 

sour is. Marquage à la 

s u r f a c e  d e s c e l l u l e s 

endothéliales de l’actine 

(vert) et d’IL-33 (rouge) 
(d’après Ackay, 2011). 

DV DD 

DV DD 

Figure 8C : Expression rénale constitutive d’ I L-33 dans le noyau des 

cellules endothéliales des vaisseaux sanguins chez l’homme. L’expression 

d’IL-33 est analysée par un marquage en immunohistochimie (à gauche) et en 

immunofluorescence (à droite). Un double marquage est réalisé avec les 

anticorps anti-IL-33 (rouge) et anti-CD31 (vert), l’ADN est marqué par contre-

coloration au DAPI (d’après Moussion, 2008). 
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4. TLRS, CIBLES DES DAMPS EN TRANSPLANTATION 

 

 4.1 TLR ET IR 

De nombreux modèles animaux et résultats obtenus chez l’homme ont établi que les 

lésions d’IR, dans le contexte de la transplantation ou non, étaient modulées par des signaux 

transmis par les TLRs, initiés par les DAMPs (tableau n°2). Les TLRs sont constitutivement 

exprimés dans des organes comme le cœur, le foie ou le rein. Concernant ce dernier, TLR2 et 

TLR4 y sont exprimés à la surface des cellules tubulaires et épithéliales. TLR4 est également 

exprimé à la surface des podocytes et des DCs résidentes. Après IR chez la souris, 

l’augmentation d’expression des transcrits TLR2 et TLR4 est mis en évidence au sein de tissu 

rénal (mais pas dans les leucocytes circulants) (100). Ces données suggèrent que le 

phénomène d’IR module l’expression des TLRs, au sein de l’organe concerné. Cette 

expression majorée survient dans les heures qui suivent la reperfusion, mais avec des 

cinétiques différentes en fonction du tissu, plus précocement pour l’endothélium que pour 

l’épithélium (94). L’expression des TLRs par le greffon exerce donc un rôle crucial dans le 

processus d’IR, confirmée par des données montrant que la signalisation intrinsèque rénale du 

TLR4 "donneur" prévaut sur les signaux issus du TLR4 de l’hôte, dans la genèse des lésions 

d’I/R (101). 

Les données les plus riches de la littérature sur le sujet portent sur des modèles murins 

explorant l’axe HMGB1/TLR. Des souris porteuses d’une délétion du gène codant TLR4 sont 

protégées partiellement de l’ischémie rénale. Or chez la souris TLR4-/- l’administration 

d’HMGB1 exogène ou le blocage d’HMGB1 n’a pas d’impact sur les lésions tubulaires après 

IR rénale, contrairement à ce qui est observé chez la souris sauvage. Ces données suggèrent le 

rôle crucial de l’axe HMGB1/TLR4 dans la genèse des lésions rénales d’IR (96). Cependant 

l’intensité des lésions rénales après IR est identique chez les souris déficientes pour TLR2, ou 

TLR4 ou qui associent les deux déficiences (TLR2/4-/-). Ces résultats suggèrent qu’après IR, 

les DAMPs ciblent TLR2 au même titre que TLR4 (102). Néanmoins, en fonction des 

modèles et des organes étudiés, les TLRs impliqués peuvent être différents. Ainsi dans un 

modèle de greffe d’îlots de Langerhans, les souris déficientes pour le récepteur TLR2 ou 

RAGE sont protégées de la perte précoce du greffon dépendante d’HMGB1, mais non les 

souris TLR4-/- (97). En revanche, dans un autre travail, la signalisation HMGB1/TLR4 est 

impliquée dans les dysfonctions précoces du greffon d’îlots pancréatiques (103). Quant à 
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TLR2, son expression sur l’épithélium rénal est induite par l’hypoxie par l’intermédiaire de 

HIF (104) et par l’inflammation, dépendante de TNF-α et d’IFN-γ (105). Chez la souris, 

Leemans et al. ont montré que TLR2 contribue aux lésions rénales aiguës et à l’inflammation 

au cours de l’ischémie et la reperfusion (100). 

Concernant l’IR hépatique, le développement des lésions implique également 

l’activation de TLR4 et de TLR9, alors que contrairement au rein, TLR2 n’est pas concerné. 

TLR4 est exprimé dans le foie essentiellement par les DCs résidentes et les cellules de 

Kupffer qui sont les principales cellules ciblées lors de la phase d’ischémie froide. 

L’activation de TLR4 transmet un signal par la molécule adaptatrice IRF-3, indépendamment 

de MyD88, ce qui constitue là encore une différence notable avec le rein (106). Cela pourrait 

s’expliquer par l’environnement cytokinique et la nature des cellules ciblées (cellules de 

Kupffer). L’équipe de Peng a observé après une séquence d’IR, une augmentation de 

l’expression des transcrits de TLR4 associée à une production de TNF-α dans les cellules de 

Kupffer, laquelle est inhibée en présence d’Ac anti-TLR4 (107). Notons également le rôle 

dans la physiopathologie de l’IR hépatique des récepteurs RAGE, autre ligand d’HMGB1, 

activant la voie des MAP kinases. La conséquence de ces différents signaux est 

principalement la production de cytokines inflammatoires qui induisent le recrutement de 

cellules de l’immunité innée (pour revue : (108) et (109)). 

Chez l’homme, Krüger et al. ont montré une expression majorée de TLR4 dans les 

tubes proximaux et distaux de greffons rénaux issus de donneurs cadavériques (versus 

donneur vivants) (Figure n°8B) et l’implication de la signalisation TLR4 dans la perte précoce 

du greffon (99). De plus, l’activation de TLR4 induit l’expression de cytokines pro-

inflammatoires telles que IL-1β, TNF-α et MCP-1. Ces résultats sont confortés par un travail 

récent objectivant une expression intra-rénale majorée de TLR4 et MyD88 sur des biopsies 

préimplantatoires de greffons de donneurs décédés par rapport au donneur vivant (110).  

 

 

4.2 TLR ET TRANSPLANTATION 

L’implication des TLRs en transplantation ne se réduit pas au phénomène initial d’IR 

(pour revue : (111)). Ainsi les souris déficientes pour MyD88 sont protégées du rejet de greffe 

de peau en cas d’incompatibilité mineure, alors que le rejet est retardé chez les souris 

MyD88/TRIF-/- en situation d’incompatibilité majeure. Récemment, dans un modèle de 

transplantation rénale orthotopique chez la souris, Wu et al. rapportent que les greffons rénaux 
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provenant de souris sauvages transplantés à des souris MyD88-/- ont une survie prolongée par 

rapport aux souris contrôles (rein de souris sauvages transplantés à des souris sauvages) (112). 

Les greffons rénaux provenant de souris MyD88-/- greffés chez des souris sauvages ont quant 

à eux une survie intermédiaire. De plus, lorsque les souris donneuses et receveuses sont 

déficientes pour MyD88, il n’est pas observé de lésion de rejet aigu. Enfin, l’expression de 

cytokines pro-inflammatoires Th1 était significativement réduite au 14ème jour post-greffe 

dans les greffons provenant de souris MyD88-/-. 

Ces différents travaux suggèrent le lien entre l’activation de la voie MyD88 et la 

réponse allogénique Th1.  

De manière intéressante, les souris déficientes pour MyD88-/- et greffées rénales 

développent un état de tolérance, spécifique du donneur (112). Cette tolérance est abolie après 

administration d’un Ac anti-CD25 ciblant les cellules Tregs CD4+CD25+FoxP3+. Dans un 

modèle murin de greffe d’îlots, l’activation des TLRs favorise le rejet de greffe en bloquant la 

génération de lymphocytes Tregs (113). Ces données suggèrent une modulation de l’activité 

des cellules Tregs par la mise en jeu de l’immunité innée et de la voie TLR/MyD88 en 

particulier.  

Chez l’homme, les patients transplantés rénaux porteurs d’une mutation de TLR4 

induisant une perte de fonction, développent moins de rejet aigu (114). En transplantation 

hépatique, Testro et al. ont étudié l’expression de TLR4 par les monocytes circulants avant 

greffe (115). De manière intéressante, les patients ayant développé un rejet aigu ont une 

expression plus importante de TLR4 et une production augmentée de TNF-α et d’IL-6 en 

réponse à une stimulation par le LPS.  

En revanche, la relation entre l’activation des TLRs et la dysfonction du greffon à plus 

long terme est moins documentée. Néanmoins, les reins transplantés chez des souris 

déficientes TLR2/4-/-, ou MyD88-/- ou TRIF-/-, développent moins de glomérulosclérose et 

moins de fibrose interstitielle que les souris contrôle (112) (116).  

Chez l’homme, l’expression intra-rénale et monocytaire de TLR4 est augmentée chez 

les patients en rejet chronique, en comparaison à ceux en état de tolérance opérationnelle 

(117). Des résultats similaires sont rapportés dans le rejet chronique cardiaque (118). 
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5. IL-33 : NOUVELLE ALARMINE POTENTIELLEMENT IMPLIQUEE DANS L’IR 

 

5.1 GENERALITES 

L’IL-33 est le dernier membre de la famille de l’IL-1, par ailleurs connue pour son rôle 

dans l’inflammation et l’activation de l’immunité innée après une agression tissulaire. La 

description initiale de l’IL-33 en 2003 sous le nom de NF-HEV (pour « nuclear factor from 

high endothelial veinules ») était celle d’un facteur nucléaire présent dans les cellules 

endothéliales (119). Deux ans plus tard, l’IL-33 est « redécouverte» comme ligand de ST2, 

récepteur jusqu’alors orphelin, appartenant à la famille des récepteurs à l’IL-1 (120). 

Chez l’homme, l’IL-33 est constitutivement exprimée et stockée dans le noyau des 

cellules vasculaires endothéliales, les cellules épithéliales, les fibroblastes, les organes 

lymphoïdes secondaires et le cerveau (121). Lors de la nécrose cellulaire induite par une 

agression tissulaire, l’IL-33 intranucléaire est libérée dans l’espace extracellulaire sous sa 

forme entière active (122). La sécrétion d’IL-33, comme celle des autres membres de la 

famille de l’IL-1, est particulièrement rapide après un stress cellulaire, car elle est 

indépendante de la voie du réticulum endoplasmique et de l’appareil de Golgi. Elle peut alors 

agir sur son récepteur membranaire ST2L (pour « Interleukin-1 Receptor Like 1 (IL-1RL1) 

membrane fraction »), exprimé à la surface de nombreuses cellules, dont les mastocytes, les 

monocytes, les basophiles et les lymphocytes Th2, NK et iNKT pour induire notamment 

l’expression d’IFN-γ (123) (124) (Figure n°7).  

Le récepteur ST2L appartient à la superfamille des récepteurs TLR/IL-1R. Le gène ST2 

code également, après épissage alternatif pour une protéine isoforme ST2s (pour « Interleukin-

1 Receptor Like 1 (IL-1RL1) soluble fraction »). Ce récepteur soluble circulant ST2s interagit 

avec l’IL-33, avec une fonction de récepteur leurre (« decoy receptor ») (125). En effet, son 

administration dans le sang périphérique chez la souris neutralise l’action de l’IL-33. Il existe 

enfin une forme variante de ST2 (ST2V),  chez laquelle font défaut trois domaines 

immunoglobulines dans la région extracellulaire. La fonction de ST2V est cependant 

inconnue.  
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L’IL-33 qui compte 270 acides aminés pour une masse molaire de 32 kDa chez 

l’homme, possède un site de clivage pour les caspases -1, -3 et -7, situé dans son domaine IL-

1 en position 178 (126)(127). Le clivage par ces caspases rend l’IL-33 biologiquement 

inactive. De manière intéressante, ces caspases sont mises en jeu lors de l’apoptose. Ainsi la 

mort cellulaire programmée s’accompagne de la libération d’IL-33 sous une forme inactivée et 

n’induit pas de réponse inflammatoire, contrairement à la nécrose (Figure n°9). Enfin, l’IL-33 

est également un substrat pour les protéases polynucléaires neutrophiles (élastase, cathepsine 

G, protéinase 3) (128)(129). La production de formes de 18 à 21 kDa de l’IL-33 après clivage 

induit une activation à un niveau élevé du récepteur ST2. Ainsi, l’activité de l’IL-33 pourrait 

être amplifiée dans un environnement inflammatoire, riche en PNN. 

La source cellulaire, les modes d’activation et de sécrétion de la cytokine IL-33 sont 

autant de caractéristiques qui la définissent comme une alarmine, médiatrice d’un signal 

danger (130). La nature des cellules ciblées par l’IL-33, notamment les mastocytes, sous-tend 

également cette hypothèse.  

Figure 9 : Représentation schématique de la sécrétion d’IL-33. 

L’IL-33, signal danger, est constitutivement exprimée et stockée dans le noyau des cellules 

endothéliales et des cellules épithéliales. Lors de l’apoptose, l’IL-33 est clivée et inactivée par 

les caspases, tandis qu’elle est libérée sous forme entière active pendant la nécrose. Les 

polynucléaires neutrophiles recrutés sécrètent des protéases, de la cathepsine G et de 
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l’élastase, capables de cliver l’IL-33 et d’amplifier son effet (d’après Lefrançais et Cayrol, 

2012). 

 

 

 

 

 

5.2 TRANSDUCTION DU SIGNAL 

La signalisation de l’IL-33 implique l’hétérodimère ST2L-IL-1RAcP (pour « IL-1 

receptor accessory protein »). IL-1RAcP est une protéine associée au récepteur de la famille de 

l’IL-1 dont le domaine TIR (pour « Toll-interleukin-1 receptor) permet le recrutement du 

complexe MyD88. Ce complexe active au moins deux voies indépendantes : la voie PLD-

SPHK (pour « Phospholipase D-Sphingosine kinase ») qui conduit à la mobilisation du 

calcium intracellulaire puis à l’activation du facteur du transcription NF-KB, et la voie MAPK 

kinase. Cette dernière implique l’activation des kinases ERK (pour « extracellular signal 

regulated kinase »), p38 et JNK (pour « JUN N terminal kinase »). Les deux voies agissent en 

synergie pour induire l’expression de gènes conduisant, par exemple, à la synthèse de 

cytokines et chimiokines (Figure n°10). 
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Figure 10 : Voie de signalisation de l’IL-33.  
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La signalisation de l’IL-33 conduit au recrutement du complexe MYD88. Ce complexe active 

deux voies indépendantes : la voie PLD-SPHK qui conduit à l’activation du facteur de 

transcription NF-KB et la voie des MAP kinases. MYD88: Myeloid differenciation primary 

response protein 88 ; SPHK: Sphingosine kinase; PLD: Phospholipase D ; SpHK: 

Sphingosine kinase ; NF-B : Nuclear Factor of  light chain gene enhancer in B cell ; IB: 

Inhibitor B ; MAPK: Mitogen-activated protein kinase ; ERK: Extracellular signal regulated 

kinase ; JNK: JUN N-terminal kinase (d’après Liew, 2010). 

 

 

5.3 L’IL-33 ET LE REIN 

Chez l’homme, l’IL-33 est constitutivement exprimée dans le noyau des cellules 

endothéliales des vaisseaux de petits et gros calibres, sur l’ensemble de l’arbre vasculaire 

(130). Le rein est un organe qui comporte de nombreuses structures vasculaires, du capillaire 

(glomérulaire, péritubulaire) à l’artère de moyen calibre. L’IL-33 humaine est ainsi décelée en 

immunofluorescence, à l’aide d’un co-marquage avec le marqueur endothélial CD31, dans les 

cellules endothéliales des capillaires péritubulaires (Figure n°8C). En revanche, il n’est pas 

mis en évidence d’expression d’IL-33 dans les glomérules, ni au sein de la paroi musculaire 

lisse. Il existe également une expression constitutive au niveau des épithéliums exposés à 

l’environnement (poumon, digestif, vagin). Chez la souris, le profil d’expression est différent 

avec un marquage au niveau des endothéliums capillaires péri-tubulaires et glomérulaires, en 

l’absence de marquage de l’épithélium tubulaire (131) (Figure n°8D). 

Cependant, la littérature est assez pauvre sur le rôle de l’IL-33 dans le rein. Dans un 

modèle d’insuffisance rénale aigue induit par le cisplatine chez la souris, l’injection d’IL-33 

aggrave l’insuffisance rénale versus le cisplatine administré seul. De plus dans ce modèle, 

l’IL-33 aggrave les lésions tissulaires avec une majoration de l’infiltrat interstitiel riche en 

PNN. Enfin, la neutralisation de l’IL-33 par l’administration de son récepteur soluble sST2 

réduit les lésions tissulaires comme l’infiltration en PNN, et améliore la fonction rénale (131). 

Il est intéressant de souligner que ce modèle d’insuffisance rénale aigu se rapproche, sur le 

plan histologique (nécrose tubulaire aiguë, infiltrat interstitiel), des lésions observées au cours 

de l’IR.  

Le rôle de l’IL-33 au cours des maladies rénales et de l’insuffisance rénale chronique 

est peu documenté. Une étude récente chez 69 patients insuffisants rénaux, rapporte une 

corrélation entre le taux de sST2 sérique et la sévérité de la maladie rénale chronique, 
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attribuant à sST2 un rôle de biomarqueur, déjà documenté notamment pour des pathologies 

cardiovasculaires (132). En revanche, il n’est pas mis en évidence de différence entre le taux 

sérique d’IL-33 de donneurs sains et celui de patients insuffisants rénaux, quel que soit le 

stade d’évolution de la maladie. En 2008, à l’époque où ST2 était encore considéré comme un 

marqueur de cellules TH2, Bruneau et al. avaient rapporté le rôle de sST2 comme prédicteur 

de la rechute de syndrome néphrotique cortico-résistant post-transplantation (133), sans 

discuter le lien avec la voie IL-33/ST2. 

 

 

 

5.4 IL-33 : UN ROLE DANS L’IR ? 

Le rôle de l’IL-33 dans l’IR n’a été que peu exploré jusqu’à présent. Ainsi il n’y avait 

pas de données chez l’homme sur l’implication de cette cytokine/alarmine dans l’IR rénale, 

jusqu’à notre travail (cf. chapitre Résultats de la thèse). 

Les premiers travaux publiés datent de 2006 et 2007 et portent sur le rôle de ST2, alors 

que son ligand -l’IL-33- venait d’être caractérisé l’année précédente. Dans un modèle d’IR 

hépatique avec une ischémie chaude de 60 mn chez la souris, Yin et al. rapporte ainsi l’effet 

protecteur et anti-inflammatoire d’une protéine de fusion associant ST2s et le fragment Fc 

d’une IgG1 humaine (134). Peu après, Fagundes et al. étudie l’effet de la même protéine de 

fusion ST2-Fc dans un modèle d’IR intestinale par clampage de l’artère mésentérique 

supérieure chez la souris (135). L’administration de la protéine de fusion 10 mn avant le 

déclampage réduit les lésions histologiques et la production de TNF-α dans le tissu digestif.  

 

Cependant, les effets de la voie IL-33/ST2 semblent varier en fonction de l’organe 

concerné par l’IR. En effet, après infarctus du myocarde chez la souris, l’IL-33 améliore la 

survie (136). Le rôle de l’IL-33 après IR dans un modèle d’infarctus du myocarde chez la 

souris diabétique a également été évalué, dans l’hypothèse de lésions cardiaques majorées au 

cours du diabète, par défaut d’expression d’IL-33 (137). De manière intéressante, l’expression 

myocardique d’IL-33 est réduite chez la souris diabétique à l’état basal. De plus, 

l’administration d’IL-33 exogène 2 heures avant le clampage artériel, réduit la taille de 

l’infarctus et améliore la contractilité myocardique. 

L’IL-33 pourrait avoir également des effets protecteurs au cours de l’IR hépatique. 

Chez la souris, Sakai et al. rapportent une augmentation significative intra-hépatique de 
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l’expression de la protéine IL-33 et de son récepteur membranaire ST2L dans les heures qui 

suivent la reperfusion. De plus, l’administration d’un anticorps anti-ST2L bloquant ou d’IL-33 

exogène diminue les lésions histologiques et améliore les paramètres biochimiques après IR 

(138). Cependant, les mécanismes hépato-protecteurs de l’IL-33 dans ce modèle restent à 

déterminer. 

 

 

 

 

 

 

5.5 IL-33: UN ROLE EN TRANSPLANTATION ? 

Les travaux portant sur l’implication de la voie IL-33/ST2 en transplantation d’organe 

sont peu nombreux (pour revue : (139)) et concernent principalement la transplantation 

cardiaque. Le rationnel pour évaluer les effets de l’IL-33 repose sur l’hypothèse d’une 

déviation immune pro-Th2 induite par l’IL-33, qui était communément admise dans les 

premières années qui suivirent sa caractérisation.  

Ainsi dans un modèle de transplantation cardiaque chez la souris, l’administration 

d’IL-33, 24 heures avant la greffe puis quotidiennement pendant 7 jours, améliore la survie 

des greffons et diminue les lésions de rejet aigu. De plus, en présence d’IL-33, l’expression du 

transcrit de l’IFN-γ, cytokine pro-Th1, est diminuée dans le greffon et les cellules spléniques 

T CD4+, à l’inverse des transcrits pro-Th2 (IL-4, IL-5) (140). Ces résultats sont à rapprocher 

de ceux obtenus dans un autre modèle murin de rejet chronique en transplantation cardiaque, 

où l’administration quotidienne d’IL-33 à partir du 5ème jour post-greffe améliore la survie et 

réduit l’intensité des lésions histologiques (141). Ces résultats suggèrent une déviation 

immune Th2 au détriment d’une polarisation Th17, associée à une expansion de cellules Tregs 

(CD4+Foxp3+). 

Concernant le rôle des lymphocytes Tregs, Turnquist et al. ont récemment mis en 

évidence chez la souris transplantée cardiaque que l’administration d’IL-33 induit une survie 

prolongée, d’une manière dépendante des cellules CD4+Foxp3+ Tregs. Dans ce travail, l’IL-33 

permet non seulement une expansion de cellules CD4+Foxp3+ Tregs fonctionnelles mais aussi 

de cellules dendritiques et de cellules myéloïdes suppressives (142).  
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Ainsi le rôle de l’IL-33 ne se limite sans doute pas à une simple déviation immune 

mais implique à n’en pas douter d’autres propriétés immunorégulatrices. Il faut cependant 

noter l’absence de données, exceptée le cœur, pour d’autres organes tels que le foie ou le rein, 

dont la richesse en cellules dendritiques et/ou monocytes macrophages résidents exprimant 

ST2L est à prendre en compte. 

 

 

 

 

 

 

CHAPITRE 3. CELLULES NKT : CIBLE PRIVILEGIEE DE L’IR  

GENERALITES 

 

Les cellules iNKT (pour « invariant Natural Killer T ») sont des cellules T particulières 

qui comme les autres lymphocytes T, sont sélectionnées dans le thymus et expriment un TCR 

(pour « T Cell Receptor »). Leur description princeps date de 1991, avec les travaux de 

Bendelac et al. qui décrivaient une population T CD4+ mature et de phénotype mémoire, 

capable de produire de l’IL-4 en réponse à un engagement du TCR, dès le stade thymique 

(143). Les lymphocytes iNKT constituent ainsi une sous-population distincte et minoritaire de 

lymphocytes T, qui représentent 0,01 à 0,5% des cellules mononucléées circulantes chez 

l’homme, avec une grande variabilité interindividuelle. De manière notable, cette fréquence 

est identique dans la moelle osseuse et les organes lymphoïdes secondaires, et légèrement 

augmentée dans le foie, de l’ordre de 1%. Chez la souris, en revanche, la fréquence des 

cellules iNKT circulantes est plus importante (0,2-0,5%). Dans le foie, cette fréquence peut 

atteindre 30% des cellules mononucléées. 

Enfin, il convient de distinguer au moins deux types de lymphocytes iNKT, selon la 

structure de leur TCR. Nous traiterons ici uniquement des lymphocytes iNKT de type I, qui 

expriment chez la souris le TCR semi-invariant V14-J18. 
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UN TCR PARTICULIER, RESTREINT PAR CD1D 

 

La particularité des lymphocytes iNKT est l’expression d’une chaîne  du TCR 

monomorphe, qui utilise chez l’Homme un réarrangement des gènes Vα24 et J18 (chez la 

souris V14-J18). Cette chaîne  du TCR est associée à une chaîne  qui utilise 

exclusivement chez l’Homme le segment V11 alors qu’un nombre très restreint de segments 

Vß peuvent être utilisés chez la souris. Il en résulte un TCR semi-invariant, reconnaissant un 

spectre étroit de ligands. Ces ligands sont de nature glycolipidique, et non peptidique, 

présentés par la molécule monomorphe CD1d, apparentée aux molécules du complexe majeur 

d’histocompatibilité de classe I. En effet, la molécule CD1d est constituée d’une chaine  et 

d’une molécule de ß-2-microglobuline, bien que sa structure tridimensionnelle la différencie 

d’une molécule classique de classe I. La présence de deux poches hydrophobes permet 

d’accueillir les chaînes d’acides gras de l’antigène, exposant au TCR des cellules iNKT la 

partie contenant le résidu sucré. 

L’expression de CD1d est documentée au sein des thymocytes corticaux, qui sont 

indispensables à la sélection thymique de lymphocytes iNKT et des cellules présentatrices 

d’antigènes : DCs, monocytes/macrophages, lymphocytes B. Bien que peu exprimée à la 

surface des cellules non-hématopoïétiques, CD1d est exprimée dans le foie, à la surface des 

hépatocytes, des cellules de Küppfer, et des cellules endothéliales des sinusoïdes. De manière 

intéressante, le foie de la souris, essentiel au métabolisme lipidique, est un organe 

particulièrement riche en lymphocytes iNKT parmi les cellules mononucléées. Enfin, les 

souris déficientes pour CD1d, en l’absence de sélection thymique, n’ont pas de lymphocytes 

iNKT. 

 

 

STIMULATION DES LYMPHOCYTES INKT 

 

Il convient de distinguer au moins deux voies d’activation des lymphocytes iNKT : la 

voie dépendante du TCR et une voie dépendante des cytokines. 
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Pour la voie liée à un stimulus antigénique via le TCR, la nature des ligands qui 

assurent la sélection thymique et le maintien en périphérie des lymphocytes iNKT n’est pas 

précisément connue. Il est habituel cependant de distinguer tout d’abord les ligands exogènes, 

typiquement des antigènes microbiens représentés par des -glycolipides. Citons à titre 

d’exemple l’-galactosyldiacylglycérol, exprimé par la bactérie Borrelia burgdorferi, 

responsable de la maladie de Lyme, ou encore l’-glucosyldiacylglycérol dérivé de 

Streptococcus pneumoniae. Il peut également s’agir d’Ags ubiquitaires, présents dans 

l’environnement (144). Concernant les ligands endogènes, ils suscitent un vif intérêt, en lien 

avec le caractère potentiellement auto-réactif des lymphocytes iNKT. Ainsi, Brennan et al. ont 

récemment rapporté qu’un signal danger d’origine bactérienne, après stimulation du TLR 

exprimé à la surface de la CPA, était capable de moduler la production de ß-glucosylceramide, 

un glycosphingolipide endogène présent dans les tissus lymphoïdes chez l’homme et la souris 

(145). D’autres antigènes endogènes, représentés par des ß-glycosphingolipides, ont 

également été décrits.  

L’activation des cellules iNKT est aussi possible, indépendamment d’une interaction 

entre le TCR et un Ag. Brigl et al. ont ainsi montré dans un modèle d’infection microbienne à 

S. pneumoniae chez la souris, une activation rapide des lymphocytes iNKT, dépendante de 

l’IL-12. De plus, ce mode d’activation n’exclut pas celui dépendant du TCR, déjà documenté 

avec cette bactérie. Cependant, le profil d’activation induit par l’IL-12 dans ce modèle était 

marqué par une forte production d’IFN-γ et une faible production d’IL-4, à la différence de 

l’activation dépendante du TCR, où l’IL-4 est fortement exprimée (146).  

Ces différents modes d’activation, représentés sur la Figure n°11, sont en accord avec 

l’hypothèse que les cellules iNKT partagent des propriétés de l’immunité innée et adaptative, 

modulées notamment par la nature de l’antigène et le contexte dans lequel il est présenté.  
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Figure 11 : Activation des cellules iNKT en réponse à des stimuli environnementaux: la 

voie du TCR et la voie des cytokines.  

(A) Les particules exogènes contiennent des antigènes présentés par CD1d (hexagone orange) 

et reconnus par le TCR des cellules iNKT mais aussi des ligands des TLRs (hexagone 

marron). 

(B) Après agression bactérienne, les cellules iNKT peuvent simultanément reconnaître les 

antigènes glycolipidiques du soi (hexagone bleu) et bactériens (hexagone orange) présenté par 

CD1d et reconnus par le TCR. Cependant, la réponse principale des cellules iNKT est induite 

par le signal transmis par les ligands des TLRs, dépendant de MyD88 et de l’IL-12 (carré vert) 

(d’après Godfrey et Rossjohn, 2011).  

Enfin, l’utilisation des ligands de synthèse a joué un rôle déterminant dans l’étude 

phénotypique et fonctionnelle des lymphocytes iNKT. L’-GC (pour « -

galactosylcéramide ») est un glycolipide, initialement extrait d’une éponge marine. Produit 

sous sa forme synthétique, c’est un activateur puissant des lymphocytes iNKT, tant in vivo 

qu’in vitro, comme en témoigne l’augmentation d’expression du marqueur précoce 

d’activation CD69 et la production rapide de cytokines par les cellules iNKT, en présence 

d’-GC. 

 

CARACTERISATION PHENOTYPIQUE 
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La caractérisation phénotypique des cellules iNKT est complexe, compte tenu de 

l’hétérogénéité de cette population, très minoritaire parmi les cellules T circulantes. Des 

variations phénotypiques sont également observées en fonction de l’espèce. Cependant, la 

littérature est relativement pauvre sur le sujet, exception faite de l’homme et de la souris chez 

lesquels les cellules iNKT matures peuvent être divisées en deux sous-populations : 

CD4+CD8- et CD4-CD8-. Néanmoins, une sous-population iNKT CD4-CD8+ existe chez 

l’homme et non chez la souris.  

Les cellules iNKT expriment également des marqueurs de cellules NK, tel que CD16, 

CD56 et/ou CD161 chez l’homme. Chez la souris, les marqueurs de cellules NK CD49b, 

NKG2A, NKG2C ou encore NK1.1 peuvent être exprimés par les cellules iNKT. Il est 

important de noter que les lymphocytes iNKT sont maintenus à l’état activé par leurs ligands 

endogènes et expriment donc à l’état basal le marqueur d’activation précoce CD69. Enfin, les 

cellules iNKT ont préférentiellement un phénotype mémoire (CD44+CD62L- chez la souris et 

CD45RO+CD45RA- chez l’homme). 

Bien que ces marqueurs soient insuffisants, certaines cellules iNKT ne les exprimant 

pas, l’association CD3+NK1.1+ a été utilisée pour identifier les cellules iNKT. Les deux 

méthodes les plus spécifiques d’identification des cellules iNKT chez l’homme sont le 

marquage à l’aide de l’anticorps monoclonal 6B11, spécifique de la séquence Vα24-J18 du 

TCR et le tétramère CD1d, chargé par -GC (147). Chez la souris, en l’absence d’anticorps 

clonotypique, le tétramère CD1d--GC couplé à un fluorochrome est l’outil de référence pour 

identifier en cytométrie en flux chez l’animal cette population minoritaire. 

Décrit récemment, le facteur de transcription PLZF (pour « promyelocytic leukaemia 

zinc finger») joue chez l’homme comme chez la souris un rôle important dans la maturation 

des cellules iNKT. Il est en effet nécessaire à l’expansion intra-thymique et à l’acquisition des 

fonctions effectrices des lymphocytes iNKT (148). L’expression de PLZF n’est pas spécifique 

des lymphocytes iNKT puisqu’elle est décrite pour d’autres populations T non 

conventionnelles : lymphocytes NKTγδ et MAIT (pour « mucosal associated invariant T 

cells »). Néanmoins l’étude de l’expression intra-cytoplasmique de PLZF par les lymphocytes 

iNKT, telle une « signature transcriptionnelle », peut être utile pour caractériser cette 

population. 
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PRODUCTION DE CYTOKINES 

 

La propriété la plus remarquable des lymphocytes iNKT est leur capacité à produire 

dans les heures qui suivent l’engagement du TCR, un large panel de cytokines dont la nature 

peut varier suivant l’espèce (homme, souris…), la localisation (thymus, sang circulant…) ou 

le phénotype (CD4+ ou CD4- ,…). Les cytokines produites pourraient également être en lien 

avec l’intensité du signal délivré au TCR. Ainsi chez l’homme et la souris, le GM-CSF et l’IL-

13 sont produits pour de « faibles doses » d’-GC, alors que ce même ligand à dose plus 

élevée induit la production d’IL-4 et d’IFN-γ et à très fortes doses de l’IL-2 (149). 

 D’une manière générale, les cellules iNKT sont capables de produire des cytokines de 

type pro-Th1 (IFN-γ, TNF-) comme pro-Th2 (IL-4, IL-10, IL-13). Les lymphocytes iNKT 

produisent également des chimiokines, des facteurs de croissance et ont un potentiel 

cytotoxique. Ce large spectre d’action a fait qualifier les cellules iNKT de « couteau suisse » 

de l’immunité illustré par la Figure n°12, et traduit leur pléiotropie d’action (150).  

Récemment décrite chez la souris, une sous-population de lymphocytes iNKT très tôt 

différenciée, est capable de produire l’IL-17 en grande quantité (NKT-IL-17+), une cytokine 

pro-inflammatoire (151). Ces cellules se caractérisent également par leur phénotype CD4-

NK1.1- et leur différenciation dépend du facteur de transcription RORγt, de manière identique 

aux cellules T CD4+ qui produisent l’IL-17 (TH17). Ces cellules NKT-IL-17+ sont plus 

particulièrement présentes au sein des ganglions périphériques et de la peau.  

 

 

Cytotoxicité 

Cytokines 

Chimiokines 

 

Figure 12 : Les cellules iNKT activées: le « couteau-suisse » du système immunitaire. 
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Les cellules iNKT exercent une forte activité cytotoxique et libèrent rapidement un panel 

impressionnant de cytokines et chimiokines qui modulent de nombreuses cellules du système 

immunitaire inné et adaptatif (d’après Matsuda, 2008). 

 

LES LYMPHOCYTES INKT : UNE CIBLE DE L’IL-33 

 

Nous avons rappelé ci-dessus la capacité des lymphocytes iNKT à être activés par des 

cytokines comme l’IL-12 dans un contexte infectieux, pour produire de l’IFN-γ, 

indépendamment du TCR. Des données récentes suggèrent également que les lymphocytes 

iNKT peuvent être ciblés par une alarmine comme l’IL-33. Les travaux du groupe d’A. 

Herbelin montrent que l’IL-33 induit un effet pro-Th1 sur les cellules iNKT et NK (123), 

contrairement à l’effet uniquement pro-Th2 et pro-inflammatoire de l’IL-33 sur les cellules de 

l’immunité innée, aussi rapporté dans la littérature (152). Ainsi, en ciblant les cellules iNKT 

concomitamment à leur stimulation du TCR, l’IL-33 favorise leur production d’IFN-γ. De 

plus, indépendamment du TCR, en association à l’IL-12, l’IL-33 amplifie également la 

production d’IFN-γ par les cellules iNKT ou NK. Cependant, in vitro chez la souris, l’IL-33 

seule n’est pas capable d’activer les cellules iNKT, qui requièrent une activation préalable, via 

leur TCR ou non. 

Ces données ont été corroborées chez l’homme où l’IL-33 induit la production de 

cytokines pro-Th1 (IFN-γ) et pro-Th2 (IL-4) par les cellules NK et iNKT (124). Par ailleurs, 

plusieurs équipes dont la nôtre, ont montré que les cellules iNKT humaines et murines, 

expriment constitutivement le récepteur ST2 de l’IL-33 et sont biologiquement réactives à 

cette cytokine (123) (124). 

Ces travaux suggèrent l’existence d’un axe biologique IL-33/iNKT, lequel est mis en 

jeu dans un modèle d’asthme chez la souris (123). Cet axe suggère la capacité du système 

immunitaire inné à générer une réponse pro-Th1, après libération de l’alarmine IL-33. 

Cependant, cet axe n’avait pas été investigué dans le contexte de l’IR, en dépit du rôle joué 

par les lymphocytes iNKT. 

 

LYMPHOCYTES INKT : UN ROLE CLEF DANS L’IR 



  56 

 

Les lésions histologiques d’un organe transplanté consécutives à l’IR sont caractérisées 

par un infiltrat inflammatoire, constitué de cellules mononucléées et de polynucléaires, 

associées à des phénomènes d’apoptose et de nécrose cellulaire. Ces lésions sont très 

précoces, dans les heures qui suivent la reperfusion, suggérant l’implication d’effecteurs de 

l’immunité innée. Plusieurs travaux expérimentaux chez la souris, dans des modèles d’IR 

rénal ou hépatique, ont ainsi confirmé l’implication des lymphocytes iNKT 

(CD3+/intNK1.1+CD69+) et des cellules NK (NK1.1+CD3-) (153)(154). Dès 30 mn après la 

reperfusion, le rein est le siège d’un infiltrat de cellules CD4+ activées (CD69+), et d’une 

proportion de cellules NKT-IFN-γ+ majorés par rapport au contrôle. Le rôle des lymphocytes 

iNKT est ensuite démontré dans ce modèle par le fait que des souris dépourvues des cellules 

NK1.1 sont protégées des lésions d’IR et que le blocage de la présentation antigénique aux 

lymphocytes iNKT par un anticorps anti-CD1d prévient l’apparition de ces lésions (153).  

 

Concernant les cellules iNKT, qui constituent une population très minoritaire au sein 

des lymphocytes circulants, leur cinétique d’infiltration du rein après IR n’est pas précisément 

connue. En revanche, leur rôle est mieux établi dans l’IR hépatique. Après clampage de la 

veine porte pendant 30 mn puis reperfusion, Shimamura et al. objectivent chez la souris une 

proportion de lymphocytes iNKT présents dans le foie significativement augmentée, avec un 

pic à 12 heures après reperfusion (155). De plus, dans ce travail, les souris déficientes en 

lymphocytes iNKT (CD1d-/-) ont moins de lésions hépatiques d’IR. 

 

Des résultats similaires sont rapportés dans un autre modèle murin d’IR hépatique dans 

lequel les foies des souris déficientes en lymphocytes B et T (RAG-1-/-) sont protégés des 

lésions d’IR, alors que le transfert de lymphocytes iNKT les induit. En revanche, le transfert 

de lymphocytes iNKT provenant de souris déficientes en IFN-γ n’induit pas de lésion 

histologique (154). L’ensemble de ces résultats suggère que les lymphocytes iNKT jouent un 

rôle déterminant dans l’apparition précoce des lésions histologiques, en rapport avec leur 

capacité à produire de l’IFN-γ. De plus, dans ce modèle, le recrutement des PNN est sous la 

dépendance des lymphocytes iNKT activés et de leur reconnaissance de CD1d. 

Plus récemment, le groupe d’Okusa a montré, toujours dans l’IR rénale chez la souris, que 

l’activation des lymphocytes iNKT au cours de l’IR est liée à la présentation d’Ag 
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glycolipidiques par CD1d, en présence d’un signal de co-stimulation CD40-CD40L. De plus, 

l’activation des lymphocytes iNKT et leur production d’IFN-γ sont modulées par l’IL-12 et 

l’IL-23. Enfin, la capacité des PNN à produire de l’IFN-γ est dépendante de leur sécrétion 

d’IL-17, après leur recrutement induit par les cellules iNKT (33). Dans ce modèle, la 

contribution des lymphocytes iNKT reste à déterminer. 

 

LYMPHOCYTES INKT ET REJET DE GREFFE  

 

La transplantation d’organe allogénique s’associe à une activation des lymphocytes 

iNKT (156). Cependant, la nature des signaux activateurs demeure très méconnue. De plus, le 

rôle précis des lymphocytes iNKT dans l’induction de tolérance, ou à l’inverse dans le 

processus de rejet, demeure débattu. En effet, au-delà du rôle clef joué par les lymphocytes 

iNKT dans l’IR, plusieurs équipes ont tenté d’établir leur place dans les mécanismes de 

tolérance et de rejet de greffe. Ainsi dans un modèle de greffe d’îlots de Langerhans perfusés 

dans la veine porte, chez des souris déficientes en  lymphocytes iNKT, la survie des greffons 

est doublée par rapport aux souris sauvages (157). Le même groupe a montré que ce rejet 

dépendait des lymphocytes iNKT, du recrutement de PNN et de leur production d’IFN- 

(158). 

En revanche, dans un modèle murin de greffe cardiaque, les cellules iNKT, grâce à la 

production d’IFN-γ et d’IL-10, protègent le greffon du rejet (159)(160). De même, la survie 

d’une greffe de peau est plus courte chez la souris déficiente pour CD1d par rapport à la souris 

sauvage. Le transfert adoptif de cellules iNKT restaure une survie comparable à celle du 

groupe contrôle, d’une manière indépendante de l’expression de CD1d par les cellules du 

donneur, mais dépendante de la production d’IL-10 (161). Ces résultats suggèrent également 

que dans ce modèle, l’action tolérogène des lymphocytes iNKT n’est pas liée à la présentation 

d’un Ag glycolipidique par les DCs du donneur. Dans ce contexte, se pose alors la question 

d’une activation par les cytokines, soit par une action directe sur la cellule iNKT, soit associée 

à une présentation d’un ligand glycolipidique du soi. Cependant, cette hypothèse n’est pas 

complètement satisfaisante dans la mesure où l’activation iNKT est moindre en situation 

syngénique qu’allogénique (156)(161). Un élément de réponse pourrait être apporté par le 

travail récent de Jukes et al. qui montre in vitro comme in vivo, chez la souris, qu’une 
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activation des cellules iNKT est possible en présence d’IL-2, produite par des lymphocytes T 

allo-réactifs (162). Cette activation des lymphocytes iNKT se traduit par leur prolifération et 

leur production d’IFN-γ. 

Le mode d’action des lymphocytes iNKT dans l’induction de tolérance pose également 

la question de leur coopération avec les lymphocytes T régulateurs CD4+CD25+. Un travail 

mené dans un modèle de myasthénie auto-immune chez la souris suggère que les cellules 

iNKT activées par -GC, via leur production d’IL-2, permettent l’expansion des lymphocytes 

T régulateurs et modulent leur activité suppressive (163). De même, un travail récent montre 

dans un modèle d’induction de tolérance chez la souris après greffe combinée de moelle 

osseuse et de cœur, une interaction entre lymphocytes iNKT et Tregs CD4+CD25+. Dans ce 

modèle, la tolérance induite par les lymphocytes Tregs de l’hôte dépend de leur production 

d’IL-10. Celle-ci est elle-même dépendante de la production d’IL-4 par les lymphocytes iNKT 

(164).  

 

En conclusion, l’activation des cellules iNKT dans les suites d’une allogreffe d’organe 

module la réponse allogénique. Les modalités de cette activation ne sont pas précisément 

établies tandis que les données de la littérature sur leur rôle dans l’induction de tolérance sont 

contradictoires et dépendent tant du modèle que de l’organe transplanté. Enfin, en l’absence à 

ce jour de données convaincantes publiées chez l’homme, l’impact des lymphocytes iNKT en 

transplantation d’organe reste difficile à établir. 
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MANUSCRIT N°1 

 

Identification of invariant natural killer T cells in porcine peripheral blood 

A. Thierry, A. Robin, S. Giraud, S. Minouflet, A. Barra, F. Bridoux, T. Hauet,  

G. Touchard, A. Herbelin, J-M. Gombert 

Veterinary Immunology and Immunopathology 

 2012, Volume 149, pages 272–279. 

Les premières descriptions phénotypiques et fonctionnelles des cellules iNKT, 

notamment par le groupe de Bendelac, ont été réalisées chez la souris et remontent au début 

des années 1990. Depuis, leur description n’a eu cesse de s’affiner, dans différentes espèces, y 

compris chez l’Homme. Leur caractérisation a été facilitée par l’utilisation de leur ligand 

spécifique synthétique -GC, qui couplé au tétramère CD1d permet l’identification des 

cellules iNKT en cytométrie en flux.  

 

Chez l’Homme, la perte de fonction ou l’activation inappropriée des cellules iNKT a 

une influence physiopathologique significative dans de nombreuses maladies inflammatoires 

ou néoplasiques. 

En transplantation d’organe solide, les modèles murins suggèrent un rôle clef des 

cellules iNKT dans le recrutement des PNN et la genèse des lésions inflammatoires d’IR. 

Le modèle porcin est un modèle préclinique unique à partir duquel la réalisation 

d’auto-transplantation rénale est possible, permettant une lecture dissociée des effets de l’IR et 

de l’immunité adaptative sur le transplant. Cependant, la question de l’implication de l’axe 

biologique alarmines/iNKT ne pouvait pas être abordée sans une description préalable des 

cellules iNKT circulantes dans ce modèle animal. 

Notre travail identifie chez le porc une faible proportion de cellules circulantes CD3+, 

marquées par le tétramère murin CD1d--GC et correspondant aux cellules iNKT. Celles-ci 

présentent un phénotype mémoire (CD45RA-) activé (SLA-DR+), à l’instar de la souris. L’état 

d’activation est ici évalué par l’expression de la molécule de classe II du CMH, en raison de 

l’absence d’anticorps disponible dirigé contre la molécule CD69 chez le porc. 
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Nous avons également mis en évidence l’expression de PLZF par les cellules iNKT du 

porc. Ce facteur de transcription, exprimé également par les cellules iNKT chez l’homme et la 

souris, est associé au développement thymique des cellules T non conventionnelles dont les 

iNKT. Il est également impliqué dans le maintien des propriétés fonctionnelles des cellules 

iNKT. 

Ces propriétés se caractérisent notamment par l’expression d’IFN-γ en réponse à une 

stimulation in vitro associant PMA/ionomycine, suggérant qu’elles puissent contribuer aux 

réponses inflammatoires mettant en jeu l’IFN-, telle qu’observées au cours du phénomène 

d’IR rénale.  

 

Enfin, nous montrons qu’après stimulation par le ligand de synthèse -GC, la réponse 

proliférative des cellules iNKT du porc est majorée en présence d’IL-33 humaine, en 

comparaison à l’association IL-2+IL-15. Ce résultat nous permet de valider que l’IL-33 

humaine croise avec le porc et de confirmer l’hypothèse que cette cytokine/alarmine cible les 

cellules iNKT dans ce modèle. Il suggère aussi que le porc est un modèle pertinent pour 

l’étude de la mise en jeu d’un axe biologique IL-33/iNKT après IR rénale.  
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MANUSCRIT N°2 

 

The alarmin concept applied to human renal transplantation: evidence for a differential 

implication of HMGB1 and IL-33 

A. Thierry, S. Giraud, A. Robin, A. Barra, F. Bridoux, V. Ameteau, T. Hauet, J-P. Girard, 

G. Touchard, J-M. Gombert, A. Herbelin 

 

 

Manuscrit soumis pour publication 

 

La mise en jeu de l’axe biologique IL-33/iNKT au cours de l’IR en transplantation 

rénale n’est pas documentée à ce jour. Le rôle de l’alarmine HMGB1 dans l’IR suscite un vif 

intérêt, à partir de résultats obtenus principalement dans des modèles murins, alors que le rôle 

de l’IL-33 est peu connu, excepté quelques données en transplantation hépatique. 

Chez la souris, des modèles expérimentaux de différentes pathologies, hors du champ 

de l’IR, ont suggéré un axe biologique IL-33/iNKT. Néanmoins, celui-ci est difficile à mettre 

en évidence dans les modèles animaux d’IR post-transplantation. En particulier, on rappellera 

la difficulté technique de réaliser une transplantation rénale chez la souris ainsi que la 

pauvreté des « outils immunologiques » disponibles dans le modèle porcin (cf Manuscrit n°1).  

Afin de mettre en évidence la libération des alarmines HMGB1 et IL-33 précocement 

après transplantation rénale et de dégager des arguments en faveur d’un axe IL-33/iNKT, nous 

avons mené une étude prospective chez les patients transplantés dans le service de 

Néphrologie-Hémodialyse-Transplantation rénale du CHU de Poitiers  

Nous avons tout d’abord détecté la libération d’HMGB1 dans le sang et les urines et 

d’IL-33 dans les urines des patients transplantés, précocement après la reperfusion. De plus, 

les taux sériques d’IL-33, contrairement à ceux d’HMGB1, sont corrélés à la durée d’ischémie 

froide. La libération d’IL-33 s’accompagne d’une variation significative des valeurs sériques 

et urinaires de ST2s avec une augmentation dès 3h après reperfusion par rapport aux valeurs 

pré-greffe (p<0,001). Puis celles-ci diminuent significativement à J1 et J3 (p<0,005) pour 

rejoindre des valeurs comparables à celles observées en pré-greffe. 
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Cette production d’alarmines induit une réponse systémique comme en témoigne 

l’augmentation de l’activité transcriptionnelle pour les récepteurs des deux alarmines TLR2, 

TLR4 et ST2L, au sein des leucocytes périphériques. 

Nous avons ensuite modélisé in vitro l’effet de l’IR sur la production d’alarmines. 

Nous avons observé dans le surnageant de culture des cellules endothéliales veineuses 

ombilicales humaines, une augmentation des concentrations d’HMGB1 et d’IL-33 après 

hypoxie (p<0.05). En revanche, après ré oxygénation, seule l’IL-33 est libérée. 

Afin de déterminer si le relargage d’alarmines s’accompagne d’une activation du 

système immunitaire, nous avons également étudié le niveau d’expression de CD69 des 

lymphocytes T et iNKT. Nous avons observé une augmentation significative, précoce et 

transitoire des lymphocytes iNKT, 3 heures après la reperfusion. De manière intéressante, in 

vitro, les cellules iNKT sont activées en présence d’IL-33 et non d’HMGB1. 

Ces données apportent la démonstration princeps en transplantation rénale chez 

l’homme, d’une production précoce d'HMGB1 et d’IL-33 après IR. La présence d’IL-33 

détectable uniquement dans les urines suggère une production rénale de l’alarmine. Les 

expressions sérique et urinaire de ST2s et l’activation précoce des lymphocytes iNKT 

suggèrent l'implication de la voie IL-33/ST2 après IR. Enfin, les données in vitro confirment 

la production d’alarmines suite à un stress cellulaire majeur tel que l’hypoxie réoxygénation. 
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Abbreviations 

AKI   Acute kidney injury 

DAMP   Damage-Associated Molecular Pattern 

eGFR   Estimated Glomerular Filtration Rate 

ELISA   Enzyme Linked Immunosorbent Assay 

FBS   Fetal Bovine Serum 

HMGB1  High Mobility Group Box 1 

HUVEC  Human Umbilical Vein Endothelial Cells 

IFN-    Interferon-gamma 

IRI   Ischemia Reperfusion Injury 

PBMC   Peripheral Blood Mononuclear Cell 

PBS   Phosphate-Buffered saline 

POD   Post Operative Day 

RPL19   Ribosomal Protein L19  

RPLPO  Ribosomal Protein, Large, P0 

RPS9   Ribosomal Protein S9 

RT-Q PCR  Real Time-Quantitative Polymerase Chain Reaction  

sST2   Interleukin-1 Receptor Like 1 (IL-1RL1) soluble fraction 

ST2L   Interleukin-1 Receptor Like 1 (IL-1RL1) membrane fraction 

TLR   Toll-like receptor 

UW   University of Wisconsin solution
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ABSTRACT 

The endogenous molecules high mobility group box 1 (HMGB1) and interleukin-33 (IL-

33) have been identified as alarmins, capable of mediating danger signals during tissue 

damage. Here, we address their possible role as innate-immune mediators in ischemia-

reperfusion injury (IRI) following human kidney transplantation. Urinary HMGB1 and IL-33 

levels were significantly increased as soon as 30 min after reperfusion, as compared to those 

before treatment. Moreover, both serum and urinary IL-33 (but not HMGB1) increase was 

positively correlated with cold ischemia time, from 30 min to 3 days post-transplantation. In 

vitro, human umbilical vein endothelial cells subjected to hypoxia conditions released both 

HMGB-1 and IL-33, while only the latter was further increased upon subsequent re-

oxygenation. Finally, we postulate that leukocytes from renal recipient patients are targeted by 

both HMGB1 and IL-33, as suggested by increased transcription of their respective receptors 

(TLR2/4 and ST2L) shortly after transplantation. Consistent with this view, we found that 

iNKT cells, an innate-like T cell subset involved in IRI and targeted by IL-33 but not by 

HMGB1 was activated 1 hour post-transplantation. Altogether, these results are in keeping 

with a potential role of IL-33 as an innate-immune mediator during kidney IRI in humans. 
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Introduction 

Even though new immunosuppressive regimens have greatly reduced the incidence of 

acute allograft rejection after renal transplantation and enhanced short-term graft survival, 

further improvements are still looked-for (1). Major contributors to kidney graft loss are 

interstitial fibrosis and tubular atrophy, which are the result of cumulative allograft damages 

of immunologic and non-immunologic origin (2)(3)(4). Ischemia-reperfusion injury (IRI) 

contributes to the development of these graft damages (5). It has been established that 

inflammation together with oxidative stress are involved in kidney IRI, resulting in cell 

necrosis and apoptosis. Such an inflammatory process is independent of donor-specific 

alloreactivity and involves  both innate and adaptive immune responses (6)(7). Countering the 

early immune IRI events could be beneficial for long-term allograft survival (1), notably for 

organs from extended criteria donors, that are more prone to IRI (8). To this purpose, the 

mechanisms underlying inflammation mediated by innate immunity during kidney IRI need to 

be better understood. 

Damage-associated molecular pattern (DAMP) molecules, including alarmins, which 

mediate “danger” signals, leading to the propagation of inflammatory reactions and the 

initiation of adaptive immune responses are released by cells that have been damaged by IRI 

(9)(10). The prototype DAMP, a chromatin-associated non-histone protein, high-mobility 

group box 1 (HMGB1), is widely expressed in mammalian cells with dual functions as both 

nuclear factor and as pro-inflammatory cytokine, released from the necrotic cells (11). 

HMGB1 is also recognized as an alarmin defined as an endogenous molecule that signals 

tissue and cell damage by initiating rapidly innate immune responses. It has been implicated in 

early loss of transplanted islets (12) or in liver IRI (13) in mouse models. Initiating the early 

inflammatory response, HMGB1 contributes also to kidney IR in mice, while its neutralization 

protects renal cells from this injury (14)(15). Both of the most widely studied DAMP 
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receptors, Toll-like receptor 2 (TLR2) and TLR4, whose expression by tubular epithelial cells 

can be modulated by hypoxia (16) and oxidative stress (17), respectively, are multi-ligand 

receptors that bind HMGB1. However, while TLR2 and TLR4 mediate kidney IR injury in 

mice (15)(18), little is known about HMGB1 release and its putative interaction with TLR2 

and TLR4 receptors in the context of human kidney transplantation (19). 

The recently identified IL-33 is the ligand of ST2L, a member of the IL-1 receptor 

superfamily (20). Its signaling pathway can be negatively regulated by sST2 (the soluble form 

of ST2) that lacks the transmembrane domain and potentially acts as a decoy receptor for IL-

33 (21). Since its first description, important roles have been ascribed to IL-33, both as a 

conventional cytokine and as an alarmin (22)(23). Recently, IL-33 has been implicated in 

acute and chronic kidney diseases in humans (24)(25). In mice, Sakai et al. reported that IL-33 

and ST2L expression was increased early after hepatic IR injury, suggesting that IL-33 may 

act as an endogenous regulator of liver IR (26). However, a role of the IL-33/ST2L axis has 

not previously been described in IRI after kidney transplantation. Knowing on the one hand 

that endothelial cells and tubular epithelial cells are potential sources of IL-33 (22) and on the 

other hand that IL-33 is released passively in active forms into the intracellular milieu during 

necrosis to target the innate immune response, we hypothesized that IL-33 might play a part in 

renal IRI. 

In the present study, we addressed the role of both HMGB1/TLR and IL-33/ST2 alarmin 

pathways early after human kidney transplantation. Our findings support the concept that IL-

33 and HMGB1 act during kidney IR as alarmins whose release is induced in vitro by hypoxia 

and/or reoxygenation conditions as well as in vivo in serum and/or urine within 0.5-3 hours 

after transplantation. Remarkably, a correlation between IL-33 (but not HMGB1) levels and 
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IRI duration was found, thus providing evidence for a close connection between cell injury 

and IL-33 release.  

Materials and Methods 

Patients 

A PROSPECTIVE COHORT study was conducted on 27 consecutive kidney transplant 

patients at the Transplant Unit of the University Hospital of Poitiers between December 1, 

2009 and October 30, 2010. Adult recipients (18-70 years) of a first or second kidney 

transplant were eligible for enrollment. All recipients received immunosuppressive treatment 

based on an induction therapy (either Basiliximab or Thymoglobulin), a calcineurin inhibitor 

(either cyclosporine or tacrolimus) and a secondary agent (either mycophenolate mofetil or 

enteric-coated mycophenolate sodium). The steroid was administered at a dose of 500 mg on 

day 0 for all patients. Twenty out of 27 received steroid treatment at 0.5 mg/kg/day from day 1 

to day 7 post-transplantation, followed by a progressive decrease. The local ethic committee 

approved the study and informed consent was obtained from each patient. 

Sample collection 

Peripheral blood was collected by venipuncture at day 0 (D0) before kidney transplantation 

and within 0.5 hour (h) (H0.5) and 3h (H3) from the recipients after kidney transplantation, 

typically on transfer to the post-anesthesia unit and in the morning of the first and third post-

operative day (POD). Urine samples were collected at the same time points and centrifuged at 

5000 g to remove cellular debris. For flow cytometry and mRNA analysis, blood was 

recovered in tubes containing heparin as an anti-coagulant. For serum samples, blood was 

collected without anticoagulant. PBMCS were separated by performing a density gradient 

centrifugation on Ficoll-Paque and cryopreserved prior flow cytometry analysis. Blood 

leukocytes were isolated by centrifugation followed by red blood-cell depletion by lysis, and 
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total RNA was extracted and stored at -80°C prior to mRNA analysis. Serum and urine 

samples were stored at -80°C prior to protein quantification by ELISA.  

Real-Time Quantitative PCR 

Total RNAs from blood leukocytes and human umbilical vein endothelial cells (HUVEC) 

were extracted with TRIzol (Invitrogen, Saint-Aubin, France) and a commercial kit (Macherey 

Nagel, Hoerdt, France), respectively. Genomic DNA was removed using DNA-free kit 

(Applied Biosystems, Life Technologies, Saint Aubin, France) and first-strand reverse 

transcription (Applied Biosystems) was performed. Real-Time PCR assays were performed on 

a RotorGene Q (Qiagen, Courtaboeuf, France) following the manufacturer’s 

recommendations. Human DNA primers were designed using OligoPerfect™ (Invitrogen), 

QuantPrim (Universität Potsdam, Max-Planck-Gesellschaft) and OligoAnalyser (Integrated 

DNA Technologies, Inc) with the sequences detailed in Table 1. mRNA expression levels in 

the samples relative to expression in day 0 were determined with the Pfaffl method (expressed 

as Relative Fold Change), using ribosomal L19, S9 and RPLPO genes as internal controls. 

mRNA sST2 levels were assessed using sST2/ST2L ratio (sST2 primer detected a common 

region of soluble and membrane ST2 while ST2L primer detected only the membrane region).  

 

Soluble protein quantification 

HMGB1 (Uscn, Life Science Inc, Euromedex, Strasbourg, France), IL-33 (R&D 

Systems, Lille, France) and soluble ST2 (sST2) (R&D Systems, France) were assessed in 

serum, urine and culture cell supernatants using ELISA kits according to the manufacturer’s 

instructions. The optical density was determined using a microplate reader set to 450 nm 

(Victor3, Perkin-Elmer, Courtaboeuf, France). HMGB1, IL-33 and ST2s levels in urine 
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samples were also expressed as HMGB1/creatinine, IL-33/creatinine and sST2/creatinine 

ratios in order to correct for differences in dilution. 

In Vitro Cellular “Ischemia-Reperfusion” Model 

Normal primary HUVEC up until passage 4 were cultured in Medium 200 + Low Serum 

Growth Supplement containing 2% fetal bovine serum (FBS) (Invitrogen, Saint Aubin, 

France) in a humidified atmosphere at 5% CO2 and 37°C. Cellular “ischemia” was achieved 

by incubating cells in a hermetic chamber containing an hypothermic (4°C) and hypoxic 

atmosphere: 0% O2, 5% CO2, and 95% N2 (Bactal 2 gaz, Air Liquide, Puteaux, France) during 

16h, in University of Wisconsin solution (UW, Bristol Meyers Squibb, Rueil-Malmaison, 

France). At the end of the conservation period (H16h), “normothermic reoxygenation” was 

performed by replacing UW conservation solution by Medium 200 + 2% FBS for 1h or 3h 

incubation at 37°C in a humidified atmosphere 20% O2, 5% CO2, and 75% N2. Culture 

supernatants were collected, centrifuged to removed cells, and stored at -80°C prior to soluble 

protein quantification. In the same times, monolayer cells were collected for RNA analysis. 

PBMC culture 

PBMCs from healthy individuals were plated at 2x106 cells/ml in complete RPMI 1640 

medium containing 10% FBS for 3h, 6h or 24h at 37°C in humidified 5% CO2 in medium 

alone or in presence of rhHMGB1 (350 ng/ml, R&D Systems) or rhIL-33 (10 ng/ml, R&D 

Systems). Then, cells were harvested and stained for flow cytometry analysis, as described 

below. 

Flow cytometry 

Cells were stained with membrane antibodies diluted in PBS containing 2% FBS and fixed. 

For in vitro experiments, cell viability was evaluated by the LIVE/DEAD Fixable Near-IR 

Dead Stain Kit (Invitrogen). Membrane antibodies FITC mouse anti-human CD3, PE mouse 
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anti-human iNKT cell (clone 6B11) and PerCP/Cy5.5 mouse anti-human CD69 were provided 

by BD Biosciences (San Jose, CA). Appropriate isotype control was used for each marker. 

Cells were analysed by FACS Canto IITM and FacsDivaTM software (BD, Franklin Lakes, NJ) 

and data were analysed using FlowJoTM software (version 7.5.5 Treestar, Ashland, OR). CD69 

expression was analysed gating on CD3(+)6B11(+) cells, defined as iNKT cells. 

Statistical analysis  

Data are expressed as means  SEM. HMGB1, IL-33 and sST2 levels in serum and urine 

samples, and mRNA expression levels in peripheral leucocytes were compared using the two-

tailed Wilcoxon’s test. For the correlation analysis between serum IL-33 levels and duration 

of cold ischemia, the Spearman’s test was used. For experiments with HUVEC, statistical data 

were generated using the one-tailed Mann-Whitney test. Comparison between the mean 

fluorescence intensity (MFI) values of CD69 expression levels were also performed using the 

two-tailed Wilcoxon’s test. Differences were considered statistically significant when p<0.05. 

All statistical analyses were performed using the GraphPadPRISM 5.0 software (GraphPad, 

La Jolla, CA).  
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Results 

Patients included in the study 

This single-center study enrolled a total of 27 consecutive Caucasian renal transplant 

recipients. Characteristics of recipients and renal transplant allograft donors are listed in Table 

2. All patients received a kidney graft from deceased donors, except one from a living donor. 

Among these, 7 (31%) were preemptively transplanted.  

Early release of alarmins after renal transplantation  

To investigate the effect of renal IRI on HMGB1 and IL-33 release, we analyzed their serum 

levels in peripheral blood from patients before and after kidney transplantation, at H0.5, H3 

and POD1 and POD3 of reperfusion by ELISA. HMGB1 was detected before treatment and 

increased significantly as soon as 30 min after reperfusion (480.9±81.5 pg/ml at H0.5 vs 

208.7±59.2 pg/ml at D0, p<0.05), returning to baseline levels within 24 hours (Figure 1A). By 

contrast, IL-33 was barely detectable in the serum of both healthy donors (unpublished data) 

and patients before transplantation (14.9±12.5 pg/ml). Even though the variations after 

transplantation did not reach statistical significance (Figure 1B), presumably because IL-33 

could only be detected in 6 out of 26 patients (23.0%), we found a significant correlation 

between these serum levels and cold ischemia time from H0.5 to POD3, which was not the 

case for HMGB1 (Table 3). Inasmuch as severity of tissue injury can be considered a reliable 



  84 

indicator of cold ischemia, these data support a close relationship between IL-33 release and 

kidney IRI. Postulating that renal inflammatory injury might be concomitant with local release 

of alarmins, we further assessed urinary excretion of HMGB1 and IL-33, expressed as 

alarmin/creatinine ratios to correct for dilution. As shown in Figure 1C and Figure 1D, urinary 

levels of both HMGB1 and IL-33 were significantly higher at H3 than before transplantation 

(707.3±26.4 vs 267.7±90.1 pg/ml, p<0.001 and 15.9 ±9.5 vs 0 pg/ml, p<0.05, respectively). 

The similar expression profiles, whether alarmin levels were normalized against urinary 

creatinine or not (Figure 1E and Figure 1F), point to renal tubular epithelial cells as main 

cellular origin of HMGB1 and IL-33, as the increase cannot be explained simply by changes 

in glomerular filtration rate. Lastly, correlations between urinary levels of the two alarmins 

and cold ischemia time were positive early after reperfusion, although statistical significance 

was reached only for HMGB1 on POD1 (Table 4). Here again, as for serum levels, a 

significant positive correlation between urinary IL-33 levels and cold ischemia duration 

appeared later, on POD3. Altogether, these data provide additional support to the proposal 

that IL-33 and HMGB1, which are released early after kidney transplantation, are potential 

players in IRI.  

Hypoxia/re-oxygenation-induced release in vitro of HMGB1 and IL-33  

To find out whether the early increase in serum and urinary alarmin levels after kidney 

transplantation originated directly from cell stress during IR, we took advantage of the 

HUVEC in vitro model of hypoxia/re-oxygenation that is widely recognized for mimicking in 

vivo conditions after IR. To this end, HUVEC were exposed for 16 hours to hypothermic 

hypoxia. As shown in Figure 2, THIS TREATMENT led to a marked increase of both 

HMGB1 (8.2±0.5 vs control conditions: 2.1±0.6 pg/ml; p<0.05) and IL-33 (4.5±1.2 vs control 

conditions: 0.7±0.7 pg/ml, p<0.05) in supernatants from oxygen-deprived cells, supporting the 
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assumption that cold ischemia is sufficient to promote HMGB1 and IL-33 release. We 

assessed further whether reperfusion contributed likewise to alarmin increase by subjecting 

HUVEC for 16 hours to hypothermic hypoxia followed by washing at 1 and 3 hours of 

normothermic re-oxygenation. This procedure resulted in additional release of IL-33 (Figure 

2B), in clear contrast with HMGB1 (Figure 2A), which remained close to control values.  

As both alarmin and cytokine functions have been attributed to IL-33, we investigated whether 

the selective and sustained release of IL-33 during the re-oxygenation sequence in vitro was in 

part due to neosynthesis. We found that IL-33 mRNA levels were significantly increased after 

the hypoxia sequence and maintained after reperfusion (Figure 3B). By contrast, neither 

hypoxia nor re-oxygenation affected HMGB1 transcription (Figure 3A). 

Upregulation of HMGB1 and IL-33 receptor expression in peripheral blood leukocytes 

from kidney graft recipients 

The early release of HMGB1 and IL-33 in vivo after kidney reperfusion along with enhanced  

secretion by HUVEC in response to hypoxia/re-oxygenation conditions in vitro led us to 

address the possible role of these two alarmins as innate-immune mediators during IRI. To 

this purpose, we determined whether in our kidney graft recipient cohort HMGB1 and IL-33 

release was accompanied by increased transcription of their specific receptors, namely TLR2 

(Figure 4A), TLR4 (Figure 4B), and ST2L (Figure 4C) in blood leukocytes, using real-time 

RT-qPCR. While none of these transcripts could be reliably detected before transplantation, a 

positive signal for  TLR2, TLR4 and ST2L mRNA appeared as soon as 30 min after 

reperfusion, although statistical significance was reached only for TLR2 and TLR4. At POD1, 

all three receptor transcripts increased significantly over pre-transplantation levels, reaching a 



  86 

peak for TLR4 and ST2L and dropping to near baseline levels at POD3 for all three. These 

results confirm previous evidence for increased HMGB1 receptor transcription in peripheral 

blood leukocytes during IR (19) and  extends this observation to the specific IL-33 receptor 

ST2L. We next analyzed sST2 levels, which are commonly considered a functional signature 

of IL-33 in vivo (27)(28). A transient increase occurred within 3 hours (545.7±141.6 pg/ml) 

after reperfusion, reaching a peak at POD1 (1586.5±161.8 pg/ml) compared to D0 

(109.3±24.7 pg/ml) (p<0.001) and declining thereafter between POD1 and POD3 

(708.9±130.7 pg/ml) (Figure 5A). Note that in urine samples kinetic profiles were similar, 

whether they were expressed as sST2/Cr ratios (Figure 5B) or as such, without correction for 

dilution (Figure 5C). These overlapping patterns along with the fact that sST2 levels are more 

than 10-fold higher in serum than in urine are consistent with a major systemic production of 

this potential decoy receptor. This hypothesis is supported by the early increase of sST2 

transcripts in PBMCs, at H0.5 (Supplementary Figure 1). 

Early activation of iNKT cells after renal transplantation: a role for the alarmin IL-33?  

Previous reports have shown that iNKT cells are activated rapidly during experimental 

renal IRI. Indeed, these innate-like cells are among the FIRST to INFILTRATE the kidney 

after IR onset in mice (29). Moreover, mouse and human iNKT cells express ST2L and can be 

activated in vitro and in vivo by IL-33 (30)(31)(32). To assess whether in our clinical setting 

IL-33 released during IRI could actually target iNKT cells, we analyzed the early activation 

marker CD69. As shown in Figure 6A and B, peripheral blood iNKT cells were promptly and 

transiently activated after reperfusion, in terms of CD69 surface expression which was 

upregulated 3 hours after transplantation and declined thereafter. In the same line of evidence, 

we addressed the question whether HMGB1 and/or IL-33 contributed directly to iNKT-cell 
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activation during IR, by exposing PBMCs from healthy donors in vitro to each of the two 

alarmins. Exogenous IL-33 increased CD69 expression within only 3 hours, similarly to the 

kinetics obtained during IR (Figure 6C), whereas HMGB1 had no such effect (Figure 6D). It 

can therefore be concluded that IL-33 is a potential innate-immune mediator during kidney IRI 

in humans. 

 

 

 

Discussion 

A number of animal studies (15)(33)(34) designate HMGB1 and IL-33 as putative 

endogenous molecules triggering sterile inflammatory signals associated with IRI in humans. 

However, to our knowledge, IL-33 has not yet been investigated during renal transplantation 

in humans, while only a single study has been carried out on HMGB1 (19). 

Here we show that both HMGB1 and IL-33 are significantly increased in the urine of kidney 

graft recipients within only 3 hours post-transplantation, which suggests that they are 

generated by events initiated by IR. Furthermore, we provide evidence that this early release 

of alarmins causes prompt activation of leukocyte populations belonging to THE first line of 

defense of the immune system. Indeed, we found that TLR2, TLR4 and ST2L mRNA levels 

were rapidly increased in leukocytes after reperfusion, consistent with a DAMP-mediated 

danger signal acting at the systemic level. This increase occurred concomitantly with IL-33 

release and  activation of iNKT cells in terms of CD69 upregulation, suggesting that this 

leukocyte population is targeted by IL-33 in patients having received a kidney graft. This 

conclusion is in agreement with our in vitro data, which establish that exogenous IL-33 can 
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activate iNKT cells from healthy individuals. It concurs likewise with our previous evidence 

in mouse models showing that IL-33 can target iNKT cells in vivo (32).  

These results raise the question of the cellular origin of HMGB1 and IL-33. The overlapping 

profiles of HMGB1 production in serum and urine are consistent with a passive release from 

necrotic tubular and epithelial cells, as described in mouse models (15). Moreover, HMGB1 

expression has been reported in tubular cells from implantation biopsies of deceased donors 

only, suggesting a relationship with hypoxic cell damage (19). Similarly to HMGB1, urinary 

excretion of IL-33 occurred rapidly upon transplantation, arguing in favor of a release by 

ischemic tubular cells, although a possible contribution of vascular endothelial cells cannot be 

excluded. Indeed, in a mouse model of acute kidney injury (AKI), sharing the occurrence of 

cell damage with kidney IRI, immunofluorescence staining revealed IL-33 expression on the 

endothelial surface of blood vessels, as well as in glomeruli and in peritubular capillaries (24).  

The involvement of HMGB1 in renal IRI is supported by studies in both animal models and 

clinical situations. TLR2 and TLR4 have been reported for being upregulated by ischemic 

AKI in renal tubular as well as endothelial cells of mice (35)(36) and for mediating kidney IRI 

in humans (15)(18). Moreover, the capacity of HMGB1 to activate the innate immune system 

early after transplantation depends on these two TLRs (12)(15)(37). Following human kidney 

transplantation, tubular expression of TLR4 was higher in kidneys from deceased than from 

living donors, suggesting a control by ischemic stress intensity (19). Conversely to HMGB1, 

the consequences of IL-33 release during kidney injury have not been investigated so far, 

excepting one study in which administration of sST2 was shown to protect from cisplatin-

induced AKI, indicating that in this model it behaved like a decoy receptor to neutralize 

endogenous IL-33 (24). In the same line of evidence, acquired even before IL-33 was 
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identified as ST2 ligand, administration of sST2-Fc fusion protein in mice was shown to 

attenuate inflammation in intestinal ischemia reperfusion (38), in support of the alarmin 

function of IL-33 during IRI. Our evidence for high circulating levels of soluble ST2 during 

renal transplantation suggests that the IL-33/ST2 axis can also mediate the systemic 

inflammatory reaction after renal IR, as reported in a variety of diseases (39). Lastly, in 

accordance with the alarmin concept, one may speculate that IL-33 release could promote the 

recruitment of neutrophils and/or CD4(+) T cells within the graft, as in the AKI model (24). 

This hypothesis deserves particular attention, knowing that IL-33 promotes rapid activation of 

iNKT cells (figure 6D) (30)(31), which are widely acknowledged for their capacity to recruit 

neutrophils during experimental kidney IRI (29).  

It remains de be established whether alarmins could become instrumental as predictive 

biomarkers of IRI in the context of solid transplantation remains. Although HMGB1 release 

reportedly reflected the extent of ischemic injury in a rat model of liver transplantation (40), 

its prognostic value for the outcome of human solid organ grafts is still uncertain. The 

correlation between cold ischemia duration and blood IL-33 levels, 30 min after reperfusion, 

suggests a close link between alarmin release and intensity of renal cell damage. The failure to 

detect IL-33 in more than 50% of the sera analyzed could be a consequence of the 

autocrine/paracrine functions of this alarmin, which is locally produced and more frequently 

detected in peripheral fluids from bronchoalveolar, peritoneal (41) and synovial cavities (42). 

In accordance with this view, urinary IL-33 was detected in 90% of graft recipients, by 

contrast with its virtual absence in healthy donors (unpublished data). This observation 

suggests that the production of IL-33 could be restricted to kidney transplantation, which 

would be an asset as a biomarker for renal IRI. 
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Since prolonged cold ischemia is associated with delayed graft function and graft loss (43), 

the development of new prognostic indicators for the follow up of ischemia, such as IL-33 

and/or sST2 is worthwhile and should be evaluated in an extensive study based on our 

preliminary results. 

Although the respective impact of IL-33 and HMGB1 on renal IR remains to be delineated in 

vivo, our in vitro model of hypothermic/hypoxic cellular stress, reveals that the kinetics and 

mode of release are not quite the same. Thus, IL-33 is increased during both hypoxia and 

reperfusion sequences, while le HMGB1 is only induced during hypoxia, a difference that 

could result from selective induction of IL-33 transcription. As a corollary in vivo, IL-33 

release was maintained for 1-3 days after transplantation, presumably due to further synthesis 

during the reperfusion sequence. Hence, we postulate that L-33 may act both as an alarmin 

and a conventional multi-function cytokine during human kidney transplantation (22). For this 

reason, it is actually difficult to predict whether it exerts a deleterious or a beneficial effect on 

renal transplantation. Recently, Sakai et al. (26) reported that the early release of IL-33 during 

liver IR in mice was protective, as it reduced hepatocyte cell death by promoting the 

expression of anti-apoptotic genes, such as B-cell lymphoma 2 and cyclin D1. Moreover, in a 

mouse model of cardiac transplantation, IL-33 was found to prolong allograft survival, 

potentially via a Th2 immune deviation (44)(45). Lastly, Turnquist et al. reported the capacity 

of IL-33 to expand functional Foxp3+ Tregs in murine cardiac allograft (46). Altogether, these 

results are consistent with dual functions of IL-33 in solid organ transplantation. 

In summary, this study reveals an impact of IRI on HMGB1 and IL-33 alarmin release in 

human renal transplantation and provides evidence in favor of the the concept that kidney IR 

can be assimilated to an alarmin-mediated inflammatory response. Whether alarmin signaling 
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pathways are a potential therapeutic target to neutralize the innate inflammatory cascade in 

renal IRI remains to be investigated. 
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Table 1: Primers used for real-time RT-PCR in human blood leucocytes 
 

 
RPL19   Forward primer 5’- TGGCAAGAAGAAGGTCTGG -3’ 
  Reverse primer 5’- TCGAGCCCGGGAATG -3’ 
 
RPLPO  Forward primer 5’- CAGGGCGACCTGGAAGT -3’ 
  Reverse primer 5’- TCTGCTTGGAGCCCACA -3’ 
 
RPS9  Forward primer 5’- TGCTGACGCTTGATGAGAAG -3’ 
  Reverse primer 5’- CGCAGAGAGAAGTCGATGTG -3’ 
 
sST2  Forward primer 5’-AAATTTATTGTCCTACCATTGACCTC -3’ 
  Reverse primer 5’-TGACTTGTGCGCCCTGT -3’ 
 
ST2L  Forward primer 5’- TGCCTGCTGTGATGTGCAAAGG -3’ 
  Reverse primer 5’- CCAGCTAGGAGAAGTCAGGAAAGC -3’ 
 
TLR2  Forward primer 5’- GCCTCTCCAAGGAAGAATCC -3’ 
  Reverse primer 5’- TCCTGTTGTTGGACAGGTCA -3’ 
 
TLR4  Forward primer 5’- AAGCCGAAAGGTGATTGTTG -3’ 
  Reverse primer 5’- CTGAGCAGGGTCTTCTCCAC -3’ 
 
IL-33  Forward primer 5’- GAAAATCCCAACAGAAGGCCA -3’ 
  Reverse primer 5’- GCCTTTTGGTGGTTTCTCTCCT -3’ 
 
HMGB1 Forward primer 5’- AAAGCGGACAAGGCCCGTTAT -3’ 
  Reverse primer 5’- AAGAGGAAGAAGGCCGAAGGAG -3’ 
 
 
 
 

Target      Primer Sequence 



  94 

Table 2:  Baseline demographic and clinical characteristics of recipients and donors 
 
 

Recipient characteristics 
Age (year)         51.4 ± 5.2 
Gender (%)    Male     17 (62.9%) 
BMI(1)          24,6 ± 4,3 
Initial nephropathy (%)   Polycystic kidney   7 
     Glomerulopathy   8 
     Nephroangiosclerosis   2 
     Other     10 
ECD(2) (%)         41 
 
Donor characteristics 
Age (year)         51,0 ± 10,1 
Gender (%)    Male     15 (56%) 
Cause of death (%)   Cardio vascular accident  17 
     Brain trauma    5 
     Other     4 
 
 

Transplant characteristics 
     Preemptive transplantation  7  
     Cold ischemia time (h)  14.5 ± 4,2 
     Warm ischemia time (min)  42,1 ± 14,7 
     Human HLA antibodies  No 56% 
          Yes 44% 
     Total HLA mismatch (n)  5.1 ± 1.5 
   
     CMV status (%) D+/R-  11.1% 
        D-/R+  18.5% 
        D+/R+  29.6% 
        D-/R-  40.8% 
     Delayed graft function(3) (%)  7.4% 
 
(1) Body Mass Index (2) Expanded Criteria Donors (3) DGF was defined by patients who 
required dialysis during the first week after transplantation  
 
 

 

Variables         n=27 
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Table 3: Correlation of serum alarmin levels with cold ischemia time 

 

   HMGB1      IL-33 

 

Time     r   p-value    r   p-value 

 

D0  0,12  0,56  0,4  0,57 

H0.5  -010  0,63  0,51  0,02 

H3  -0,04  0,85  0,53  0,01 

POD1  0,29  0,14  0,56  <0,01 

POD3  0,14  0,49  0,58  <0,01 
 

POD: Post Operative Day. The correlation coefficient (r) is calculated 
by the non-parametric Spearman’s rank correlation test. A p-
value<0.05 was considered significant. 

 

 

 

Table 4: Correlation of urinary alarmin levels with cold ischemia time 

 

   HMGB1        IL-33 

 

Time     r   p-value    r   p-value 

 

D0  0,05  0,89   ND  ND 

H0.5  0,39  0,39  0,03  0,93 

H3  0,14  0,59  0,42  0,06 

POD1  0,54  0,02  0,38  0,08 

POD3  0,08  0,74  0,58  <0,01  

 

POD : Post Operative Day. The correlation coefficient (r) is calculated 
by the non-parametric Spearman’s rank correlation test. A p-
value<0.05 was considered significant. 
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Figure Legends 

Figure 1: Increased levels of HMGB1 and IL-33 in serum and urine shortly after renal 

IRI. HMGB1 and IL-33 levels were quantified by ELISA in serum and urine of kidney graft 

recipients before transplantation (D0) as control time, and 30 minutes (H0.5), 3 hours (H3), 

day 1 (POD1) and day 3 (POD3) after transplantation. (A) Serum HMGB1 levels (n=27). (B) 

Serum IL-33 levels (n=27). Note that serum samples from only 6 out of 26 transplanted 

patients contained measurable amounts of IL-33. (C) Urine HMGB1 levels corrected for urine 

creatinine levels (expressed as HMGB1/creatinine ratio) (n=18). (D) Urine IL-33 levels 

corrected for urine creatinine levels (expressed as IL-33/creatinine ratio) (n=26). (E) Urine 

HMGB1 levels (n=27) and (F) urine IL-33 levels (n=27). Data are expressed as means  SEM. 

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 by Wilcoxon test. ns, no significant. 

 

Figure 2: Early release of HMGB1 and IL-33 by HUVEC in response to in vitro 

hypoxia/reoxygenation. Confluent (≈95%) monolayer HUVEC were exposed to sixteen 

hours hypothermia/hypoxia in UW solution (H16h) followed by 1 hour (R1h), or 3 hours 

(R3h) of reoxygenation in a new culture medium (Medium 200) at 37°C in 20% O2. Confluent 

(≈95%) monolayer HUVEC were used as controls (Ctl). HMGB1 (A) and IL-33 (B) in cell 

culture supernatants were quantified by ELISA. Data are expressed as means  SEM and are 

representative of three separate experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs Ctl by Mann-

Whitney test. 

 

Figure 3: Increase of IL-33 but not HMGB1 mRNAs in HUVEC in response to in vitro 

hypoxia/reoxygenation. Confluent (≈95%) monolayer HUVEC were exposed to sixteen 

hours hypothermia/hypoxia in UW solution (H16h) followed by 1 hour (R1h), or 3 hours 
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(R3h) of reoxygenation in a new culture medium (Medium 200) at 37°C in 20% O2. Confluent 

(≈95%) monolayer HUVEC were used as controls (Ctl). Total RNA was extracted from 

monolayer HUVEC at the indicated time points and expression of IL-33 (A) and HMGB1 (B) 

mRNAs was quantified by RT-qPCR. Data are expressed as means  SEM of fold change 

relative to D0 and are representative of three separate experiments. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 vs Ctl by Mann-Whitney test. 

 

Figure 4: Up-regulation of alarmin-receptor mRNAs in leucocytes after renal IRI. 

Patient peripheral blood was recovered before transplantation (D0) as control time, and 30 

minutes (H0.5), 3 hours (H3), day 1 (POD1) and day 3 (POD3) after transplantation. Total 

RNA was extracted from leucocytes at the indicated time points and expression of TLR2 (n = 

24) (A), TLR4 (n = 26) (B) and ST2L (n = 14) (C) mRNAs was quantified by RT-qPCR. 

Results are expressed as means ± SEM of fold change relative to D0. *p<0.05, **p<0.01, 

***p<0.001 vs D0 by Wilcoxon test. ND: not done.  

 

Figure 5: Increased levels of sST2 in serum and urine after renal IRI. sST2 levels were 

quantified by ELISA in serum and urine of kidney graft recipients before transplantation (D0) 

as control time, and 30 minutes (H0.5), 3 hours (H3), day 1 (POD1) and day 3 (POD3) after 

transplantation. (A) Serum sST2 levels (n=26). (B) Urine sST2 levels corrected for urine 

creatinine levels (expressed as sST2/creatinine ratio) (n=18). (C) Urine sST2 levels (n=18). 

Data are expressed as means  SEM. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs D0 by Wilcoxon 

test. 
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Figure 6: Early activation of iNKT cells after renal IRI: a role for IL-33? PBMCs from 

kidney graft recipients recovered before transplantation (D0), and 3 hours (H3) and day 3 

(POD3) after transplantation (A, B) or PBMCs from healthy adult individuals cultured for 3, 6 

or 24 hours with or without HMGB1 (C) or IL-33 (D), were membrane-labelled with anti-

CD3-FITC, anti-iNKT-PE 6B11 clonotype, and anti-CD69-PerCP/Cy5.5. CD69 analysis was 

performed by flow cytometry gating on CD3(+)6B11(+) cells, defined as iNKT cells. (A) 

Flow cytometry plot showing expression profiles of surface marker CD69 on iNKT cells ex 

vivo from one representative patient at D0 (filled histogram), H3 (bold line) and POD3 (dotted 

line). Numbers indicate MFI of CD69 expression on iNKT lymphocytes. (B) Mean 

Fluorescence Intensity (MFI) of CD69 expression on iNKT lymphocytes from the patient 

cohort (n=17 at D0, H3, and POD3). (C, D) MFI of CD69 expression on iNKT lymphocytes 

from healthy donor PBMCs (n=6) cultured in medium alone (white columns) or supplemented 

with HMGB1(C) or IL-33 (D) for 3, 6 or 24 hours of culture. Data are expressed as means  

SEM. **p<0.01, ***p<0.001 by Wilcoxon test. 

 

Supplementary data S1: Up-regulation of sST2 mRNAs in PBMCs after renal IRI. 

Human PBMCs were recovered before transplantation (D0) as control time, and 30 minutes 

(H0.5), 3 hours (H3), day 1 (POD1), and day 3 (POD3) after transplantation. Total RNA was 

extracted from PBMCS at the indicated time points and expression of sST2 mRNAs was 

quantified by RT-qPCR. Results are expressed as means ± SEM (N=23) of fold change 

relative to D0. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs D0 by Wilcoxon test.  
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La compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires qui régissent le 

phénomène d’IR constitue un enjeu important en transplantation d’organe. Compte tenu de la 

pénurie d’organe, l’utilisation croissante de greffons provenant de donneurs plus âgés ou de 

donneurs à cœur arrêté les expose particulièrement aux lésions d’IR. Les conséquences en 

terme de durée de vie de l’organe sont connues, notamment pour des greffons déjà fragiles. 

En 2008, l'Inserm, à la demande de l'Agence de la biomédecine, a conduit une 

expertise sur les connaissances scientifiques et médicales en transplantation d'organes solides. 

Cette expertise a analysé des domaines de recherche prioritaires pour améliorer les résultats de 

la greffe et a rendu public ses conclusions en 2009. Parmi les recommandations du groupe 

d`experts, notons l’acquisition d’une meilleure connaissance des lésions du greffon liées au 

prélèvement et à son implantation chez le receveur et une meilleure compréhension des 

mécanismes de tolérance, avec le développement de nouveaux marqueurs de surveillance. 

Notre travail, qui a eu pour objectif de mettre en évidence des voies d’activation de 

l’immunité innée après IR en transplantation, s’intègre dans cette problématique. En effet, la 

caractérisation du rôle des alarmines vise à une meilleure compréhension de la genèse des 

lésions d’IR et permet de dégager trois perspectives principales. 

 

 

La première perspective de recherche que permet d’envisager nos résultats concerne la 

connaissance de la genèse des lésions d’IR secondairement à l’activation de l’immunité innée 

après expression d’un signal danger. Dans ce domaine, les modèles animaux et murins en 

particulier sont imparfaits. En effet, les travaux qui s’intéressent à la production des alarmines 

HMGB1 et IL-33 après IR sont menés sur des modèles murins, en dehors du champ de la 

transplantation. Leur méthodologie repose sur des expériences de clampage/déclampage du 

pédicule rénal pour le rein ou du tronc porte (artère hépatique, veine porte et canal biliaire) 

pour le foie. Ces travaux modélisent le phénomène d’IR au cours de l’insuffisance rénale 

aigüe ou de l’insuffisance hépatique. Cependant, notre connaissance de l’IR en transplantation 

est principalement le fruit d’extrapolations à partir de ces modèles et non de données 

directement obtenues chez des animaux transplantés. 
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De plus, en transplantation d’organe chez l’homme, les données en faveur de 

l’existence d’un signal danger porté par les alarmines sont peu nombreuses et n’ont pas 

d’application clinique à ce jour. 

Nos résultats apportent des éléments de réponse quant au rôle joué par les alarmines en 

transplantation rénale chez l’homme. Ainsi nous mettons en évidence une production précoce 

dans le sang et les urines d’HMGB1 dont l’origine provient probablement du greffon rénal. 

Cette production « locale » s’accompagne d’effets systémiques comme en témoigne 

l’augmentation des messagers des TLRs dans les leucocytes circulants. La modélisation in 

vitro suggère que l’ischémie est responsable de la production d’HMGB1, dont la source est ici 

l’endothélium veineux. 

In vivo, nos travaux ne permettent pas d’identifier la (les) source(s) cellulaire(s) 

d’HMGB1. Si l’endothélium vasculaire est une source très probable, nous ne pouvons pas 

exclure une production par les cellules épithéliales tubulaires en nécrose post- ischémique. 

Chez l’homme en effet, le travail de Krüger déjà cité (99) met en évidence, sur des biopsies 

préimplantatoires, l’expression d’HMGB1 dans l’épithélium tubulaire rénal de donneur 

décédé et non de donneur vivant (Figure n°8A). De plus, un modèle murin montre 

qu’HMGB1 est produite au cours d’une séquence d’IR rénale puis libérée dans la veine rénale. 

Cette expression d’HMGB1 est liée à une translocation de l’alarmine du noyau vers le 

cytoplasme, au niveau des cellules endothéliales vasculaires, des cellules épithéliales 

tubulaires et des capillaires péritubulaires (165). 

L’ensemble de ces données suggère une expression puis une libération « one-shot » 

d’HMGB1, déclenchées directement par l’hypoxie plutôt que par la séquence complète d’IR. 

Il s’agit alors d‘une libération passive, après rupture des membranes cellulaires. Cette 

hypothèse pourrait être testée par l’étude de la production tubulaire d’HMGB1 chez la souris 

et/ou l’homme in vitro à partir du dosage d’HMGB1 dans le surnageant de cellules 

épithéliales tubulaires en culture primaire, soumises à des séquences de durée variable 

d’hypoxie-réoxygénation.  

 

Néanmoins, l’absence de corrélation entre les taux sériques d’HMGB1 et la durée 

d’ischémie froide dans notre étude mérite discussion car nous ne pouvons pas exclure une 

simple production liée au stress mécanique du clampage/déclampage vasculaire, indépendante 

de l’ischémie. Une étude avec des dosages sanguins et urinaires d’HMGB1 chez des patients 

bénéficiant d’une chirurgie vasculaire comportant un clampage/déclampage artériel comme 
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par exemple une endartériectomie carotidienne paraît judicieuse. Les résultats permettraient 

de mettre en évidence une éventuelle contribution de l’agression chirurgicale  dans la 

production d’HMGB1. 

La durée d’ischémie froide est un facteur majeur qui influence non seulement la reprise 

de fonction rénale mais aussi le devenir du greffon à long terme. Quelle est alors la 

signification physiopathologique de la libération d’HMGB1 chez nos patients ? En d’autres 

termes, quelle est la place d’HMGB1 dans l’orage cytokinique qui accompagne l’IR : une 

alarmine intervenant très en amont dans le processus  ou une cytokine libérée parmi d’autres? 

Cette question se heurte à l’absence de modèle d’IR chez la souris déficiente pour 

HMGB1 dans la mesure où celle-ci n’est viable que quelques heures après la naissance. 

Cependant, les études d’IR réalisées à partir des souris TLR4-/- ou RAGE-/- révèlent 

l’importance de l’interaction d’HMGB1 avec ses récepteurs dans la genèse des lésions. De 

plus, le blocage de la libération d’HMGB1 par l’éthyle pyruvate après IR chez la souris 

protège partiellement des lésions d’IR et de la fibrose interstitielle évaluée à deux mois, 

indiquant le rôle clef de cette alarmine dans la constitution des lésions (165).  

Une autre question se pose sur le potentiel « effet-dose » de la libération d’HMGB1. 

En effet, le pic précoce d’HMGB1 observé après IR est-il corrélé à l’importance du 

recrutement cellulaire tel que les monocytes/macrophages et/ou les PNN dans le greffon ? Une 

étude clinique prospective chez des patients transplantés rénaux à haut risque de reprise 

différée de fonction, avec dosages itératifs d’HMGB1 pendant les 7 premiers jours associés à 

des biopsies du greffon « protocole » préimplantatoires puis à 7 jours en cas de reprise différée 

de fonction et à 3 mois apporterait sans doute des éléments de réponse. Une corrélation 

pourrait être recherchée entre le taux d’HMGB1 au pic et la reprise de fonction rénale ou entre 

le pic d’HMGB1 et l’évolution de la fibrose interstitielle, évaluée par mesure automatisée, au 

cours des trois premiers mois. Cette dernière corrélation, si elle se confirmait, serait 

particulièrement intéressante, dans la mesure où HMGB1 serait alors un marqueur prédictif de 

la fibrose du greffon. 

 

Alors que le rôle de l’IL-33 dans des situations d’IR hépatique et myocardique a été 

étudié, il n’existe pas d’étude de l’axe IL-33/ST2 au cours de l’IR associée à la transplantation 

rénale. La littérature portant sur l’implication de la voie IL-33/ST2 en pathologie rénale fait 

état de quelques travaux, mais uniquement dans des modèles d’insuffisance rénale aigüe chez 

la souris (131).  
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De ce fait, les résultats qui montrent une libération d’IL-33 et de ST2 soluble dans les 

urines précocement après la reperfusion et une corrélation entre les taux sériques d’IL-33 et la 

durée d’ischémie froide sont intéressants. De plus les résultats in vitro suggèrent que 

l’ensemble de la séquence d’IR induit la production d’IL-33 par l’endothélium veineux, avec 

en particulier une synthèse d’IL-33 induite par l’hypoxie et maintenue après la réoxygénation. 

 

A propos de la source cellulaire d’IL-33, nos résultats suggèrent qu’elle puisse être 

intra-rénale. En effet, les données in vitro montrent une production endothéliale d’IL-33. De 

plus, le pic urinaire observé dès 3 heures après la reperfusion suggère une libération dans la 

lumière tubulaire d’IL-33 issue des cellules épithéliales tubulaires nécrotiques. Cependant, on 

ne peut exclure que d’autres types cellulaires contribuent à la production d’IL-33, son 

expression étant constitutive chez l’homme dans les noyaux des cellules glomérulaires et 

endothéliales vasculaires rénales (Figure n°8C). Pour répondre sur ce point, une étude visant à 

détecter en immunohistochimie l’expression intra-rénale d’IL-33 sur des biopsies 

préimplantatoires et/ou de déclampage serait utile. Cette expression serait également à corréler 

avec la durée d’ischémie froide et la nature du donneur (vivant ou décédé). 

 

La problématique de la source cellulaire d’IL-33, en particulier par les cellules 

tubulaires et/ou endothéliales vasculaires agressées, rejoint celle d’HMGB1 et pourrait relever 

de stratégies communes d’investigation. Ainsi la modélisation de la production d’IL-33 

pourrait être également menée dans des modèles d’hypoxie-réoxygénation de culture primaire 

de cellules épithéliales rénales et la production d’IL-33 recherchée après chirurgie vasculaire. 

 

Il est important ici de souligner les deux différences notables avec HMGB1 à savoir la 

corrélation avec la durée d’ischémie froide et la néosynthèse après réoxygénation, observées 

uniquement pour l’IL-33. Il en découle que l’IL-33 pourrait s’avérer constituer une signature 

moléculaire plus fine de l’IR rénale qu’HMGB1. C’est pourquoi la question d’un impact plus 

large et à plus long terme de la production de l’IL-33 mérite d’être soulevée. Ainsi une étude 

prospective multicentrique permettrait de rechercher une corrélation entre le pic d’IL-33 et/ou 

de ST2 soluble et la fibrose interstitielle évaluée par biopsie du greffon à 3 mois, l’incidence 

du rejet aigu, voire la fonction rénale à un an. 
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Après transplantation rénale chez l’homme, nous avons mis en évidence in vivo une 

activation précoce (dès la 3ème heure post-transplantation) et temporaire des cellules iNKT, 

concomitante du pic d’excrétion urinaire d’IL-33. 

 In vitro, chez le donneur sain, nous avons objectivé une activation des cellules iNKT 

en présence d’IL-33 seule, et non en présence d’HMGB1. 

Ces résultats sont à mettre en perspective avec ceux obtenus par plusieurs équipes chez 

la souris, dans le poumon (123) et le foie (166), qui ont montré que l’IL-33 ciblait les 

lymphocytes iNKT en induisant leur production rapide d’IFN-γ. Il est important de rappeler 

que l’IR rénale chez la souris, induit le recrutement des PNN, sous le contrôle des cellules 

iNKT et de leur production des cytokines IFN-γ et IL-17 (33). Au final, ces éléments (nos 

données et la littérature) suggèrent un scénario où l’IR induit l’IL-33, qui active les 

lymphocytes iNKT, qui eux-mêmes infiltrent le greffon rénal et contribuent au recrutement 

des cellules constituant l’infiltrat inflammatoire.  

De plus, cette activation des cellules iNKT et/ou leur capacité de produire de l’IFN-γ, 

pourraient être corrélées à la libération des alarmines et à l’intensité des lésions d’IR. Cette 

corrélation mériterait d’être recherchée dans le cadre d’une étude prospective multicentrique, 

malgré la difficulté liée à la nécessité de centraliser l’analyse en cytométrie de flux du 

phénotype et de l’état d’activation des cellules iNKT.  

 

Enfin, il nous faut conforter les données suggérant que la voie IL-33/ST2, mise en jeu 

après IR rénale, cible les cellules iNKT.  

La première étape sera chez les souris sauvages, après un clampage/déclampage de 30 

minutes du pédicule vasculaire rénal, l’analyse à différents temps (0h, 3h, 24h et 72h) de 

l’intensité des lésions tissulaires. Le nombre de cellules iNKT et leur phénotype d’activation 

dans la rate et le rein seront également analysés. Une fois le système calibré chez les souris 

sauvages en terme de sévérité des lésions, ce modèle sera utilisé pour déterminer le rôle de 

l’axe IL-33/iNKT dans l’IR rénale chez la souris.  

Des souris sauvages et invalidées pour les gènes codant IL-33, ST2, Jα18 seront 

soumises à des cycles d’IR par clampage/déclampage de l’artère rénale, puis la fonction 

rénale, la sévérité de l’atteinte histologique ainsi que le nombre des lymphocytes iNKT et leur 

l’état d’activation seront étudiés aux différents temps après induction de l’IR. Nous postulons 

sur la base des travaux de Okusa, que les lésions d’IR seront moins sévères ou absentes chez 

les souris J18-/- par rapport aux souris sauvages. Enfin en nous basant sur nos travaux chez 
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l’Homme, il est plausible que nous observions une activation iNKT par l’expression 

augmentée de CD25 ou de CD69. Si l’axe IL-33/ST-2 est mis en jeu dans l’IR rénale chez la 

souris, les lésions d’IR devraient être moins sévères, ou même absentes chez les souris IL-33-/- 

et chez les souris ST-2-/-. Dans l’hypothèse où l’activation des cellules iNKT est 

principalement dépendante de l’IL-33, un défaut d’activation iNKT des souris IL-33-/- et ST2-/- 

par rapport aux souris sauvages devrait être observé.  

Nous réaliserons ensuite des expériences de transfert pour démontrer le rôle d’un axe 

IL-33/iNKT au cours du phénomène d’IR rénale chez la souris. Nous reconstituerons des 

souris J18-/- par des cellules iNKT de souris sauvages ou de souris ST2-/-, puis nous 

réaliserons une IR rénale telle que nous l’avons décrit précédemment. Si notre hypothèse 

d’une voie IL-33/iNKT est juste, la sévérité des lésions d’IR devrait être comparable à celle 

des souris sauvages quand les souris J18-/- auront été reconstituées avec des cellules iNKT de 

souris sauvages mais pas de souris ST2-/-. 

 

Confrontés à la pratique clinique, ces modèles murins ont de nombreuses limites : 

absence des effets liés à la mort encéphalique, absence d’ischémie froide, ischémie chaude 

plus ou moins courte, et enfin ni modulation de l’effet allogénique par l’IR ni sommation des 

effets de l’IR par les immunosuppresseurs.  

 

Ces limites sont l’une des raisons pour lesquelles notre équipe a développé depuis 

plusieurs années un modèle d’auto-transplantation rénale chez le porc. Celui-ci présente des 

similitudes anatomiques avec l’homme et permet la réalisation de biopsies rénales itératives 

après transplantation, sans sacrifier l’organe. Une étude en immunohistochimie dans ce 

modèle permettrait d’étudier les variations d’expression intra-rénale des alarmines HMGB1 et 

IL-33 et de leurs récepteurs après reperfusion. 

Bien que certains aspects du système immunitaire porcin soient bien caractérisés, les 

caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles de cellules de l’immunité innée telle que les 

cellules iNKT n’étaient pas clairement établies. Il était donc difficile d’appréhender la 

problématique de l’implication de l’immunité innée et des cellules iNKT en particulier dans 

l’IR dans ce modèle animal. Notre travail confirme l’existence chez le porc de lymphocytes 

iNKT, qui présentent comme chez la souris et chez l’homme, un phénotype mémoire/activé. 

De façon intéressante, ils sont sensibles à l’action de l’IL-2, de l’IL-15 et l’IL-33 semble un 

excellent facteur de costimulation. Cette caractérisation des cellules iNKT porcines permet 
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l’étude du rôle de ces cellules après IR dans ce modèle animal, grâce à des biopsies rénales 

précoces et répétées. Celle-ci mériterait d’être complétée à l’aide d’autres marqueurs 

d’activation. En l’absence d’Ac dirigés contre le marqueur d’activation CD69 porcin, la 

validation de CD25 et de SLA-DR comme marqueurs d’activation substitutifs pourra être 

recherchée en comparant leur niveau d’expression avant et après activation par le ligand -GC 

des cellules iNKT. Pour mémoire, le marquage par le tétramère utilisé pour identifier les 

cellules iNKT circulantes ne permet pas de marquer les cellules iNKT sur lames, en 

immunohistochimie ou en immunofluorescence. Compte tenu de la taille des prélèvements 

biopsiques, il est peu probable qu’une suspension suffisante de cellules composant l’infiltrat 

puisse être obtenue pour des analyses en cytométrie en flux. Pour résoudre le problème de 

l’étude semi-quantitative des lymphocytes iNKT dans l’infiltrat interstitiel, nous utiliserons 

donc une technique de RT-PCR quantitative spécifique de la chaine  invariante des 

lymphocytes iNKT. 

L’absence de réactifs permettant le dosage sanguin de l’IL-33 et de ST2s chez le porc 

limite actuellement les investigations. Nous envisageons à terme de mettre au point ces 

dosages. Quant à l’étude de l’expression d’IL-33 en immunohistochimie dans les greffons 

porcins, les résultats préliminaires de l’équipe de JP Girard à l’Institut de Pharmacologie et de 

Biologie Structurale à Toulouse montrent une réaction croisée avec l’Ac anti-IL-33 humain 

qui devrait permettre cette analyse. 

Ces différentes mises au point nous permettront d’envisager plusieurs travaux à partir 

du modèle d’auto-transplantation rénale. Ainsi la fréquence et le phénotype activé ou non des 

cellules iNKT circulantes, à différents temps après IR, associés aux dosages d’IL-33 sanguine 

et urinaire seront étudiés. Une étude fonctionnelle de la réponse proliférative des cellules 

iNKT à ces différents temps pourra être réalisée après stimulation par l’-GC, en présence 

d’IL-2 et IL-15 ou d’IL-33. Cette étude permettra de tester l’hypothèse d’une 

désensibilisation, en déterminant si l’IL-33 agit en « one shot » ou si son action sur les cellules 

iNKT persiste à distance de la reperfusion.  

Enfin le modèle porcin d’auto-transplantation devrait permettre une analyse in situ de 

l’expression d’IL-33, en fonction de différentes conditions d’IR. L’infiltrat inflammatoire sera 

étudié. L’analyse de la présence de lymphocytes iNKT pourra être réalisée par une étude de 

l’expression de leur TCR semi-invariant par la technique de RT-PCR, rapportée à celle d’une 

RT-PCR spécifique de CD3, ceci à partir des biopsies rénales précoces et répétées. En effet, 

l’augmentation de la quantité de transcrits correspondant au TCR invariant après une 
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autogreffe serait un argument pour le recrutement in vivo des lymphocytes iNKT dans le rein 

soumis à une séquence d’IR. 

Au final, l’ensemble de ces travaux devrait nous permettre de confirmer le rôle des 

alarmines dans le phénomène d’IR rénale et de mieux documenter le rôle de l’axe biologique 

IL-33/ST2L/iNKT, en montrant notamment que le recrutement et l’activation des cellules 

iNKT après IR sont dépendants de l’IL-33.  

 

Le deuxième axe de recherche que permettent d’envisager nos résultats concerne 

l’utilisation des alarmines et/ou de leurs récepteurs en tant que biomarqueurs des lésions d’IR. 

Leurs niveaux d’expression au niveau génique ou protéique dans des échantillons biologiques 

pourraient constituer un indicateur biologique du statut du greffon après IR. Le principe que le 

taux plasmatique d’une alarmine chez l’homme puisse avoir une valeur pronostique n’est pas 

nouveau. Ainsi, dans la mesure où la nécrose cellulaire s’accompagne de la libération 

d’HMGB1, une concentration plasmatique élevée de cette dernière est considérée comme un 

biomarqueur et ou un facteur pronostique péjoratif de nombreuses pathologies cancéreuses 

(hépatocarcinome, cancer bronchique, cancer de l’ovaire…). 

Dans le contexte des pathologies associées à un phénomène d’IR, la littérature est plus 

modeste. Citons un travail très récent portant sur plus de 300 patients pris en charge pour un 

accident vasculaire cérébral ischémique ; chez ces patients, un taux plasmatique élevé 

d’HMGB1 au diagnostic est corrélé avec la gravité initiale de l’accident et constitue un facteur 

de risque indépendant de décès durant la première année. Les auteurs concluent à la valeur de 

biomarqueur d’HMGB1 dans cette pathologie (167). 

En transplantation chez l’homme à ce jour, seule une étude pilote (20 patients 

transplantés hépatiques) montre une libération très précoce d’HMGB1 par le greffon 

hépatique, avec un pic observé dans la circulation périphérique 10 mn après le déclampage de 

l’artère hépatique (168). De plus, ce pic sérique d’HMGB1 est corrélé avec l’augmentation 

post-opératoire des transaminases. Les auteurs concluent qu’HMGB1 est un marqueur de la 

souffrance hépatique après transplantation. Cependant, cette étude n’analyse pas l’impact du 

taux d’HMGB1 sur la fonction ou la survie du greffon à distance de la greffe et n’évalue donc 

pas la valeur pronostique d’HMGB1. 

Ces différents résultats sont en faveur de l’idée qu’HMGB1 est un marqueur de la 

sévérité du processus ischémique. Quelles en sont les conséquences en ce qui concerne l’IR 

rénale ? 
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Dans un modèle d’ischémie par clampage du pédicule rénal chez la souris, Rabadi et 

al. montrent que la libération d’HMGB1 dans la veine rénale est d’autant plus élevée que la 

durée d’ischémie est longue. Ces résultats suggèrent qu’HMGB1 pourrait être une alarmine 

candidate comme biomarqueur de l’IR en transplantation rénale. Cependant, nous n’avons pas 

mis en évidence chez l’homme de corrélation entre le taux d’HMGB1 plasmatique et la durée 

d’ischémie froide. De plus, l’activité transcriptionnelle d’HMGB1 n’est pas modifiée ou 

induite par la séquence d’IR, comme en attestent nos résultats in vitro sur les cellules 

endothéliales. Au final, cette différence avec les résultats de Rabadi pourrait être liée au fait 

que le paramètre testé n’est pas strictement le même : une durée d’ischémie froide dans notre 

étude et une durée d’ischémie chaude -sans ischémie froide- dans le travail de Rabati.  

Nos données, bien qu’obtenues sur une faible cohorte, suggèrent que le pic sérique 

et/ou urinaire d’HMGB1 observé après transplantation rénale puisse être un facteur 

pronostique indépendant de reprise différée de fonction, et/ou de la fibrose interstitielle à 3 

mois ou encore de la fonction rénale à un an. A nouveau, une large étude prospective 

multicentrique avec biopsie systématique à 3 mois et un an post-greffe pour rechercher ces 

corrélations nous paraît pertinente. 

 

Ces résultats contrastent avec ceux obtenus pour l’IL-33. En effet, nous avons corrélé 

le taux sérique d’IL-33 avec la durée d’ischémie froide et in vitro, la libération d’IL-33 

comme son activité transcriptionnelle sont stimulées dès la phase d’hypoxie et persistent après 

la réoxygénation. Cependant à ce jour, l’IL-33 n’est pas considérée comme un biomarqueur et 

dans notre propre expérience, peu de patients ont une augmentation de la production d’IL-33 

détectable dans le sérum après la greffe. Des corrélations entre le pic sérique et/ou urinaire 

d’IL-33 et des marqueurs plus tardifs de la dysfonction rénale (degré de fibrose à 3 mois, 

fonction rénale à un an…) méritent néanmoins d’être recherchées. Il conviendra de s’assurer 

que l’IL-33 est un facteur de risque indépendant de la durée d’ischémie froide. 

 

En revanche, la mise en jeu de la voie IL-33/ST2 peut être détectée par le dosage du 

récepteur soluble ST2s. Celui-ci s’est avéré être un biomarqueur particulièrement intéressant 

pour apprécier la sévérité de pathologies cardiovasculaires, indépendamment du marqueur 

habituel, le Brain Natriuretic Peptide (169). Un taux sérique élevé de ST2s au diagnostic 

d’accident coronarien est ainsi un facteur de mauvais pronostic. Ce « decoy » récepteur 

neutralise en effet l’action de l’IL-33 alors que celle-ci a un effet protecteur pour le 
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cardiomyocyte, en réduisant notamment la fibrose et l’hypertrophie ventriculaire dans 

plusieurs modèles chez la souris. 

Nos résultats révèlent quant à eux une augmentation du taux sérique, de l’excrétion 

urinaire et de l’activité transcriptionnelle dans les leucocytes circulants de ST2s après IR. 

L’absence de corrélation avec la durée d’ischémie froide dans notre étude suggère que ST2s 

représente plus un témoin de l’activation de la voie plutôt qu’un potentiel biomarqueur. 

 

Si HMGB1 n’a pas de récepteur soluble qui puisse être dosé dans le sang circulant, 

l’étude du polymorphisme et du niveau d’expression de son récepteur membranaire TLR4 a 

fait l’objet de plusieurs travaux en transplantation. 

Le polymorphisme qui implique la mutation d’un seul acide aminé (Asp299Gly) et 

induit une perte de fonction du récepteur, est fréquent dans la population générale. Ducloux et 

al. le mettent en évidence chez 11,3% des receveurs de greffe rénale. Les auteurs montrent 

qu’il est associé significativement à moins de rejets aigus, à moins d’événements 

cardiovasculaires, mais à plus d’événements infectieux (114). Dans le travail déjà cité de 

Krüger, ce même polymorphisme lorsqu’il s’accompagne d’un second (Thr399Ile), est associé 

à moins de reprise différée de fonction rénale (99). 

Notons cependant qu’Andrade Oliveira et al. objectivent une relation entre un faible 

niveau d’expression du transcrit de TLR4 dans les leucocytes circulants 24 heures après la 

greffe et la survenue d’une reprise différée de fonction (110). Pour expliquer ces résultats, les 

auteurs suggèrent dans le contexte de reprise différée de fonction, une migration intra-rénale 

des cellules circulantes exprimant fortement TLR4, tels que les PNN et les monocytes. 

Ces différents résultats ainsi que les nôtres qui montrent une augmentation précoce des 

transcrits de TLR2 et TLR4 dans les leucocytes circulants précocement après IR suggèrent 

l’intérêt pronostique potentiel du niveau d’expression de ces gènes. Une évaluation du profil 

transcriptomique de ces gènes sur des biopsies préimplantatoires et/ou systématiques à 3 mois 

ou encore en cas de reprise différée de fonction fait l’objet d’études ancillaires de futurs 

protocoles d’immunosuppression. 

Précisons à ce stade que la validation des alarmines et de leurs récepteurs en tant que 

biomarqueurs de l’IR serait à établir en distinguant la nature de l’organe transplanté et son 

origine, selon qu’il provienne d’un donneur vivant ou cadavérique. Notons également que les 

informations obtenues par une telle étude pourraient être utiles à d’autres situations cliniques 
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impliquant une IR rénale, telle que l’insuffisance rénale aiguë d’origine pré-rénale ou 

fonctionnelle. 

 

Enfin, nos travaux suggèrent que les cellules iNKT et leur état d’activation pourraient 

être un biomarqueur de l’IR. D’une manière plus générale, cette question se pose pour préciser 

le diagnostic, le pronostic ou le traitement de processus pathologiques qui impliquent les 

cellules iNKT. Bien que chez l’Homme il y ait des situations où les variations quantitatives de 

cellules iNKT soient associées à des pathologies auto-immunes comme le lupus érythémateux 

disséminé, la faible proportion et la grande variabilité interindividuelle des lymphocytes iNKT 

circulants expliquent que la détermination de leur fréquence ne soit pas un biomarqueur 

utilisable en clinique.  

 

 

La troisième perspective, plus lointaine, que permet d’envisager la connaissance du 

signal danger et de ses cibles a trait au développement de thérapeutiques innovantes, capables 

d’agir sur le système immunitaire pour atténuer les lésions d’IR. 

Les modèles murins d’IR ont permis de révéler de nombreux mécanismes protecteurs 

des lésions d’IR, en ciblant des molécules impliquées dans les programmes de mort cellulaire, 

dans la coagulation ou encore l’activation de la cascade du complément. En revanche, les 

essais cliniques, ciblant une molécule particulière et dont le rationnel provenait des résultats 

obtenus chez la souris, se sont souvent avérés décevants. Citons à titre d’exemple l’essai 

conduit chez l’homme pour le syndrome coronarien, où l’inhibition de l’activation du 

complément à l’aide d’un Ac monoclonal anti-C5 (pexelizumab) s’est révélé n’avoir aucun 

effet bénéfique pour le patient (170). L’administration trop tardive du pexelizumab est 

suspectée ici pour interpréter ces résultats décevants. 

Pour expliquer les discordances entre certains résultats prometteurs obtenus chez la 

souris et ceux des essais cliniques chez l’homme, rappelons l’existence de voies d’activation 

redondantes chez l’homme, nécessitant souvent plusieurs blocages pour mettre en évidence un 

effet biologique. Un autre point tient au modèle murin qui, s’il se rapproche de la pathologie 

étudiée, n’en est au mieux qu’une variante. C’est la difficulté déjà évoquée de disposer d’un 

modèle d’IR chez l’animal en situation de transplantation allogénique. Chez la souris, seules 

quelques équipes dans le monde maîtrisent la transplantation rénale et ont rapporté leurs 

travaux sur l’IR (112). 
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La disparité des systèmes immunitaires entre l’homme et la souris constitue une autre 

limite, dans la mesure où le phénotype d’une même population lymphocytaire peut faire l’objet 

d’une grande variabilité entre les deux espèces. 

 

Dans ce contexte, le modèle porcin qui permet la réalisation de transplantations rénales 

autologues ou allogéniques, est pertinent, notamment pour des interventions thérapeutiques 

ciblant l’IR (171). Les similitudes anatomiques et immunologiques avec l’homme constituent 

un atout essentiel (172). Nous avons par exemple établi que les cellules iNKT du porc sont sur 

le plan phénotypique plus proche de celles de l’homme que de la souris.  

Or la modulation de certaines populations du système immunitaire et des lymphocytes 

iNKT en particulier pourrait s’avérer utile pour atténuer les lésions d’IR rénale. Ainsi les 

propriétés fonctionnelles des cellules iNKT au cours de l’IR pourraient être modulées en 

ciblant les DCs. Chez la souris, Li et al. ont récemment montré que des DCs rendues 

tolérogènes par un agoniste du récepteur A2A à l’adénosine, le regadenoson, administré avant 

IR, atténuent les lésions d’IR. Cet effet tolérogène est dépendant de l’IL-10 et de la production 

d’IFN-γ par les lymphocytes iNKT (153).  

Une étude préclinique chez le porc évaluant l’effet du regadenoson sur les lésions d’IR, 

associée à une étude fonctionnelle des lymphocytes iNKT circulants serait particulièrement 

intéressante. 

 

La libération des alarmines et d’HMGB1 en particulier, observée dans différents 

modèles animaux et chez l’homme précocement après IR, suggère également qu’elles puissent 

être la cible d’un traitement neutralisant. L’action des Ac anti-HMGB1 est rapportée dans de 

nombreux modèles expérimentaux de pathologies très diverses, telles que le choc septique, 

l’accident vasculaire cérébral ou encore la colite inflammatoire. Dans différents modèles d’IR 

chez la souris, l’administration d’un Ac neutralisant HMGB1 réduit les lésions d’IR rénale, 

hépatique ou cardiaque (96)(98)(173). Rappelons également l’effet bénéfique de l’éthyle 

pyruvate qui en bloquant la libération d’HMGB1 au cours de l’IR, réduit la fibrose rénale 

(165). Malheureusement ces différents modèles ne concernent pas l’IR de la transplantation. 

La société de biotechnologie Abnova travaille actuellement à la mise au point d’un Ac 

monoclonal humanisé anti-HMGB1. Un essai clinique, chez l’homme atteint de sepsis grave, 

devrait débuter en 2015. En fonction du profil de tolérance, cet Ac monoclonal pourrait 

également faire l’objet d’un essai thérapeutique en transplantation rénale. 
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Les récepteurs d’HMGB1 et les TLRs en particulier constituent également des cibles 

thérapeutiques prometteuses pour atténuer les lésions d’IR. La molécule TAK-242 (resatorvid) 

bloque la transduction du signal transmis par TLR4 en interagissant avec les molécules 

adaptatrices du récepteur. Le resatorvid, qui fait actuellement l’objet d’un développement par 

le laboratoire Takeda, a été testé chez l’homme contre placebo dans deux études de phase 3 

pour le traitement du sepsis sévère. Les résultats sont en attente mais la molécule pourrait 

également être évaluée dans le domaine de l’IR. Une autre stratégie repose sur l’utilisation des 

petits fragments d’ARN interférents siRNA (pour « small interfering RNA ») qui permettent 

de réduire voire de stopper l’expression d’un gène cible. Une équipe sino-canadienne a 

récemment montré chez la souris qu’en empêchant l’expression de TLR4 au sein des 

hépatocytes à l’aide d’un siRNA, on protégeait le foie des lésions d’IR et limitait la réaction 

inflammatoire (174). Malgré les limites pour une application chez l’homme, telles que la 

difficulté de cibler un type cellulaire particulier ou encore la quantité de siRNA nécessaire, 

cette approche constitue une piste intéressante. 

Le récepteur TLR2 constitue également une cible thérapeutique potentielle. L’OPN-

305 est un Ac monoclonal humanisé bloquant TLR2 et qui a montré des résultats positifs 

quant a sa capacité à réduire la taille de l’infarctus après IR cardiaque chez le porc (175). 

L’OPN-305 est actuellement évalué dans une étude de phase 2 en transplantation rénale chez 

l’homme avec pour objectif principal la réduction de la reprise différée de fonction rénale. 

 

La voie IL-33/ST2 dont l’implication dans l’IR est récente, ne fait pas -encore- l’objet 

d’essai thérapeutique chez l’homme. Rappelons néanmoins les études évoquées dans le 

Chapitre 2 (5.4) de l’Introduction dans lesquelles l’utilisation chez la souris d’une molécule de 

fusion purifiée sST2-Fc a montré des résultats intéressants dans la prévention de l’IR 

hépatique et intestinale.  

L’IL-33 peut également être neutralisée chez la souris par l’utilisation d’un Ac 

polyclonal anti-IL-33. D’une manière intéressante, dans un modèle d’insuffisance hépatique 

induite par la concanavaline A, le blocage d’IL-33 par cet Ac inhibe l’activation des cellules 

iNKT (112). Une telle approche constitue ici encore une piste thérapeutique potentielle ciblant 

l’IR et qui demande à être validée. 
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Enfin, d’autres approches thérapeutiques ciblant l’IR sont en développement, en 

modulant par exemple certaines sous-populations lymphocytaires T. Citons le recrutement 

intra-rénal de lymphocytes Tregs induit par un agent pharmacologique dans un modèle d’IR 

chez la souris. L’infiltrat riche en Tregs exerce un effet néphroprotecteur à l’égard de l’IR 

(176). Cependant, il s’y associe un infiltrat riche en cellules T effectrices, rendant cette 

stratégie inapplicable en l’état à la prévention des lésions d’IR en transplantation rénale. 
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Conclusion 

 

La compréhension des mécanismes immunologiques qui interviennent au cours de l’IR 

constitue un formidable enjeu scientifique et thérapeutique, bien au-delà du seule domaine de 

la transplantation. Cette compréhension confronte plusieurs théories (la théorie du danger et la 

théorie du soi et du non-soi), et fait appel à de nouveaux concepts (les alarmines…).  

 

En amont du processus, la connaissance des signaux danger mis en jeu au cours de 

l’IR est un élément essentiel pour un jour espérer les moduler à des fins thérapeutiques. En 

« bout de chaîne », les cellules de l’immunité dont le recrutement et l’activation au cours de 

l’IR constituent également des cibles thérapeutiques potentielles. 

L’exemple de l’axe biologique IL-33/cellules iNKT illustre ce chemin qui commence 

avec l’hypoxie et s’achève avec les lésions tissulaires du greffon. 

 

Dans la première partie de notre travail (Manuscrit n°1), nous avons décrit les 

principales caractéristiques des cellules iNKT du porc et confirmé que ces cellules étaient 

ciblées par l’IL-33. Cette description est utile à l’étude de la mise en jeu de l’immunité innée 

dans le modèle porcin de transplantation d’organe. 

La seconde partie (Manuscrit n°2, soumis) a permis de mettre en évidence la 

production des alarmines HMGB1 et IL-33 chez l’homme après transplantation rénale. Nous 

avons également montré l’activation précoce des cellules iNKT, celle-ci étant objectivée 

également in vitro en présence d’IL-33. 

 

L’ensemble de notre travail permet de confirmer et de proposer au niveau épithélial 

comme au niveau endothélial la mise en jeu des voies d’activation de l’immunité innée par les 

alarmines (Figure n°13) 
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Figure n°13 : représentation schématique et hypothétique de la mise en jeu des alarmines HMGB1 et 

IL-33 et des cellules de l’immunité innée dans le néphron, au cours de l’IR. 

 

Néanmoins, de nombreux points restent cependant à établir comme : 1) L’intensité et 

la gravité des lésions tissulaires de l’IR sont-elles corrélées au taux d’alarmines libérées ? En 

d’autres termes, l’IL-33 est-elle une signature moléculaire de l’IR et un potentiel biomarqueur 

? 2) Les alarmines et l’IL-33 en particulier sont-elles à l’origine de l’activation des cellules 

iNKT, indépendamment de l’antigène? 

 

Par son atteinte de l’homéostasie, l’IR met en jeu les mécanismes 

d’immunosurveillance de l’intégrité tissulaire dont au premier chef les cellules de l’immunité 

innée. Connaître l’implication du système immunitaire permet d’envisager de moduler sa 

réponse comme de respecter certains aspects de l’inflammation. In medio stat virtus… 
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 Abstract  

Hypercholesterolemia is increasingly present in kidney transplantation. This study aimed to 

characterize the effects of hypercholesterolemia on renal graft outcome, investigating the role 

of oxidized low-density lipoprotein (OxLDL) and its receptor:lectin-like OxLDL receptor-1 

(LOX-1). In vitro, we used primary renal artery endothelial cells subjected to hypoxia-

reoxygenation to demonstrate that OxLDL induced LOX-1 expression and cellular death. In 

vivo, pigs underwent renal auto-transplantation 2 months after starting either a normal (n=6) 

or a hyperlipidemic diet (n=5). Kidney function and OxLDL levels were monitored as well as 

fibrosis, LOX-1 and TGF signaling pathways. Hyperlipidemic diet induced an increase in 

plasma OxLDL levels at the time of surgery associated with a greater graft fibrosis 

development and activations of renal LOX-1 and TGFβ signaling pathways. These data 

suggest a direct involvement of OxLDL in the hyperlipidemic diet -induced activation of the 

pro-fibrotic TGFβ pathway via LOX-1 signaling supported by a direct relationship between 

LOX-1 and TGFβ secretion observed in endothelial cells exposed to OxLDL. These results 

involve OxLDL and LOX-1 in the hyperlipidemic diet -induced fibrosis in transplanted 

kidneys, points towards LOX-1 as a potential therapeutic target and reinforce the need to 

control cholesterol levels in both the donor and recipient of kidney transplants. 
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Introduction 

In kidney transplantation, hypercholesterolemia is a co-morbidity factor more and more 

present due to the increasing use of marginal donors in response to organ shortage as well as 

the hyperlipidemic effects of immunosuppressors (1, 2). In general, hypercholesterolemia is 

associated with increased circulating levels of oxidized low density lipoproteins (OxLDL)(3). 

These modified lipoproteins are involved in endothelial cell dysfunctions(4), the first cell type 

subjected to ischemia and reperfusion injury (IRI) in organ transplantation.  

In atherosclerosis, the lectin-like OxLDL receptor-1 (LOX-1) plays a direct role in plaque 

formation(5). This scavenger receptor is expressed on endothelial cells(6), smooth muscle 

cells and macrophages(7). In these cells, binding of OxLDL to LOX-1 leads to reactive 

oxygen species (ROS) generation combined with NFB activation(8) leading to oxidative 

stress and endothelial activation(9). In addition to atherosclerosis, OxLDL and LOX-1 have 

been implicated in other pathological conditions. In cardiac fibroblasts, LOX-1 activation has 

been linked to collagen synthesis via an interaction between LOX-1-NADPH oxidase-TGFβ 

(Transforming Growth Factor beta) leading to an activation of the Mitogen-activated protein 

kinase (MAPK) pathway(10) establishing a possible link between the OxLDL signaling 

pathway and tissue fibrosis. In the kidney, hyperlipoproteinemia and their subsequent 

oxidation are associated with glomerular capillary dysfunction in rodents and severe 

glomerulosclerosis in dyslipidemic patients due to lipid deposits in glomeruli(11, 12). Both 

LOX-1 and TGFβ have been involved in glomerulosclerosis(13, 14). Experimental studies in 

pigs have demonstrated that diet-induced hypercholesterolemia led to renal endothelial 

dysfunction associated with vascular and microvascular remodeling, inflammation, and kidney 

fibrosis(15, 16). Thus, hypercholesterolemia can affect endothelial cell function and induce 

tissue remodeling in the kidney. 
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In normocholesterolemic renal transplantation, endothelial activation is involved in 

inflammation and fibrosis development(17). Despite the known deleterious effects of 

hypercholesterolemia on endothelial cell function and the importance of this cell type in 

ischemia reperfusion injury (IRI), very few data are available on the consequences of 

hypercholesterolemia during organ transplantation(18). In living-donor kidney transplantation, 

donor hypercholesterolemia is associated with a reduction in the 2-year renal graft 

function(19). In deceased-donor transplantation, pre-transplant hypercholesterolemia in the 

recipient increases the rate of acute rejections(20) and the risk of late graft loss(21), whereas 

post-transplantation hypercholesterolemia is associated with chronic allograft dysfunction(22). 

Bosmans et al. have previously suggested a role of OxLDL in poor renal allograft outcome in 

hyperlipidemic recipients(23) indicating the possible involvement of OxLDL in kidney IRI in 

hypercholesterolemic conditions. 

Although, dyslipidemia is recognized as a non-immunologic factor negatively affecting early 

and long-term graft function(20), the mechanisms involved remain to be clarified. In this 

study, we hypothesized that a high-fat diet (HD), started before transplantation and maintained 

after surgery, increased circulating levels of OxLDL and activated LOX-1 in renal endothelial 

cells leading to an increase in interstitial fibrosis development in auto-transplanted porcine 

kidneys. 
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Materials and Methods 

Fully detailed methods are presented in supplementary data. 

In vitro hypoxia reoxygenation model of primary porcine renal endothelial cells. In 

normoxic conditions, porcine artery cell cultures enriched in endothelial cells (PAEC) were 

treated for 2, 4, 8, 12 and 24 hours in culture medium supplemented with PBS -or – porcine 

OxLDL isolated by sequential ultracentrifugation and oxidized by UV-C irradiation. In 

hypoxia-reoxygenation conditions, cells in the OxLDL group were treated with OxLDL (125 

g/mL) for 24 hours, and then preserved in hypoxic conditions achieved by replacing the 

OxLDL-containing medium with unsupplemented University of Wisconsin preservation 

solution (UW, Viaspan), for 24h at 4 ºC in a hypoxic chamber. Cells were harvested either 

at the end of the hypoxia period (time: 0h) or after 2, 4, 8, 12 and 24 hours incubations in 

OxLDL-supplemented medium at 37°C in a humidified atmosphere. Cells in normoxic 

condition without OxLDL exposure as defined as CTL group. Lactate dehydrogenase (LDH) 

release was assayed by quantification of LDH activity in the medium (automatic analyzer 

Modular, Roche Diagnostic, France). 

In vitro incubation of OxLDL on human aortic endothelial cells: effect of LOX-1 antibody. 

For the time course of 24h, OxLDL’s effects on LOX-1 and TGF β protein expressions 

(Western Blot) were evaluated in human aortic endothelial cells (HAECs) treated with either 

OxLDL (25 g/mL) or culture medium. We evaluated TGFβ secretion in culture medium with 

a Duoset Elisa kit from R&D System (France) after incubation of HAEC with OxLDL 

supplemented or not with LOX-1 antibody (R&D System) at 0.2 or 2 µg/ml. 

RT-qPCR. Total mRNA from the different experimental groups was extracted using the 

Nucleospin RNA XS columns (Macherey Nagel, Hoerdt, France). Genomic DNA was 

removed on-column using a recombinant DNAse and first-strand reverse transcription 

(Applied Biosystems, Villebon sur Yvette, France) was performed. Real-Time PCR assays 
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were performed on an ABI Prism 7300 (Applied Biosystems) with porcine primers 

(supplementary methods). LOX-1 mRNA expression was normalized to RPLPO mRNA 

expression using the Pfaffl’s mathematical model of relative quantification(24) (n=5 in each 

group). 

Animal model and Surgical procedures. Male Large White pigs were fed a standard (ND) or 

a high-fat diet (HD, standard diet + 20% Lard and 2% cholesterol) immediately after weaning 

and maintained until euthanasia(15). The renal auto-transplantation model was performed 

when the animals reached 37-46kg (2 months after weaning) as previously described 

according to regional ethical committee(17). Briefly, the left kidney was removed, flushed 

with 300 ml of UW preservation solution and preserved at 4ºC in the same solution in static 

conditions for 24 hours. On the day of transplantation, the right kidney was removed and the 

left kidney grafted mimicking the nephron mass in transplanted situation. Four experimental 

groups were studied: ND: right kidneys removed before transplantation from ND-fed animals 

(n=7), HD: right kidneys removed before surgery from HD-fed animals (n=7), ND+Tx: 

transplanted kidneys removed from ND-fed animals 3 months after surgery (n=6), HD+Tx: 

transplanted kidneys removed from HD-fed animals 3 months after surgery (n=5). One 

transplanted HD pig died before completion of the study due to surgical complications and 

was not included in data analysis.  

Plasma creatinine, cholesterol, LDL cholesterol and urinary proteins were measured using an 

automatic analyzer (Modular, Roche Diagnostic, France). Plasma renin activity (PRA) and 

systemic OxLDL (Diasorin, Antony, France), superoxide dismutase (SOD) activity (Cayman, 

Montigny Le Bretonneux, France) were measured in plasma following manufacturer’s 

instructions. 

Immunohistopathological studies.  As described previously, the level of tubulo-interstitial 

fibrosis were investigated using Sirius red staining(25) or tissue remodeling by 
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immunohistochemical assessment of vimentin expression (1/500, Cell Marque, Rocklin, CA, 

USA). LOX-1 expression was evaluated by immunohistofluorescence (1/200, Abcam, Paris, 

France). 

Western blotting procedure. A standard Western blotting protocol was used as described 

previously(17, 26). Renal redox status was evaluated by assessing the protein expression of 

the superoxide anion forming enzymes: NADP(H) oxidase subunit Gp91phox. 

STATISTICAL METHODS. Results are shown as mean  SEM. For the in vitro studies, LDH 

release, LOX-1 mRNA and proteins levels were compared between control values and 

between groups by a Mann-Whitney test. In the in vivo studies, we used repeated measure 

ANOVA for the time course experiments or a student T-test for two-group comparisons or a 

Mann-Whitney test when the variance was not equal between the groups. Correlation studies 

were performed using linear regression. All statistical analyses were performed using the 

NCSS Software (Version 07.1.20, Kaysville, UT, USA). Statistical significance was accepted 

for p<0.05. 
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 levels of OxLDL measured at day 1 post-surgery and the proteinuria determined at 3 months   

(r2=0.91, p=0.01) in the HD group only (Figure2F). 
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HD PROMOTED KIDNEY GRAFT FIBROSIS AND TISSUE REMODELING. Three months after 

transplantation, red Sirius staining showed that HD+TX cortex presented a 3-fold increase in 

fibrosis in comparison with the ND+Tx animals (p<0.001, Figure3A). Furthermore, HD+TX 

pigs exhibited a higher number of vimentin-positive tubules supporting tissue remodeling 

(Figure3B) whereas before surgery, HD induced only a tendency towards an increase 

(supplementary FigureI).  

HD CONCOMITANTLY ACTIVATED LOX-1 AND TGF PATHWAYS. As mentioned above, 

HD animals presented elevated plasma OxLDL levels in comparison to ND animals prior to 

transplantation (p<0.05, Table1). This increase in circulating levels of OxLDL was 

accompanied by a significant 2 fold increase in LOX-1 protein expression (p=0.029) in the 

HD group, a concomitant 1.7-fold and 1.75-fold increases respectively in TGFβ and CTGF 

protein expressions (respectively p=0.028 and p=0.012) in renal tissue before transplantation 

(Figure4A-B).  

Three months after kidney transplantation, circulating levels of OxLDL where further 

increased in the HD+Tx group in comparison to day 0 (p<0.05) and ND+Tx group values 

(p<0.05). Concomitantly to the increased levels of circulating OxLDL in the HD group, levels 

of both TGF (p<0.05) and its downstream effector CTGF (p<0.05) proteins were 

significantly increased in these animals in comparison to the ND+Tx group, whereas BMP-7 

protein expression was decreased by 2-fold (p<0.05, Figure4C). Reduced Pro-MMP2 protein 

levels (p<0.05) were observed in HD+TX IN COMPARISON TO ND+TX ANIMALS (Figure4C).  

The increase in circulating OxLDL levels in the HD+Tx group was accompanied by 2 fold- 

and 1.5- fold- upregulations of LOX-1 and Gp91phox protein levels respectively (p<0.05 vs 

ND+Tx, Figure4D). This was associated with significant increases in NFB and P38 protein 

expressions (p<0.05) and a 4-fold decrease in the expression of the NFB inhibitor Ib- 

(p<0.05, Figure4D), all of which have been implicated in the LOX-1 signaling pathway(10). 
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Immunohistofluorescence experiments revealed that LOX-1 was localized mainly on vascular 

structures and glomeruli in the kidneys before and after transplantation independently of the 

diet (Supplementary FigureII). We also observed by confocal analysis a co-localisation of 

LOX-1 and TGFβ around peritubular capillaries mainly in the high-fat diet group 3 months 

after surgery (supplementary FigureIII). 

LOX-1-blocking antibody inhibited the OxLDL-induced TGF β secretion in primary 

cultures of HAEC. To evaluate the direct role of OxLDL in the HD-induced TGFβ 

overexpression observed in vivo, we treated HAECs with OxLDL. OxLDL treatment led to 

respectively 1.6- and 3-fold increases in LOX-1 and TGFβ protein levels in comparison to 

PBS treated cells (p<0.05, Figure5A). This was accompanied by a 1.6-fold increase in TGFβ 

levels in the culture medium (Figure5B). In contrast addition of LOX-1-blocking antibody in 

the medium prior to OxLDL treatment completely prevented the OxLDL-mediated induction 

of TGFβ secretion (p<0.05 vs OxLDL treatment without LOX-1 antibody). 
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Discussion  

We demonstrated that diet-induced hypercholesterolemia was associated with significant 

increases in circulating levels of OxLDL and renal LOX-1 expression before and after 

transplantation. These HD-induced increases were not associated with alterations in kidney 

function recovery after transplantation but led to a 2.5-fold increase in the interstitial fibrosis 

extent and enhanced proteinuria 3 months after surgery in the hypercholesterolemic animals. 

This increased fibrosis extent, in the HD-animals, was linked to concomitant activations of 

LOX-1 and TGFβ signaling pathways, suggesting a probable direct implication of the 

OxLDL-LOX-1 signaling pathway in the activation of the TGFβ pathway and in tissue fibrosis 

development. Immunohistochemical studies revealed that LOX-1 expression was mainly 

found in the vascular compartment, including the endothelium involving endothelial cells in 

the HD effect. The hypothesis of a direct involvement of the OxLDL-LOX1 signaling pathway 

in the activation of the TGFβ signaling pathway in the kidney is supported by in vitro results 

demonstrating that LOX-1 blocking prevented the OxLDL-induced increase in TGFβ 

secretion by arterial endothelial cells. Taken together, the increased fibrosis extent and over 

activation of the LOX1 and TGF-β signaling pathways in hypercholesterolemic conditions 

suggest a poor long-term graft outcome in the HD animals. 

Hypercholesterolemia increases LDL susceptibility to oxidation(27) and therefore production 

of plasmatic OxLDL(28, 29). Diet induced increases in circulating levels of OxLDL have 

been reported in pigs in the past(30). In this study, we hypothesized that OxLDL could 

directly exacerbate hypoxia-reoxygenation injury. To assess this hypothesis, we compared in 

vitro the effects of OxLDL exposure before and after hypoxia with PBS- rather than native 

LDL-treated cells to avoid the confounding effects of hypoxia/reoxygenation-mediated LDL 

oxidation previously reported in endothelial cells in vitro(31). In the present work, exposure 

of PAEC to OxLDL in normoxic conditions induced LOX-1 protein expression as previously 
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reported(7, 32) but failed to induced significant cell death in contrast to previous reports using 

the same dose range of OxLDL(33, 34). This discrepancy may reflect lower LDL oxidation 

levels obtained with the UV-C protocol used in our study in comparison to the copper sulfate 

oxidation method used in the other studies. In contrast during HR, OxLDL treatment pre- and 

post-hypoxia enhanced LDH release and cell death as early as the end of the hypoxic phase. 

OxLDL-mediated increases in HR-induced apoptosis have previously been reported in human 

coronary endothelial cells(35). In our study, OxLDL-mediated increase in LDH release was 

associated with an up-regulation in endothelial LOX-1 expression prior to hypoxia which was 

sustained during the hypoxia even in the absence of OxLDL. Altogether, these results suggest 

that hypercholesterolemia may enhance ischemia-reperfusion-induced endothelial injury in 

kidney transplantation in vivo via an increase in plasma OxLDL levels and both LOX-1 

expression and signaling. 

In order to evaluate this hypothesis in vivo, we investigated in pigs, fed with either a normal or 

a high-fat diet, the levels of plasma OxLDL and LOX-1 expression in renal tissue before and 

after kidney transplantation. Before transplantation, HD pigs presented significantly elevated 

levels of circulating OxLDL, proteinuria and increased intrarenal LOX-1, TGFβ and CTGF 

protein expressions. Immunofluorescent staining against-LOX-1 revealed a more intense 

staining in the endothelium of intrarenal arteries in HD as previously shown in hyperlipidemic 

pig kidneys(36, 37).  

After transplantation in normocholesterolemic conditions, pigs exhibited a significant increase 

in plasmatic OxLDL levels at day 1 and 30 as previously reported for kidney IR in rodents(38) 

or suggested in human kidney transplantation by the presence of elevated levels OxLDL auto-

antibodies(39). These increases in plasma OxLDL levels are in accordance with the well-

characterized oxidative stress induced by the ischemia-reperfusion sequence in 

normocholesterolemic conditions(40). In hypercholesterolemic animals, plasma OxLDL and 
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SOD levels were further elevated and decreased respectively during the 3 months post-surgery 

indicating a greater oxidative stress in these animals. Oxidative stress is one of the major 

deleterious mechanisms involved in IRI and delayed graft function(41), yet HD did not 

significantly alter kidney function recovery evaluated by creatininemia or diuresis during the 3 

month follow-up period. This monitoring window may have been too short to observe 

significant differences in graft function. Nonetheless, the HD animals presented significantly 

greater interstitial fibrosis and proteinuria 3 months after surgery in comparison to ND 

animals. Similar findings have been reported in uninephrectomized animals with a diet-

induced hypercholesterolemia(42-44). Interestingly in the HD group, circulating levels of 

OxLDL, evaluated one day after transplant surgery, were significantly correlated with the 

proteinuria present 3 months later, suggesting a detrimental role of OxLDL on graft outcome. 

Plasma OxLDL levels may be a relevant parameter to monitor just before and after 

transplantation both in the donor and the recipient to predict graft outcome. Also, this suggests 

that therapeutic interventions aimed at reducing the levels of these modified lipoproteins 

should be started as soon as possible in the recipient.  

Fibrosis is considered to be the major process leading to renal graft loss. In the present study, 

the HD-associated increase in fibrosis may be linked to the elevated levels of plasma OxLDL. 

Indeed, Hu et al. have established a link between LOX-1-NADPH oxidase and the TGF-

mediated collagen synthesis in cardiac fibroblasts(10). In vivo, the direct involvement of 

LOX-1 in IRI and remodeling has been previously reported in normocholesterolemic mouse 

hearts(45, 46). In the present work, HD+Tx induced concomitant increases in LOX-1 and 

TGF signaling pathways represented by NFB, phospho P38 and the gp91phox NAD(P)H 

oxidase subunit up-regulations and decreased IB expression for the LOX-1 signaling 

pathway and by TGF and CTGF up-regulations as well as BMP-7 and Pro-MMP2 down-

regulations for the TGF signaling pathway(47) indicating a reduced capacity for matrix 
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degradation giving rise to a pro-fibrotic milieu. TGF is a pivotal growth factor involved in 

several processes linked to IRI and fibrosis. These data suggest that the association between 

OxLDL, LOX-1 and TGF is present in kidneys of hypercholesterolemic donors and 

maintained in grafted kidneys in hypercholesterolemic recipients. These results were 

supported by colocalisation of TGFβ and LOX-1 expressions in HD+Tx animals around 

peritubular capillaries. To investigate the direct involvement of LOX-1 in the fibrosis 

development and TGFβ expression observed in vivo, we used primary human endothelial cells 

stimulated with human OxLDL. Using a blocking human LOX-1 antibody, we showed a 

significant decrease inTGFβ secretion induced by OxLDL in endothelial cells supporting a 

direct involvement of LOX-1 in the OxLDL-induced activation of the TGFβ pathways as 

previously suggested(10).The parallel increases in collagen and vimentin expressions in our 

study may partially be explained by TGF involvement in vimentin expression, a 

mesenchymal cell marker, indicating tissue remodeling and dedifferentiation of tubular cells 

towards mesenchymal cell types leading to fibrosis(48). These observations suggest a poor 

outcome of kidney graft in high-OxLDL conditions.  

The proposed mechanism of diet-induced fibrosis in transplanted kidneys is summarized in 

Figure5C. Briefly, in normocholesterolemic conditions, the ischemia-reperfusion associated 

with transplantation leads to an increase in TGFβ levels resulting in an increase in vimentin 

positive tubules and collagen production which are both involved in fibrosis development. In 

case of a high-fat diet, the increase in plasma OxLDL levels leads to LOX-1 pathway 

activation which in turn activates the TGFβ signaling pathway. This activation acts in synergy 

with the transplantation process to increase fibrosis. This proposed mechanism involving a 

direct relationship between LOX-1 and fibrosis development following ischemia-reperfusion 

is supported by recent reports indicating that LOX-1 abrogation reduced tissue remodeling in 

mice heart(49) and kidneys(50). 
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Our study was limited by the use of young pigs with a short term high-fat diet started before 

surgery, and by the relatively short duration of the post-transplant follow-up in comparison to 

the human disease. In addition, human renal transplantation is not only associated with 

dyslipidemia but also with immunosuppressor therapy or other concurrent or pre-existing 

pathophysiological conditions such as hypertension or diabetes which impair the renal 

microvasculature and likely modulate its response to transplantation. Nevertheless, the renal 

structure and function in the swine model are similar to human kidneys(51), and our results 

bear relevance and may shed light on the short-term negative impact of diet-induced increase 

in OxLDL circulating levels on renal IRI following transplantation. To our knowledge, this 

study is the first to report, in a large animal model, a link between hypercholesterolemia and 

fibrosis development in kidney transplantation involving OxLDL and the LOX-1 receptor. 

In conclusion, the significant correlation between plasma OxLDL and proteinuria observed in 

the present work, as well as the concomitant activation of LOX-1 and TGF signaling 

pathways in vivo and the direct interaction between LOX-1 and TGFβ secretion in vitro, 

implicate OxLDL in the HD-induced fibrosis and tissue remodeling observed as early as 3 

months after renal transplantation. Taken together, these results suggest that diet could affect 

graft outcome, identify LOX-1 as a therapeutic target of interest and emphasize the need to 

better control either cholesterol or OxLDL levels in both donor and recipient at the early stage 

of renal transplantation. 
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Figure Legends: 

Figure 1: Effects of 2, 4, 8, 12 and 24 hours exposures to oxidized low density lipoprotein in 

normoxic (A, B and C) and hypoxia-reoxygenation (D, E and F) conditions in porcine renal 

artery endothelial cell (PAEC) cultures in comparison to PBS treatment (CTL) on LOX-1 

protein and mRNA levels and LDH release: A and D) representative pictures and histograms 

of LOX-1 immunoblots (n=4); B and E) Results of RT-qPCR of LOX-1 mRNA expression; C 

and F) representative histogram of LDH release. Quantification of LOX-1 protein and mRNA 

and released LDH are represented by hatched bars for cells treated with OxLDL in normoxic 

conditions, as well as by grey bars for cells treated with OxLDL and by white bars for cells 

treated with PBS in hypoxia reoxygenation conditions. Values significantly different from the 

CTL group for each time point are indicated by †: p<0.05; †††: p<0.001 and from the PBS 

group by *: p<0.05; ***: p<0.001.  

Figure 2: High-fat diet started 2 months before transplantation and maintained for 3 months 

after surgery led to increases in plasma cholesterol and OxLDL levels and a decrease in 

plasma superoxide dismutase activity in transplanted pigs. High-fat diet did not change graft 

function recovery assessed by plasma creatinine level monitoring, but was associated with a 

greater proteinuria measured 3 months post-surgery.  A) Time course evolution of plasmatic 

total cholesterol levels measured on the day of transplantation (D0) and after surgery, in pigs 

fed either a normal (white) or a high-fat diet (grey); B) Time course evolution of plasma 

OxLDL levels C) Time course determination of plasma SOD activity. Values significantly 

different from the normal diet group are indicated by *: p<0.05; **: p<0.01 and from the D0 

time point by : p<0.05; : p<0.01; : p<0.001. D) Time course evolution of plasmatic 

creatinine measured on the day of transplantation (D0) and after surgery. E) Proteinuria levels 

in the two experimental groups at day 0 and 3 months after surgery; Values significantly 

different from the normal diet group are indicated by ***: p<0.001, and from D0 by : 
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p<0.05. F) Linear regression of the plasmatic OxLDL levels measured at D1 and the 

proteinuria determined at M3 in the normal diet group (Left panel) and the high-fat diet group 

(Right Panel). The straight line represents the regression curve and dotted lines represent the 

95% confidence interval.  

Figure 3: High-fat diet increased renal interstitial fibrosis extent and the number of vimentin 

positive tubules in transplanted pigs as demonstrated respectively by Sirius red and vimentin 

staining 3 months after surgery. Representative pictures (200X) of typical Sirius red staining 

(A) in transplanted pigs fed a normal or a high-fat diet. Histogram represents the percentage of 

fibrosis extent between the normal diet (white) and high-fat diet groups (grey). Values 

significantly different from the normal diet group are represented by ***: p<0.001. B) 

Representative pictures (200X) of vimentin staining revealed by Diaminobenzidinine 

immunohistochemistry in transplanted pigs fed a normal or a high-fat diet. Arrows indicate 

glomerulus (Gl), tubules (Tl) and vimentin (Vim) localization. C) Histogram represents the 

quantification of the number of vimentin-positive tubules. Values significantly different from 

the normal diet group are represented by *: p<0.05. 

Figure 4: High-fat diet led to increased LOX-1 and TGF expressions in native porcine 

kidneys. The diet was started 2 months before kidney recovery. A) Immunoblots and B) 

densitometric quantification of LOX-1, TGFβ and CTGF protein levels in kidney cortical 

samples. * p< 0.05 vs. Normal diet. High-fat diet concomitantly increased LOX-1 and TGF 

pathway activations in transplanted kidneys 3 months after surgery in comparison with 

transplanted animals fed a normal diet. Immunoblots and densitometric quantification 

reporting, in pigs fed a normal diet (white) and a high-fat diet (grey), protein expressions of: 

C) TGF signaling (TGF, CTGF, BMP-7) and matrix homeostasis (pro-Matrix 

MetalloProteinase 2, pro-MMP2); D) LOX-1 intracellular signaling (Gp91phox NADPH 

oxidase subunit, NFB-IB, PhosphoP38). Values significantly different from the normal 
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diet group are represented by *: p<0.05. 

Figure 5: LOX-1 antibody blocked TGFβ secretion induced by OxLDL in vitro. Effects of 

OxLDL incubation during 24h on human aortic endothelial cells on LOX-1and TGF β protein 

expression (A), and on TGFβ secretion in culture medium with or without neutralizing 

antibody against LOX-1 (B) (n=3). Values significantly different from the culture medium 

without OxLDL are indicated by †: p<0.05; and from the culture medium without LOX-1 

antibody by $: p<0.05. (C) Proposed mechanism of diet-induced fibrosis in transplanted 

kidneys. In normocholesterolemic condition, the ischemia-reperfusion associated with 

transplantation leads to an increase in TGFβ levels resulting in an increase in vimentin 

positive tubules and collagen production which are both involved in fibrosis development. 

Data from this study indicate that high-fat diet increases plasma OxLDL levels leading to 

LOX-1 pathway activation which in turn activates the TGFβ signaling pathway. This 

activation acts in synergy with transplantation to increase fibrosis development. 
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Supporting information: 

Additional supporting informations may be found in the online version of this article and 

include supplemental materials and methods; supplemental Figure SI (High-fat diet tends to 

increase the number of vimentin-positive tubules in native kidneys before surgery) ; 

supplemental Figure SII (Immunofluorescence localization of LOX-1 in kidney cortical 

samples before (D0) and 3 months after transplantation (D90) of animals fed either a normal 

or a high-fat diet); and supplemental Figure SIII (High-fat diet increased the renal 

colocalisation of TGF β and LOX-1 expressions in transplanted animals 3 months after 

surgery). 
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Table 1: 
Summary table of kidney function and blood metabolites of transplanted animals fed either a 
normal or a high-fat diet started 2 months before kidney transplantation (Day 0) and 
maintained for 3 months after surgery (M3). 
 

 Day 0 M3 

 Normal Diet High-fat Diet Normal Diet High-fat Diet 

Body weight (Kg) 42.3±1.2 40.9±0.9 109.3±3.8 129.0±2.9 * 

Diuresis (ml/24h) 2867±145 2567±88 3416±487 2166±364 

Creatinemia, 
(µmol/L) 

95±2 99±5 197±22 184±6 

LDL cholesterol 
(g/L) 

0.42±0.01 0.38±0.02 0.52±0.10 1.33±0.24* 

Oxidised LDL 
(ng/mL) 

15.6±9.4 200.9±113.9* 78.0±29.3 489.9±150.6* 

Plasma renin 
activity (ng/ml/h) 

0.45±0.15 0.80±0.19 0.39±0.08 0.24±0.06 

Plasma SOD 
activity (U/mL) 

10.3±3.9 10.9±3.0 37.9±7.4  22.2±7.7 

*p<0.05 vs Normal diet.p<0.05 vs Day 0. 
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Résumé 

 
Implication de l’immunité innée au cours des phénomènes d’ischémie reperfusion: rôle 
de la voie IL-33/ iNKT 

 

Les lésions d’ischémie reperfusion (IR) sont indissociables de la transplantation et leur 

sévérité impacte sur le devenir du greffon. Les mécanismes physiopathologiques de ces 

lésions  restent méconnus. Les molécules HMGB1 et IL-33 sont des alarmines, capables 

d’initier la réponse inflammatoire et pourraient être de potentiels biomarqueurs de l’IR. Le 

porc est un modèle pertinent d’IR. Les cellules iNKT étant une composante de l’immunité 

innée impliquée dans l’IR, nous avons d’abord identifié et caractérisé ces cellules dans le sang 

périphérique du porc puis montré qu’elles étaient ciblées par l’IL-33. Nous avons ensuite 

cherché à déterminer le rôle des alarmines après IR en transplantation rénale chez l’homme. 

Les excrétions urinaires d’HMGB1 et d’IL-33 sont augmentées précocement après la 

reperfusion et les taux urinaires et sériques d’IL-33 sont corrélés avec la durée d’ischémie 

froide. In vitro, les cellules veineuses ombilicales humaines soumises à une séquence 

d’hypoxie libèrent de l’HMGB1 et de l’IL-33, alors que seule cette dernière est produite 

durant la phase de réoxygénation. De plus, nous avons montré que les leucocytes 

périphériques des receveurs étaient ciblés par HMGB1 et IL-33, comme en témoigne 

l’augmentation des transcrits de leurs récepteurs. Nous avons enfin mis en évidence que les 

cellules iNKT, ciblées par l’IL-33 mais pas par HMGB1, étaient activées une heure après 

transplantation. Ces résultats confortent l’hypothèse d’un rôle de l’IL-33 en tant que médiateur 

de la réponse immunitaire innée au cours de l’IR rénale chez l’homme. 

 

Mots clés : transplantation rénale, immunité innée, alarmines, cellules iNKT. 

 

 

 


