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“Le foie est un carrefour oit se mélent toutes les grandes voies
métaboliques de synthése, de transformation, de stockage et de
catabolismes. Tous ces mécanismes chimiques sont sous la dépendance
d’enzymes, de transporteurs, et de récepteurs représentant plusieurs
milliers de protéines.”

J. Sarles et F. Giraud

Donc I'¢quivalent du rein artificiel ou de pompe cardiaque prothétique

extra ou intracorporelle apparait comme objectif hors datteinte.
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SOMMAIRE

L'échec de la transplantation est dii en partie aux dommages causés par la
préservation a froid et la réperfusion a chaud lors de l'intervention. Parmi les hypothéses
retenues pour expliquer ces dommages, on retient la formation des radicaux libres et les
perturbations du pH, du calcium et du volume cellulaire. L'ajout de certaines substances
dans le milieu de préservation a permis de prolonger de 6h 4 24h la survie de l'organe.
Malgré le développement de solutions de préservation qui diminuent le gonflement
cellulaire des foies & transplanter, les dommages de la reperfusion chaude ne sont pas
abolis. Il se peut donc, que I’hypothermie anoxique altére les mécanismes de régulation du
volume cellulaire et que ces perturbations contribuent aux dommages observés lors de la

reperfusion du greffon chez le receveur.

Afin de vérifier cette hypothése, nous avons vérifié dans le premier chapitre si les
conditions de la préservation 2 froid suivie du réchauffement entravaient la diminution ou
I’augmentation compensatrice de volume observé respectivement aprés un choc
hypotonique (retrait de 50 mmol de NaCl). Notre étude démontre que les hépatocytes
preservés dans la solution de I’Université de Wisconsin (U.W.) ont été moins résistants
aux stress osmotiques, ce qui peut rendre les cellules moins aptes a répondre aux
stimulations physiologiques comme F'accumulation des acides aminés, spécialement lors
des demandes métaboliques et I'alimentation parentérale riche en acides aminés. Ceci
devrait étre confirmé dans les conditions in vivo. Cependant, nos résultats supportent la

notion que la perturbation du volume cellulaire homéostasique peut correspondre au
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dysfonctionnement primaire observé dans 15% des cas lors de la transplantation

hépatique.

Subséquemment, nous avons ¢étudié I'impact de la préservation et la réperfusion a
chaud sur le transport hépatique d'acides aminés couplés au Na* (10 mM). Nous avons
mesur€ par la technique de vidéoplanimétrie les changements initiaux de volume qui
reflétent 'accumulation des acides aminés. Nous avons constaté qu'en fonction du temps
de préservation les transporteurs sont affectés différemment. Le gonflement induit par la
proline, substrat spécifique du systéme ASC est trés sensible a la préservation a froid
dans la solution U.W. chutant de 50 % aprés 24h de préservation comparée avec le
controle sans préservation, en opposition a la glutamine ou 4 l'analogue de I’alanine. Ceci
nous a conduit a proposer que le gonflement induit par la proline représente un index

fonctionnel sensible de I"intégrité des cellules du foie.

Dans le second chapitre, nous avons comparé 1’efficacité de la solution UW. et la
solution Sodium-Lactobionate-Sucrose (SLS) dans leurs capacités 4 maintenir la viabilité
cellulaire et une fonction différenciée des cellules du foie (gonflement induit par

I’addition de 10 mM de Proline, substrat spécifique du syst¢tme ASC).

Enfin, dans le troisiéme chapitre, nous avons comparé effet de ces deux
solutions (U.W./SLS) sur le métabolisme des médicaments et I’activité catalytique du
cytochrome P-450 au niveau des cellules isolées de foie de rat. Cette activité catalytique
est calculée par la mesure de la concentration totale du cytochrome P-450 et des

metabolites de la théophylline générés aprés 4h d’incubation. La théophylline est utilisée car
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elle est métabolisée par plusieurs isoformes du cytochrome P-450 : cytochrome P-450 1A2,

2D6, 2E1 et 3A4 dont I’aboutissement est le 1,3-DMU qui est son métabolite majeur.

Nous avons noté que la majorité de perturbations observées dans notre modele in
vitro est entre 10 et 24 h de préservation a froid des hépatocytes dans les deux solutions
(U.W./SLS). Ceci correspond 4 la période 12 h de préservation a froid des foies humains
dans la solution UW., qui représente un facteur de risque relatif pour un mauvais
pronostic, responsable de dysfonctionnement primaire observé dans 15% des cas lors de

la transplantation hépatique.

Nos données démontrent clairement que la préservation a froid des hépatocytes
dans la solution SLS, préparée au laboratoire a coiit trés réduit, donne des résultats
¢quivalent a ceux de la solution U.W. (commercialisée par Dupont) quant a sa capacité a
maintenir la viabilité cellulaire, I'intégrité fonctionnelle des cellules du foie et le

métabolisme des médicaments.

Ceci suggere que la solution SLS, qui n’est qu’une variante de la solution Uw,
est suffisante pour obtenir les effets bénéfiques de préservation de la solution élaborée
expérimentalement (Belzer et Southard, 1988). Donc certains composants de la solution
UW. ne peuvent apporter aucun impact bénéfique comparé¢ a la solution SLS a
composition beaucoup plus simple. Une approche intéressante pourrait étre établie sur
une solution aussi simple que la SLS a laquelle des agents pharmacologiques et
Cytoprotecteurs peuvent étre ajoutés. Ceci permettra de maintenir I'efficacité des
fonctions hépatiques et d’améliorer la survie des greffes du foie, menant ainsi 2 un

meilleur pronostic de la transplantation du foie.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION




1.1. ANATOMIE

1.1.1. Macroscopie

Le foie adulte chez 1’humain pése entre 1400 et 1600 g, soit le 1/50 du poids du
corps. Il est formé de deux lobes anatomiques, le droit et le gauche, séparé par I’insertion
du ligament falciforme. La distribution du pédicule vasculaire et biliaire a travers le foie
permet de diviser celui-ci en huit segments. L’apport sanguin au foie est double :

¢ La veine porte, née de la confluence de la veine splénique, de la veine
mésentérique inférieure et de la veine mésentérique supérieure, apporte au foie le
sang de la rate et du tube digestif.

¢ L’artére hépatique, née du tronc ceeliaque, apporte au foie le sang artériel. Le sang

est drainé, pour sa plus grande part, par les veines sus-hépatiques.

1.1.2. Microscopie

Les cellules parenchymateuses hépatiques ou hépatocytes sont des cellules
polyédriques de 25 a 30 um de diamétre, disposées en lames. Ces lames délimitent les
sinusoides a ’intérieur desqueles se fait la circulation sanguine. Les sinusoides sont
bordées par des cellules de plusieurs types :

¢ les cellules de Kiipffer a propri¢tés phagocytaires,
¢ les cellules endothéliales a fonction de pinocytose et enfin
o les cellules de Ito qui sont nombreuses, contiennent des inclusions lipidiques et jouent

un role dans la formation de fibres de collagéne.



1.1.3. Ultrastructure

L hépatocyte est délimité par une membrane cellulaire qui présente des micro-
villosites a son pole vasculaire et biliaire. Le cytoplasme contient différents organites
a) Les mitochondries.
b) Le réticulum endoplasmique.
+ Sa face externe est bordée de ribosomes : réticulum endoplasmique granulaire (RER).
¢ Dans d’autres zones les ribosomes sont absents : réticulum endoplasmique
lisse (REL). Ce dernier, contient les enzymes d’hydroxylation et de conjugai-
son qui jouent un role important dans le métabolisme des médicaments et dans
I’homeéostasie du calcium intracellulaire.
¢) L’appareil de Golgi : Systéme vésiculaire, a travers lequel transitent les protéines
fabriquées par le réticulum endoplasmique et sécrétées dans le plasma.
d) Les lysosomes, vésicules contenant des enzymes lytiques, qui jouent un réle
important dans la digestion et la destruction des résidus cellulaires.
e) Les nibosomes libres, c'est-a-dire indépendant du réticulum endoplasmique granu-
laire, qui jouent un role important dans la synthése des protéines de I’hépatocyte.

f) Les grains de glycogene.

1.2. GENERALITES SUR LE VOLUME CELLULAIRE ET LE METABOLISME
DES MEDICAMENTS
1.2.1. Facteurs influengant le volume des hépatocytes

Notre étude s’intéresse particulierement a la régulation du volume chez

I’hépatocyte, un élément trés important dans le maintien du fonctionnement normal de la
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cellule. Plusieurs mécanismes de transport ont été impliqués dans la régulation du volume
cellulaire.

1.2.1.a. Choc hypotonique - hypertonique et les mécanismes de
régulation du volume cellulaire

Normalement, les cellules en suspension ou en culture, soumises a un choc
hypotonique gonflent rapidement. Ces cellules perdent passivement des ions de K et de
CT a travers des canaux paralléles de K™ et de CI, par un échange K'/H' et CI7HCO;™ (Graf
et coll., 1988 ; Lang et coll., 1989), provoquant ainsi une diminution compensatrice du
volume (DCV) (Figure 1.1). Dans le cas d’un choc hyperosmotique, les cellules rétrécissent.
Ceci entraine une activation de la pompe Na'/K" (Haddad et Graf, 1989 ; Corsanti et coll.,
1990). Le cotransporteur Na'/K'/2CI", et les échangeur Na'/H" et CI/HCO;™ sont aussi
activés, alors que la perméabilité aux ions de K™ est diminuée. Ceci se traduit par une
rétention de KCl qui attire I'eau dans la cellule. Ce phénoméne est appelé une augmentation
compensatrice du volume (ACV).

1.2.1.b. Choc osmotique physiologique : Acides aminés Na*
dépendants

Bien que les chocs osmotiques aient été trés utiles pour étudier les mécanismes de
régulation de volume au niveau hépatique, ils ne sont pas physiologiques. Par contre,
I'accumulation des acides aminés correspond 4 une situation physiologique qui engendre
un stress osmotique intracellulaire. En fait, plusieurs études ont démontré que ’entrée de
certains acides aminés provoque le gonflement des cellules du foie (Kristensen, 1986 ;

Baquet et coll., 1990). Ceci peut avoir une influence profonde sur la fonction métabolique



Figure 1.1

Les mécanismes de régulations de volume cellulaire suite a un choc osmotigue

ninution compensatrice du volume

A ion ¢ jce
du volume

Volume normal
de ’hépatocyte




6
{Haeussinger et Lang, 1991; Baquet et coll., 1990 ; Meijer et coll., 1992 ; Collins et

Wicomb, 1992).

Le foie joue un role important dans le métabolisme des acides aminés, dont
I’entrée intracellulaire est une étape cruciale pour les fonctions hépatocellulaires comme
la gluconéogénese et la synthése du glycogeéne (Moseley, 1993 ; Kristensen, 1990). On
distingue huit systémes d’acides aminés qui sont exprimés sur les membranes plasmiques
des cellules du foie (Figure 1.2). Cette distinction est basée sur la spécificité de leur
substrat, ainsi que sur leur dépendance au Na et la régulation par les hormones

pancréatiques.

L’activité du systtme A est modulée par les hormones. L’alanine est le substrat
modele pour ce systéme de transport. Les analogues non-métabolisables de 1’alanine,
lacide o-amino-isobutyrique (AIB) et o-méthylamino-isobutyrique (MeAIB) sont

genéralement utilisés pour ’étude de transport du systéme A.

Le systeme N de transport d’acides aminés semble étre spécifique au foie et son
substrat préférentiel est la glutamine (Bodet et Kilberg, 1991). Ce substrat est ’acide
aming le plus abondant dans la circulation et il entraine un gonflement cellulaire rapide.
Le systeme N peut étre aussi régulé par les hormones pancréatiques comme I’insuline, le

glucagon et la déprivation en acide aminé (Gebhardt et Kleemanng, 1987).

Le systeme ASC permet le transport de petits acides aminés neutres contenant
particulicrement des groupements hydroxyle ou sulthydryle. Kilberg et coll. (1979) ont

démontré I’ utilité de la cystéine, de la serine et de la proline comme substrats



Figure 1.2

Les différents systéemes d’acides aminés exprimés sur les membranes

plasmiques des cellules du foie

Regulation

a 'IEPA'I‘O(‘\ TE | SINUSOID Substrate Selective
= Specificty Substrate

Neutral Amino | SAUDIYS
s MeAIB Hormonal
Neutral Amino HdF ,
T Proline None

HIS, GLNASN  Glutamine Adaptive

Dicarboxyl N Unk
Amino Acds £y HHAEEL

Glycine None Unknown

Neutral Amino g .
1 BCH Unknown
Acids
Cationig ,
Amino Acids L-H-Arg Hormonal

p-Amino
None Unkuown

Adapté de Moseley (1993)
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préférentiels du systéme ASC Na® dépendant. La proline est un acide aminé qui stimule
le gonflement des hépatocytes et conduit & une grande stimulation de la synthése du
glycogéne. Contrairement au systéme A et N, la régulation hormonale n’est pas observée

pour le systéme ASC.

1.2.1.c. Hormones pancréatiques (Insuline - Glucagon)

Selon une hypotheése formulée par de Haeussinger et Lang (1991) le volume
cellulaire n’est pas une composante passive, mais pourrait jouer un role important dans la
régulation du métabolisme hépatique. En fait, ces auteurs ont observé que [’augmentation
du volume induite par un choc hypotonique entrainait un métabolisme anabolique alors
que le rétrécissement cellulaire lors d’un choc hypertonique induisait un métabolisme
catabolique (Figure 1.3). Par ailleurs ils ont trouvé que I’insuline cause un gonflement
hépatocellulaire, effet inexistant apres 1’ajout de 1’amiloride et la bumetamide, qui sont
respectivement les inhibiteurs de I’échangeur Na'/H' et du cotransporteur Na'/K'/2CI™
(Hallbrucker et coll., 1991, Haeussinger et Lang, 1991 ; Haeussinger et coll., 1991). Pour
sa part, le glucagon entraine un rétrécissement. Cet effet disparait en présence de SITS (un
mhibiteur des canaux de C17) (Haddad et coll.,1991), du Ba”" et de la quinidine (inhibiteurs

des canaux potassium) (Hallbrucker et coll., 1991).

On a ainsi émis I’hypothése que les hormones pancréatiques provoquent des
changements volumiques qui affectent ensuite le métabolisme. Nos premieres
expériences (Serrar et coll., 1993) ont confirmé les résultats de Haeussinger et coll.

(1990).



Figure 1.3

Effets des hormones pancréatiques et des chocs osmotiques sur les mécanismes de régulation

du volume cellulaire

-Le gonflement induit par I'nsuline est inexistant aprés I’ajout de I’amiloride et la
bumetamide.

-le rétrécissement causé par le glucagon disparait en présence de SITS, du Ba’" et de la
quinidine.

-Un choc hypotonique provoque une augmentation du volume cellulaire entrainant un
métabolisme anabolique. Par contre, un choc hypertonique provoque un rétrécissement

cellulaire induisant un métabolisme catabolique.
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Par contre, I’effet des hormones pancréatiques ne devenait significatif qu’apres un délai
minimum de 20 minutes, ce qui est en accord avec un travail récent (Gaussin et coll.,
1992) montrant que les effets métaboliques du glucagon sont précoces (1-5 minutes) alors

que ses effets volumiques sont tardifs (30 minutes).

1.2.2. Le métabolisme des médicaments au niveau du foie
1.2.2.a. Le Systéme lié au cytochrome P-450

Les principaux organes, ot on trouve les enzymes de biotransformation des
médicaments, sont le foie, le tractus gastro-intestinal, le rein et le poumon. Le foie
représente le site majeur de biotransformation enzymatique des substances liposolubles
endogenes et exogenes. Les différentes réactions de biotransformation sont regroupées en
phase I et phase II. Les métabolites produits en phase I et II possédent une plus grande
hydrosolubilité et forment des substances plus facilement excrétables par le rein (Benet
et coll., 1990). Les principales composantes du systéme d’oxygénase observées dans les
microsomes du foie (mis en évidence par Lu et Coon, 1968) sont: [’hémoprotéine
cytochrome P-450, la flavoprotéine NADPH cytochrome P-450 réductase, la
flavoprotéine NADH cytochrome b5 réductase et le cytochrome bS5, liés aux

phospholipides et aux différentes cytochrome P-450 réductase.

La majeure partie du systéme enzymatique se trouve dans le REL, catalysant la
biotransformation des médicaments. Le seul critére pour étre biotransformé par ces
enzymes, en particulier les oxydases, est la liposolubilité. Le substrat se lie a la forme

oxydée du cytochrome P-450, formant un complexe RH2-cytochrome P-450 (Figure 1.4).
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Figure 1.4

Représentation schématique de la réaction d’hydroxylation catalysée

par le systéme des oxygénases a fonction mixte (mono-oxygénase)

NS
RH: P40 - NADPH «———— NADPH
ag / O /ytochromeP—450

C
\;‘ e~ réductase
++
P-450
\
RH/ O
e+ RH &
P-450 N _4;] s Cytbs - NADH NADH
\ M g o Cytochrome bs
O réductase
~
RHOH" / SR
H0
Adapté de Kalant (1989)

Le fonctionnement de ce systéme requiert de I'oxygéne moléculaire, une phase
phospholipidique dans laquelle il doit étre encastré et I'intégrité d’un systéme donneur

d’électrons impliquant la participation d’une enzyme appelée NADPH-cytochrome P-450

réductase.
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Compte tenu de I'implication du cytochrome P-450 dans le métabolisme des
médicaments et des composés potentiellement toxiques ou carcinogenes, beaucoup d’efforts
ont été entrepris pour purifier et caractériser ce cytochrome. Le raffinement des techmques
d’isolement et d’analyse ont permis la caractérisation du cytochrome P-450 de formes et
d’activités différentes. Cette observation est venue appuyer ’hypothése d’une multiplicité de
formes de cytochrome P-450 nommés isoenzymes (Lu et Coon, 1968 ; Noshiro et Omura,
1978). Les isoenzymes du cytochrome P-450 sont regroupées sous une nomenclature unique,

basée sur la séquence d’acides aminés (Nebert et coll., 1987).

De nombreux xénobiotiques sont transformés par le cytochrome P-450 en
métabolites stables. D’autres se transforment au contraire en métabolites réactifs (Guengernich
et Libler, 1985). Ces derniers peuvent étre mutageénes, cancérigénes ou entrainer des Iésions
tissulaires, en particulier des hépatites (Pessayre et coll., 1992 ; Pessayre, 1993). Ces réactifs
intermédiaires peuvent étre formés par trois types de réactions :

¢ le cytochrome P-450, sous sa forme oxydée active, peut oxyder le meédicament en
métabolite réactif électrophile (par exemple ’oxydation du paracétamol en
quinone)

¢ Le cytochrome P-450, sous sa forme réduite (le fer de ’heme étant a I’état de Fe?)et
n’ayant pas fixé I’oxygeéne (en particulier, en milieu anaérobie), est un assez bon
réducteur qui peut catalyser une halogénation réductrice de divers alcanes halogenes,

(tel que le tétrachlorure de carbone ou I’halotane) en radicaux libres.

¢ La NADPH-<cytochrome P-450 réductase lui-méme peut réduire quelques

médicaments en radicaux libres (formation par exemple, de radicaux semi-quinones a
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partir de quinones, formation de radicaux nitro-anions a partir de nitroarenes). Ces
radicaux peuvent a leur tour réduire 1’oxygene moléculaire en anions super-oxydes
(O,) responsable de la formation d’autres especes réactives de 1’oxygene (H,0,,0H)

et d’un stress oxydatif (Berson et coll., 1991 ; Fau et coll., 1992).

Un tel systtme (le cytochrome P-450) n’aurait pu étre mis en place sans le
développement, préalable ou concomitant de divers mécanismes de protection contre la
formation de nombreux métabolites réactifs potentiellement toxiques. Parmi ces
mécanismes de protection, il y a I’inactivation du cytochrome P-450 (Holpert et coll.,
1983 ; Ortiz et coll., 1981), la transformation du métabolite réactif en métabolites stables
(Oesch, 1972), la protection contre les especes réactives de 1’oxygeéne et la protection

contre la péroxydation lipidique (Larson et coll., 1993).

1.2.2.h. Les variations du systéme relié au cytochrome P-450
1.2.2.b.i Induction

Les dix derniéres années ont €té marquées par le progres des connaissances
concernant les mécanismes moléculaires de I’induction et la répression du cytochrome P-
450. Ces progrés concernent les récepteurs impliqués dans 1'induction, la régulation
transcriptionnelle, les mécanismes de stabilisation des ARN messagers et des protéines.

Seules certaines isoenzymes sont inductibles, et non pas toutes (Tableau I).



Tableau 1

Principales familles de cytochrome P-450 induites par les xénobiotiques

chez le rat
o = .
g ISOENZYMES E TyPES D’ INDUCTEURS !
! CYP1Al TCDD, 3-MC, isosafrole ’
¢ CYP1A2 :
‘ CYP2A1 B — naphtoflavone
i CYP2A2
CYP2B1 Phénobarbital, BPC
CYP2B2 1
CYP3Al PCN g
CYP3A2 ‘
CYP4Al
CYP4A2 Clofibrate
CYP4A3 |
: CYP2E1 Ethanol, acétone, isoniazide :

14
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Les inducteurs principaux sont habituellement répartis en cing groupes en raison

de leur mode d’action : les hydrocarbures polycycliques, le phénobarbital, les glucocorti-
coides, I’alcool et les proliférateurs de péroxysomes. L’induction peut accélérer le
métabolisme de divers stéroides naturels ou synthétiques, de vitamines, de prostaglan-
dines et de médicaments. Le processus d’induction est principalement de nature
transcriptionnelle. Il requiert la présence d’un récepteur. En premier, deux récepteurs ont
été identifiés chez le rat : le récepteur AH également nommé récepteur de la dioxine ou
récepteur 8S, se liant avec la dioxine ou le 3-méthylcholantheureséne (Poland et coll.,
1976) et la protéine 4S qui se combine plus particulicrement avec le benzopyrene
(Tierney et Coll., 1983 ; Houser et coll., 1985). Ces récepteurs sont impliqués dans le
transfert du ligand vers le noyau cellulaire et interagissent avec les éléments cis-
régulateurs localisés dans les régions 5° voisines du géne. Comparé avec le récepteur AH
qui contrdle la régulation du CYP1A1 (Denison et Whitlock, 1995), le mécanisme par
lequel le phénobarbital induit la transcription du CYP2B vient d’étre €lucidé
(Honkakoski et coll., 1998(a)). Le phénobarbital est un inducteur enzymatique de
plusieurs isoformes du cytochrome P450 ; CYP2A, CYP2B, CYP2C and CYP3A avec
induction plus marqué pour le CYP2B (Denison et Whitlock, 1995 ; Honkakoski et
Negishi, 1997). Récemment, ’augmentation de I’activité de la réponse du phénobarbital a
été associée avec les séquences de I’ADN, dans le gene CYP2B2 pour le rat et Cyp2b10
pour la souris (Honkakoski et Negishi, 1997 ; Honkakoski et Negishi, 1998 ; Park et coll.,
1996 ; Trottier et coll., 1995). Les séquences de I’ADN localisées entre bp-2339 a —2289
du géne Cyp2bl0 ont été désigné comme le module augmentant la réponse du

phénobarbital (phenobarbital responsive enhancer module-PBREM) (Honkakoski et
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Negishi, 1997 ; Honkakoski et Negishi, 1998 ; Honkakoski et coll., 1998 (b)). Le
PBREM est induit par les substances de types de phénobarbital 1.4-bis [2-3,5-
dichloropyridyloxy)] benzéne (TCPOBOP), les biphenyls polychlorinated (BPC), les
solvants organiques et quelques extraits des plantes comme le camphore (Honkakoski et
coll,, 1998 (b)). Le PBREM contient des sites de laissons du récepteur nucléaire NR1 et
NR2, situé approximité du facteur nucléaire 1 (NF1). Des mutations spécifiques des sites
NR ont entrainer une perte compléte de la réponse du PBREM et des inducteurs types
phénobarbital (Honkakoski et Negishi, 1997 ; Honkakoski et coll., 1998 (b)). Dans une
¢tude recente, Honkakoski et coll. (1998(a)) ont identifié, suite a4 une réponse de
I'induction au phénobarbital, des récepteurs orphan nucléaire type CAR et retinoide X
(XRX) qui se lie au récepteur nucléaire (NR) du PBREM. Le récepteur CAR-XRX est un
récepteur hétérodimeére qui a été caractérisé comme un facteur agissant en trans pour

I"induction du géne Cyp2b10 causé par le phénobarbital (Honkakoski et coll., 1998(a)).

1.2.2.b.ii. Répression du cytochrome P-450

Le phénomene inverse, la répression de la synthése des cytochromes P-450, est moins
bien connu ; les cytokines sont un exemple de répresseur et cette répression parait atteindre
de fagon non-spécifique de nombreux cytochromes P-450 :

¢ Répression de la transcription : Les inhibiteurs de la synthése des protéines répri-
ment la synthese des cytochromes P450. Parmi eux le cyclohéximide, répresseur de

la transcription. Ce dernier peut étre a la fois un inducteur des cytochromes P-450

3A1 et 2El, et un répresseur du cytochrome P-450 2B1-2 (Burger et coll., 1990),

Parmi les cytokines, I'interleukine6 est capable d’un effet transcriptionnel
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empéchant 1’induction du cytochrome P-450 2B1 dans des hépatocytes murins en
culture primaire (William et coll., 1991). Wright et Morgan (1991) ont également
montré une diminution de la transcription du géne du cytochrome P-450 2C11 chez le
rat méle sous I'influence de I"interleukine-1-alpha, et de celui du cytochrome P-450
2C12 par un inducteur d’interféron (Knickle et coll., 1992). De méme, Baker et coll.
(1992) ont mis en évidence une baisse de la transcription du géne du cytochrome P-
450 1A1 dans les hépatocytes murins en culture primaire préinduits par le méthyl-3-
cholantheureséne, lors de traitement avec I’ interleukine-1.

Répression de la traduction : L’actinomycine-D ou la puromycine est un des
répresseurs de la traduction.

Répression de la protéine : Le cytochrome P-450 peut étre régulé en modifiant la
stabilit¢ de la protéine (Porter et Coon, 1992). En effet, certains mécanismes augmen-
tent sa dégradation en le modifiant pour étre plus facilement détruite par les enzymes
(héme oxygeénase). Les ions métalliques, tels le cobalt, le manganése, le cadmium ou
le cuivre, inhibent la synthése de I’héme et surtout augmentent I’activité de I’héme
oxygeénase (Testa et Jenner, 1981). Cette enzyme qui dégrade le cytochrome P-450 ne
peut agir que si le cytochrome P-450 est déja transformé en cytochrome P-420. Le
passage de P-450 4 P-420 implique la phosphorylation par de phosphokinases telle
que la PKC (Pyerin et Taniguchi, 1989), et la PKA (Pyerin et coll., 1987). De plus il a
€t démontré clairement que I’inactivation des cytochromes P-450 par des produits
inducteurs des phosphokinases nucléotide-dépendants était en relation directe avec

une phosphorylation de la protéine (Oesch-Bartolomowicz et Oesch, 1990). Ce type
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de régulation par phosphorylation serait impliqué dans la répression du cytochrome
P-450 2B1 par I'interféron chez la souris (Stanley et coll., 1991)

1.2.2.b.iii. Facteurs physiologiques et pathologiques
influengant le cytochrome P-450

Différents facteurs peuvent affecter ’activité et la quantité du cytochrome P-450, tels
que les facteurs génétiques, I’4ge, le sexe et les changements de diéte (le jetne). En effet,
chez des rats soumis a une di¢te réduite 4 5% en protéines pendant deux semaines, la quantité
totale de cytochrome P-450 est diminuée (Yang et coll., 1992). De méme, une diminution de
44% de protéines entraine une diminution du taux de biotransformation de Ia théophylline
(Anderson et coll., 1985). D’autres part, une diéte accrue en hydrates de carbone, tels que le
sucrose, le glucose ou le fructose, peut conduire i une diminution du taux de
biotransformation de I’hexobarbital, et donc une augmentation de la durée d’anesthésie
(Strother et coll., 1971). Par ailleurs, une déficience en lipide entraine entre autres une
reduction de la biotransformation du benzopyréne et une diminution de la quantité de
cytochrome P-450 total, comparativement aux rats témoins nowrris (Norred et Wade, 1972 :
Wade, 1986 ; Yoo et coll., 1992). Une autre étude montre qu’un jetine de 2 4 3 Jjours chez le

rat méle entraine une diminution de 50% du cytochrome P-450 2C1 (Ma et coll., 1989).

Certaines pathologies peuvent altérer Iactivité et la quantité de cytochrome P-
450. En effet une cirrhose nutritionnelle réduit de 50% la quantité de cytochrome P-450
totale hépatique (Murray et Reidy, 1990). Aussi, chez les patients cirrhotiques, les
isoformes 1A2 et 2E1 sont diminuées (Guengerich et Turvy, 1991). Barakat et du Souich,

(1996) ont démontré qu’une réaction inflammatoire, induite par une injection sous-
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cutanée de térébenthine, réduit la clairance systémique de la théophylline, la quantité
totale de cytochrome P-450 hépatique, et augmente la péroxydation des lipides dans le
foie, telle qu’estimée par la quantité de MDA. 1l a été démontré qu’une hypoxie aigué de
24 heures chez le lapin réduit la clairance systémique de la théophylline, diminue la
quantité de cytochrome P-450 et augmente la péroxydation des lipides intrahépatiques

(Barakat et du Souich, 1996).

1.3. TRANSPLANTATION HEPATIQUE

Le foie est dou¢ d'une étonnante capacité de renouvellement. Un lobe entier enlevé
lors d’une intervention est remplacé en quelques semaines (Figure 1.5). Cependant dans
certaines pathologies, la destruction des cellules hépatiques excéde le taux de
renouvellement. La perte progressive des fonctions hépatiques aboutit a I’insuffisance
hépatique décompensée, toujours mortelle dans un délai plus au moins long. Les
conséquences de cette insuffisance sont faciles a imaginer en considérant les différentes
fonctions du foie. Par exemple, le taux de sucre dans le sang baisse et des lésions cérébrales
peuvent s’en suivre. On observe aussi une défaillance de la synthése protéique incluant les
protéines responsables de la coagulation, ce qui rend le patient hémorragique. Il n’y a pas de
traitement de I’insuffisance hépatocellulaire. On ne connait pas de thérapeutique capable de
remplacer la cellule hépatique ou d’améliorer ses fonctions. La transplantation hépatique
apparait donc comme la seule solution salvatrice possible dans le cas de I'insuffisance
hépatique. Elle représente toutefois une solution extréme, preuve de l’absence ou de
I’échec de schémas thérapeutiques moins radicaux qui doivent, si possible, lui étre

privilégice.
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Figure 1.5

Régénérescence des cellules hépatiques

' Ablation
Pathologie (quelques semaines)
Insuffisance

hépatique Regéneréscence
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1.3.1. Définition du candidat a la transplantation du foie

Un candidat a une transplantation hépatique est a priori tout patient dont la vie est
sérieusement compromise par une hépatopathie aigué¢ ou chronique, dés lors que toute autre
forme de traitement médical ou chirurgical est inefficace, et chez lequel on ne décéle aucune
contre-indication a la greffe (TableauIl). Parmi les indications de la transplantation
hépatique, nous avons les hépatopathies chroniques au stade de cirthose, les tumeurs non
resécables, les affections métaboliques et les hépatites fulminantes, virales, toxiques ou

meédicamenteuses.

1.3.2. Etat présent de la translantation hépatique

Des le début des années 50, des transplantations hépatiques ont été effectuées
avec succes chez le chien ou chez le porc. (Goodrich et coll., 1956 ; Terasaki, 1991). Mais
I’application chez I’homme est restée longtemps au stade expérimental. Aujourd’hui la
transplantation du foie n’est pas encore devenue une intervention chirurgicale de routine
(Starzl et coll., 1989), mais elle est fréquemment effectuée puisque, depuis le début des
annees 90 jusqu’a présent, 45 transplantaion du foie ont été pratiquées a I’hopital St-Luc. La
transplantation hépatique (TH) présente actuellement un développement exponentiel (Figure

1.6).

Le taux de succés de la transplantation hépatique est passé de 10-20 % durant les
années 70 a 85-90 % pour les années 90. Le point de départ de cette amélioration est
attribué a ’apparition de la cyclosporine (cy A) a partir de 1981 dans la lutte anti-rejet.

Cependant, d’autres facteurs sont, peu a peu, intervenus :



Tableau 11
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Les indications de la transplantation hépatique

Hépatopathies

oniques irréversibles

rédominance cholestatique
ose biliaire primitive
ose biliaire secondaire

suffisance hépatocellulaire prédominante
ose post-hépatite virale

0se étylique

iose idiopathique, auto-immune

génétiques
die polykystique

Tumeurs non résecables-
limitées au foie:

carcinome hépatocellulaire
cholangio-carcinome
tumeurs métastatiques isolées

Affection métaboliques

maladie de Wilson
déficit en a-1-antitrypsine
hémophilie

Hépatites fulminantes:

virales, A, B, Delta, non A-nen B, EBV
toxiques ou médicamenteuses
métaboliques: Wilson...



Figure 1.6

Développement exponentiel de la transplantation hépatique

(Données statistiques du centre de transplantation du foie, Hopital St-Luc, Montréal, Oc )

TH

Taux de reussite (%)
o 3 N 883 88388
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¢ Le progrés en anesthésie — réanimation, une dimension de plus en plus impliquée.
¢ [’amélioration des médicaments anti-infecticux, car plus de 70% de déces apres

greffe durant la premiére année étaient dus aux complications infecticuses
(VanThiel et coll., 1990 ; Kusne et coll., 1988).
¢ Les progres de la technique chirurgicale.

¢ Amélioration des liquides de préservation a froid.

1.3.3. Les facteurs de risque impliqués dans I’échec de la
transplantation hépatique

Des complications post-opératoires surviennent parfois pour des raisons incon-
nues, suite a une transplantation hépatique avec absence de reprise de la fonction du
greffon. Cette non-fonction primaire (NFP) s’amorce dés la phase de la revascularisation
par la survenue de coagulopathie ou d’une fibrinolyse, par la persistance d’une acidose,
par une hyperkaliémie, ainsi qu’une hypoglycémie et une hypercalcémie. Ceci va
entrainer le rejet du greffon et donc I’échec de la transplantation hépatique (Neuberger,

1995).

Des études faites en milieu pédiatrique (Khan et coll., 1989) ont montré qu’aprés
une transplantation hépatique, la mort est due, dans 15% des cas, a un dysfonctionnement
primaire (Tableau IIT). Ce demnier est attribué aux dommages causés par la préservation
hypothermique du foie et a sa reperfusion a chaud, indépendamment de tous les

problémes post- ou pré-opé€ratoires.



Tableau ITT

Les différentes causes de la mort suite & une transplantation hépatique

dans un milieu pédiatrique

Causes of death after pediatric
liver transplantation

¢ Liver failure:

hepatic artery thrombosis 11
primary non function 9
sever rejection 5

+ Infection 21
# Bleeding 7
¢ Miscellaneous 8

61

Adapté de Khan et coll. (1989)

2
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L’incidence du non-fonctionnement primaire aprés une transplantation hépatique
est d’environ 10% (Ploeg et coll., 1993 ; Strasberg et coll., 1994 ; Jaeschke, 1996). Parmi
les facteurs de risques impliqués, on note 1’dge du donneur et le temps de préservation a
froid (Tableau IV). Un 4ge supérieur a 50 ans est un risque relatif- (Strasberg et coll.,
1994). Ce point est difficile a améliorer (par manque de jeunes donneurs d’organes).
D’autres part, un temps de préservation supérieur & 30 heures représente un risque absolu,
alors qu’'un temps supérieur a 12 heures représenteest un nsque relatif de
dysfonctionnement primaire. C’est pour cette raison qu’en clinique, on n’excede jamais
12 heures de préservation a froid de 1’organe destin€ a étre transplanter. Or, 12 heures est
un temps limite aussi bien pour le transport de l'organe entre les centres de
transplantations que pour les équipes chirurgicales. En effet ces demiers prélévent
’organe chez le donneur (cela prend en moyenne 8-12 heures de travail), et 8 heures plus
tard la méme équipe se retrouve souvent au bloc opératoire pour la mise en place de
I'organe chez le receveur. Donc le temps de préservation a froid joue un rdle primordial
dans le succes de la transplantation hépatique. Il est concevable de prolonger ce temps
d’ischémie froide des organes a transplanter sans dégrader leur valeur fonctionnelle en

améliorant la composition des solutions de préservation.

1.4. ISCHEMIE ET TRANSPLANTATION HEPATIQUE

Lors de la transplantation hépatique il y a deux périodes d’ischémie :

¢ Ischémie chaude : L’organe n’est plus perfusé par le sang du donneur, mais pas
encore refroidie. C’est une période mal tolérée qui ne doit pas dépasser quelques

minutes.



Tableau IV
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Les facteurs de risques absolus et relatifs de rejet de greffe suite

4 une transplantation hépatique

Absolute and realative risk factors with proven or probable

relationship to outcome after orthotopic liver transplantation

Risk factors Relative Absolute
by group risk factor risk factor
Donor

Cold preservation time (UW) 12 hr 30 hr

Fat in liver biopsy (weight 100 kg) 30% 60%

Age 50 yr
Perioperative

Warm ischemic time (min) %0 150
Recipient

retransplantation Y N

medical status Y N

renal insufficiency in recipient Y N

Adapté de Strasberg et coll. (1994)




28

¢ Ischémie froide: Aprés le lavage et le refroidissement de ’organe, jusqu’a la

reperfusion chez le receveur.

1.4.1. Définition

L’ischémie est un arrét localisé de la circulation sanguine, qui peut étre aigu, total
ou chronique et incomplet. L'arrét circulatoire provoque dans les tissus un défaut
d’apports nutritifs et d'oxygene (Figure 1.7) qui entraine une mort tissulaire d’autant plus

rapide que I’organe touché est plus hautement spécialisé (ex : le foie).

1.4.2. Effet de I'ischémie sur les cellules parenchymateuses :
1.4.2.a. Ischémie chaude :

L’interruption sanguine d’un organe a 37°C entraine la nécrose rapide des cellules
qui le constituent. En effet, le manque de substrats énergétiques (ATP) entraine un
blocage de la pompe a sodium (Na'/K*-ATPase). En situation normale, Celle-ci catalyse
le passage du K™ a intérieur de la cellule et du Na" a ’extérieur. Ceci contribue & établir
un potentiel de membrane qui dépend surtout du gradient d’ions K. En situation
d’ischémie, le K" sort préférenticllement de la cellule et entraine alors une chute du
potentiel de la membrane. Pour maintenir la neutralité électrique, le Na™ pénétre dans la
cellule en compagnie d’anions chlore. De plus la concentration en Ca™ intracellulaire
augmente suite & un relargage du Ca™* des organelles intracellulaires (par exemple les

mitochondries), 4 une augmentation de la perméabilité membranaire et a la diminution
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Effet de I’ischémie chaude et froide sur les cellules parenchymateuses
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(reperfusion, 02)
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de Pactivité de la Ca’" ATP-ase (Amold et coll., 1986 ; Brezis et coll., 1984 ; Masson et
Beck, 1981 ; Weinberg, 1986 ; Cheung et coll,, 1986 ; Rosser et Gores, 1995). Les
conséquences de tous ces événements cellulaires sont que 1’osmolarité intracellulaire
augmente et par conséquent I’eau pénetre a l’intérieur de la cellule. Ce phénomene
provoque alors un gonflement et un cedéme cellulaire ainsi que des dommages
membranaires.

Le métabolisme du glucose est modifi€. Il ne peut plus suivre la voie hautement
énergétique de la glycolyse aérobique qui méne a I’acétyle CoA intégré au cycle de Krebs
d’ou sortent a chaque révolution des électrons réducteurs (sous forme de NADH,) qui
permettent les phosphorylations oxydantes au niveau des chaines respiratoires
mitochondriales. Ainsi est normalement régénéré 1’ ATP, principal carburant de la cellule.
Lors de I’interuption vasculaire, le métabolisme s’oriente plutét vers la glycolyse
anaérobique, génératrice de I’acidification du milieu intracellulaire. Les membranes
lysosomiales se rompent, les enzymes lytiques ainsi libérées vont détruire les cellules.

Au moment de la reperfusion, il y a transformation de I’oxygene en radicaux libres de
types péroxyde et superoxyde, hautement toxiques pour les membranes cellulaires. La
conséquence de ces radicaux est la destruction des membranes plasmiques et

intracellulaires (Hansson et coll., 1983).

En résumé les principaux événements cellulaires impliqués dans cette phase sont
les suivants :

— Disparition de I’oxygene et passage a un meétabolisme anaérobique.
— Diminution rapide des substrats énergétique (ATP-adénosine triphosphate).

— Absence d’élimination de composants métaboliques néfastes.
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La conséquence immédiate de ces événements cellulaires est la perte de

’homéostasie intracellulaire électrolytique et I’cedéme cellulaire.

1.4.2.b. Ischémie froide :

La clé de la préservation des organes et la prévention des conséquences de
Pischémie, c’est I’hypothermie. Depuis 60 ans, il est notoire que la diminution de la
température est le moyen le plus efficace pour protéger un organe d’une agression
ischémique. L’efficacité de 1"hypothermie peut étre mise en relation avec la diminution
de Pactivité métabolique (réactions métaboliques diminuées de 90 & 95%) (Brown et
Brengelmann, 1965). On observe aussi une réduction des besoins énergétiques. Par
exemple, a 5°C, les besoins en O; ne représentent plus que 5% de leur niveau & 37°C. La
chute du pH (acidose) et la formation de produits toxiques comme 1’acide lactique qui
font partie du tableau de I’ischémie chaude se retrouvent également en hypothermie

(Southard et Belzer, 1989).

Les mitochondries jouent un role majeur dans la génération du métabolisme
énergétique en milieu aérobique, et I’ischémie chaude provoque une disparition brutale
de Iactivit¢ mitochondriales. Par contre, en ischémie froide, des mitochondries prélevées
sur des reins perfusés pendant 5 jours ou des foies pendant 2-3 jours sont capables de
récupérer leur capacité de régénérer de I’ ATP aprés reperfusion (Kim et coll., 1992). Dés
lors, on peut penser qu’un des bénéfices majeurs de 1’hypothermie est de préserver la
fonction des mitochondries (Besse et coll., 1989 ; Rosser et Gores, 1995). Par contre, une

des limites de I’hypothermie serait plutét lie aux dégits membranaires du gonflement
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cellulaire. Cet cedéme peut étre atténué par lutilisation d’osmolytes imperméants

généralement utilisés dans différentes solutions de préservations.

1.4.3. Effet de I'ischémie sur les cellules endothéliales et les
cellules de Kiipffer

L’endothélium vasculaire est trés sensible aux stress ischémiques et a la
reperfusion. Ses Iésions ont des conséquences immédiates sur I'hépatocyte. L importance
de I’endothélium a été mentionnée par Bess et coll. (1989). Ce dernier a observé une
survie prolongée aprés ischémie chaude chez le rat (105 minutes) grice a I’inhibition de
production de la thromoboxane A2. Les cellules endothéliales en culture peuvent
produire des superoxydes et des radicaux libres hydroxyles aprés une anoxie et une
réoxygénation (Zweier et coll., 1988 ; Nunes et coll., 1995). De méme, des péroxydes
extracellulaires peuvent entrer dans les cellules endothéliales et interagir avec le fer pour
former des radicaux hydroxyles hautement réactifs (Kvietys et coll,, 1992). De plus
plusieurs médiateurs produits par le leucocyte, activés par les cellules de Kiipffer, les
plaquettes sanguines ou les cellules endothéliales, pourraient jouer un réle important dans
les 1ésions post ischémiques du foie (Calwell-Kenkel et coll., 1991). 11 a été démontré que
la reperfusion hépatique aprés une ischémie froide, active les cellules de Kipffer qui
produisent alors des cytokines inflammatoires comme [’interleukine I ou le Tumour

Necrosis Factors (TNF) (Rao et coll., 1991 ; Imamura et coll., 1995).

1.4.4. Effet de I'ischémie sur le systéme relié au cytochrome
P-450

La non-fonction primaire du greffon est caractérisée, entre autres, par une défail-
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lance hépatocellulaire avec réduction du débit de la bile, et du métabolisme hépatique des
médicaments (Oakland et coll., 1989 ; Nagel et coll., 1989). Pour estimer la viabilité et
prédire le pronostic du patient aprés une transplantation hépatique, plusieurs études ont
suggeré que I’habilité du foie a8 métaboliser des médicaments puisse étre utilisée comme
indicateur fonctionnel du greffon aprés une transplantation hépatique in vivo (Barbier et
coll., 1997). Certains auteurs ont suggéré que la diminution du métabolisme des
médicaments soit en rapport avec le débit du sang hépatique et 1’activité du cytochrome
P-450 reliés aux microsomes du foie (Zysset, 1986). Cependant, la diminution du débit
entraine une hypoxie, ce qui va entrainer une dégénérescence de la structure du
cytochrome P-450 (Srivastava et coll, 1980). Une étude récente a démontré qu’une
préservation dans la solution U.W. entraine une détérioration du systéme cytochrome P-
450 et une perte du métablisme et de la détoxication des xénobiotiques (Izuishi et coll.,

1996).

D’autre part, il a2 ét¢ démontré clairement que I'ischémie a froid suivie d’une
reperfusion & chaud accélérent la dégradation des phospholipides membranaires causée par
Paugmentation du Ca®* et subséquemment par [’activation de la phospholipase A2
intrinseque (Chien et coll., 1978 ; Harrison et coll., 1991). De méme Hamamoto et coll.
(1993) ont observé une reldche des acides gras libres par le foie, aprés une ischémie froide
supérieure 4 48 heures dans la solution U.W. suivie de reperfusion chaude. Par ailleurs, la
phosphatidylcholine est un important stabilisant du systéme cytochrome P-450 et de son
activité (Strobel et coll., 1970). Donc, le changement de la composition de phospholipides

suite & une ischémie froide entraine une perturbation de la membrane microsomale, une
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instabilité du systéme cytochrome P-450 (Hamamoto et coll., 1989) et une accélération de la
dégradation des composantes dudit systéme. Les substances réagissant avec I’oxygene,
produites par I'ischémie froide suivie de réchauffement, induisent une peroxydation des
lipides (Younes et Strubelt, 1988). Finalement, cette cascade de réactions provoque une
activation des plaquettes (Mc Intyre et coll., 1986) et une infiltration des neutrophiles
(Jaeschke et coll., 1990). Par conséquent, la coagulation intrasinusoidale est augmentée
(Ogawa et coll., 1990), ce qui va causer une hypoperfusion des tissus, et donc une

dégénérescence du cytochrome P-450.

1.5. SOLUTION DE PRESERVATION

Différentes solutions de préservation ont été développées pour réduire les consé-
quences de I'ischémie et permettre la transplantation d’organes de bonne qualité

fonctionnelle.

1.5.1. Objectifs de I'utilisation des solutions de préservation
1.5.1.a. Au niveau clinique

Le but principal de la conservation d’organes est de maintenir la viabilité des
différents organes pour une période suffisante a I’accomplissement d’un certain nombre
de gestes cliniques :

— Détermination de groupes sanguins ABO et tissulaire HLA qui représentent la
base de compatibilité entre donneur et receveur.

— Transport d’organes entre différents centres de transplantation.
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1.5.1.b. Au niveau fondamental

— Réduire I'cedéme de la cellule en rétablissant une pression osmotique extracellulaire.

— Prévenir P’acidité intracellulaire.

— Limiter I’expansion de I’espace interstiticl au moment de la perfusion de I’organe, ce
qui pourrait comprimer le systéme sinusoidal et entrave la bonne perfusion de la
solution.

— Limiter les Iésions de la reperfusion dues aux radicaux libres accumulés dans

"organe pendant sa conservation.

1.5.2. Différentes étapes de Pévolution des solutions de
préservations (Tableau V).

1.5.2.a. Solution Euro-Collins (EC)

En 1969, Collins a reconnu le réle joué par I’edéme cellulaire dans la
conservation d’organes. Pour prévenir ce gonflement et supprimer l'efflux de K* intracel-
lulaire induit par I’hypothermie, Collins a augmenté la concentration des solutés imper-
meants (glucose 130 mM) et la concentration du K* (115 mM ) et a diminué celle du
sodium (10 Mm). La composition de cette solution ressemble au milieu cytoplasmique

(Collins et coll., 1969).
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Tableau V

Différentes étapes de 1’évolution des solutions de préservation

Solution de Année Temps de NFP

préservation Type de foie Préservation

Solution Euro-collins 1967 6-8 hr 80-90%
(EO) (homme)

Solution de I’Univ. de Wisconsin 1987 1224 hr 520%
Uw) (homme)

Sol. sodium lactobionate sucrose 1990 20 hr ?
(SLS) (rat)

NFP : non-fonction primaire




1.5.2.b. Solution de 'Université de Wisconsin (U.W.)

En 1987, Belzer, s’appuyant sur 20 ans de recherches dans le domaine de la
préservation d’organes et sur les connaissances actuelles de la physiopathologie de
Iischémie, a alors mis au point une nouvelle solution de préservation a 1’Université de

Wisconsin (U.W.) en collaboration avec Southard et Blezer (1993).

Parmi les constituants de cette solution (Tableau VI) :

— Acide lactobionique, anion organique qui semble supérieur aux phosphates ou aux
sulfates pour empécher le gonflement cellulaire. Cet anion a également la propriété
de chélater le fer et de diminuer ainsi les radicaux hydroxyles hautement réactifs.

— Raffinose, trisaccharide qui est un sucre moins perméant que le glucose et le
sucrose.

— Ad¢nosine qui en combinaison avec les phosphates permet non seulement
d’augmenter la concentration de I’ATP durant la préservation mais également de
stimuler sa synthése durant la reperfusion.

— Hydroxyéthyl amidon (HES), un polymére de glucose de grand poids moléculaire
(250000) qui est destiné 4 maintenir la pression oncotique.

— Glutathion qui supprime la sortie de ’ATP de la cellule et possede une activité
antioxydante.

— L’allopurinol piégeurs de radicaux libres, antioxydant et inhibiteur de la xanthine-

oxydase.
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Tableau VI

~omposition de deux solutions de préservation: la solution de ’'Université de Wisconsin (U.W.)
et la solution sodium-lactobionate-sucrose (SLS)

COMPOSITION UW* SLS* FONCTIONS
actobionate’ 100 100 —
affinose 30 -— —> lutte contre le gonflement cellulaire
ucrose — 75
i 125 5
g 5 5 ]
(o Ng 5 5 —  tamponne Pacidité intracellulaire
0 25 25
" 25 155
Autathion 3 3 T - antioxydant,| sortie ATP
Hlopurinol 1 -— —> inhibiteur de la xanthine oxydase
ulénosine 5 — -  Tare:
lydroxyléthyl d’amidon 50 — - maintient pression oncotique
nsuline 100 U/L -
enicilline 250.000 U =
lexaméthasone Smg —
)smolalité (mOsnvL) 325 370
H 7.4 7.4

Valeurs en nunols/L, sauf ou indiqué.
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La solution UW. a complétement révolutionné le monde de la transplantation
hépatique car les constituants qui la composent semblent particuliérement bien adaptés
pour empeécher I’cedéme intracellulaire et par conséquent, permettre la survie des cellules
hépatiques. En effet, des durées de conservation allant jusqu’a 48 heures chez le chien et
24 heures chez le rat, ont été rapportées comme étant des succés. Les premiéres études
humaines montrent la trés nette supériorité de cette solution. Les greffes hépatiques sont
réalisées avec succeés aprés une ischémie froide de 12 & 20 heures. Ferguson et coll.
(1991) ont démontré I’effet bénéfique de la U.W. puisque cette solution, en comparaison
avec la solution Collins, semble diminuer la peroxydation lipidique. En effet, la
formation de malondialdéhyde (MDA) est semblable pour les deux solutions aprés une
ischémie froide. Par contre, la concentration de MDA augmente significativement plus
dans le groupe préservé dans la solution de Collins que dans celui préservé 4 heures dans
la solution U.W. aprés la reperfusion. De méme, les Iésions histologiques sont moindres

pour les rats perfusés avec la solution U.W..

Ces ¢tudes ont montré le pouvoir antioxydant de la solution UW. grice aux
additifs précités (allopurinol, glutathion, lactobionate). Néanmoins, d’autres études ne
vont pas tout 4 fait dans le méme sens, et certains auteurs ont supprimé chacun de ces
derniers constituants de la solution U.W., apparemment sans effet néfaste (Southard et
coll., 1990 ; Yu et coll., 1989 ; Sumimoto et coll., 1989). En effet, le stress oxydant et la
formation des radicaux libres consécutifs a I’ischémie hépatique ne sont pas seulement
dus a la production de xanthine oxydase, mais aussi aux dommages mitochondriaux et a

Iactivation des leucocytes, des cellules de Kupffer ou de I’endothélium lui-méme. De
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plus la péroxydation lipidique au niveau des hépatocytes peut étre minimale, car ils
contiennent une grande concentration de glutathion et de superoxyde dismatase qui sont

des composés antioxydants et constituent donc un mécanisme de défense naturel.

1.5.2.c. Modifications de la solution U.W.

La composition des solutions de préservation d’organes joue un réle critique dans la
qualité et le temps de préservation. Les traveaux de recherche dans le domaine de la
préservation d’organes continuent 4 chercher 1’agent idéal ou la combinaison d’agents a
inclure dans la solution de préservation pour optimiser ses capacités de préservation.
Cependant le développement de n’importe quelle solution de préservation d’organes
demande de raffiner la composition de base pour la rendre plus facile a utiliser, a

diminuer le coiit, et surtout a prolonger le temps de préservation des organes.

1.5.2.c.i. La solution U.W. sans Hydroxyéthyl amidon (HES)

Les premiéres tentatives pour simplifier la solution U.W. étaient de comprendre
quelles composantes étaient importantes pour la préservation d’organes. Certaines études
ont recherché le role du HES dans la préservation. 11 semble que pour des préservations a
court terme du foie, le HES n’est pas nécessaire pour la survie du greffon. Cette solution
a €té utilisée pour des préservations cliniques lors de la transplantation du foie. Aucune
différence de fonction de greffon n’a été observée entre les deux groupes (U.W.-HES)
lors d’une préservation d’une durée de 15 heures (Jamieson et coll., 1990 ; Jamieson,

1989).
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1.5.2.c.li. La solution Histidine-Lactobionate (HL)

Sumimoto et son équipe (Sumimoto et coll., 1991 ; Sumimoto et coll., 1992) ont
modifié la solution U.W. en utilisant le cation histidine a la place du potassium. La
solution HL contient 90 mM de sodium lactobionate, 90 mM de 1’Histidine, 20 mM de
phosphate, 25 mM de raffinose, SmM de magnésium, 3mM de glutathion, et 1mM
d’allopurinol. L’histidine a été utilisée en clinique pour la transplantation cardiaque et
elle a été appliquée 4 la préservation du foie pour de courtes durées (Groenewoud et coll.,
1989). L’effet bénéfique de cet acide aminé peut étre di au retard du gonflement

cellulaire induit par I’hypothermie.

1.5.2.c.iii. La solution Sodium Lactobionate Sucrose (SLS)

Une autre modification développée par Collins et coll. (1993), est la solution SLS.
Cette solution a des caractéristiques similaires au tampon Phosphate Buffered Sucrose
(PBS), qui est relativement efficace pour le rein (Lodge et coll., 1991). La solution SLS
utilise de haute concentration de lactobionate au lieu du phosphate comme cela est le cas
dans le PBS. La solution contient 100 mM de lactobionate, 3mM de glutathion, 75 mM
de sucrose, 25 mM de phosphate, 155 mM de Na' et 5 mM de K*. Le pH est 7.4 et
I’osmolarité est de 370 mOsmol/LL (Tableau VI). La solution SLS a permis une
préservation de 20 heures du foie de rat (Tokunaga et coll., 1991). Cette solution semble
aussi étre équivalente a la solution U.W. pour le foie et a la solution Collins pour le rein.
1l a été montré que la composante la plus importante de la solution est le lactobinate qui
est un élément imperméant, supprimant le gonflement cellulaire d a I’hypothermie. 1l a

été suggéré que la faible concentration de K dans la solution SLS soit aussi un avantage,
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car il semble minimiser le besoin de rincage de I’organe pour prévenir les dommages qui

pourraient causer I’hyperkaliémie lors de la reperfusion (Collins et Wicomb, 1992 ;

Southard et Belzer, 1993).

1.6. HYPOTHESE DE L’ECHEC DE LA TRANSPLANTATION HEPATIQUE

Les cellules les plus susceptibles & ’ischémie - reperfusion du foie sont, dans
’ordre; les cellules endothéliales, les cellules de Kiipffer et les cellules parenchymateuses
ou hépatocytes. Parmi les hypothéses émises proposant des mécanismes qui engendrent la
cytotoxicité hépatique (Figure 1.8), et donc I’échec de la transplantation, nous retenons la
génération des radicaux libres (Zweier et coll., 1988 ; De Groot et Brecht, 1991 ; Nunes
et coll.,1996), ainsi que les perturbations du calcium (Zweier et coll,, 1988), du pH
(Fuller et coll., 1988), du volume hépatocellulaire (Marsh et coll, 1989) et du
métabolisme des xénobiotiques (Izuishi et coll,, 1996). Notre étude s’intéresse
particuliérement a élucider les phénomenes physiopathologiques associés aux

perturbations du volume hépatocellulaire et du métabolisme des médicaments.

1.7. APPROCHE ET BUT DU TRAVAIL

Le présent projet vise a élucider I'impact de P'hypothermie anoxique et du
réchauffement subséquent sur 'homéostasie ionique, en particulier sur les mécanismes de
transport membranaire impliqués dans le maintien d’un volume cellulaire normal stable, et
sur I’activité métabolique du foie. Par ailleurs, un second objectif vise a comparer deux
solutions de préservation la U.W. et la SLS, dans le but d’améliorer leur composition, car il y

a encore un sérieux besoin d’augmenter la durée et la qualité de préservation d’organes pour
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Figure 1.8

Hypothese de 1’échec de la transplantation hépatique

Hépatocyte Cytotoxicité hépatique

Géneration des radicaux libres
Perturbation:

@ == . -Ca?
-pH

- volume cellulaire
GONFLEMENT CELLULAIRE - métabolisme (médicaments)
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optimiser la transplantation hépatique et minimiser I’incidence de la non-fonction primaire.

En premier lieu nous avons étudi¢ I’effet du milieu de préservation a froid (sotution
U.W.), du temps de I’hypoxie (0, 10, 24, 48, 72 heures) et des solutions de réchauffement
(milieu de culture, tampon Krebs-Henseleit ou HEPES) sur les mécanismes de régulation du
volume cellulaire et sur le gonflement cellulaire induit par I’accumulation des acides aminés.
Ensuite, nous avons comparé ’influence de deux solutions de préservation (U.W. et SLS )
sur "accumulation des acides amings, et sur le métabolisme de la théophylline en fonction du

temps de préservation (0, 4, 10, 24, 48 heures).

Pour ce faire nous avons mis au point un modéle in vitro afin de mimer les conditions
in vivo de la préservation a froid et du réchauffement lors de la transplantation hépatique.
Nous avons utilisé un modele d’hépatocytes isolés par perfusion du foie de rat 4 la
collagénase. Les hépatocytes sont purifiés par centrifugation sur un gradient de Percoll. Ces
cellules isolées du foie sont préservées dans différentes conditions. Elles sont maintenues a
4°C de 0-72 heures (0, 4, 10, 24, 48 et 72 h) dans la solution U.W. ou la SLS. Ensuite ces
cellules sont incubées 4 37° C de 1 a 2 heures sur des lamelles recouvertes de Matrigel. Ce
modele procure une situation moins complexe que ’organe entier puisque les cellules ne
subissent pas les influences hormonales, ni les phénomeénes d’interaction cellulaire. II permet

ainsi, d’étudier I’homeostasie ionique des hépatocytes dans des conditions bien controlées.

Le volume cellulaire est mesuré par la technique de vidéoplanimétrie 4 I’aide d’un
systéme optique et informatique d’analyse d’images. Des images obtenues en champ ouvert

Sur un microscope inversé sont captées par une cameéra compteuse de photons dont le
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contraste est ajusté pour obtenir une différence prononcée entre le contour cellulaire (noir) et
le fond du bain (blanc). Ces images sont digitalisées et sauvegardées sur le disque dur d’un
ordinateur. Les images sont analysées ensuite a I’aide d’un logiciel (Profile) qui permet de
mesurer la surface sectionnelle des hépatocytes isolés choisis dans le champ (Figure 1.9). Le
volume cellulaire est calculé a partir de cette surface circulaire par I’équation géométrique
simple qui la relie au volume d’une sphére. Cette méthode permet une haute résolution
spatiale et temporelle (jusqu’a 1/30 de seconde). Nous avons profité de la vitesse et de la
précision de la vidéoplanimétrie 4 mesurer le volume cellulaire, pour suivre I’accumulation
des acides aminés I’AIB, la glutamine et la proline dans les hépatocytes, qui refléte I’ activité
des systtmes A, ASC et N respectivement. Ceci a permis d’évaluer Pimpact de la
préservation a froid et du réchauffement sur le gonflement induit par I’accumulation des
acides aminés. Le principe de cette méthode est que I’entrée initiale des acides aminés sera
instantanément suivie d’un mouvement d’eau osmotique. De plus la période du temps 1nitial
qui est d’une minute, durant laquelle la vitesse du changement du volume est mesurée, est
beaucoup moins influencée par le métabolisme ou par les mécanismes de la régulation du

volume beaucoup plus tardifs.



46

Figure 1.9

Techniques de mesure du volume hépatocellulaire par la technique
de vidéoplanimétrie
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ABSTRACT

Background : Liver graft dysfunction is related to prolonged hypothermic
preservation and may implicate altered cell volume homeostasis.
Aim : To evaluate the impact of cold preservation and rewarming on liver cell

volume regulatory mechanisms and concentrative amino acid uptake, isolated rat
hepatocytes were suspended for variable times in cold University of Wisconsin solution and
subsequently cultured at 37°C.

Methodss : Cell viability was assessed by Trypan Blue exclusion. Cell volume
was measured by videoplanimetric analysis of bright-field microscopic images to study the
response to a2 10-min 75 mOsm hypotonic stress. Concentrative amino acid uptake was
assessed by measuring Na'-dependent cell swelling induced by amino-isobutyric acid,
proline and glutamine.

Results : Cell viability decreased slightly but significantly as a function of cold
storage time even as early as 4 hours. Upon hypotonic stress, cells swelled from a similar
baseline volume to an equivalent extent irrespective of preservation time. However, the rate
of subsequent regulatory volume decrease diminished constantly and significantly as a
function of cold preservation time on. Upon return to isotonic perfusate, cells shrunk to a
similar extent, but the rate of subsequent regulatory volume increase was halved by cold
storage beyond 24 hours. The rate of proline-induced cell swelling was greatly diminished
after cold storage whereas that induced by amino-isobutyric acid and glutamine remained

normal for preservation times of up to 48 hours.
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Conclusion : The results suggest that hepatocellular volume regulatory
mechanisms and concentrative proline uptake are significantly impaired afler cold
preservation and rewarming, while AIB and glutamine uptake are more resistant. These

conditions can favour chronic cell swelling after transplantation and may participate in liver

graft dysfunction.
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INTRODUCTION

The transplantation of a healthy liver to replace a diseased or functionally destroyed
one is a therapeutic act which has been increasingly practised in the last 10 years. However,
post-operative graft failure remains unreasonably high !. Clinical studies have demonstrated
that 15% of deaths after a liver transplant are due to primary dysfunction or non-function 2,
Independently of all pre- and post-operative problems, these failures can be attributed, in
great part, to the damages caused by cold preservation and subsequent warm reperfusion of
the grafted liver |. Among the hypotheses concemning the cellular mechanisms underlying
such hepatic dysfunction, the most important are free radical production ** and disturbances

in the homeostasis of intracelullar calcium °, pH 67 and cellular volume ®.

Cell volume regulation is a particularly important element since cold preservation,
by inhibiting Na'/K'-ATPase activity, is known to induce ion redistribution and cell
swelling in the liver °. Exaggerated increases in cell volume can, in tum, rupture the plasma
membrane and severely compromise the viability of hepatocytes as evidenced in vifro by the
leakage of cytosolic enzymes such as lactate dehydrogenase (LDH) ® and in vivo by elevated
serum transaminases of hepatic origin '°. Hence, preservation solutions such as that
elaborated by Belzer and colleagues at the University of Wisconsin (U.W. solution) were
developed, in part, to limit cold-induced swelling ''. Indeed, compared with Euro-Collins
solution, U.W. solution "markedly reduced parenchymal cell blebbing and swelling before
reperfusion” as assessed by morphological criteria in the isolated perfused rat liver .
However, others have shown that liver cell metabolism is significantly altered by cold

preservation in U.W. solution . In recent years, it has also become evident that cell volume

changes, within the physiological realm, can exert a profound influence on hepatic
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metabolism . Thus, despite the prevention of cell swelling during cold preservation in U.W.
solution, it remains possible that cell volume perturbations may occur after reperfusion and
could participate in initial hiver graft dysfunction. Indeed, the effects of cold preservation and

rewarming on liver cell volume regulatory mechanisms have, to date, not been evaluated.

Like all eukaryotic cells studied to date, liver cells challenged with swelling stimuli,
such as hypotonic stress, exhibit compensatory ion movements which result in regulatory
volume decrease (RVD) . In hepatocytes, RVD is mediated principally by increases in the
conductance of K™ and CI" '*'® 1t is also accompanied by a decreased Na"/H" exchange
activity 16 leading to intracellular acidification . In contrast, as seen in lymphocytes 2 and
Ehrlich ascites tumour cells 2/, regulatory volume increase (RVI) in rat liver cells i1s not
observed after hypertonic stress, but only upon return to isotonicity after a period of
hypotonicity '”. Such RVI proceeds principally by activation of the Na"/H" exchanger which
secondarily stimulates Na'/K"-ATPase '®**. This is accompanied by a parallel activation of
the CI/HCO;~ exchanger, and possibly of the Na'/K'/2CI cotransporter, as well as by a
decrease in membrane K* conductance 2. Together, these events lead to a net accumulation

of KCl and contribute to the return of cell volume toward normal.

Although very useful to study volume regulatory mechanisms, osmotic shocks are
not physiological for the liver 243 On the other hand, amino acid accumulation corresponds
to a real and physiological situation which induces an osmotic stress in hepatocytes. Indeed,
many studies have demonstrated that concentrative uptake of amino acids can induce liver

26-28

cell swelling “**. Several Na'-coupled amino acid transport systems are expressed on the

plasma membrane of liver cells and can contribute to this phenomenon. The most notable
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are systems A and ASC for neutral amino acids and the liver-specific system N for

glutamine, histidine and asparagine **.

Because liver cell volume perturbations may underlic some of the deleterious
effects of cold preservation and rewarming on hepatic function, and since concentrative
amino acid uptake represents a physiologically-relevant osmotic stress for the liver, the
aims of the present study were two-fold. Firstly, we examined the impact of cold
preservation in U.W. solution and of subsequent rewarming on the regulatory volume
response of isolated hepatocytes to hypotonic stress. Secondly, we verified the integrity
of concentrative Na'-coupled amino acid uptake after cold storage and rewarming. We
report that, as a function of cold preservation time, liver cells become progressively
sluggish in responding to swelling (RVD) or shrinking (RVI) stimuli. Concentrative
proline uptake is also very sensitive to cold storage whereas that of amino-isobutyric acid
and of glutamine are well preserved for periods of up to 48 hours. These phenomena may

contribute to the primary dysfunction of the grafted liver after transplantation.

MATERIALS AND METHODS

Cell Isolation, Preservation and short-term Culture

Animals used in this study were treated in accordance with the guidelines of the
Canadian Council on the Care of Laboratory Animals and all experimental protocols were
approved by the university ethics committee. Hepatocytes were isolated from the livers of
fed male Sprague-Dawley rats weighing 150-200 g (Charles River, St-Constant, Quebec) by
a variation of the classical collagenase perfusion as described previously ¥ Hepatocytes

were purified by centrifugation on a Percoll gradient and exhibited a viability of about 90%
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as assessed by exclusion of Trypan blue. The cells were then suspended in U.W. solution
and kept at 4°C for up to 72 hours. At 24 hr intervals, U.W. solution was aspirated and the
preserved cells resuspended in cold Williams E medium for assessment of cell viability by
exclusion of Trypan blue. Next, cells were diluted in warm bicarbonate-buffered Williams E
medium (7.5-8.5 x 10° cells/ml) and seeded onto round glass coverslips coated with
Matrigel (Collaborative Research Biomedical Products, Bedford, MA). Preliminary studies
confirmed that Matrigel allows the maintenance of spherical cellular shape as previously
reported by others *' and that it is advantageous to the more fragile adherence to glass alone
as used previously '®. Cells were incubated at 37°C in a humidified atmosphere of 95% O, -
5% CO, for 90 to 120 min prior to starting the experiments. In the last half-hour, medium
was exchanged for Krebs-Henseleit solution buffered with either HEPES or bicarbonate, as

descnibed below, in order to allow equilibration of the cells with the perfusion conditions.

Experimental Solutions and Protocols

Coverslips with adhered cells were placed in a specially designed plastic bath (100
ul trough) set on the stage of an inverted microscope (Olympus IM-T2, Carsen Medical,
Markham, Ontario). Cells were perfused at a flow rate of 2-3 ml/min. For the first series of
experiments on the response to osmotic stress, we used a Krebs-Henseleit buffer (KHB)
containing (in mM) : 120 NaCl, 25 NaHCOs, 5.5 D-glucose, 3.8 KCl, 1.8 CaCl, 1.2 MgSOa,
1.2 KH,PO, and 1 Na-pyruvate. Hypotonic stress was induced for a period of 10 min by
administering a KHB solution where 40 mM NaCl was removed (decrease of 754 from a
control osmolality of 285+18 mOsm/kg as measured by freezing-point depression on a model
3D2 osmometer from Advanced Instruments, Needham Heights, Massachusetts). Isotonicity

was then re-established and experiments carried out for an additional 20 to 25 minutes. These
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solutions were equilibrated at 37°C with 95% O, : 5% C0, in a thermostated waterbath and

fed by gravity through CO-impermeable SARAN tubing (Pyramid Plastics, Arkansas).

For the second senes of experiments on concentrative amino acid uptake, we used
HEPES-buffered solutions equilibrated at 37°C in 100% ©O; and containing (in mM) : 138
NaCl, 10 HEPES, 10 sucrose, 5.5 D-glucose, 3.8 KCI, 1.8 CaCl,, 1.2 MgSOy, 1.2 KH,PO,
and 1 Na-pyruvate (pH 7.4 with NaOH). a-amino-isobutyric acid (AIB), proline and
glutamine served as typical and preferential substrates for Na'-coupled amino acid transport
systems A, ASC and N respectively 2. Each amino acid was administered individually to
separate coverslips at a concentration of 10 mM by iso-osmotic replacement of sucrose
present in the control buffer. In order to establish the Na" dependence of amino acid
transport, identical parallel experiments were conducted using solutions where Na' ions
were iso-osmotically replaced by choline”. In all experiments, solutions were warmed prior
to reaching the cells by using a homemade heating tube which kept bath temperature

thermostated at 37+1°C.

Measurement of Cell Volume

Microscopic images (600X) of several single hepatocytes were obtained under
bright field illumination with a DAGE-MTI CCD-72 camera (Intermetrix Systems,
Mississauga, Ontario) adjusted to obtain a high contrast between the cell border and the
surrounding background. Video images were digitalized using the IP-8 frame grabber
(MATROX, Dorval, Quebec) and stored on the hard disk of an IBM-compatible personal
computer (486 DX-66). Image acquisition and analysis was performed using a software

developed in-house by the Groupe de Recherche en Transport Membranaire at the
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Université de Montréal. Briefly, an algorithm was used to detect sharp changes in pixel
intensity (cellAborder), to distinguish closed objects (images of cells whose borders were
uninterrupted) and to calculate the pixel area of these objects (cross-sectional area of the
cell). The system was calibrated using a standard micrometer and cell volume was
calculated from the cross-sectional area using the simple geometric conversion to spherical

shape as previously described and validated '*.

Data analysis and statistics

Rates of RVD and RVI were calculated for each cell from the volume-versus-time
curve over the first five minutes after maximal and minimal cell volumes were reached

during hypotonic stress and after the return to isotonicity, respectively (see Figure 2.1).

Concentrative amino acid uptake was evaluated as the initial slope (first minute) of
the rapid increase in cell volume observed upon administration of each amino acid. The
Na'-dependent component was obtained by subtracting the average initial slope observed in
several cells in choline media (not significantly different from 0) from the individual initial

slopes obtained for each cell in Na'-containing buffer.

In both protocols, measurements were made in 5 to 12 cells at each preservation
time for each preparation. Results were analysed by one-way ANOVA for repeated
measures by comparing the average values of all determinations (cell replicates) at each
preservation time for a given cell preparation. Results are presented as the mean + S.E.
and N thus represents the number of cell preparations (animals) rather than the number of

cells studied.
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RESULTS

Cell viability and Morphological Integrity.

We evaluated the viability of liver cell suspensions at 24 hr intervals by the Trypan
Blue exclusion test and found that it gradually and significantly diminished as a function of
storage time in cold U.W. solution (Table VII). Subsequent short-term incubation at 37°C
further diminished hepatocyte viability to levels 15 to 28 % lower than in the cold after 0 to
72 hours of preservation in U.W. solution. In an additional series of experiments, we also
evaluated cell viability over shorter preservation times and found that it decreased slightly
but significantly from 86.5 + 1.4% in unstored controls to 80.3 = 1.4 % and 79.3 + 1.4 %
after 4 and 10 hours in cold U.W. solution, respectively (p < 0.05 by paired ANOVA, n=6).
Subsequent rewarming for one hour at 37°C diminished these values to 66.2 + 0.9 %, 58.3 +
1.1 % and 554 £ 13 % for 0 (unstored control), 4 and 10 hours of cold storage
respectively (p < 0.05 by paired ANOVA, n = 6). These results support the concept that

cold storage and rewarming can independently affect liver cell viability *'2.

We also obtained a qualitative measure of membrane integrity upon hypotonic
stress. Indeed, our videoplanimetric method permits only the analysis of cells that maintain
an intact border, free of ruptures (which prevent proper edge detection) or blebs (which
induce large errors in relating circular area to spherical shape). As can be seen from Table
VIL, the proportion of cells that retained such morphological integrity in the face of
hypotonic stress decreased gradually as a function of preservation time (p = 0.031 by Chi-

square test). After 72 hours, more than 50 % of the cells developed blebs or membrane
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rupture. Thus morphological integrity accurately reflects cell viability as assessed by Trypan

Blue exclusion after cold preservation and rewarming,

Liver Cell Volume Regulation

The 1solated hepatocytes that maintained an intact border responded to hypotonic
stress by rapid swelling followed by a phase of regulatory volume decrease (RVD, Figure
1). Upon return to isotonic solutions after a 10 min period of hypotonic stress, cells rapidly
shrank below their initial volume and exhibited regulatory volume increase (RVI) thereafter
(Figure 2.1). This profile of hepatocellular volume changes is identical to the one previously

observed by ourselves and others '>'¢!8%.

Figure 2.2 illustrates the effect of cold preservation in U.W. solution for variable time
periods on RVD (panel A) and RVI (panel B) in cells cultured briefly at 37°C and challenged
with a sudden 75 mOsm decrease in extracellular osmolanity for a period of 10 min. Steady-
state hepatocyte volume (initial volume) had a tendency to decrease with preservation times
beyond 24 hours but this effect did not reach statistical significance (N.S., Table VIII). Upon
hypotonic stress, liver cells rapidly swelled to a maximum volume approximately 20 %
above steady-state values irrespective of cold storage time (N.S., Table VIII). However, we
observed that the initial rate of RVD gradually diminished as a function of cold storage time,
this effect being statistically significant as early as 24 hours (p = 0.021 by ANOVA, Table
VIII and Figure 2.2.A). By the end of the 10 min period of hypotonic stress, cell volume had
recovered by approximately 50 % (as in Figure 2.1) in all groups. In an additional set of
experiments, we found that shorter cold storage times did not modify the initial rate of RVD.

Indeed, unstored control cells swelled by 23.0 + 2.2 % above a baseline volume of 7.6 + 0.4
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pL and exhibited an initial RVD rate of 0.173 = 0.018 pL.min"". In comparison, cells stored
for 4 and 10 hours in cold U.W. solution swelled by 22.1 + 1.8 % and 21.9 + 1.7 % above
baseline volumes of 7.3 + 0.3 pL and 7.0 = 0.3 pL and exhibited initial rates of RVD of 0.168

+0.001 and 0.165 + 0.017 pL.min", respectively (p>0.500 by ANOVA, n=6).

Upon the return to isotonicity, cell volume rapidly decreased (Figure 2.1) to a
minimum value approximately 10 % below initial volume, once again, irrespectively of the
period of cold preservation (N.S., Table IX). Nevertheless, the subsequent RVI proceeded at
a significantly slower initial rate in cells which had previously been maintained for 48 and
72 hours in U.W. solution at 4°C (p = 0.043 by ANOVA, Table IX and Figure 2.2.B). As
expected and assessed in additional experiments, cold preservation times shorter than 24
hours did not affect RVI. Indeed, unstored control cells shrunk to 92.4 + 1.2 % of their
initial volume and demonstrated an initial rate of RVI of 0.077 £ 0.021 pL.min" (n = 6).
Cells maintained for 4 and 10 hours in cold U.W. solution shrunk to 93.5 + 0.9 % and 92.0 +
1.7% of their initial volumes and exhibited RVT rates of 0.082 + 0.014 and 0.078 =+ 0.016

pL.min", respectively (p > 0.700 by ANOVA, n=6).

Concentrative Amino Acid Uptake

Figure 2.3 presents the hepatocellular volume changes induced by the sudden
administration of 10 mM concentrations of either a-amino-isobutyric acid (AIB - panel A),
proline (panel B) or glutamine (panel C) in the presence and absence of extracellular sodium
ions. All amino acids induced a rapid increase in cell volume which reached a plateau within
5 to 10 minutes. Even after 15 minutes, cells remained swollen by 8.79 £ 0.58 %, 8.26 +

2.01 % and 8.45 + 0.35 % above initial volume for AIB, proline and glutamine respectively
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(results not illustrated). Replacement of extracellular Na* by choline™ completely prevented
amino acid-induced cell swelling, indicating that the latter occurred as a result of Na'-

coupled transport processes as expected “2.

Having thus confirmed the validity of volume measurements to follow concentrative
amino acid uptake by isolated liver cells, we studied the effects of cold storage and
rewarming on the cell swelling induced by AIB, proline and glutamine. As described in
Table X, we observed that the initial rate of Na'-dependent cell swelling induced by proline
was dramatically reduced as a function of cold preservation time, even after only 24 hours
(p= 0.030 by ANOVA, Table X). In contrast, the Na'-dependent cell swelling induced by
AIB and glutamine remained intact for up to 48 hours of preservation in U.W. solution as
evidenced by similar initial rates of cell swelling (N.S., Table X). However, after 72 hours
of preservation in cold U.W. solutions, deterioration of both AIB- and glutamine-induced
cell swelling became evident. This is also reflected by the morphological integrity of the
cells which 1s presented in Table XI. Indeed, for proline and glutamine, the number of cells
that maintained an intact border, free of ruptures or blebs, was rather stable for the first 48
hours of cold preservation (N.S. by Chi-square test) and decreased more abruptly at 72
hours (p= 0.006 and p < 0.001 by Chi-square test, respectively). For AIB, morphological
integrity decreased significantly from preservation times of 48 hours and on (p = 0.002 by

Chi-square test).
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DiscussioN

For efficient transplantation, liver grafts need to be stored in the cold for the lengthy
period that normally separates removal from the donor and placement in the host. So-called
“transplantation injury” can occur as a result of this prolonged hypothermic storage, of the
relatively brief warm hypoxia during surgery and of the subsequent warm reperfusion.
Although preservation solutions have greatly enhanced graft survival and diminished cold-
induced swelling, cold storage beyond 30 hours is considered as an absolute risk factor for
poor transplantation prognosis '. One of the major hypotheses brought forward to explain, at
least in part, primary non-function or dysfunction of liver grafts concemns disturbed volume
homeostasis ***. To date, however, no study had examined volume regulatory mechanisms
in hepatic tissue submitted to cold preservation and rewarming. The primary aim of the
present experiments was therefore to study liver volume regulation after cold storage and
rewarming. We used isolated rat liver parenchymal cells suspended for variable time periods
in cold U.W. solution and subsequently cultured for short periods in warm medium. As
shown by the viability results, this i vitro model adequately mimicks the two phases of
"transplantation injury” whereby part of the deterioration occurs during cold storage and
another during rewarming . Although in vitro models based on isolated cells ultimately
need to be validated by whole-organ and in vivo experiments, they offer an interesting tool
to assess the function of the principal liver cell types in well-defined conditions. Indeed,
several studies have used isolated rat hepatocytes to get detailed and specific information on

the impact of "transplantation-like" conditions on hepatocyte functions >+,

Our results clearly demonstrate that cold storage in clinically relevant U.W. solution

gradually impairs the capacity of liver parenchymal cells to cope with osmotically induced
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swelling or shrinking stimuli. Morphologically, a significantly greater proportion of isolated
hepatocytes exhibited membrane ruptures or blebs upon hypotonic challenge after cold
storage. Even the morphologically intact (and hence more resistant) cells, however,
displayed a significantly slower rate of RVD and of RVI after 24 and 48 hours of cold
preservation and upon cell swelling by 20 % or cell shrinking by 10 %, respectively. This
increasing sluggishness of volume regulatory mechanisms, as the period of hypothermia
lengthens, can have significant physiological bearing on the maintenance of proper
hepatocyte functions. Indeed, because of weaker volume regulatory mechanisms, liver cell
volume could increase and remain elevated for lengthier periods in response to swelling
stimuli which can occur when the grafted liver must face the sudden metabolic demands of

the host.

Indeed, although extracellular osmotic shocks are not physiological for the liver **,
amino acid accumulation does correspond to a physiological situation which induces an
osmotic stress for hepatocytes ». Several studies have already shown that amino acids

induce liver cell swelling 2*7*%

and that this can have a profound influence on metabolic
functions "% The liver plays an important role in amino acid metabolism for which
uptake is thought to be the rate limiting step 2> At least 8 largely differentiated amino acid
transport systems have been characterised in liver cells on the basis of substrate specificity,
Na’ dependency as well as adaptive and hormonal regulation **. However, only the Na'-
dependent transporters such as systems A ***°, ASC *** and N %2 whose respective

model substrates are AIB (a non-metabolizable analogue of alanine), proline and glutamine,

are expected to lead to amino acid accumulation and hence to cell swelling.
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We thus took advantage of the speed and precision of our videoplanimetric cell
volume measurements to follow the cell swelling induced by concentrative uptake of AIB,
glutamine and proline into hepatocytes as a function of cold storage time. The rationale of
this method is that initial uptake of amino acids will be instantaneously followed by osmotic
water movement. Our results clearly show that concentrative amino acid uptake provokes
rapid cell swelling which is dependent on the presence of extracellular Na*. In addition, we
have found that treatment of isolated hepatocytes for 30 min with 100 nM glucagon, one of
the most potent hormonal stimulators of amino acid transport A **°, caused a greater than
4-fold increase in the swelling rate induced by AIB (Serrar and Haddad, unpublished
observations). Taken together, these observations confirm the validity of using rapid and

precise cell volume measurements to reflect concentrative amino acid uptake.

In this context, our results demonstrate that cold storage of hepatocytes in U.W.
solution rapidly and dramatically impairs concentrative proline uptake which decreases by
50% after only 24 hours. Proline-induced cell swelling can thus be considered as a good
marker of altered hepatocyte function after cold preservation and rewarming. This can find
potential use in future studies aimed at improving preservation solutions. Although our
results clearly suggest a decreased uptake rate for proline as a function of cold storage time,
the physiological implication of ASC transport activity in this effect is difficult to assess
since several substrates of this transporter can also be transported by other systems 2.

More classical uptake studies with radiolabeled amino acids are necessary to address this

point.
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In contrast to proline uptake, that of AIB and glutamine remained normal for up to

48 hours of cold preservation, while 72 hours appears to be deleterious for all concentrative
amino acid uptake mechanisms tested. This suggests that transport systems A and N, for
which AIB and glutamine are preferential substrates, may be more resistant to cold
preservation and rewarming than system ASC. This result, along with those on RVD and
RVI, strongly indicates that cold storage and rewarming does not alter all hepatocellular

functions to the same extent and with a similar time course.

The mechanisms which are responsible for the impairment of cell volume regulation
observed after cold preservation and rewarming remain to be determined. However, in a
parallel study on hepatocellular pH regulatory behaviour, we have found that Na'/H"
exchange activity was gradually and significantly depressed after cold storage and
rewarming *'. Since this activity is involved in RVI mechanisms in liver cells 1622 it may
explain part of the decrease in RVI observed herein as a function of hypothermic

preservation time.

On the other hand, our results obtained at time points earlier than 24 hours
demonstrate that changes in cell viability precede those of cell volume regulation. This
suggests that impaired volume regulation may not be the primary cause of cell death. One
must bear in mind, as stated earlier, that the method of volume measurement inherently
selects the most resistant cells (intact cell border) and, hence, probably underestimates the
severity of volume regulatory disturbances. Moreover, the maintenance of efficient

accumulation of AIB and glutamine, in conjunction with the observed impairment of
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hepatocellular volume regulatory mechanisms after prolonged cold preservation, could place

the liver graft in a precarious situation when circulation is established in the recipient.

Indeed, once it is transplanted, the liver graft suddenly has to face the metabolic
demands of the host which include the concentrative uptake of circulating amino acids. This
could lead to parenchymal cell swelling which we expect to be only sluggishly counteracted
if the liver was stored in cold U.W. solution. Firstly, one must consider that the volume
change induced by concentrative amino acid uptake reaches an average of approximately
8% above initial volume as compared to 20% with hypotonic stress. Consequently, RVD
after amino acid-induced swelling is expected to be much slower than after hypotonic stress.
This was previously shown for volume-regulatory K efflux which become more important
as cell-swelling increases ° (also compare Figures 1 in ref '® and %’). In the present study,
we observed a similar swollen state with each amino acid between 5 and 15 minutes after
their administration, suggesting a slow rate of volume regulation. We also expect
hepatocytes to remain swollen for progressively longer periods as a function of the time
previously spent in cold U.W. solution since the initial rate of RVD gradually decreases.
Although not necessarily cytochrome, such chronic cell volume changes (even of the order
induced by amino acids) can exert a profound influence on hepatocellular metabolism %
and could thus seriously perturb hepatic function. The danger becomes especially revelant in
the face of parenteral feeding that is sometimes instated clinically after the transplantation
operation. Such iv solutions, like Hepatamine, contain high concentrations of amino acids

such as alanine and glutamine whose concentrative uptake systems appear to be well

preserved after cold storage and rewarming,
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In conclusion, our studies demonstrate that hepatocytes hypothermically preserved

in U.W. solution are less resistant to hypotonic stress and exhibit diminished rates of volume
regulation from osmotically induced swollen or shrunken states. This may render such
parenchymal cells more sluggish to respond to physiological swelling stimuli such as amino
acid accumulation especially in the face of the metabolic demands of the graft recipient and
of amino acid-rich parenteral feeding. The ensuing moderate but prolonged cell swelling can
affect hepatocyte metabolic equilibrium. Our results thus bring valuable insight on
hepatocyte volume regulatory functions after cold preservation and rewarming, and support
the notion that alterations in cell volume homeostasis may underlie some of the functional

disturbances still observed in a significant proportion of liver transplantation's.
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Legende to Figure 2.1

Hypotonic stress was induced at time 0 by administration of KHB solution where
40 mM NaCl was removed for 10 min. RVD is calculated as the slope of the first 5
minutes after maximum volume induced by hypotonic stress. RVI is calculated on the
slope of the first 5 minutes after minimum volume induced by isotonic return. Each point

represents the mean + SE of 13 independent experiments.
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Legende to Figure 2.2

Initial volume changes from maximal swollen volume upon induction of
hypotonic stress (A) and from minimal shrunken (B) volume upon return to isotonic
KHB buffer were measured after the following cold storage times in U.W. solution: 0
(Q), 24 (V), 48 () and 72 (A) hours. Note the gradual decrease in the initial rates of

RVD and RVI as preservation time increases.
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Legende to Figure 2.3
a-AIB (A), proline (B) and gluamine (C) were administered individually at a
concentration of 10 mM each at time 0, in the presence (+Na') or absence (-Na*) of
external sodium ions. Values represent the % change above initial cell volume which was
7.5+ 06, 83 £ 04 and 7.2 = 0.5 pL for a-AIB, proline and glutamine experiments
respectively. Each point represents the mean + SE of 21 cell preparations (3 to 8 cells in

each).
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Effect of amino isobutyric acid u e on cell volume of isolated hepatocytes
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Figure 2.3.B

Effect of Proline uptake on cell volume of isolated hepatocytes
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Figure 2.3.C

Effect of Glutamine uptake on cell volume of isolated hepatocytes
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ABSTRACT

Background

In previous studies, we have shown that the rate of cell swelling induced by
concentrative proline uptake in isolated rat hepatocytes decreased by- 50% after only 24
hours of cold storage in University of Wisconsin (U.W.) solution, thereby representing a
sensitive marker of alterations in hepatocytes functions after cold preservation and
rewarming. We have thus used concentrative proline uptake to compare the capacity of
U.W. and sodium-lactobionate-sucrose (SLS) solutions to maintain such differentiated

hepatocyte functions.

Methods

Isolated rat hepatocytes were kept at 4°C for 4,10, 24 and 48 hours in UW. or
SLS solutions, and subsequently cultured at 37°C for 1-2 hours. Viability was measured
by Trypan blue exclusion. After rewarming, cells were subjected to a 10 minutes
administration of 10 mM proline and accumulation of the amino acid was assessed by
changes in cell volume as measured by digital analysis of single cell images obtained

under bright-field illumination.

Results

Cell viability was reduced gradually and significantly after 0 to 48 hours of
preservation, and rewarming amplified this effect. However, loss of viability was similar
in U.W.- and SLS-stored cells, as were initial steady-state cell volumes. Proline-induced

swelling rate was reduced significantly by 13, 46 and by 57% after 10, 24 and 48 hours of
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preservation in U.W. solution, respectively. There is no significant difference between SLS-
and U.W. preserved hepatocytes swelling rates after 10 hours and 48 hours of cold
preservation. However the decline in the swelling rate of SLS-preserved hepatocytes
incubated for 24 hours is significantly lower than that of their U.W. preserved

conterparts. 24 hours.

Conclusions

These results show that the SLS solution can preserve differentiated hepatic

functions as well as the U.W. solution does.
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INTRODUCTION

Liver transplantation is an effective therapy for end stage liver disease. However,
several problems remain to be resolved. In particular, ischemia/reperfusion injury which
plays an important determining factor in poor transplantation prognosis. Indeed, it’s one
of the most important causes of primary dysfunction (PDF) as well as non-function
(PNF) of liver grafts (1;2). Eventhough, developments in preservation conditions in the
past decade have greatly improved the success rate of liver transplantation, however, PDF
and PNF continue to present substantial problems which contribute to mortality rates of
15-25% within the first year after surgery (2). Initially, the Euro-Collins (EC) solution
was used for liver preservation in many transplant centers but with limited hypothermic
storage time: 6 to 10 hours (3). In 1987, Belzer and Southard developed a storage
solution at the University of Wisconsin (the U.W. solution) which gradually replaced EC
solution, and increased the preservation time to 12-24 hours.(4). Despite this
improvement, an unacceptable proportion of liver grafts stilt show PDF or PNF.

Therefore, it remains important to develop better preservation conditions.

Several studies have been conducted to test the importance of the various
components of the U W. solution, and lactobionate was found to be the key element in
improving liver preservation in particular, in contrast to other organs such as heart,
kidney and lung (4). Consequently, a much simpler variant called sodium-lactobionate-
sucrose solution (SLS solution) was produced and it yielded promising results in the rat
orthotopic liver transplantation (OLT) model (3). Although, tests of potentially benefical

changes to storage solution on animal models 1s inevitable, it is also important to develop
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simple, rapid, cost-effective and reliable models to screen such changes. In this context,
1solated liver cells represent an interesting avenue. However, several studies to this date
have focused on gross indices of liver cell integrity such as loss of cytosolic enzymes or
exclusion of vital dyes. We have recently used a simple in vitro model, based on isolated
rat hepatocytes, to study the impact of cold preservation and rewarming on membrane
transport function (5;6). Such studies have shown that the capacity of isolated
hepatocytes to counter cell volume (6) or pH (5) changes was significantly attenuated as a
function of the period of cold storage in U W. solution. We also studied the rate of cell
swelling induced by concentrative amino acid uptake (7), a more physiological test of
hepatocyte function than osmotically-induced cell volume changes (8). We found that the
rate of cell swelling induced by proline was very sensitive to cold storage in U.W.
solution (50% decrease after only 24 hours of preservation) as opposed to glutamine or to
an alanine analogue (6). This has led us to propose that proline-induced cell swelling
represents a sensitive functional index of liver cell integrity. Therefore, the purpose of the
present study was to compare the efficacy of the U'W. and SLS solutions to maintain
concentrative proline transport function by assessing the volume changes induced by this

amino acid’s uptake.

MATERIALS AND METHODS:

Cell isolation, preservation and short-term culture.

Hepatocytes were isolated from the livers of fed male Sprague-Dawley rats
weighting 150-200 g (Charles River, St-Constant, Québec) by a variation of the

classical collagenase perfusion as described previously (9). Hepatocytes were



purified by centrifugation on a Percoll gradient and viability was assessed by
exclusion of Trypan Blue. The cells were then suspended in U.W. or SLS solution
(Table XII) and kept at 4°C for 4, 10, 24 and 48 hours. Thereafter, U.W. or SLS
was aspirated and the preserved cells suspended in cold Williams® E medium to
assess cell viability by the Trypan Blue exclusion test. In parallel studies, a portion
of cells were suspended in warm bicarbonate-buffered Williams’ E medium for 1-2
hours and cell viability measured again using Trypan Blue exclusion to examine

the effect of rewarming (4).

After the designated cold storage times, the cells were cultured in warm
bicarbonate-buffered Williams’ E medium after being seeded (7.5-8.5 x 10°
cells/ml) onto round glass coverslips coated with Matrigel (Collaborative
Research,). Cells were incubated for 1-2 hours at 37°C in a humidified atmosphere
of 95% 0,/ 5% CO; before the onset of volume experiments. Our previous studies
(6) have confirmed that Matrigel is capabel of preserving the spherical shape as
well as better adherance of hepatocytes which was reported by others (10) which is

more advantageous to the fragile adherence to glass alone used in earlier studies

(11).
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Table XII.

Composition of Liver Preservation Solutions

COMPONENT UW. SLS /
Na 25 155 :
K 125 5 :
: Mg 5 5
PO, 25 25
SO, 5 5 !
Sucrose — 75 -
Raffinose 30 -
Lactobionate 100 100
: GSH 3 3
Adenosine 3 —
Allopurinol 1 Ly
Pentafraction (HES) 50g/L — .
Penicillin 200,000u/L =
Insulin 40wL s
Dexamethasone 16mg/L —

Adapted from Southard and Belzer (4).

All values are in mmols/L unless otherwise indicated.
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Experimental solutions and protocols

At the end of the warm culture period, coverslips with adhering cells were placed
on the stage of an inverted microscope (Olympus IM-T2, Carsen Medical Systems, ON)
in a specially-designed perfusion bath. Cells were perfused with HEPES-buffered
solution containing (in mM): 138 NaCl, 10 HEPES, 10 sucrose, 5.5 D-glucose, 3.8 CaCl,,
1.2 MgSO,, 1.2 KH;PO, and 1 Na-pyruvate (pH 7.4 at 37°C with NaOH). Proline was
administered to the cultured hepatocytes at final concentrations ranging from 0.1 to 10
mM by iso-osmotic replacement of sucrose which is present in the control buffer. In
order to establish the Na'-dependence of amino acid transport, identical parallel
experiments were conducted using solutions where Na" was iso-osmotically replaced by
choline™. In all experiments, solutions were equilibrated with 100% O2 and maintained at

37 + 1°C using a fabricated heating tube which kept bath temperature constant.

Measurement of cell volume

Bright field images of several single hepatocytes were adjusted for high contrast
and sequentially captured by a DAGE CCD-72 camera. The digitized images were stored
on computer and later transferred onto magnetic tape with a Tape Back-up system. The
analysis consisted in the calculation of the number of pixels in the surface area after
cellular contours were detected by a special algorithm with a costem-made software
program (Groupe de recherche en transport membranaire). Cell volumes were geometrically
derived from these circular surface areas based on the assumption that hepatocytes are
maintained in spherical shape by Matrigel as previously ascertained (11). The system was

calibrated with a standard micrometer. Concentrative proline uptake was evaluated as the
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initial slope (first minute) of the increase in cell volume observed after administration of
proline. The Na'-dependent component was obtained by subtracting the average initial slope
observed in several cells in choline” media from the individual initial slopes obtained for

each cell in Na'-containing buffer.

Data analysis and statistics.

Cell volume measurements were made in 5 to 12 cells at each time point for each
hepatocyte preparation. The relationship between proline concentration and initial
swelling rate was analyzed by the Allfit program. For the effect of preservation solutions,
results were analyzed by one-way or two-way ANOVA for repeated measures (using
SigmaStat from Jandel Scientific, ...CA) by comparing the average values of all
determinations obtained at each time point for a given preparation. Results are presented
as the mean + SEM and N thus represents the number of cell preparations (animals)

rather than the number of cells studied.

RESULTS

Dose-response relationship of proline-induced cell swelling

In previous studies, we have confirmed that amino acid-induced cell swelling
reflected concentrative amino acid uptake as demonstrated by Na'-dependence and by the
responsiveness of alanine-induced swelling rate to hormonal stimulation with glucagon
(6). In the present study, we have carried out a dose-response curve for Na'-dependent
proline-induced cell swelling. As illustrated in Figure 3.1, initial swelling rate exhibited a

typical saturable dose-response relationship with proline concentration. Analysis of the
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dose-response curve yielded an EC50 value of 0.11 mM, confirming the sensitivity of

this approach and its usefulness for functional studies of concentrative amino acid uptake.

Effect of cold preservation and of rewarming on cell viability
and steady-state cell volume :

As we observed previously with U.W.-stored hepatocytes (6), cell viability
gradually diminished as a function of cold storage time (Figure 3.2). Indeed, viability is
reduced slightly but significantly after as little as 10 hr of preservation in cold U.W.
solution as compared to unstored controls (Figure 3.2.A). As also reported previously (6),
short-term rewarming greatly accentuates the proportion of non-viable cells, but the time-
dependence of the viability loss remains similar (Figure 3.2.A). In the present study, we
have observed that identical cell viability results are obtained when SLS solution is used

for cold storage as compared to U.W. solution (Figure 3.2.B).

Table XIII presents the hepatocyte steady-state volume measured before addition of
proline in Na'-containing buffer for cells stored in cold U.W. or SLS solution for variable
time periods followed by short-term warm culture. Cell volume was not significantly
affected by preservation time or by the preservation solution used to store the cells at

4°C.
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Table XIII
Effects of cold preservation time and solution on steady-state volume and on maximal
volume in isolated rat hepatocytes treated with 10 mM Proline

Time solution U.W, solution SLS :

Hours Initial Maximum Initial Maximum N
volume (pL) | volume (pL) | volume (pL) | volume (pL) ,
0 6.1+03 88+05 6.1+03 88105 8 ’E

4 54104 91+09 6.4+0.6 94109 8

10 53+04 84106 64+04 84110 8

24 63+0.3 7.1+08 58+0.5 7.7+07 8
’ 48 63102 6.7+0.5 62+0.1 54+03 8 ’
; ANOVA NS NS NS NS :

Steady-state cell volumes were measured by videoplanimetric analysis as
described in Materials and Methods and values represent the mean + SEM of the average
of triplicate determinations during the 3 min period immediately preceding the
administration of 10 mM proline at each time point for all coverslips from each cell
preparation. Maximum volume was measured 10-15 min after the administration of 10
mM proline and values represent the mean + SEM of the average determination for all
coverslips at each time point for each cell preparation. N thus represents the number of
cell preparations, not the number of cells studied. There was a tendency for maximal cell
volumes to decrease beyond 10 hr of cold storage with either UW or SLS solution but
this failed to reach statistical significance. This tendency became significant if the 4 and
10 hr groups were not considered in the analysis.
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Effect of cold preservation time and solution on proline-
induced cell swelling :

For this set of experiments, we used a concentration of 10 mM proline which was
found to yield an optimal initial cell swelling rate (see Figure 2.1). This concentration of
proline was used in previous studies and was shown to induce a rapid, Na'-dependent
increase in cell volume that reached a plateau within 5-10 minutes (6). In the same
studies, an important impairment of proline-induced cell sweliing rate was also observed
after 24 hr of cold storage in U.W. solution (6). As presented in Table XIII, the maximum
cell volume reached 15 minutes after administration of 10 mM proline had a tendency to
decrease with cold preservation times exceeding 10 hours, in both U. W.- and SLS-stored
cells, but this effect failed to reach statistical significance. On the other hand, the initial
cell swelling rate triggered by 10 mM proline was gradually and significantly reduced as
a function of cold storage time in either preservation solution (p<0.05, Table XIV). This
effect was statistically significant after storage times as small as 10hr in both U.W.- and
SLS-preserved cells. Finally, cold storage in SLS solution afforded a slightly better
preservation of proline-induced swelling rate than that in U.W. solution, this effect being

statistically significant at the 24 hr time point.
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Table XIV

Effect of Cold Preservation Time and Solution on the Initial Rate of Cell Swelling Induced by
Concentrative Proline Uptake in Isolated Rat Hepatocytes

Hour UW. SLS 3
0 0.170 +0.018 0.170 +0.018 '
4 0.164 % 0.043 0.159 +0.022
-; 10 0.148 +0.017* 0.155+0.003*
: 2% 0.093 +0.018* 0.12140.018*4% &
48 0.074 +0.029* 0.083 +0.026*

Hepatocytes were isolated by collagenase perfusion, purified by Percoll gradient,
suspended in cold U.W. or SLS solution and stored undisturbed for the indicated periods
of time. Cells were then seeded onto Matrigel-coated glass coverslips and incubated at
37°C for 90 min prior to the measurement of cell volume by videoplanimetric analysis
(see Materials and Methods). Values represent the Na'-dependent cell swelling rate in
pL/min measured over the initial 60 sec after the addition of 10 mM proline and are
expressed as the mean + SEM of 6-8 separate cell isolations (volume measurements were
made on 5-12 cells for each time point in each of these cell preparations).

Statistical significance between group means were analyzed by two-way analysis
of variance for repeated measures;

* significantly different from unstored control (0 hours),

significantly different from hepatocytes kept for 24hr in U.W. solution.
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DISCUSSION

We have used a simple in vitro model of isolated rat hepatocytes submitted to
cold storage and subsequently cultured at 37°C to compare the capacity of U.W. and of
SLS solutions to maintain differentiated liver cell functions such as concentrative amino
acid uptake. Indeed, our laboratory has recently shown that amino acids, such as proline,
glutamine and alanine analogues, induce rapid Na'-dependent cell swelling (6) which
reflects concentrative uptake of these model substrates by transport systems ASC, N and
A, respectively (12). In the present study, we obtained a classical sigmoidal log (dose)-
response relationship for proline-induced initial swelling rate with an EC50 value of 0.11
mM. This further establishes that videoplanimetric cell volume measurements provide an
accurate and sensitive method by which to evaluate amino acid uptake, a differentiated

hepatic function.

In previous studies, we also found that proline-induced cell swelling rate was very
sensitive to cold preservation in U.W. solution, dropping by 50% within 24 hours of cold
storage as compared with unstored controls (6). In the present work, we have examined
earlier time points and found significant decreases in proline-induced cell swelling after
preservation times of only 10 hours in U.W. solution. To our knowledge, this is the
earliest expression of damage to a liver cell transport function that has been reported. It is
interesting to note that our 10 hours time point corresponds well with the cold storage
time of 12 hours found in clinical studies to represent a relative risk factor for poor
transplantation prognosis (1). This reinforces the concept previously brought forward by

our laboratory (6) to the effect that proline-induced cell swelling rate may be particularly
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sensitive to cold preservation and rewarming conditions. The results of the present study
therefore confirm that proline-induced cell swelling can serve as a sensitive index of

hepatocellular function.

In this context, the present study clearly shows that cold preservation in SLS
solution is as efficient, if not better, than U.W. solution in its capacity to maintain liver
cell integrity and function. Since its development, the U.W. solution has contributed to
extend the preservation of solid organs. It particularly increased the success of orthotopic
liver transplantation (OLT). The U.W. solution was conceived by Belzer and colleagues
(4) as a universal preservation solution with the following rationales :

1) Minimization of cell swelling by two impermeable agents, lactobionate and

raffinose, and by an intracellular-like Na/K ratio (low Na, high K).

2) Prevention of extracellular space expansion by a colloid, hydroxyethyl starch (HES).
3) Prevention of intracellular acidosis by omitting glucose.
4) Minimization of free radicals with allopurinol and glutathione.

5) Facilitation of ATP resynthesis by the precursor adenosine.

However, many studies showed that several components of UW. can be
eliminated and its efficacy maintained for liver preservation, even if a high-sodium
formulation is used (3,4). In fact, such studies demonstrated that the most important
component of U.W. solution is lactobionate, an impermeable solute which effectively
suppresses hypothermic cell swelling. Hence, a simpler variant called sodium-
lactobionate-sucrose solution developed by Collins and co-workers yielded liver

transplantation outcomes that were equivalent to that obtained with U.W. solution in the rat
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model (3). The results of the present study support these data. Indeed, hypothermic storage in
SLS solution afforded an equivalent maintenance of cell viability as compared to UW.
solution in our in vifro model of isolated and cultured rat hepatocytes. Similarly, the steady-
state volume of surviving cells after rewarming was maintained equally well after
hypothermic preservation in UW. or SLS solutions. However, proline-induced initial
swelling rate was slightly better preserved in hepatocytes stored in cold SLS than cold in
U.W. solution. Our results therefore support the contention that several components of the
U.W. solution may not provide any beneficial impact over and beyond the simple

composition of the SLS solution.

Therefore, to improve the survival of liver grafts and the maintenance of efficient
hepatic function, an interesting approach may thus be to use such a simple solution as
SLS, to which pharmaceutical and cytochromeoprotective agents can be added. In this
context, our study further demonstrates that in vitro models based on isolated liver cells
represent a reliable and convenient research tool which can be used to screen for beneficial
modifications to liver preservation solutions not only on the basis of cell survival, but most
importantly on differentiated functions, such as their transport functions. This may ultimately

lead to better liver preservation and hence to improved transplantation prognosis.
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Legend to Figure 3.1

Effect of proline concentration on the initial swelling rate in isolated rat
hepatocytes. Concentrative proline uptake was evaluated as the initial slope of the
increase in cell volume observed upon administration of each concentration of proline.
Cell volume was measured by videoplanimetric analysis of microscopic images as
described in Materials and Methods. Results represent the mean + SEM from 4 different

cell preparations.



Effect of proline concentrarion on the initial swelling rate in isolated rat

Initial swelling rate (pL/min)

hepatocytes

Log (proline) mM

107



108

Legende to Figure 3.2

Effect of cold-preservation time and of rewarming on the viability of rat hepatocytes

stored in University of Wisconsin (A) or Sodium-lactobionate-sucrose (B).

Cell viability was measured by the Trypan blue exclusion test. Viability was
determined immediatly after cold storage (filled circles, straight lines) or after an additional

period of 1-2 hr. of rewarming (filled squares, dotted lines) as described in Materals and
Methods.
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ABSTRACT

We compared the capacity of University of Wisconsin (U.W.) and of sodium-
lactobionate-sucrose (SLS) hypothermic preservation solutions to maintain the integrity
of the hepatic cytochrome P-450-dependent mono-oxygenase system. Isolated rat
hepatocytes were stored for 0, 10, 24 and 48 hours in U.W. or SLS solution and were
subsequently cultured shortly at 37°C. Cell viability declined slightly but significantly in
a time-dependent manner during cold preservation in either U.'W. or SLS solution and
warm culture exacerbated this effect. Total cytochrome P-450 declined gradually after
cold preservation and warm culture to reach values 70 and 52% of unstored controls in
cells preserved for 24 and 48 hours in cold U.W. solution, respectively. Storage in cold
SLS solution yielded a similar decrease to 79 and 59% of unstored controls for the
equivalent preservation times. Cytochrome P-450 activity was assessed by the
metabolism of theophylline after various cold preservation times in UW. or SLS
solutions. Production of the major metabolite 1,3-dimethyluric acid was not significantly
affected by extended cold preservation periods in either U.W. or SLS solutions.
Similarly, the amount of residual theophylline remained stable in all groups suggesting
that alternative metabolic routes were not modified. These studies show that cold
preservation in SLS solution is as effective as that in U.W. solution in terms of cell
viability, cytochrome P-450 content and activity towards theophylline. In addition, the
significant reduction in cytochrome P-450 in conjunction with unaffected theophylline
disposition suggests that certain cytochrome P-450 isoforms are specifically damaged by

cold preservation and rewarming.
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INTRODUCTION

In the last few years, liver transplantation has become an effective therapy for
several end-stage liver diseases’. Despite improvements in cold preservation solutions
such as the commonly-used University of Wisconsin (U.W.) solution’, initial graft non-
function or dysfunction still remain problematic, accounting for 10 to 15% of liver graft
failures'. There is thus room for further improvements in preservation conditions,
especially since one of the most important factors for poor transplantation prognosis
remains prolonged cold storage time’* *. Many studies have evaluated the relevance of
several empirically-derived components of the costly U. W. solution (Table XII) and the
general consensus indicates that lactobionate is the key element to improve liver
preservation as opposed to other organs like the heart, kidney or lung’. For instance, a
much simpler sodium-lactobionate-sucrose (SLS) solution (Table XII) has yieclded
equivalent transplantation success’*. Unlike other organs, transplantatio injury I the liver
is characterized by microcirculatory problems which are related mainly to the sensittvity
of liver EC to cold preservation and rewarming " > 7. Morphologically, they show
retraction of cytoplasm (rounding up) during cold preservation which progresses toward
loss viability and denudation of the sinusoids after warm reperfusion’. Although
hepatocytes appear to be the most resistant cell type to cold storage and rewarming
according to morphological studies’, others including ourselves have shown that their
metabolicc and transport functions are pertubed *'°. Very little is known about injury to
the hepatocytes and they are, in this manuscript, exploring one possible aspecct of injury

in hepatocytes.
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Drug and xenobiotic metabolism by the cytochrome P-450-dependent hepatic mono-
oxygenase system is among the most important physiological functions of the liver. Several
studies have indicated that drug metabolising capacity is a suitable indicator of hepatic
functional integrity after liver transplantation' ™. Observed disturbances in liver metabolic
integrity after cold preservation may further result in clinically relevant disturbances in drug
handling, as seen particularly for immunosuppressive therapy'*. It is therefore important to
improve cold storage conditions in order to maintain not only a proper hepatocellular
viability but also near-normal functions such as cytochrome P-450-dependent drug

metabolism.

We have recently developed an in vitro model based on isolated rat hepatocytes to
study perturbations of membrane transport functions after cold storage and warm culture,
conditions which appropriately mimic transplantation ° '°. Other laboratories have also
demonstrated the pertinence and feasibility of such in vifro studies for the better
understanding of the cellular mechanisms underlying hypothermic liver injury’. We
therefore used our in vitro model to compare the efficacy of U.W. and SLS solutions in
maintaining cytochrome P-450 content and its metabolic activity towards theophylline.
We hereby report that cytochrome P-450 content decreases gradually and significantly
within 24 hours after cold preservation, but that theophylline metabolism remains
constant for up to 48 hours of hypothermic storage. Preservation in SLS solution is as
efficient as that in U.W. solution in terms of cell viability, cytochrome P-450 content and

theophylline metabolism.
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MATERIALS AND METHODS

Cell isolation, preservation and short-term culture

Hepatocytes were isolated from the liver of fed male Sprague-Dawley rats
weighting 150-200 g (Charles River, St-Constant, Quebec) by a variation of the classical
collagenase perfusion as described previously". Hepatocytes were purified by centri-
fugation on a Percoll gradient, and viability was assessed by exclusion of Trypan Blue
(0.2%). The cells were then suspended in U.W. or SLS solution and kept at 4°C for
periods of 10, 24 and 48 hours.Thereafter, U.W. or SLS was aspirated and the preserved
cells resuspended in cold Williams’ E medium for evaluation of cell viability by Trypan
Blue exclusion. In a subset of experiments, cell viability was also measured after
rewarming for 1-2 hours in Williams’ E medium at 37°C. All experimental protocols
were approved by the University Ethics Committee, and the animals were treated

according to the guidelines of the Canadian Council on the Care of Laboratory Animals.

Cytochrome P-450 content and activity

Each well of 12-well plastic culture plates (Flacon, Becton Dickinson Labware,
New Jersey, USA) was coated with 600 ul of Type rat-tail collagen (50 ug/ml of acetic
acid 0.02 N). One hour later, the wells were rinsed with deionized water and washed
once with serum-free Williams’ E medium. Hepatocytes were added at a density of
4x10° cells/m! in Williams’ E medium equilibrated at 37°C and supplemented with
10% calf serum and insulin T uM. The plastic culture plates were then placed at 37°C

in a humidifier with 95% O, and 5% CO,. The total amount of cytochrome P-450 was
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measured in microsomes by spectrometric method of Omura and Sato'® in the

hepatocytes after a 4 hour incubation period in all groups.

The catalytic activity of hepatocellular cytochrome P-450 was assessed in all
groups by measuring the concentration of theophylline metabolites generated after a 4
hours incubation period. Theophylline was selected because it is metabolised by several
P-450 isoforms'’-"°, and that allows to monitor different isoenzymes of the P-450.
Theophylline was dissolved in serum-free Williams® E medium and 50 pl were added
to each well containing the hepatocytes to reach a final concentration of 176 uM. At
time 0, 350 pl of the supernatant were collected from each well (control sample) and
following 4 hours of incubation, the remaining incubation media was collected and
frozen at -20°C until theophylline and its metabolites were assayed using HPLC as
previously described”’. The protein content for each well was always assessed before

and after the incubation period using the method of Lowry et al.”!.

Data analysis and statistics

Results were analysed by two-way ANOVA for repeated measures and the
significance of pairwise comparisons evaluated using the Sigma Stat software (Jandel
Scientific, San Rafael, CA). Results are presented as the mean + SEM and N represents
the number of cell preparations (animals). Differences between group means were

deemed significant when p<0.05.
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RESULTS

Cell viability

Table XV presents the viability of isolated rat hepatocytes as evaluated by Trypan
Blue exclusion after 0 (unstored controls) to 48 hours of cold storage in UW. or SLS
solution. Both solutions afforded the maintenance of an appropriate cell viability after
prolonged cold storage and only approximately 10% more cells took up the vital dye after
48 hours of hypothermic storage as compared to unstored controls (p<0.05, see Table
XV). As observed previously in our laboratory’, rewarming for 1-2 hours in Williams’ E
medium subsequent to cold storage in U.W. solution caused an additional and significant
decrease in cell viability of 15 to 20% at all time points (p<0.05), showing that the
storage time-dependent decline remained similar in amplitude (NS for interaction
between storage time and cold/rewarming factors). Hypothermic preservation in SLS

solution yielded results identical to those observed in U.W. solution (see Table XV).

Cytochrome P-450 content

Figure 4.1 shows the total cytochrome P-450 content of isolated rat hepatocytes
submitted to variable periods of cold preservation in U.W. or SLS solution followed by
rewarming by short-term culture at 37°C in Williams’ E medium. As can be seen,
cytochrome P-450 content decreased gradually as a function of cold storage time, this
decline becoming statistically significant within 24 hours for both U.W.- and SLS-stored
cells (p<0.05). There was a tendency for cytochrome P-450 levels to be higher in SLS-
than in U.W.-stored cells after 24 and 48 hours of cold preservation but this effect did not

reach statistical significance (p= 0.37 for interaction between time and storage solution).



Table XV,

Effect of cold storage time in U.W. or SLS solutions on cell viability before

and after rewarming

Time in solution U.W.

Time in solution SLS

L A

Cell viability (%) Cell viability (%)

L A::s:a::d revlv:tftnel:ing A:tt::a:)eld rev:::ing N
0 82+15 | 71.6+1.8° | 82+15 | 71.6+1.8° 6
10 832+12° | 675+1.1*° | 835+1.1° | 66.5+09*° 6
24 794+23" | 60.8+2.0™° | 805+19" | 62.1 +1.1*° 6
48 747+18 | 557+1.6°| 755+1.5 | 543 +13* 6

Cell viability was measured by the Trypan Blue exclusion test after simple cold
storage in U.W. or SLS solution and after a rewarming period of 1-2 hours in Williams’ E

medium at 37°C, as described in Materials and Methods.
* Significantly different from corresponding unstored control (0 hr) in same

preservation solution.

® Significantly different from corresponding time of simple cold storage in same

preservation solution.

Interaction between preservation time and cold/rewarming conditions for either

solution, as well as interaction between time and preservation solution for either

condition, were not statistically significant.
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Theophylline metabolism

The incubation of theophylline with isolated rat hepatocytes yielded only 1,3-
dimethyluric acid (1,3-DMU) in all experimental groups. Figure 4.2 presents the effect of
cold preservation time on the metabolism of theophylline to 1,3-DMU in cells maintained in
U.W. or SLS solution prior to warm culture. Production of 1,3-DMU remained stable in all
U.W.-stored cells irrespective of the cold preservation time preceding short-term warm
culture (NS, Figure 4.2). Similarly, the concentration of theophylline remaining in the culture
medium was found to be unaffected by the duration of cold preservation prior to warm
culture (NS, Figure 4.3). Storage of cells in SLS solution yielded results fully comparable to
those of U.W_-stored cells (NS for preservation time and versus U.W. solution, Figure 4.2

and Figure 4.3).

DISCUSSION

Cytochrome P450-dependent drug metabolism is a vital function carried out
mainly by the liver. Such drug-metabolizing activity can be compromised after liver
transplantation and several studies suggest that it may serve as a good index of early graft
function' . This may have an important impact on the health of the transplanted patient
as evidenced, for instance, by an increased toxicity of immunosuppressants due to
decreased metabolism'*. Alterations in the activity of the hepatic cytochrome P450-
dependent mono-oxygenase system would also be expected to perturb the metabolism of
several other xenobiotics as well as endogenous substrates like bile acids and certain
steroid hormones®”. This, in turn, could contribute to the unacceptably high incidence of

initial graft poor function or non-function attributed to « transplantation injury ».
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Although cold preservation/reperfusion injury in the liver affects primarily endothelial

cells, damage to hépatocytes is present but much less understood.

We have thus compared two preservation solutions the UW and SLS solutions,
for their capacity to maintain the integrity of the hepatic cytochrome P450 mono-
oxygenase system in conditions of cold preservation and warm culture, which mimick in
vitro the two major stages of liver transplantation” '° In previous studies, we have defined
the disturbances that occur to hepatocellular volume’ and pH'" regulatory mechanisms
after cold preservation and warm culture. The present studies confirmed that prolonged
cold preservation in UW solution affords the maintenance of a good cell viability in the
cold since three quarters of cells still excluded the vital dye after 48hr. On the other hand,
subsequent warm culture, which mimicks warm reperfusion, induces a further 15 to 20%
loss of cell viability at all preservation times. These two stages of cytotoxicity
correspond to the results obtained for non parenchymal cells in the isolated perfused rat
liver’ and reflects the two major stages of transplantation injury in humans'. In the
present study, we have found that cold storage in SLS solution affords as good a
preservation of gross cell viability as does UW solution, whether during simple cold

storage or after rewarming,

Our results further indicate that the hepatocellular total centent of cytochrome
P450 content remains unaffected after 10 hr. of cold preservation followed by rewarming,
but becomes significantly reduced within 24 hr. of cold storage. These results are similar
to those recently presented by Olinga et al. in isolated rat hepatocytes® and by Izuishi et

al. in the isolated perfused rat liver model**, both using the UW solution for cold
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preservation. The former group reported that the loss in total cytochrome P450 was
statistically significant after 24 but not after 48 hr. in UW solution. The fact they used
suspensions of Wistar rat hepatocytes and Krebs Henseleit buffer for the rewarming
phase may explain their different results. On the other hand, our results are in agreement
with those of Izuishi et al. who observed drops of total cytochrome P450 of 22 and 37%
in the Sprague-Dawley rat isolated perfused liver model after 24 and 48 hr. of cold
storage and 1 hr. warm reperfusion, respectively. In the present study we observed
reductions of 29 and 48% as compared to unstored controls for the equivalent respective
time points and preservation solution. In this context, it is noteworthy that cold storage in
SLS solution was equivalent to that in UW solution in its capacity to preserve total

hepatocellular content of cytochrome P450.

To evaluate the metabolic capacity of the cytochrome P450-dependent mono-
oxygenase system, theophylline was selected because it is metabolized by several
isoforms of cytochrome P450 (CYP). For instance, theophylline 8-hydroxylation is
catalyzed by CYP 1A2, 2D6, 2E1 and 3A4 yielding 1,3-DMU as the major metabolite'’.
In our studies, the production of 1,3-DMU was not significantly influenced by prolonged
cold storage for up to 48 hr. in UW solution. This contrasts with the previously reported
impairment of theophylline elimination by hypoxia®, and suggests that damages caused
by cold preservation and rewarming are not simply the result of the expected hypoxia
during prolonged cold storage. The fact that the total amount of cytochrome P450 was

reduced by nearly 50% in cells stored for 48 hr., whereas the formation of 1,3-DMU
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remained unchanged, indicates that cold preservation and rewarming may selectively
affect certain cytochrome P450 isoforms and not others. Moreover, our results suggest
that other metabolic routes of theophylline were not impaired by our experimental
protocol since the concentration of intact theophylline remaining at the end of the
incubation period was similar at all preservation time points. Our data is consistent with
several reports showing that the activity of different drug metabolizing enzymes is
maintained after prolonged cold storage in UW solution. For instance, in the isolated
perfused rat liver p-nitroanisole O-demethylase and aniline p-hydroxylase activities were
preserved”. Similary, in isolated rat hepatocytes, 7-ethoxycoumarin and lidocaine
metabolism remained unchanged”. On the other hand, aminopyrine N-demethylase
activity was found to be decreased in the isolated perfused rat liver*. In addition, other
reports have shown significant reductions in CYP 3A in both animal® and human'* liver
tissue submitted to cold preservation and rewarming. As mentioned above, this brings
forth the interesting possibility that only selected cytochrome P450 isoforms are sensitive
to transplantation injury. Considering the principal isoforms known to metabolize
theophylline and to carry out the other metabolic activities found by others to be
unaffected, we can propose the hypothesis that liver isoforms of the 2B family may be
particularly sensitive to transplantation injury. Indeed, apoenzymes of the 2B family are
known to be abundant in the rat liver and could account for the dramatic reductions in
total cytochrome P450 content observed in isolated cultured hepatocytes (this study) and
in the isolated perfused rat liver™. Alternatively our results could relate to the

phylogenetic redundancy of the cytochrome P-450 sytem. It may take more significant
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decrease in cytochrome P-450 before any decrease in theophylline metabolism, or

metabolism of other compounds is noted.

However, it is noteworthy to mention that membrane transport proteins involved
in hepatocellular volume and pH homeostasis were recently found to present a selective
sensitivity to cold preservation and rewarming’’. Thus, further experimentation will be
required to ascertain that similar selective sensitivities exist for cytochrome P450
isoforms.

Finally, our data clearly demonstrated that cold storage in SLS solution yielded
equivalent results to that in UW solution in terms of gross cell viability, of total
cytochrome P450 content and of theophylline metabolism. This shows that the SLS
solution, a simpler variant of the UW solution, is sufficient to obtain the preservative
effects of the original empirically-designed formula® at the level of these parameters of
cytochromeity and drug metabolism. Improvements may thus build on this simple
solution and our model may be useful to test the impact of various additives for their
beneficial effect on several hepatocellular functions, particularly membrane transport and

drug metabolism.
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Legend to Figure 4.1

Isolated rat hepatocytes were submitted to the indicated periods of cold storage in
U.W. (open bars) or SLS (shaded bars) solutions prior to short-term culture at 37°C.
Total amount of cytochrome P-450 was measured by a spectrophotometric method as
described in Materials and Methods. Statistical significance between group means was
analysed by two-way repeated measures ANOVA. * Significantly different from
respective unstored control (time = 0). There was no significant effect of preservation

solution or any interaction between preservation time and solution.



129

Effect of hepatocyte preservation in U.W. or SLS solutions for variable time periods
on the total cellular content in cytochrome P-450
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Legend to Figure 4.2
Isolated rat hepatocytes were submitted to the indicated periods of cold storage in
U.W. (open bars) or SLS (shaded bars) solutions prior to short-term culture at 37°C. Celis

were then incubated with 176 uM theophylline for 4 hr and the metabolite 1,3-dimethyluric

acid detected by HPLC as described in Materials and Methods.
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Effect of hepatocyte preservation in U.W. or SLS solutions for variable
time periods on the metabolism of theophyiline to 1,3-dimethyluric acid
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Legend to Figure 4.3

Isolated rat hepatocytes were submitted to the indicated periods of cold
storage in U.W. (open bars) or SLS (shaded bars) solutions prior to short-term
culture at 37°C. Cells were then incubated with 176 uM theophylline for 4 hr and
the remaining unmetabolized theophylline detected by HPLC as described in

Materials and Methods.
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Effect of hepatocyte preservation in U.W. or SLS solutions for variable time periods
on the concentration of unmetabolized theophylline
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5.1. EFFET DE LA PRESERVATION A FROID (4 °C) ET LE RECHAUFFEMENT
(37 °C) SUR LES MECANISMES DE LA REGULATION DU VOLUME APRES A UN
CHOC HYPOTONIQUE SUIVIE D’UNE PHASE D’HYPERTONICITE RELATIVE

Les dommages de I’ischémie froide et la reperfusion a chaud constituent la cause
principale du dysfonctionnement primaire (PDF) ou de la non-fonction primaire (NFP)
des greffes (Strasberg et coll., 1994 ; Clavien et coll., 1992) et ceci est un facteur
déterminant pour le mauvais pronostic de la transplantation du foie (Marsh et coll., 1990).
Un temps de préservation d’organe dans la solution U.W. supérieur a 30 heures est
considéré comme étant un facteur de risque absolu, alors qu’une période de préservation
entre 15 et 24 heures dans la méme solution est considérée comme un risque relatif pour
le dysfonctionnement primaire. Notre étude a pour but de mieux connaitre les
perturbations cellulaires causées par le temps de préservation a froid qui sont associ€es au
dysfonctionnement primaire menant & un échec de la transplantation du foie. Ceci devrait
apporter de nouvelles voies pour prolonger le temps de préservation par amélioration de

la composition de la solution de préservation.

Pour une transplantation efficace, le foie doit étre entreposé dans le froid pour la
période qui sépare le prélévement de 1’organe chez le donneur de celle de son emplace-
ment chez le receveur. Les dommages causés par la transplantation peuvent étre le
résultat de cette hypothermie prolongé suivie d’une reperfusion a chaud. La solution de
préservation U W. a été développée en partie pour limiter le gonflement causé par
I’ischémie froide (Southard et Belzer, 1995). Cependant, des études morphologiques ont
démontré que les cellules du foie augmentent de volume et présentent une altération

membranaire aprés une préservation a froid dans U.W., suivie de réchauffement (Marsh
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et coll.,, 1989). Une des hypotheses les plus répandues pour expliquer, au moins en partie
la NFP et le dysfonctionnement des organes a greffer, concerne la perturbation du volume

homéostatique (Marsh et coll., 1989 ; Sumimoto et coll., 1992).

La régulation du volume cellulaire est un élément important puisque la
préservation & froid inhibe ’activité de la pompe Na'/K* ATPase. Ceci va réduire la
distribution des ions et par conséquent provoquera un gonflement des cellules du foie
(Van Rossum et Russo, 1984). L augmentation du volume cellulaire peut en retour causer
la rupture de la membrane plasmique et compromettre sérieusement la viabilité des
cellules. Ceci a été mis en évidence dans les modéles in vitro par la libération de lactate
déshydrogénase (LDH) (Marsh et coll., 1989) et in vivo par I’augmentation dans le sang

des transaminases d’origine hépatique (Carles et coll., 1994),

D’autre part, il est devenu évident que les changements de volume cellulaire
peuvent influencer le métabolisme des hépatocytes et participer aux effets détériorants de
la préservation a froid suivie du réchauffement des greffes du foie. Plusieurs laboratoires
ont vérifié I’impact des conditions semblables 2 la transplantation sur certaines fonctions
des hépatocytes (Vreugdenhill et coll., 1992 ; Sandker, 1992 ; Marsh et coll., 1990).
Cependant aucune ¢tude n’a examiné les mécanismes de régulation du volume dans les

cellules hépatiques soumises a des conditions semblables 4 la transplantation hépatique.

Le premier but de ces présentes expériences était de vérifier Ieffet de Ila
préservation a froid et de la reperfusion & chaud sur les mécanismes de régulation du

volume des cellules parenchymateuses du foie de rat préservées pour des périodes de
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temps prolongés dans la solution U.W. et ensuite mises en culture pour une période

courte dans un milieu chaud, suite 4 un choc hypotonique.

Nos resultats montrent clairement qu’une préservation prolongée dans la solution
U.W. altere graduellement la capacité des cellules parenchymateuses du foie a contrer un
stimulus osmotique induisant un gonflement (DCV) ou un rétrécissement (ACV).
D’autres part la viabilité cellulaire & froid diminue légérement mais significativement et
ce dés 24 heures de préservation. De méme, le réchauffement (c'est-a-dire aprés une
incubation a 37° C des hépatocytes) accentue grandement le nombre des cellules non-
viables. Sur le plan morphologique, une plus grande proportion d’hépatocytes isolés
montre une rupture des membranes ou des boursouflures survenant suite a un choc
hypotonique aprés un temps de préservation excédant 24 heures. Cependant, méme les
cellules les plus résistantes au choc osmotique ont montré une diminution significative du

taux de DCV et de ’ACV aprés 24 et 48 heures de préservation de maniére respective.

Les mécanismes responsables de la détérioration de la régulation du volume cellulaire
suite a un choc hypotonique, observée aprés une préservation 4 froid dans la solution UW.
suivie de réchauffement, ne sont pas encore complétement élucidés. Par contre une étude
faite en paralléle dans notre laboratoire sur 'effet de la préservation a froid et le
réchauffement sur les mécanismes de régulations du pH, a récemment prouvé que Iactivité
de I’échangeur Na'/H" est diminuée graduellement et significativement aprés 24 heures de
preservation a froid dans la solution U W. suivie de réchauffement, au contraire ’activité de
I’échangeur CI/HCO; et du co-transporteur Na'/ HCO;' est inchangée (Forestal et coll.,

1997).
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De plus, des études récentes en collaboration avec le laboratoire de Josette Noel,
ont montré clairement que le contenu membranaire de I'isoforme NHEI, de I’échangeur
Na'/H" (Bookstein et coll., 1994 ; Noél et Pouysségur, 1995) est diminué en fonction du
temps de préservation et ce dés 24 heures de préservation (Haddad et coll., 1997). Cette
dégradation s'est essentiellement produite pendant la préservation a froid, ce qui est en
accord avec les travaux de Calmus et coll. (1995) qui ont observé une protéolyse lors de
la préservation dans la solution U.-W.. D’autre part, 1’expression de la pompe Na'/K*
ATPase est fortement diminué aprés une période supérieure a 24 heures de préservation
suivie d'une reperfusion a chaud. Par contre, le glut 2 isoforme du transport de glucose,
utilis€ comme contréle, en raison de son abondance dans les membranes basolatérales
des hépatocytes de rat (Pessin et Bell, 1992), est demeuré intact aprés une préservation a

froid suivie ou non de reperfusion a chaud (Haddad et coll., 1997).

Comme mentionné précédemment (1.2.1.a), PACV des hépatocytes soumis & un
choc hypertonique relatif, procéde par la stimulation des échangeurs Na'/H' et
CI/HCO;™ qui s’accompagne d’une augmentation de 1’activit¢ de la pompe Na'/K"
ATPase. Ainsi, I’expression réduite de I’échangeur Na'/H™ et de la pompe Na'/K'
ATPase retrouvée dans les cellules du foie soumises a une préservation a froid dans la
solution U.W. suivie de réchauffement, apporte une explication de la réduction de 'ACV
observée dans les mémes conditions suite & un choc hypertonique relatif. Ces résultats
montrent clairement que le contenu membranaire hépatique en protéines de certains
transporteurs impliqués dans la régulation du volume et du pH cellulaire sont affectés

spécifiquement et différemment par le temps de préservation a froid dans la solution U'W.

suivie d’un réchauffement.
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Par ailleurs, nos résultats obtenus avec des temps de préservation inférieurs a 24
heures (4 et 10 heures) (Tableau XVI), montrent que la diminution de la viabilité
cellulaire précede celle de la perte de régulation du volume cellulaire (Serrar et Haddad,
1995). Ceci suggeére que la détérioration de I’ACV et de la DCV ne puisse étre la
premiére cause de fa mort cellulaire. Il faut cependant noter que la méthode de mesure de
volume que nous utilisons sélectionne les cellules les plus résistantes (bordure des
cellules intactes et pas de boursouflures). Ainsi, nous sous-estimons la sévérité des

perturbations des mécanismes de Ia régulation du volume suite a un choc osmotique.

5.2 . EFFET DE LA PRESERVATION A FROID (4°C) ET LE
RECHAUFFEMENT {37 °C) SUR LE GONFLEMENT CELLULAIRE INDUIT
PAR L’ENTREE DES ACIDES AMINES NA* DEPENDANTS -

 Méme si les chocs osmotiques sont utiles pour I’étude des mécanismes de
régulation du volume ils ne sont pas physiologiques pour le foie (Chwalbinska-Moneta,
1979). Par contre I’accumulation des acides aminés correspond a une situation réelle et
physiologique qui provoque un stress osmotique entrainant un gonflement des
hépatocytes (Kristensen, 1986). Ceci est pertinent dans le contexte de la transplantation
hépatique, puisqu’une fois I’organe mis en place chez le receveur, il est en contact direct
avec le sang portal qui est trés riche en acides aminés, alors qu’auparavant [’organe se
trouve dans une solution dépourvue d’acides aminés. Ce changement de milieu pourrait
représenter un stress osmotique réel et physiologique. Par conséquent, ce gonflement
cellulaire induit par les acides aminés peut avoir une grande influence sur les fonctions

metaboliques apres une transplantation. C’est pour cette raison que nous avons vérifié
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Tableau XVL

Effet de la préservation a froid (4° C) et du réchauffement (37° C)

sur la viabilité et le mécanisme de régulation du volume cellulaire

a des temps précoces

Temps
préservation Viabilité a DCV ACV
Hr Froid
0 86.5+1.41 | 0.17310.018 | 0.077 10.021
4 82.3 +1.36 | 0.168 10.001 | g 082 +0.014
10 80.4 +1.38+| 0.165+0.017 | 0.078 +0.016
ANOVA P<0.05 0.939 0.896
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I’effet de la solution U.W. et du temps de préservation sur le gonflement induit par

1’accumulation des acides aminés Na" dépendants.

Seulement les transporteurs d’acides aminés Na* dépendants peuvent contribuer a
I’accumulation intracellulaire de ceux-ci et donc au gonflement cellulaire. Les plus
notables sont :

+ les systémes A (Kristensen, 1990 ; Edmonson et Lumeng, 1980),
¢ le systéme ASC (Kristensen, 1990 ; Kilberg et coll., 1979) et

+ le systeme N (Kilberg et coll., 1980) spécifique au foie.

Dans cette étude, les acides aminés utilisés était I’ AIB, la proline et la glutamine
substrats spécifiques du systeme A (Kristensen, 1990), ASC (Kilberg et coll., 1980) et N
(Tamarappo et coll,, 1992) respectivement. Nos résultats ont clairement montré que
’accumulation des acides aminés provoque un gonflement rapide des cellules et que ceci
dépend de la présence du Na" extracellulaire. De plus, le volume se stabilise entre 5 et 10
minutes aprés 1’administration de 1’acide aminé tel qu’attendu par la cinétique du transport a
la concentration saturable de 10 mM utilisée. La rapidité et la précision des mesures
vidéoplanimétriques nous a profité pour mesurer le volume et suivre le gonflement cellulaire
provoqué par I’entrée de I’AIB, la glutamine et la proline dans les hépatocytes en fonction du
temps de préservation. De plus nous avons trouvé que le prétraitement des hépatocytes pour
30 minutes avec 100 nM glucagon, un des stimulateurs hormonaux les plus puissants de
transport du systéme A (Moseley, 1993 ; Kristensen, 1990), cause un gonflement cellulaire

plus rapide et plus important que celui provoqué par I’AIB (Figure 5.1).
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Figure 5.1
Effet du glucagon sur le systeme A Na+ dépendant
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Dans ce contexte nos résultats montrent que la préservation a froid des
hépatocytes dans la solution U.W. suivie de réchauffement (incubation a 37°C), n’affecte
pas ’accumulation de I'AIB et de la glutamine et ce jusqu’a une période de 48 heures. Par
contre, 72 heures de préservation semble néfaste pour tous les systémes de transport Na'-
dépendant testés. Ceci suggére que le systeme de transport A et N pour lesquels ’AIB et
la glutamine sont des substrats préférentiels peuvent &tre résistants aux conditions de la

transplantation in vitro jusqu’a une période de 48 heures.

Le maintien de I’accumulation de I’AIB et de la glutamine en conjonction avec
les détériorations observées au niveau des mécanismes de régulation du volume
hépatocellulaire apres préservation prolongée, pourrait mettre le greffon dans une situation
précaire quand la circulation est rétablie chez le receveur. En effet, vu l'affaiblissement des
mécanismes de régulation du volume cellulaire, nous prévoyons un temps plus long pour
neutraliser un gonflement si le foie est entreposé pour une longue période dans la solution
U.W.. Le changement de volume produit par I’entrée des acides aminés a été de I’ordre de
8% comparé¢ a 20% suite 2 un choc hypotonique. Par conséquent, la diminution
compensatnice (DCV) suite a un gonflement induit par l'entrée des acides aminés sera plus
lente que celle observée en réponse a un stress hypotonique. Méme s’ils ne sont pas
necessairement cytotoxiques, de tels changements chroniques de volume (méme de ’ordre
induit par les acides aminés) peuvent exercer une influence profonde sur le métabolisme
hépatocellulaire et pourraient donc perturber séricusement les fonctions hépatiques
(Haeussinger et Lang, 1991 ; Baquet et coll,, 1990 ; Meijer, 1992). Le danger devient
particulierement important quand le patient est mis sous alimentation parentérale. En effet,

une solution intraveineuse telle que I'Hépatamine, est souvent appliquée aprés la
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chirurgie de la transplantation hépatique. Cette solution contient une haute concentration
en acides aminés comme ’alanine et la glutamine dont les systémes d’entrée sont bien
préservés apres la préservation a froid suivie de réchauffement. Une fois que le foie est
transplanté, il doit faire face aux demandes métaboliques du receveur qui incluent la
captation d’acides aminés. Ceci pourrait mener au gonflement chronique des cellules
parenchymateuses, qui peut étre responsable des perturbations des fonctions
métaboliques des cellules du foie. Ceci peut participer au dysfonctionnement primaire

observé dans 15% des cas a ’échec de la transplantation hépatique.

Contrairement a I’entrée de 1’AIB et de la proline, la préservation a froid des
hépatocytes dans la UW. altére rapidement et dramatiquement le taux d’entrée de
proline, qui diminue de 50% aprés seulement 24 heures. Le gonflement provoqué par la
proline peut donc étre considéré comme un bon indice de I'intégrité fonctionnelle du foie

apres une préservation a froid suivie de réchauffement.

Méme si nos résultats montrent clairement une diminution du taux d’entrée de
proline en fonction du temps de préservation a froid, les implications physiologiques du
systéme de transport ASC dans ces conditions sont difficiles a évaluer, car d’autres
systemes peuvent aussi transporter la proline (Moseley, 1993 ; Kristensen, 1990). Des
€tudes de transport plus classiques utilisant des acides aminés radioactifs sont nécessaires
pour clarifier ce point. Ces résultats associés avec ceux de la DCV, de 'ACV et du pH
cellulaire nous indiquent fortement que la préservation a froid et le réchauffement ne
modifient pas toutes les fonctions hépatocellulaires de la méme fagon et avec un méme

décours temporel.
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5.3. COMPARAISON DE DEUX SOLUTIONS DE PRESERVATION : LA
SOLUTION DE L’UNIVERSITE DE WISCOSIN (U.W.) ET LA SOLUTION
SODIUM -LACTOBINATE-SUCROSE (SLS)

La solution Euro-Collins a été utilisée dans plusieurs centre de transplantation, ce
qui a permis une préservation hypothermique du foie d’une durée de 6 210 heures
(Collins et Wicomb, 1992). Vingt ans plus tard, Belzer et Southard (1988) ont développé
une solution de préservation 4 I’Université de Wisconsin qui a remplacé la EC. La
solution U.W. a contribué a prolonger la préservation d’organes (12 a 24 heures) et a
augmenter le taux de succés de la transplantation hépatique (Southard et Belzer, 1993).
Malgre cette amélioration, il y a encore une grande proportion de greffes qui montrent
une PDF et PNF (Strasberg et coll., 1994 ; Clavien et coll., 1992) qui contribue au taux
de mortalité de 15-20 % dans la premiére année suivant la greffe du foie. (Clavien et
coll., 1992). Pour cette raison, il est encore important de développer de meilleures
conditions de la transplantation hépatique particuliérement en améliorant la composition

des solutions de préservation.

Plusieurs laboratoires ont déja élucidé I"utilité de différents composants de la solution
U.W. dans des modeéles animaux. (Southard et Belzer, 1993 ; Collins et Wicomb, 1992). Le
succes de la transplantation hépatique dans des modeéles d’animaux est un test inévitable pour
confirmer les changements bénéfiques de la composition des solutions de préservation. II est
aussi important de développer des modeéles simples, rapides, fiables et peu coliteux afin
d’évaluer et de mesurer ces changements. Dans ce contexte, les cellules hépatiques isolées
représentent une avenue intéressante. Toutefois, les études faites jusqu’a ce jour ont porté

surtout sur les indices généraux de l'intégrit¢ du foie telle que la perte d’enzymes
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cytosoliques ou la chute de la viabilité cellulaire. Cependant peu d’études ont examiné I’effet
des conditions de transplantation hépatique sur les fonctions différenciées des cellules du

foie.

Dans ce dernier chapitre nous avons comparé deux solutions de préservation, soit la
solution U.W. et la solution SLS, sur une fonction différenciée des cellules isolées du foie et
sur le métabolisme des médicaments. La solution U.W. est universelle et commercialisée
chez Dupont. Par contre la solution SLS, nous I’avons tout simplement préparée dans notre

laboratoire a cofit trés réduit.

La solution U.W. contient différents composants dont le but était de minimiser le
gonflement cellulaire (agents : lactobionate, raffinose, et par ratio Na™K" (basse Na',
haut K*), de prévenir I’expansion de I’espace intracellulaire ou extracellulaire (colloide
hydroxyéthyle starch), de prévenir I’acidose intracellulaire (omission du glucose), de
minimiser les radicaux libres (I’allopurinol et glutathion) et de faciliter la resynthése de
"ATP (le précurseur adénosine). Le reste des composants se trouve dans tous les milieux

de culture (Southard et Belzer, 1993).

Par contre la solution SLS (variante simple de la solution U.W.) est surtout 4 base

de sucrose, de lactobionate et de sodium. D’ou son appellation anglophone de "Sodium

Lactobinate Sucrose (SLS) solution.”
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5.3.1. Effet de la préservation a froid et du réchauffement sur le
gonflement cellulaire induit par I'entrée de proline Na*
dépendante

Nous avons mentionné plus haut que le taux de gonflement induit par la proline,
substrat spécifique du systéme ASC (Moseley, 1993), est trés sensible a la préservation a
froid dans la solution U.W., chutant de 50 % aprés 24 heures de préservation comparde
avec le contréle sans préservation, en opposition a la glutamine ou a l'analogue de

I’alanine (Serrar et Haddad, 1997).

Ceci nous a conduit & proposer que le gonflement induit par la captation de
proline peut représenter un index fonctionnel sensible de I’intégrité des cellules du foie.
Le but de cette étude était de comparer efficacité des solutions U.W. et SLS a conserver
les fonctions de transport de pfoline par la mesure de changements de volume induits par

cet acide aminé.

Dans cette étude nous avons obtenu une relation log (dose-réponse) classique
sigmoide pour le taux de gonflement initial induit par la proline avec une valeur de EC50
de 0.11mM. Cela établit davantage que les mesures de volume par la technique de
vidéoplanimétrie est une méthode précise et sensible qui permet d’évaluer I’entrée des

acides aminés, fonction différenciée des cellules hépatiques (Serrar et Haddad, 1997).

Nous avons examiné a des temps précoces de préservation (4-10 heures) et nous
avons trouve une diminution significative du gonflement cellulaire induit par la proline aprés
des temps de préservation de seulement 10 heures dans la solution U.W.. Donc, ces résultats

renforcent le concept mentionné précédemment que le taux de gonflement induit par la
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proline peut étre particuliérement sensible & la préservation a froid et aux conditions du

rechauffement et peut servir d’index des fonctions différenciées des hépatocytes.

A notre connaissance, il s’agit d’un indice fonctionnel précoce des dommages de
fonctions de transport des cellules du foie dans les mémes conditions, 11 est intéressant de
noter qu’une période de 10 heures correspond bien au temps de préservation a froid (12
heures) trouvé en clinique comme un facteur de risque relatif pour le mauvais pronostic

de la transplantation (Strasberg et coll., 1994).

Tel que mentionné, plusieurs études ont montré que les différents composants de la
solution U.W. peuvent étre éliminés de Ia solution U.W. et son efficacité de préservation des
cellules du foie restera la méme. Cependant un des composants le plus important pour une
bonne préservation est le lactobionate, un anion imperméant qui supprime le gonflement
hypothermique. Finalement, le retour 4 une formule haute en sodium (concentrations de Na*
de K™ extracellulaires plus normales), est un avantage pour la préservation a froid des
organes, car il minimise les dommages dhyperkaliémie observés avec la solution U.W.

(Collins et Wicomb, 1992 ; Southard et Blezer, 1993 ).

Les résultats de notre étude supporte ces données. Dans ce contexte cette étude
montre que la préservation a froid dans la solution SLS est aussi efficace sinon meilleure
que la solution U.W. dans sa capacité a maintenir 1’intégrité cellulaire et les fonctions du
foie. En effet la préservation hypothermique de la solution SLS a maintenu une viabilité
cellulaire équivalente a celle de la solution UW. dans notre modéle in viro d
hépatocytes de rat isolés et mis en culture. De la méme fagon le volume a I’équilibre des

cellules survivantes aprés le réchauffement est resté stable peu importe la période de
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préservation hypothermique dans la solution U.W. ou SLS. De plus le taux de gonflement
initial induit par la proline était préservé légérement mieux par la solution SLS que par la
solution U.W.. Nos résultats supportent donc que certaines composantes de la solution
UW. ne puissent apporter aucun impact bénéfique comparé a la solution SLS a
composition simple.

5.3.2. Effet de la préservation a froid et la reperfusion a

chaud sur l'intégrité du systéme mono-oxygénase
dépendant du cytochrome P-450

Le métabolisme des médicaments par le systéme mono-oxygénase dépendant du
cytochrome P-450, est une fonction physiologique importante du foie. L activité métabolique
des médicaments peut étre compromise suite & une transplantation hépatique (Oakland et
coll., 1989 ; Nagel et coll., 1989). En effet, plusieurs études suggérent que ceci puisse
servir d’indice de I’intégrité fonctionnelle hépatique dans le premier temps de la greffe
(Izuishi et coll., 1996). L’observation des perturbations de I’intégrité métabolique aprés
une préservation a froid suivie de réchauffement, peut résulter des perturbations cliniques
de [utilisation adéquate des médicaments, particuliérement pour le traitement
immunosuppresseurs (Azoulay et coll., 1993). Ces perturbations peuvent avoir un impact
important sur la santé¢ du receveur. Cela a été prouvé par I’augmentation de la toxicité
d’immunosuppresseurs causée par une diminution du métabolisme hépatique (Oakland et
coll.,, 1989 ; Nagel et coll., 1989). L’altération de I'activité hépatique du systéme mono-
oxygenase cytochrome P-450 prévoit aussi I’altération du métabolisme de plusieurs

autres xénobiotiques et aussi des substrats endogénes tels que les acides biliaires et
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certaines hormones stéroides. Ceci en retour pourrait contribuer au rejet initial non-

fonctionnel et au mauvais fonctionnement des greffons.

Malgré les grands progrés apportés a la transplantation hépatique par le
développement de la nouvelle solution par Belzer la U.W., il y a encore place a d’autres
améliorations. Il est important d’améliorer les conditions de préservations de fagon a
maintenir non seulement une bonne viabilité cellulaire, mais aussi les fonctions normales
tel que le métabolisme des médicaments dépendant du cytochrome P-450. D’autant plus

qu’un patient ayant une transplantation regoit une médication a vie.

Nous avons donc comparé la solution UW. avec la solution SLS dans leur
capacité a conserver I'intégrité du systéme cytochrome P-450 dans les conditions de
préservation a froid suivi d’une culture & chaud, ce qui imite in vitro les deux étapes
majeures de la transplantation hépatique. Cette étude confirme qu’une préservation a
froid prolongée dans la solution U.W. procure la préservation d’une bonne viabilité
cellulaire, tandis que la culture a chaud (37°C) qui suit, reproduisant le réchauffement,
induit une plus grande perte de la viabilité 15-20 % pour tous les temps de préservation.
Ces deux étapes de cytotoxicité correspondent aux résultats obtenus dans la perfusion des
cellules de rat (Calwell-Kenkel et coll., 1991) et reflétent les deux étapes majeures
causant des dommages lors de la transplantation hépatique chez les humains (Clavien et
coll., 1992). Nos résultats indiquent que la quantité totale du cytochrome P-450 demeure
non-affectée apres 10 heures de préservation a froid suivie de réchauffement, mais réduit
significativement apreés 24 heures de préservation a froid. Ces résultats sont similaires a

ceux récemment présentés par Olinga et coll. (1997) dans les hépatocytes de rat isolés et
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par Izuishi et coll. (1996) utilisant tous deux la préservation a froid dans la solution U.W..
Ce groupe a rapport¢ que la perte de la quantité totale du cytochrome P-450 était
statistiquement significative aprés 24 heures et non aprés 48 heures dans la solution
U.W.. Le fait qu’ils aient utilisé la suspension des hépatocytes de rat « Wistar » et le
tampon « buffer Kerbs Hensleit » pour la phase de réchauffement, ceci pourrait expliquer
ces différents résultats. D’autres part nos résultats concordent avec ceux de Izuishi et coll.
(1996), qui ont observé une chute significative de la quantité totale du cytochrome P-450
a 22-37 % (avec un modéle du foie isolé de rat « Sprague Dawley ») aprés 24 et 48
heures de préservation a froid respectivement et une heure de reperfusion a chaud.
Parall¢lement dans les mémes conditions nous avons observé une réduction de 29 et 48 %
de la quantit¢ totale du cytochrome P-450. Dans ce contexte, il est 4 noter que la
pre’sérvation a froid dans la solution SLS était équivalent a la solution U.W. concemant la

préservation du contenu total du cytochrome P-450 dans les hépatocytes.

Afin d’évaluer la capacité métabolique du systéme mono-oxygénase dépendant du
cytochrome P-450, la théophylline a ét¢ choisie parce qu’elle est métabolisable par
plusieurs isoformes, par exemple la théophylline 8-hydroxylation est catalysée par CYP
1A2, 1D6, 2E1 et 3A4 aboutissant au 1,3-DMU comme métabolite majeur (Zhang et
Kaminsky, 1995). Dans nos études, Ia production de 1,3-DMU n’a pas été influencée
significativement par la préservation a froid prolongée pour plus de 48 heures dans la
solution U.W.. Le fait que la quantité totale du cytochrome P-450 soit réduite de 50 %
alors que la formation de 1,3-DMU est restée stable, indique que la préservation a froid
peut affecter sélectivement certains isoenzymes du cytochrome P-450 et pas d’autres. De

plus nos résultats suggérent que d’autres voies métaboliques de la théophylline ne soient
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pas affectées par le protocole expérimental, puisque la concentration de théophylline non-
métabolisable (restée intacte a la fin de I’incubation) était similaire 4 tous les points de
temps de préservation. Nos données sont en accord avec plusieurs rapports mentionnant
que Iactivité métabolique des médicaments est maintenue aprés entreposage prolongé a
froid dans la solution U.W., tel que le métabolisme de p-nitroanisole-O-déméthylase et
aniline p-hydroxylase (Izuishi et coll., 1996) ou 7-ethoxycoumarin et lidocaine (Olinga et

coll., 1997).

D’autres part, Iactivité de I’aminopyrine N-déméthylase a été trouvée diminuée dans
les mémes conditions (Izuishi et coll., 1996). De plus d’autres rapports ont montré une
diminution significative de CYP 3A autant dans les tissus des animaux (Wielan et coll.,
1995) que dans ceux des humains (Azoulay et coll., 1993) soumis & une préservation a froid
suivie de réchauffement. Ceci apporte la possibilité que seuls certains isoformes de
cytochrome P-450 sont sensibles aux dommages causés par la transplantation hépatique.
Considérant que les principaux isoenzymes connues pour métaboliser Ia théophylline et
d’autres pour supporter d’autres activités métaboliques non-affectées, on peut avancer
Ihypothése que les apoenzymes du foie de la famille 2B peuvent étre particuliérement
sensibles aux dommages de la transplantation hépatique. En effet, les isoenzymes de la
famille 2B sont connues pour étre abondants dans le foie de rat et pourraient étre
responsables de la réduction dramatique de la quantité totale du cytochrome P-450 observé
dans la culture d’hépatocytes isolés (dans cette étude) et dans le foie de rat perfusé (Izuishi et
coll., 1996). Alternativement nos résultats peuvent étre reliés a la redondance du systéme

cytochrome P-450. Il est possible qu’une réduction plus significative du cytochrome P450
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soit nécessaire avant de constater tout diminution dans le métabolisme de las théophylline

ou le métabolisme de d’autres médicaments.

Toutefois, d’autres expériences seront nécessaires pour certifier que cette

sensibilité sélective existe pour les isoenzymes du cytochrome P-450.

Dans cette étude nous avons trouvé que la préservation & froid dans la solution
SLS procure une préservation aussi efficace que la solution U.W. concernant la viabilité
cellulaire, la quantité total du cytochrome P-450, la quantité non-métabolisable de la
théophylline et le métabolite majeur de la théophylline, autant aprés une préservation a

froid qu’apres réchauffement.



CHAPITRE 6

CONCLUSION
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Notre rapport montre que les hépatocytes préservés a froid dans la solution U.W. sont
résistants au stress hypothermique et montrent des taux de régulation de volume plus bas
pour le gonflement (DCV) ou le rétrécissement (ACV) induit osmotiquement, et des taux de
régulations de pH plus bas face a I’acidification (échangeur Na'/H"). L’expression réduite de
I’échangeur Na'/H" et de la pompe Na'/K* ATPase apporte ’explication de I’altération de
PACV suite & une preservation a chaud suivie de réchauffement. Ceci peut rendre les
cellules parenchymateuses plus amorphes a répondre a des stimulus physiologiques de
gonflement, tels que P’accumulation des acides aminés spécialement concernant les
demandes métaboliques du receveur et une nutrition parentérale riche en acides aminés.
Cette modération, mais prolongée du gonflement cellulaire, peut perturber I’équilibre

métabolique de I’hépatocyte.

Des études cliniques ont montré qu'une période de préservation supérieure a 30
heures dans la solution U.W. représente un facteur de risque absolu de mauvais pronostic
de la transplantation hépatique (Ploeg et coll.,, 1993 ; Strasberg et coll., 1994). Ceci
correspond au temps ou le pH et les mécanismes de régulations sont altérés (Serrar et
Haddad, 1997 ; Forestal et coll., 1997). Nos résultats aménent donc un apergu sur les
fonctions des mécanismes de régulation du volume des hépatocytes aprés une
préservation a froid suivie de réchauffement et supportent la notion que I’altération du
volume homéostatique peut participer au mauvais pronostic de la transplantation
hépatique, spécialement pour les organes préservés a froid dans la solution U.W. pour des

longues périodes.
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Finalement nos données démontrent clairement que la préservation a froid des
hépatocytes dans la solution SLS donne des résultats équivalent a ceux de la solution
U.W. dans ces capacités a maintenir de la viabilité cellulaire, I’intégrité fonctionnelle des
cellules du foie et le métabolisme des médicaments. Ceci suggére que la solution SLS,
qui n’est qu’une variante simple de la solution U.W._, est suffisante pour obtenir les effets
bénéfiques de préservation de la solution élaborée expérimentalement (Belzer et
Southard, 1988). Donc les différents composants de la solution U.W. ne peuvent apporter
aucun impact bénéfique comparé a la solution SLS a composition beaucoup plus simple.
Une approche intéressante pourrait étre établie sur une solution aussi simple que la SLS a
laquelle des agents pharmacologiques et cytoprotecteurs peuvent étre ajoutés. Ceci
permettra de maintenir I'efficacité des fonctions hépatiques et améliorer la survie des

greffes du foie, menant ainsi & un meilleur pronostic de la transplantation hépatique.

Dans ce contexte notre modele in vitro basé sur les cellules du foie isolées
représente un outil de recherche. En effet, ce modéle bien contr6lé n’est soumis a aucune
influence hormonale, ni interaction cellulaire. De plus, il est fiable car nos résultats
correspondent aux €tudes antérieures qui ont observé :

— Une diminution de la viabilité cellulaire dans ces deux phases ; aprés la

préservation a froid et le réchauffement.

— Un gonflement cellulaire chronique (activité de la DCV diminué, les systémes

de transport A et N maintenus).

— Une acidification du milieu intracellulaire (activité de I’ACV est diminuée,

expression de 1’échangeur Na'/H" et de la pompe Na'/K* ATPase est réduit).
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D’autres part la méthode de vidéoplanimétrie pour la mesure du volume, permet
une résolution temporelle et spatiale précise. De plus cette technique permet une
évaluation précoce (10 heures) de I’altération du gonflement induit par I’entrée des acides
aminés Na' dépendants. Le point le plus important de cette étude, est que cette altération
est la plus précoce d’une fonction différenciée des cellules du foie dans les conditions de
la transplantation hépatique qui a étre rapportée jusqu’a présent dans la littérature. II est
intéressant de noter que 10 heures correspond plus au moins au facteur de risque relatif
(12 heures) de dysfonctionnement primaire responsable de I’échec de la transplantation

hépatique en clinique. (Ploeg et coll., 1993 ; Strasberg et coll., 1994).

Il est évident que d’autres études avec des foies de rat perfusés pour une
transplantation seraient nécessaires pour rendre ce travail signifiant pour les découvertes
des transplantations du foie. Il est toutefois justifiable et profitable de continuer des
€tudes in vitro puisque de telles méthodes représentent un outil utile, peu coliteux et
rapide pour comprendre davantage les mécanismes associés & un dysfonctionnement des
hépatocytes aprés une préservation a froid suivie de réchauffement. Une fois un
parallélisme établi entre les organes et les modeéle in vivo, notre modeéle in vitro et notre
technique de mesure de volume pourrait aussi servir pour analyser les effets bénéfiques
des modifications des solutions de préservation non seulement sur la survie des cellules,
mais aussi sur les fonctions différenciées hépatiques incluant le transport membranaire et
le métabolisme des médicaments, qui sera susceptible d’améliorer le taux de succés de la

transplantation hépatique menant ainsi a un meilleur pronostic.



CHAPITRE 7

PERSPECTIVES D’AVENIR
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Les phénomenes biochimiques hépatiques sont complexes, et comme décrit par
J. Sarles et F. Giraud :

“Le foie est un carrefour oi se mélent toutes les grandes voies
métaboliques de synthése, de transformation, de stockage et de catabolismes.
Tous ces mécanismes chimiques sont sous la dépendance d’enzymes, de

transporteurs, et de récepteurs représentant plusieurs milliers de protéines.”

Donc I'équivalent du rein artificiel ou de pompe cardiaque prothétique extra ou
intracorporelle apparait comme un objectif hors d’atteinte méme si certains travaux

d’approche sont proposés (Demetriou, 1991).

Cependant deux directions de recherches sont prometteuses.

7.1. AGENTS PHARMACOLOGIQUES

De nombreuses études basées sur les connaissances physiopathologiques actuelles
sont dignes d’intérét. En effet I’ajout des agents pharmacologiques utiles dans la solution

de préservation permettra d’améliorer la transplantation hépatique.

7.1.1. Substances nutritives (Adénosine-Fructose)

La suppression de I’oxygéne durant I’ischémie provoque une chute précoce du
métabolisme des nucléotides comme I’adénosine. Ainsi, plusieurs études expérimentales
ont porté sur les bienfaits d’ajouter dans les solutions de préservation de 1’adénosine ou des
composes comme 1" ATP-MgCI2. Rappelons que cette substance nutritive a été ajoutée 2 la

solution U.W. avec beaucoup de succés (Southard et Belzer, 1993).
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D’autres ¢tudes, ont rapporté que de hautes concentrations de fructose préviennent
les dommages de I’anoxie sur les cellules du foie (Brass et coll., 1993 ; Zeid et coll.,
1997 ; Gasbarrini et coll., 1992 ; Lefebvre et coll., 1994). Ceci est expliqué par le fait que
le fructose améliore la production de I’ATP glycolytique (Brass et coll., 1993) et stimule
la glycolyse et la formation de lactate qui protége la cellule contre les méfaits de I’anoxie
(Anundi et et coll, 1987 ; Younes et coll., 1987 ; Anundi et De Groot, 1989). Une autre
étude a montré que le fructose inhibe la libération des radicaux libres (Anundi et De
Groot, 1989), inhibe I’accumulation de Ca** (Younes et Strubelt, 1988), bloque ’influx
du Ca®* (Gasbarrini et coll., 1992) et enfin diminue la libération de LDH ce qui réduit la
perte de la viabilité produite par I'ischémie (Brass et coll., 1993). En résumé le fructose

protége la cellule des différents méfaits de Iischémie prolongée.

7.1.2. Inhibiteurs calciques

L’importance de I'utilit¢ des inhibiteurs calciques en transplantation hépatique est
double. En effet, certains auteurs les ont utilisés pour diminuer P’entrée de Ca,™ a Pintérieur
de la cellule suite a une ischémie, d’autant plus 1’accumulation intracellulaire de Ca,”
participe aux dégits membranaires et au gonflement cellulaire. 1l semble que Pefficacité
maximale des inhibiteurs calciques est liée au fait qu’ils soient donnés précocement, ¢’est-a-
dire chez le donneur d’organe ou au moins dans la solution de préservation et durant la phase
post-ischémique, car si les lésions membranaires sont importantes les inhibiteurs calciques
seront inefficaces puisque la pénétration du Ca, "™ a I'intérieur de la cellule n’est pas specifique
et ne dépend plus des seuls canaux calciques. Des études cliniques confirment I’intérét de ces

substances en transplantation rénale pour diminuer ’incidence de NTA. D’autres part, les
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inhibiteurs calciques sont de puissants vaso-dilatateurs (Goldfarb et coll., 1983 ; Rodicio

et coll., 1990 ; Shapiro et coll., 1985).

7.1.3. Inhibiteurs de protéase

Les protéases sont liées aux membranes. Elles sont aussi considérées comme étant la
cause possible de la perte de I’activité des systémes reliés au cytochrome P-450. Takei et coll.
(1990) rapportent que la fonction métabolique du foie apres la transplantation est améliorée

en utilisant des inhibiteurs de protéase, la leupeptine et la pepstaine A.

7.1.4. Acides aminées

L’autre grand intérét en transplantation, est la glycine. Cette derniére est un acide
aminé glucoplastique, substrat important dans plusieurs processus biochimiques tels que
la biosynthése de la créatinine, la porphyrine, les purines et le métabolisme des
medicaments. La glycine est connue comme un agent cytoprotecteur contre les
dommages de 1’hypoxie au niveau du tubule proximal rénal du lapin (Weinberg et coll.,
1987 ; 1989), les cellules isolées du rein de rat (Brezis et coll., 1984), les cellules du foie
de rat in situ et in vitro (Okuda et coll., 1992) et les cellules humaines endothéliales
(Weinberg et coll., 1992). Une autre étude a montré que I’activation de la phospholipase
A2 et I’oxyde nitrique synthase n’est pas affectée aprés ajout de la glycine (Wetzels et
coll,, 1993). Il a été suggéré par la méme équipe, que la glycine (a des concentrations

plasmatiques 220 uM), est un protecteur par inhibition de I’activité de protéase.

En résumé, la glycine (toxicité relativement faible), le fructose et les inhibiteurs

calciques et de protéase, sont des antidotes contre les dommages induits par I’hypoxie et
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la réoxygénation dans le foie de rat isolé. Nous suggérons d’ajouter ces agents dans les
solutions de préservation pour prévenir et minimiser les dommages de 1’hypoxie et de la

réoxygenation lors de la transplantation hépatique.

7.2. THERAPEUTIQUE GENIQUE

Par exemple, on sait qu’une maladie génétique, la mucoviscidose, est provoquée
dans 80 % des cas par la disparition d’un seul acide aminé, soit la phénylalanine en
position 508 dans la protéine CFTR (Cystic Fibrosis Transmembrane Regulation) codée
par chromosome 7. Cette protéine ne peut alors réguler I’entrée du chlore dans les
cellules, d’ou une diminution de I’eau dans les sécrétions et la viscosité accrue de celle-
ci. Si le diagnostic de la maladie peut étre fait in utero, on peut envisager, dans un avenir

plus ou moins lointain, de faire transporter un gene défectif par un virus inoffensif.
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