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Introduction Allotransplantation 

I-Les différents types de rejet de greffe 

I-1 Le rejet hyperaigu 
 

En allotransplantation, le terme d’hyperimmunisé se réfère à des individus ayant des 

niveaux détectables d’anticorps dirigés contre les molécules du Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité (CMH) de classe I et II et contre les protéines du système sanguin ABO. Ces 

anticorps ont généralement été induits par une précédente greffe, une transfusion sanguine ou une 

immunisation foeto-maternelle à la suite d’une grossesse. Lors de la revascularisation du greffon, 

ces anticorps se fixent sur l’endothélium vasculaire induisant son activation. Celle-ci se traduit par 

l’acquisition rapide d’un phénotype pro-coagulant conduisant à une thrombose des gros vaisseaux. 

Les anticorps préformés activent également la voie directe du complément qui va endommager 

l’endothélium via la formation de pores par le complexe d’attaque membranaire et la 

désorganisation du cytosquelette. Ces deux mécanismes aboutissent à la perte rapide de la greffe 

(quelques minutes à quelques heures après la revascularisation). En transplantation humaine, 

l’analyse systématique de la présence de ces anticorps avant la greffe (test de cross-match) grâce 

aux travaux de Dausset et Terasaki a permis de réduire considérablement l’incidence de ce rejet 

qui est devenu extrêmement rare. 

I-2- Le rejet aigu 
 

Hormis le rejet hyperaigu, devenu exceptionnel, le rejet cellulaire est, chronologiquement, 

le premier type de rejet auquel est soumis une allogreffe. Chez le rat, dans le cas d’organes 

vascularisés et en l’absence de tout traitement, il survient en moyenne dans la semaine qui suit la 

greffe.  

 Le rejet aigu se caractérise par une infiltration interstitielle plus ou moins dense de 

lymphocytes et de macrophages auxquels peuvent s’associer, dans certains rejets de grade élevé 

des polynucléaires neutrophiles et éosinophiles. Les lymphocytes alloréactifs sont activés dans les 

organes lymphoïdes secondaires drainant le site de la greffe, soit par présentation directe via les 

cellules présentatrices d’antigènes (CPA) du donneur, soit par la voie indirecte de présentation.  
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I-3- Le rejet chronique 

 

Le rejet chronique (RC) se caractérise par une détérioration lente, progressive et 

irréversible des fonctions du greffon. C'est aujourd'hui la principale cause d’échec en 

transplantation (50% des greffés cardiaques développent un rejet chronique dans les 7 ans qui 

suivent la greffe, 50% des greffés pulmonaires durant la 1ère année post-greffe). L'étude 

histologique du greffon montre une fibrose périvasculaire et interstitielle associée à des lésions 

vasculaires touchant principalement les artères. Ces lésions se caractérisent notamment par une 

prolifération de l’intima et de la média, aboutissant à l’obstruction progressive des vaisseaux. Le 

rejet chronique est actuellement irréversible et aboutit à la perte du greffon à long terme. 

Les mécanismes impliqués dans le rejet chronique sont difficiles à cerner ; ils comprennent 

des facteurs immunologiques (réaction alloimmune à bas bruit) et des facteurs non 

immunologiques (ischémie, toxicité médicamenteuse, hypertension artérielle, infection (CMV)...). 

Cependant, des études menées chez les rongeurs semblent indiquer que la réponse immunologique 

joue un rôle important dans le développement de ce rejet. Le rejet chronique semble en effet être 

lié à l’activation indirecte de lymphocytes T CD4
+
 produisant de l’IL-4 et de l’IL-10, alors que 

l’activation par la voie directe semble plutôt liée au rejet aigu (Qin, Chavin et al. 1996; Raisanen-

Sokolowski, Mottram et al. 1997; Ciubotariu, Liu et al. 1998; Lee, Yamada et al. 2001). 

Cependant d’autres études ont également montré une diminution des lésions de rejet chronique 

dans un modèle de souris déficientes en T CD8
+ 

produisant de l’IFN , suggérant également un rôle 

de ces cellules dans le développement du RC (Tellides, Tereb et al. 2000; Fischbein, Yun et al. 

2002). Le rôle des lymphocytes T a été également étudié chez le rat chez lequel plusieurs études 

ont montré que le blocage de plusieurs voies de costimulation permet de prévenir le rejet 

chronique dans des modèles de greffe cardiaque ou rénale. Ainsi, l’inhibition spécifique du CD28 

permet de prévenir le rejet chronique dans un modèle de greffe rénale (Haspot, Seveno et al. 

2005). D’autre part, les mêmes effets peuvent être obtenus dans un modèle de greffe cardiaque par 

l’inhibition simultanée des voies CD40/CD40L et ICOS/ICOSL (Guillonneau, Aubry et al. 2005) 

ou CD40/CD40L et CD28/B7 (article 2).  

Le rôle des anticorps est quant à lui encore controversé. Des données cliniques et expérimentales 

chez le rongeur ont montré une corrélation entre l’apparition d’alloanticorps et le développement 

de RC (Rifle, Mousson et al. 2005) (Pirenne, Kitade et al. 2005). Cependant, d’autres études ont 

montré que le rejet chronique peut survenir en l’absence d’alloanticorps (Guillot, Menoret et al. 

2003). 
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II- Présentation antigénique et mise en place du rejet de 
greffe 
 

II-1 Les voies de présentation antigénique  

  II-1.1 La voie directe de présentation 

A l’origine de la présentation directe se trouvent les CPA présentes dans les tissus greffés 

et qui ont été activées par l’inflammation consécutive à la greffe, due notamment à l’ischémie-

reperfusion. Elles migrent alors vers les organes lymphoïdes et présentent leurs antigènes associés 

aux molécules du CMH de classe I et II du donneur. Cette activation des lymphocytes par la voie 

directe a été mise en évidence dès 1976. Lafferty et collègues ont montré que la déplétion des 

leucocytes passagers du greffon par une culture in vitro préalable à la greffe (Bowen, Andrus et al. 

1980) (Talmage, Dart et al. 1976) permet de prévenir le rejet. In vivo, le placement du greffon 

dans un hôte intermédiaire permet de prolonger la survie (Batchelor, Welsh et al. 1979; Welsh, 

Batchelor et al. 1979). L’ajout de cellules dendritiques du donneur permet de restaurer 

l’immunogénicité du greffon (Lechler and Batchelor 1982). L’activation par la voie directe de 

présentation est rendue possible par la réactivité croisée entre les cellules T du receveur, 

restreintes au soi, et les molécules du CMH du donneur (Bluestone, Kaliyaperumal et al. 1993; 

Reiser, Darnault et al. 2000). La réponse directe diminue au cours du temps, au fur et à mesure 

que les CPA du donneur disparaissent. Ainsi, chez des patients ayant reçu une greffe cardiaque ou 

rénale, la fréquence des lymphocytes T présentant une allospécificité directe décroît au cours du 

temps (Hornick, Mason et al. 1998) (Baker, Hernandez-Fuentes et al. 2001). 

Cependant, la réponse directe peut être maintenue au cours du temps via l’endothélium du 

greffon. En effet, il a été montré que les cellules endothéliales murines et humaines peuvent 

activer les lymphocytes T CD8
+
 par la voie directe de présentation (Lodge and Haisch 1993; 

Epperson and Pober 1994; Kreisel, Krupnick et al. 2002b). Ces cellules expriment notamment les 

molécules de costimulation B7 (souris) (Kreisel, Krupnick et al. 2002a) et ICOSL (homme) 

(Klingenberg, Autschbach et al. 2005) permettant ainsi une activation efficace sur le site de la 

greffe. 

 

II-1.2 La voie indirecte de présentation 

Lors de la présentation indirecte, les lymphocytes T sont activés par les CPA du receveur 

qui ont capté et apprêté des antigènes issus des cellules du donneur. Ce mécanisme est la voie 
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normale de présentation des antigènes lors de toute réponse immunitaire.  La voie indirecte de 

présentation peut suffire à elle seule à induire un rejet de greffe. Ainsi, il a été montré que des 

receveurs déficients pour les molécules de classe I du CMH sont capables de rejeter une greffe de 

peau d’un donneur déficient pour le CMH II. La voie directe de présentation n’étant pas possible 

dans cette combinaison, c’est donc la voie indirecte qui est seule responsable du rejet 

(Auchincloss, Lee et al. 1993). Une autre étude a également montré que le transfert de 

lymphocytes T CD4
+
 spécifiques d’un peptide issu de la molécule de classe I K

d
 dans une souris 

RAG
-/-

 ayant reçu une greffe cardiaque de phénotype K
d
 provoque le rejet rapide de la greffe par 

la voie indirecte (Honjo, Xu et al. 2004; Honjo, Yan Xu et al. 2004). L’activation indirecte des 

lymphocytes T CD4
+
 a été la plus étudiée mais il semble que les lymphocytes T CD8

+
 puissent 

également être activés et participer au rejet. Tout d’abord, il a été montré que le phénomène de 

présentation croisée des antigènes permet aux molécules du CMH de classe I de présenter des 

peptides non endogènes (Albert, Pearce et al. 1998; Albert, Sauter et al. 1998).  

De plus, des études récentes ont montré que l’endothélium du receveur pouvait également 

activer de façon efficace les T CD8
+
,
 
mais pas les

 
T CD4

+ 
, par la voie indirecte de présentation 

lors d’une greffe de peau (Valujskikh, Lantz et al. 2002). 

 

II-1.3 La voie semi-directe de présentation 

L’activation indirecte des T CD8
+
 nécessite la présence d’un T CD4

+
 helper activé par la 

même CPA. Mais certaines études ont montré qu’un lymphocyte T CD4
+
 présentant une 

allospécificité indirecte pouvait activer un lymphocyte T CD8
+
 d’allospécificité directe (Lee, 

Grusby et al. 1994; Wise, Bemelman et al. 1998). Ceci peut s’expliquer par le captage et la 

présentation de molécules intactes du CMH par les CPA, phénomène appelé présentation semi-

directe. Plusieurs équipes ont ainsi observé que les cellules dendritiques sont capables de capter 

ces molécules de CMH à partir d’autres cellules dendritiques ou de cellules endothéliales (Herrera, 

Golshayan et al. 2004). Ces cellules sont alors capables d’activer des lymphocytes T CD4
+ 

et 

CD8
+ 

 naïfs (Herrera, Golshayan et al. 2004) (Bedford, Garner et al. 1999). L’observation 

précédemment citée selon laquelle les cellules endothéliales peuvent activer les T CD8
+ 

 pourrait 

également s’expliquer par ce mécanisme semi-direct, d’autant plus qu’il a été montré que 

l’activation T par la voie directe pouvait s’effectuer en dehors des organes lymphoïdes 

secondaires, probablement au niveau de la greffe elle-même (Baratin, Bonin et al. 2004). Ainsi il 

se pourrait que cette activation semi-directe puisse elle aussi se dérouler au niveau du greffon. 
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II-2 Les effecteurs du rejet aigu 

II-2.1 Les lymphocytes cytotoxiques 

Plusieurs types cellulaires sont impliqués dans le rejet d’une allogreffe vascularisée. Ces 

réponses effectrices peuvent provoquer la destruction du greffon de deux façons, soit d’une 

manière antigène spécifique, soit d’une manière non spécifique via des mécanismes pro-

inflammatoires.  

Parmi les mécanismes dirigés spécifiquement contre les antigènes du greffon, la génération 

et l’activation des lymphocytes T CD8
+
 cytotoxiques (CTL) est l’une des voies principales du 

rejet. Ces lymphocytes T CD8
+
 sont activés par la voie directe de présentation par les CPA du 

donneur mais ils peuvent également être activés par les cellules endothéliales du donneur qui, 

lorsqu’elles sont activées, acquièrent des capacités de présentation suffisantes pour induire le rejet 

(Kreisel, Krupnick et al. 2002a; Kreisel, Krupnick et al. 2002b). L’activation des CTL qui peut 

être indépendante ou non des lymphocytes T CD4
+
 (Zhai, Meng et al. 2003) et de la costimulation 

(Jones, Van Maurik et al. 2000; Zhai, Meng et al. 2003), se traduit par la formation de granules 

cytotoxiques contenant des molécules solubles comme la perforine, les granzymes, ou la 

granulysine et des protéines membranaires telles que Fas ligand (FasL). L’interaction du TCR 

avec le CMH de classe I de la cible provoque la fusion des granules cytotoxiques avec la 

membrane du CTL et la libération de leur contenu au niveau de la synapse immunologique. En 

présence de calcium, les perforines s’assemblent pour former des pores dans la membrane de la 

cellules cible permettant ainsi l’entrée des granzymes B. Ces granzymes vont alors induire 

l’apoptose de la cellule cible par plusieurs mécanismes, notamment l’activation directe de la 

procaspase 3 et l’activation indirecte de la procaspase 9 (Sutton, Davis et al. 2000; Trapani, Davis 

et al. 2000; Wang, Wieckowski et al. 2001). 

 Une deuxième voie effectrice des CTL passe par l’interaction Fas/FasL entre le CTL et sa 

cible. FasL peut, soit être inclus dans les granules cytotoxiques, soit être exporté directement à la 

membrane. Les mécanismes effecteurs résultant de l’activation de Fas sur la cellule cible passent 

également par les caspases et produisent les mêmes effets que le granzyme B. FasL peut être 

détecté lors de rejet d’allogreffe chez l’homme (Oh, Kim et al. 2001) mais il ne semble pas être la 

voie privilégiée d’action des CTL dans le rejet d’allogreffe. Des études in vitro ont en effet montré 

que l’inhibition des granzymes B réduit l’apoptose de cellules rénales exposées à des CTL issus de 

patients en rejet aigu, ce que ne fait pas l’inhibition de FasL (Wever, Boonstra et al. 1998). 
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II-2.2 La réaction d’hypersensibilité retardée. 

La réaction d’hypersensibilité retardée (DTH : Delayed-type Hypersensitivity) est médiée 

principalement par les lymphocytes T CD4
+
 auxiliaires de type Th1 qui sécrètent des cytokines 

telles que l’IFN  ou le TNF (Tumor Necrosis Factor). Ces cytokines possèdent une action pro-

inflammatoire, elles induisent notamment l’activation des monocytes et des macrophages. Cette 

activation se traduit entre autre par la production de nouvelles cytokines et de chémokines, ainsi 

que par la sécrétion d’enzymes protéolytiques et de monoxyde d’azote qui accentuent 

l’inflammation. Les molécules pro-inflammatoires produites lors de la DTH jouent également sur 

la physiologie de la greffe, en perturbant l’intégrité vasculaire du greffon. Des études menées chez 

la souris et chez l’homme ont montré que la DTH est contrôlée par le TGF  (Transforming 

Growth Factor ) et l’IL-10 chez des receveurs tolérant leur greffon cardiaque, rénal ou hépatique 

(Bickerstaff, VanBuskirk et al. 2000; VanBuskirk, Burlingham et al. 2000). 

 

II-2.3 Les anticorps et le complément. 

Les alloanticorps dirigés, soit contre le système ABO, soit contre les molécules de CMH, 

peuvent induire plusieurs types de réponses. Tout d’abord, ils peuvent déclencher l’ADCC 

(Antibody-Dependent Cellular Cytotoxicity) en recrutant les cellules NK (Natural Killer) et les 

macrophages via leurs récepteurs aux fragments Fc. L’activation des cellules NK déclenche 

l’activation du système perforine/granzyme, alors que l’activation des macrophages se traduit par 

le relargage de monoxyde d’azote, de TNF  et des espèces réactives de l’oxygène. La fixation des 

alloanticorps peut également provoquer le recrutement et l’activation du système du complément. 

Toutefois, contrairement au rejet hyperaigu qui est clairement dépendant des anticorps, leur 

rôle dans le rejet aigu reste controversé. En effet, les lymphocytes B ne constituent pas la 

population majoritaire observée lors de biopsies de patients présentant un rejet aigu. De la même 

façon, des dépôts d’immunoglobulines et de complément ne sont pas systématiquement retrouvés. 

A l’inverse, des études chez la souris ont montré une contribution des alloanticorps dans le rejet 

aigu. Ainsi, dans un modèle de souris déficientes en immunoglobulines, le transfert de sérums 

immuns accélère le rejet (Brandle, Joergensen et al. 1998; Wasowska, Qian et al. 2001). Des 

études ultérieures ont également montré qu’aussi bien les fractions fixant le complément (IgG2b), 

que celles qui ne fixent pas le complément, participent aux mécanismes du rejet (Rahimi, Qian et 

al. 2004). 
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II-3- L’activation lymphocytaire T 

 

 L’activation des cellules alloréactives nécessite trois signaux. Le premier signal est 

constitué par l’interaction spécifique du complexe CMH-peptide avec le TCR (T Cell Receptor) 

du lymphocyte T. Le second signal est fourni par l’interaction des molécules de costimulation 

présentes sur les CPA avec leurs récepteurs exprimés par les lymphocytes T. La combinaison de 

ces signaux permet la synthèse et la sécrétion de cytokines, notamment l’IL-2, ce qui constitue le 

troisième signal. 

 

II-3.1 Le signal antigénique 

Le TCR étant dépourvu de domaine intracytoplasmique, le signal résultant de son 

interaction avec les molécules de CMH de classe I ou II de la CPA est transmis au lymphocyte par 

l’intermédiaire du complexe CD3. Ce complexe, lié de façon non covalente au TCR, se compose 

de 6 sous unités : ,  et 2 sous unités  et . En plus du CD3, le TCR est également associé à des 

co-récepteurs, CD4 ou CD8, qui déterminent le type de CMH reconnu par le TCR. Le CD4 et le 

CD8 reconnaissent des régions non polymorphes des molécules de classe II et de classe I, 

respectivement. Ces co-récepteurs sont associés avec la tyrosine kinase p56Lck.  

 La reconnaissance d’un complexe CMH-peptide par le TCR entraîne son oligomérisation 

et la phosphorylation du CD3 par la p56Lck au niveau de ses motifs ITAM (Iwashima, Irving et 

al. 1994). Ceci va ensuite déclencher une cascade de signalisation à l’origine du signal 

antigénique. 

 

III-3.2- La costimulation 

Un deuxième signal est nécessaire à la pleine activation lymphocytaire. En son absence, le 

lymphocyte devient anergique et réfractaire à toute stimulation pour un temps donné (Jenkins and 

Schwartz 1987). Cette anergie peut être levée en court-circuitant le second signal par un apport 

exogène d’IL-2 qui constitue le troisième signal.  

 Le deuxième signal est fourni par un ensemble de molécules qui augmentent l’avidité de 

l’interaction TCR/CMH-peptide et qui amplifient le signal transduit par le complexe TCR-CD3. 

Enfin, les molécules de costimulation elles-mêmes transduisent un signal au lymphocyte T, 

indépendamment du CD3 (Bjorndahl, Sung et al. 1989). De nouvelles molécules de costimulation 

sont découvertes régulièrement et parmi elles on distingue plusieurs familles, notamment la 
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superfamille des immunoglobulines (dont CD28 et CTLA4), la superfamille du TNFR (Tumor 

Necrosis Factor Receptor) (dont CD40L) et la superfamille des intégrines. Notre étude s’étant plus 

particulièrement intéressée au rôle des molécules CD28, CTLA-4 et CD40L, seules ces molécules 

seront présentées en détail. Un résumé non exhaustif présente les autres signaux de costimulation 

dans le tableau 1. 

 

Tableau 1 : Tableau non exhaustif des signaux de costimulation impliqués dans l’activation 

lymphocytaire T. 

 

 Récepteur Ligand Effet 

Super 

famille des 

Ig 

ICOS ICOSL 
Activateur 

CD28 B7-1 et 2 

PD-1 PDL-1 et-2  

Inhibiteur BTLA HVEM ? 

CTLA-4 B7-1 et 2 

Super famille 

du 

TNFR 

4-1 BB 4-1 BBL 

Activateur 

HVEM LIGHT 

OX40 OX40L 

TRANCE RANK 

GITR GITRL 

CD27 CD70 

Intégrines 
LFA-1 ICAM-1 

Activateur 
VLA-4 VCAM-1 

 

 

III-3.3- Le signal des cytokines 

 Suite aux signaux 1 et 2, le lymphocyte progresse dans le cycle cellulaire jusqu’à la mitose. 

Lors de ce processus, les signaux émanants des cytokines sont décisifs et déterminent le devenir 

des cellules. L’IL-2 joue notamment un rôle pivot dans ce processus en induisant des signaux de 

prolifération et de différenciation, c’est pourquoi son expression est finement régulée par les 

signaux émanants du TCR et de ses co-récepteurs. Certaines molécules immunosuppressives telles 
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que la cyclosporine A ou le FK506 agissent en inhibant la synthèse d’IL-2, bloquant ainsi la 

prolifération des cellules alloréactives (Clipstone and Crabtree 1992). 

II-4 La différenciation des lymphocytes T 

II-4.1 La différenciation des lymphocytes T CD4+ 

Les travaux de Mosmann et collègues ont permis de distinguer deux sous-populations 

lymphocytaires T CD4
+
, les Th1 et les Th2, d’après leur profil d’expression cytokinique 

(Mosmann, Cherwinski et al. 1986). Les cellules T helper 1 produisent de l’IFN , de l’IL-2 et le 

TNF . Cette sous-population induit également la commutation de classe des Ig vers l’isotype 

IgG2b chez le rat (Gracie and Bradley 1996). Elle contrôle certaines réponses humorales et les 

réponses cellulaires telles que l’activation des cellules T CD8
+
 cytotoxiques et la réponse 

d’hypersensibilité retardée. La sous-population Th2 produit de l’IL-4, de l’IL-13, de l’IL-5, de 

l’IL-6, de l’IL-9 et de l’IL-10. D’autre part, elle dirige la commutation de classe vers les isotypes 

IgG1 et IgG2a (Saoudi, Bernard et al. 1999) et favorise la réponse humorale et l’hypersensibilité 

allergique.  

Ces deux populations dérivent d’une population unique appelée Th0, elle-même dérivant 

de cellules naïves CD4
+
 sécrétant de l’IL-2 et de l’IL-4. L’avidité du TCR pour le complexe 

CMH-peptide, la nature des molécules de costimulation et de la CPA (macrophage, cellule 

dendritique), ainsi que l’environnement cytokinique, influencent la différenciation vers l’un ou 

l’autre phénotype (Murphy and Reiner 2002). Ainsi, la réponse à l’ovalbumine sera plutôt de type 

Th2 si la présentation du peptide est effectuée par des lymphocytes B alors que les cellules 

adhérentes génèrent plutôt une réponse Th1 (Gajewski, Pinnas et al. 1991). Chez la souris, les 

cellules dendritiques CD8
+
 produisent de l’IL-12 et stimulent la différenciation Th1. A l’inverse, 

les CD8
-
 induisent plutôt une différenciation Th2 (Maldonado-Lopez, De Smedt et al. 1999). De 

la même façon, l’engagement de B7-2 avec la molécule de costimulation CD28 est nécessaire au 

développement d’un phénotype Th2 alors qu’un phénotype Th1 est généré indifféremment avec 

B7-1 ou B7-2 (Ranger, Das et al. 1996). Enfin, il existe une inhibition réciproque entre les deux 

sous-populations. Ainsi, in vitro la présence d’IL-4 favorise le développement de cellules Th2 et 

inhibe le développement des cellules Th1. A l’inverse, l’IFN  favorise l’obtention d’un phénotype 

Th1 (Swain, Weinberg et al. 1990). L’environnement cytokinique influence également le devenir 

des lymphocytes T CD4
+
 naïfs. Cet environnement est généré non seulement par la CPA mais 

également par d’autres populations telles que les mastocytes ou les basophiles qui sécrètent de 

l’IL-6 et de l’IL-4, favorisant ainsi un phénotype Th2 (Diehl and Rincon 2002) (Dorado, Jerez et 
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al. 2002). Enfin, il faut noter que la population T CD4
+
 ne se limite pas à une dichotomie Th1/Th2 

mais qu’il existe également d’autres sous-populations comme les cellules régulatrices Tr1 ou Th3 

qui seront détaillées dans le chapitre consacré aux cellules régulatrices. 

 

II-4.2 La différenciation des lymphocytes T CD8+ 

 Différentes sous populations sont également présentes au sein de la population T CD8
+
, les 

Tc1 et les Tc2. Leurs profils cytokiniques sont similaires aux profils Th1 ou Th2, respectivement. 

Les Tc1 sont définies comme sécrétant de l’IFN  mais pas d’IL-4 ni d’IL-5. Les Tc2 sont quant à 

elles des cellules qui sécrètent de l’IL-4 et de l’IL-5 mais pas d’IFN  (Paliard, de Waal Malefijt et 

al. 1988; Croft, Carter et al. 1994; Sad, Marcotte et al. 1995) Les deux sous populations 

expriment également de l’IL-6, de l’IL-10 et de l’IL-3 en quantité toutefois plus importante pour 

les Tc2 que pour les Tc1. Leurs niveaux de perforine et de FasL sont similaires et leur activité 

cytotoxique est comparable. A la différence des T CD4
+
 qui peuvent se différencier 

indifféremment en Th1 ou Th2, les T CD8
+
 naïfs montrent une nette préférence pour le profil Tc1. 

De la même façon que pour les cellules Th1, l’IFN  et l’IL-12 favorisent un profil Tc1. 

L’obtention de cellules Tc2 quant à elle nécessite de fortes quantités d’IL-4 et l’inhibition de 

l’IFN .  

Cette diversité dans la population T CD8
+
 permet de moduler les réponses effectrices 

durant une réponse immunitaire. Ainsi, les cellules Tc2 peuvent permettre la coexistence d’une 

réponse cytotoxique forte et d’une réponse anticorps grâce à leur profil cytokinique similaire à 

celui des Th2. Cette différence de fonction s’applique également lors d’une greffe. Ainsi, le 

transfert de cellules Tc1 dans une souris RAG
-/-

 provoque le recrutement de cellules mononuclées 

et une vasculopathie du greffon cardiaque, alors que le transfert de cellules Tc2 induit le 

recrutement de polynucléaires basophiles responsables du rejet de la greffe (Delfs, Furukawa et al. 

2001). De même, lors d’une greffe de moelle osseuse, les cellules Tc2 semblent favoriser la prise 

de greffe et prévenir le développement de la GVHD (Graft versus Host Disease)(Fowler and Gress 

2000; Erdmann, Jung et al. 2004). 
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II-5 La costimulation  
 

II-5.1 La famille CD28 

La famille CD28 se compose de 5 membres  (CD28, CTLA-4 (Cytotoxic T Lymphocyte-

associated Antigen 4), ICOS (Inducible Costimulator), PD-1 (Program Death 1) et BTLA (B and 

T Lymphocyte Attenuator)) qui appartiennent à la superfamille des immunoglobulines (Ig). Ce 

sont toutes des glycoprotéines transmembranaires de type I composées de domaines Ig 

extracellulaires et d’une courte queue intracytoplasmique servant à la transduction du signal. Par 

la suite seule la voie CD28/CTLA-4/B7 sera détaillée. 

II-5.1.1 La voie CD28/CTLA-4/B7 

II-5.1.1a Structure et expression 

Le CD28 est constitutivement exprimé à la surface de la majorité des lymphocytes T CD4
+
 

humains et murins et sur tous les T CD8
+
 murins, ainsi que sur 50% des T CD8

+
 humains. 

D’autres types cellulaires peuvent exprimer le CD28 comme les cellules NK, les neutrophiles 

(Venuprasad, Parab et al. 2001) et les éosinophiles (Woerly, Roger et al. 1999). Le CTLA-4, quant 

à lui, n’est que faiblement détectable à la surface des lymphocytes T naïfs ou au repos. Il s’agit en 

effet d’une molécule inductible localisée dans des granules intracytoplasmiques (Iida, Ohno et al. 

2000). Son expression en surface dépend de l’activation du lymphocyte suite à l’engagement de 

son TCR. Le CTLA-4 est plus fortement exprimé sur les cellules régulatrices CD4
+
CD25

+
 

(Takahashi, Tagami et al. 2000) et il peut également être détecté sur les lymphocytes B, les 

cellules souches CD34
+
 et les granulocytes (Pistillo, Tazzari et al. 2003).  

Aussi bien le CD28 que le CTLA-4 lient leurs ligands, les molécules B7, grâce à un motif 

extracellulaire MYPPPY et ils peuvent s’homodimériser à la surface de la cellule grâce à une 

cystéine unique présente sur le domaine extracellulaire. Cependant, alors que le CD28 lie un 

dimère de molécules B7 de façon monovalente, le CTLA-4 peut quant à lui interagir avec les 

molécules B7 de façon divalente, ce qui aboutit à la formation d’une structure en forme de 

fermeture éclair. Ceci permet au CTLA-4 de lier les molécules B7 avec une plus forte avidité et 

une plus faible constante de dissociation que le CD28 (Stamper, Zhang et al. 2001). Le domaine 

intracytoplasmique du CD28 contient un motif YMNM qui lui permet de recruter la PI3 kinase 

alors que la partie intracytoplasmique du CTLA-4 lui permet de recruter des phosphatases telles 

que SHP-2 (Lee, Chuang et al. 1998) et PP2A (Chuang, Fisher et al. 2000). Cette différence dans 
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les molécules de transduction du signal fait partie des mécanismes qui permettent à ces deux 

protéines d’avoir des effets différents tout en liant les mêmes ligands. 

Les molécules B7 sont les ligands du CD28 et du CTLA-4. Elles sont présentes sur de 

nombreux types cellulaires capables de présentation antigénique, notamment les cellules 

dendritiques (Vandenberghe, Delabie et al. 1993), les macrophages (Vandenberghe, Delabie et al. 

1993), les lymphocytes B (Freedman, Freeman et al. 1987) ou les cellules interdigitées spléniques 

et ganglionnaires (Vandenberghe, Delabie et al. 1993). 

B7-1 (CD80) est exprimée sur les cellules présentatrices d’antigènes en réponse à des 

stimuli de maturation, alors que B7-2 (CD86) est présente constitutivement à de faibles niveaux. 

Son expression augmente rapidement lors de l’activation de la cellule dendritique (Inaba, Witmer-

Pack et al. 1994). Malgré un domaine intracellulaire court, il a été récemment montré que les 

molécules B7 sont capables de transduire un signal à la CPA (Grohmann, Orabona et al. 2002), ce 

qui implique qu’elles aussi peuvent jouer un rôle dans la modulation de la réponse immune. 

 

II-5.1.1b Les effets immunomodulateurs de la voie CD28/CTLA-4/B7 dans la réponse 

lymphocytaire T 

 Le CD28  

La voie CD28/CTLA-4/B7 a été la première voie de costimulation décrite et elle est 

actuellement la mieux caractérisée. CD28 transmet un signal qui agit en synergie avec le signal du 

TCR pour promouvoir l’activation T. Hormis le cas où l’on utilise un anticorps superagoniste, 

l’engagement du CD28 seul, en l’absence du TCR, n’a pas d’effet physiologique. Les effets dus au 

CD28 sont très nombreux et les souris déficientes pour le CD28 ou traitées avec un antagoniste de 

la voie CD28/B7 présentent une réponse réduite dans de nombreuses conditions, notamment lors 

d’une réponse anti-infectieuse ou allogénique, lors de la GVHD (Graft Versus Host Disease) ou de 

l’asthme (pour revue (Acuto and Michel 2003)). Cette inhibition affecte aussi bien la prolifération, 

la commutation de classe des Ig, la différenciation Th2 ou la réponse cytotoxique des T CD8
+
 

dépendante des T CD4
+
 (pour revue (Acuto and Michel 2003)). Des études chez la souris NOD 

(Non Obese Diabetic) ont montré que la voie CD28/B7 est également nécessaire au 

développement et à l’homéostasie des lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+
 (Tang, Henriksen et 

al. 2003). 

Le recrutement du CD28 au niveau de la synapse immunologique se fait indépendamment 

du TCR (Acuto, Mise-Omata et al. 2003) et permet notamment de diminuer le seuil d’activation 

du lymphocyte, ainsi que le nombre d’interactions TCR/CMH-peptide nécessaires à cette 

activation (Viola and Lanzavecchia 1996). Il est intéressant de noter que des études comparant 
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l’activation de cellules T naïves et mémoires ont montré que ces dernières sont moins dépendantes 

du CD28 que les cellules naïves en ce qui concerne la prolifération et la production de cytokines. 

Ceci pourrait être du à une expression constitutivement activée de la p56lck ce qui diminuerait 

ainsi le seuil d’activation du lymphocyte. 

Les conséquences moléculaires des signaux transduits par le CD28 sont nombreux. On 

observe notamment une élévation du calcium intracellulaire, ce qui permet la translocation 

calcium-dépendante des facteurs de transcription NF-AT (Nuclear Factor of Activated T cell) et 

AP-1 (Activator Protein 1). L’engagement du CD28 permet également l’activation de NF- B 

(Nuclear Factor B). Ces facteurs de transcription contrôlent notamment la transcription de 

nombreux gènes de cytokines comme l’IFN  , l’IL-4 et surtout l’IL-2 (Thompson, Lindsten et al. 

1989; McAdam, Schweitzer et al. 1998) qui agit de façon autocrine et fournit un signal de 

prolifération. L’interaction CD28/B7 provoque également une surexpression des cyclines D 

(Boonen, van Dijk et al. 1999) qui, associées aux signaux fournis par l’IL-2, favorisent la 

progression de la cellule dans le cycle cellulaire et donc sa prolifération. D’autres gènes sont 

également activés comme ceux régulant le métabolisme du glucose (Diehn, Alizadeh et al. 2002) 

ou le gène codant pour le facteur anti apoptotique Bcl-xL (Boise, Minn et al. 1995) qui permet la 

survie des lymphocytes activés. 

L’interaction CD28/B7 provoque le recrutement, au niveau de la synapse immunologique, 

d’autres molécules de costimulation, dont CTLA-4 et ICOS, mais également de molécules de 

liaison telles que LAT (Linker for Activation of T cell) (Martin, Schneider et al. 2001) ou de 

protéines kinases nécessaires à la transduction du signal via le TCR. Ces mouvements passent par 

une réorganisation du cytosquelette qui est initiée par le CD28 (Wulfing and Davis 1998; Viola, 

Schroeder et al. 1999). Ainsi, l’enrichissement cytoplasmique en protéine kinase  qui intervient 

dans la voie de signalisation du TCR n’est pas possible chez des souris CD28 KO (Huang, Lo et 

al. 2002). L’effet agoniste de l’engagement du CD28 sur la synthèse d’IL-2 est résumé dans la 

figure 1. 

Enfin, notons que l’effet du CD28 est variable en fonction de la sous population observée : 

les CD4
+
 naïfs sont plus sensibles que les CD4

+
 mémoires qui sont eux mêmes plus sensibles que 

les CD8
+
 (Rochford, Riggs et al. 2004). 
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Figure 1 : Schéma récapitulatif des signaux issus de CD28 et aboutissant à la synthèse d’IL-

2. 

 

 Le CTLA-4 

CTLA-4 est un inhibiteur du signal transduit par le TCR et le CD28. Suite à l’engagement 

de ce dernier, CTLA-4 est exporté à la membrane au niveau du site d’engagement du TCR 

(Linsley, Bradshaw et al. 1996). Cette proximité du CTLA-4 et du TCR permet la phosphorylation 

de la tyrosine Y165 du domaine intracytoplasmique du CTLA-4 par une protéine associée au CD3, 

ZAP-70 (  chain Associated Protein). Cette phosphorylation active CTLA-4 et permet son 

maintien en surface et empêchant son internalisation. La translocation à la membrane du CTLA-4 

dépend de la force du signal généré par le TCR (Egen and Allison 2002) : un signal généré par un 

peptide fortement agoniste induira ainsi une plus grande expression de CTLA-4 en surface qu’un 

signal généré par un peptide faiblement agoniste. Ceci permet de réguler finement le signal négatif 

transmis à la cellule. 

L’inhibition de l’activation lymphocytaire T peut résulter de deux mécanismes différents. 

D’une part, le CTLA-4 possédant une affinité plus élevée pour les molécules B7 que le CD28, il 

peut entrer en compétition avec lui, interrompant ainsi le signal transmis par ce dernier (Alegre, 

Noel et al. 1996). D’autre part, il a été montré que l’activation du CTLA-4 se traduit par une 

phosphorylation de la tyrosine Y201 au niveau du domaine intracytoplasmique (Zhang and 
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Allison 1997). Cette phosphorylation permet d’une part le recrutement de la phosphatase SHP-2 

(Marengere, Waterhouse et al. 1996) et d’autre part de la PI3-K (Schneider, Prasad et al. 1995). Le 

recrutement de SHP-2 permettrait notamment la déphosphorylation de la chaîne  du CD3 (Lee, 

Chuang et al. 1998). L’interaction CTLA-4/CD3  favorise également l’exclusion de la synapse 

immunologique de cette sous unité du CD3 (Chikuma, Imboden et al. 2003). Cependant, le rôle 

exact des tyrosines dans la transmission du signal inhibiteur du CTLA-4 reste controversé, des 

études ayant montré que la délétion de ces acides aminés ne modifiait pas la transduction du signal 

(Cinek, Sadra et al. 2000). 

L’inactivation du CTLA-4, et donc la déphosphorylation de Y201 et de Y165, permet la 

fixation d’AP-2, une protéine associée au manteau de clathrine. Cette fixation d’AP-2 déclenche 

l’internalisation de la molécule dans des puits de clathrine (Shiratori, Miyatake et al. 1997; Zhang 

and Allison 1997).  

La coordination entre les signaux générés par le CD28 et le CTLA-4, ainsi que 

l’importance relative des deux mécanismes inhibiteurs du CTLA-4, ne sont pas encore clairement 

définis. Cependant, les effets de l’engagement du CTLA-4 sont eux connus : le CTLA-4 inhibe la 

synthèse d’IL-2, la progression dans le cycle cellulaire et met un terme aux réponses T (Walunas, 

Lenschow et al. 1994; Krummel and Allison 1995). L’inhibition de la synthèse d’IL-2 s’effectue 

notamment par l’inhibition de la dégradation de I B , ce qui empêche la translocation de NF- B 

dans le noyau (Pioli, Gatta et al. 1999). Le CTLA-4 agit également en bloquant la synthèse 

d’éléments nécessaires à la progression de la cellule dans le cycle cellulaire, notamment la cycline 

D3 ou cdk4 et 6 (Cyclin Dependant Kinase), ce qui bloque la prolifération lymphocytaire T en 

phase G0 (Blair, Riley et al. 1998). Chez les lymphocytes T CD4
+
 activés, l’interaction CTLA-

4/B7 se traduit en plus par une induction de l’apoptose (Scheipers and Reiser 1998). Cette dernière 

propriété peut d’ailleurs être utilisée dans la lutte anti-tumorale via l’activation des caspases 8 et 3, 

certaines tumeurs exprimant CTLA-4 (Contardi, Palmisano et al. 2005). 

A cause de ses multiples effets, le CTLA-4 joue un rôle important dans le contrôle des 

réponses immunes et de l’homéostasie lymphocytaire. En effet, les souris déficientes pour cette 

molécule de costimulation présentent des désordres lymphoprolifératifs qui aboutissent à la mort 

des animaux en 3 à 4 semaines (Tivol, Borriello et al. 1995). La double déficience CD28 et 

CTLA-4 permet de restaurer une homéostasie normale (Mandelbrot, Oosterwegel et al. 2001). De 

la même façon, les souris déficientes pour les molécules CTLA-4 et B7-1 et 2 ne présentent plus 

de désordres lymphoprolifératifs et ont une espérance de vie normale (Mandelbrot, McAdam et al. 

1999). 



  Introduction Allotransplantation 

 23 

 

 Les molécules B7 

Des études récentes ont montré que le rôle des molécules B7 ne se limite pas uniquement à 

être des ligands de CD28 et CTLA-4 mais qu’elles peuvent également transduire un message à la 

CPA qui les exprime. En effet, l’interaction B7/CTLA-4, que ce soit via l’interaction avec le 

lymphocyte T ou via des formes solubles comme le CTLA4-Ig, induit l’expression d’IDO 

(indoléamine 2,3 dioxygénase) par les CPA. Une autre étude a également montré que l’incubation 

de PBMC (Peripheral Blood Mononucleated Cell) avec du CTLA4-Ig induisait l’expression 

d’IDO non seulement par les CPA mais également par les lymphocytes T CD4
+
 (Boasso, 

Herbeuval et al. 2005).  

Initialement caractérisé chez le lapin, IDO a été décrit comme pouvant inhiber la 

croissance de pathogènes et de cellules tumorales in vitro via la dégradation d’un acide aminé 

essentiel, le tryptophane (Taylor and Feng 1991). En 1999, un nouveau rôle d’IDO a été suggéré 

par Mellor et Munn suggérant qu’IDO pouvait inhiber les réponses lymphocytaires T. Depuis, 

IDO a été impliqué dans la régulation de nombreux phénomènes, notamment l’inhibition des 

réponses T maternelles dirigées contre le fœtus (Munn, Zhou et al. 1998), la tolérance à certaines 

tumeurs (Friberg, Jennings et al. 2002) ou comme un facteur protecteur vis à vis de désordres 

immunitaires (Sakurai, Zou et al. 2002). 

L’expression d’IDO est régulée au niveau génique par le présence de différents éléments 

de réponse au niveau de son promoteur, notamment des éléments de réponse aux interférons de 

type I (IFN / ) et II (IFN ) (Taylor and Feng 1991; Hassanain, Chon et al. 1993). Il existe une 

forte corrélation entre inflammation, production d’IFN et expression d’IDO. Cependant, in vivo, 

suite à une exposition aux lipopolysaccharides bactériens, l’expression d’IDO dépend de la 

présence de TNF mais pas de l’IFN , ce qui indique qu’il existe une voie de signalisation 

indépendante permettant l’expression de l’enzyme (Fujigaki, Saito et al. 2001). Ainsi, la molécule 

de fusion CTLA4-Ig a été montré comme induisant IDO suite à son interaction avec CD80/86 

(Grohmann, Orabona et al. 2002) et cette induction dépend ou non de la présence d’IFN  en 

fonction des modèles (Mellor, Chandler et al. 2004).  

L’expression d’IDO n’est pas nécessairement corrélée à une activité enzymatique. Ainsi, 

bien que les deux sous populations de cellules dendritiques murines CD8
+
 et CD8

- 
expriment 

des quantités similaires d’IDO, seules les CD8
+
 catabolysent le tryptophane (Fallarino, Vacca et 

al. 2002). L’activité d’IDO aboutit ainsi à la déplétion du tryptophane dans le microenvironnement 

de la cellule. Cette déprivation d’un acide aminé essentiel induit un arrêt de la prolifération 
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cellulaire, ce qui, de plus, pourrait rendre les cellules plus sensibles à l’apoptose (Munn, 

Shafizadeh et al. 1999; Lee, Park et al. 2002). D’autres études ont également montré que les 

produits du catabolisme du tryptophane jouent également un rôle dans l’activité 

immunosuppressive d’IDO. C’est le cas notamment des lymphocytes T CD4
+
 murins ou des 

cellules T humaines qui sont sensibles à l’acide picolinique ou la kynurénine (Fallarino, 

Grohmann et al. 2002; Frumento, Rotondo et al. 2002; Terness, Bauer et al. 2002) issus de la 

dégradation du tryptophane. Outre ces effets directs sur les cellules T, IDO peut également agir de 

façon indirecte, notamment en agissant sur la cellule dendritique. Bien que cela n’ait pas encore 

été démontré pour ce type cellulaire, IDO a été montré comme stabilisant les ARN de cytokines 

produites par des cellules épithéliales ou régulant négativement l’expression des molécules de 

CMH de classe I sur les kératinocytes (van Wissen, Snoek et al. 2002; Li, Tredget et al. 2004). 

Ceci suggère que des mécanismes similaires pourraient avoir lieu dans les cellules dendritiques, 

leur conférant ainsi un phénotype tolérogène.  

Plusieurs études ont montré qu’un petit nombre de cellules exprimant IDO pouvait inhiber 

les réponses T in vivo (Mellor, Chandler et al. 2004). L’une des explications possibles à ce 

phénomène est que ces cellules sont capables de générer de nouvelles cellules régulatrices et ainsi 

d’amplifier la régulation, permettant d’induire une tolérance systémique. Dans le domaine de la 

transplantation, l’obtention de cellules IDO
+
 pourrait ainsi être d’une grande importance dans la 

mise en place d’une tolérance à une allogreffe. 

 

II-5.1.1c Blocage de la voie CD28/CTLA-4/B7 en transplantation 

Afin de déterminer le rôle de la voie CD28/CTLA-4/B7 en transplantation, de nombreux 

modèles ont été générés. Chez la souris, une greffe de peau effectuée chez des receveurs CD28 

KO est rejetée avec la même cinétique que chez des receveurs sauvages. La déplétion des 

lymphocytes T CD8
+
 mais pas des T CD4

+
 permet de prolonger significativement la survie, 

indiquant que les T CD8
+
 ne sont pas altérés par l’absence de CD28 dans ce modèle (Ha, 

Bingaman et al. 2001). Dans un modèle de greffe cardiaque, les animaux CD28 KO rejettent leur 

greffon alors que les animaux traités par CTLA4-Ig ne le font pas (Szot, Zhou et al. 2000). 

Cependant, chez ces animaux, les populations impliquées dans le rejet sont différentes. Comme 

dans les modèles de greffe de peau, les T CD4
+
 sont altérés et le rejet requiert la participation des 

T CD8
+
 (Szot, Zhou et al. 2001). Ce rejet peut être prévenu par le blocage de la voie 

CD40/CD40L, indiquant qu’un blocage de plusieurs voies de costimulation est nécessaire pour 

prévenir efficacement le rejet dans ce modèle.  
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L’utilisation de la molécule CTLA4-Ig dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat 

permet d’obtenir une longue survie des greffons (Guillot, Mathieu et al. 2000). Cependant, cette 

longue survie s’accompagne de lésions de rejet chronique et les receveurs ne répondent pas à une 

stimulation par des antigènes exogènes, indiquant que les animaux ne sont pas 

immunocompétents. Chez la souris, dans un modèle de tolérance spontanée à une allogreffe 

hépatique, l’inhibition de l’interaction CTLA-4/B7 empêche l’établissement de cette tolérance (Li, 

Zheng et al. 2005), ce qui suggère que cette interaction est nécessaire au développement de 

cellules régulatrices, peut être via l’action d’IDO. Des souris déficientes pour l’IFN  sont 

résistantes à l’immunosuppression médiée par le CTLA4-Ig, suggérant que cette molécule 

transduit un signal aux CPA et ne se contente pas d’inhiber l’interaction CD28/B7 (Konieczny, 

Dai et al. 1998). 

Les souris double KO pour les molécules B7 ne rejettent pas leur greffon cardiaque, 

indiquant que la voie CD28/B7 est essentielle lors de l’activation des lymphocytes T allogéniques 

(Szot, Zhou et al. 2000). De plus, l’inhibition sélective de B7-2 par des anticorps bloquants ne 

permet de prolonger la survie du greffon que si l’interaction CTLA-4/B7-1 est préservée (Judge, 

Wu et al. 1999). A la lumière de ces résultats, il apparaît que l’inhibition sélective du CD28 

pourrait être plus efficace pour prévenir le rejet de greffe car elle laisse libre l’interaction CTLA-

4/B7, permettant ainsi de générer un signal régulateur à la fois en direction de la CPA et du 

lymphocyte T, alors que le CTLA4-Ig ne délivre de signal qu’à la CPA. 

Chez la souris, l’utilisation d’un anticorps inhibiteur (clone PV1) (Abe, Vandenberghe et 

al. 1995) permet de prolonger la survie d’allogreffe cardiaque (Szot, Zhou et al. 2001). Le blocage 

de la voie CD28/B7 peut également s’effectuer grâce à des anticorps déplétants (clone 37.51), ce 

qui permet alors de réduire la GVHD en association avec la rapamycine dans un modèle murin 

(Albert, Yu et al. 2005). Notons également qu’il existe des anticorps agonistes n’induisant pas de 

déplétion mais au contraire promouvant l’activation des lymphocytes. Ces anticorps (clone JJ316) 

peuvent être utilisés avec succès dans les maladies auto-immunes telles que l’EAE (Experimental 

Autoimmune Encephalomyelitis) et l’EAN (Experimental Auto immune Neuritis) car ils induisent 

l’activation de cellules régulatrices chez le rat (Schmidt, Elflein et al. 2003; Beyersdorf, Gaupp et 

al. 2005). 

Développé par l’équipe de Thomas Hunig et utilisé chez le rat, le clone anti CD28 JJ319 

induit une modulation du CD28 à la surface des cellules sans induire de déplétion des lymphocytes 

T in vivo. In vitro, cet anticorps active les lymphocytes T (Tacke, Clark et al. 1995), il doit donc 

être utilisé sous forme de Fab pour obtenir un effet modulateur. En transplantation, l’anticorps 

JJ319 permet de prolonger la survie d’allogreffe de cornée (Thiel, Steiger et al. 2005) ou 
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d’allogreffe cardiaque (Dengler, Szabo et al. 1999; Dong, Yuan et al. 2002). De plus, dans un 

modèle de rejet chronique de rein utilisant des souches de rats incompatibles uniquement pour les 

antigènes mineurs d’histocompatibilité, l’anti CD28 permet de prévenir l’apparition des lésions de 

façon aussi efficace que le CTLA4-Ig (Azuma, Chandraker et al. 1996). La greffe rénale semble 

un modèle plus permissif à l’établissement d’une tolérance car un traitement d’induction utilisant 

le JJ319 seul permet d’obtenir une tolérance (Haspot, Seveno et al. 2005) alors que ce même 

traitement n’induit qu’une prolongation de survie de la greffe cardiaque (Dengler, Szabo et al. 

1999). Une longue survie du greffon cardiaque suite à un traitement d’induction ne peut être 

obtenue qu’en association avec un immunosuppresseur comme la CsA (Dong, Yuan et al. 2002) 

ou le CD40Ig (article 2).  

L’intérêt du CD28 réside dans le fait qu’il permet de maintenir l’immunocompétence du 

receveur lui permettant de répondre à des antigènes exogènes (Haspot, Villemain et al. 2002). De 

plus, en association avec le blocage de la voie CD40/CD40L, l’inhibition de la voie CD28/B7 par 

un anticorps anti-CD28 permet d’obtenir une véritable tolérance, sans lésions de rejet chronique 

(article 2). 

 

II-5.2 La voie CD40/CD40L. 

II-5.2.1 Structure et expression 

 CD40 est une protéine d’environ 50 kDa membre de la superfamille des récepteurs du 

TNF. Initialement décrite comme étant exprimée par des cellules de carcinome (Koho, Paulie et al. 

1984), cette protéine a été ensuite trouvée sur les cellules B lors des phases précoces de 

différenciation. D’abord considérée comme un marqueur spécifique des cellules B, elle a ensuite 

été décrite sur d’autres types cellulaires, aussi bien des cellules de l’immunité (monocytes 

(Alderson, Armitage et al. 1993), cellules dendritiques, lymphocytes T (Armitage, Tough et al. 

1993)) que sur des cellules non immunes telles que les cellules épithéliales, les fibroblastes 

(Yellin, Winikoff et al. 1995) ou les cellules endothéliales (van Kooten and Banchereau 1997). 

 CD40L (ou gp39 ou CD154) est une protéine de type II exprimée sur les cellules T 

activées, aussi bien Th0, Th1 que Th2. Bien que principalement restreint aux T CD4
+
, une petite 

population de T CD8
+
 exprime également CD40L. CD40L est également détectée sur de 

nombreux autres types cellulaires tels que les mastocytes, les éosinophiles et les basophiles 

(Gauchat, Henchoz et al. 1995), les cellules B et NK ainsi que sur les cellules dendritiques, les 

cellules endothéliales et les plaquettes. CD40L est présent au niveau de la membrane de la cellule 
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sous forme de multimères (Hsu, Lucci et al. 1997). Deux formes tronquées solubles peuvent 

également être détectées. Ces deux molécules conservent leurs capacités à trimériser, à se lier à 

CD40 et à transduire un signal (Graf, Muller et al. 1995; Mazzei, Edgerton et al. 1995; Ludewig, 

Henn et al. 1996).  

 

II-5.2.2 Les effets de l’engagement de CD40 et CD40L  

 Sur les CPA et les cellules T 

 Le recrutement de CD40 sur les cellules dendritiques et les macrophages accroît 

l’efficacité de la stimulation antigénique, notamment en augmentant l’expression de B7 et des 

molécules d’adhésion à la surface des CPA (Cella, Scheidegger et al. 1996). L’interaction 

CD40/CD40L induit également la production de cytokines inflammatoires (TNF , IL-1, IL-6) qui 

favorisent la maturation des cellules dendritiques de façon autocrine, ce qui se traduit notamment 

par une augmentation du CMH II à la surface de la cellule (Cella, Engering et al. 1997) (figure 2). 

Ces cytokines pro-inflammatoires jouent également un rôle sur le devenir des cellules T car elles 

favorisent la présentation antigénique dans un contexte immunogène plutôt que tolérogène 

(Finkelman, Lees et al. 1996; Vella, Mitchell et al. 1997). L’interaction CD40/CD40L peut être 

impliquée dans la polarisation Th1/Th2 de la réponse immune, bien que ces résultats ne soient pas 

observés dans tous les modèles. Ainsi, dans un modèle de GVHD, l’utilisation d’un anticorps anti 

CD40L retarde l’apparition de la maladie et favorise un phénotype Th2 (Blazar, Taylor et al. 

1997). Cependant, d’autres modèles décrivent une diminution de la production de cytokines sans 

polarisation vers l’un ou l’autre phénotype (Grewal, Xu et al. 1995; Yang and Wilson 1996). 

Enfin, il semble que l’interaction CD40/CD40L entre les CPA et les T CD4
+
 soit essentielle pour 

permettre ensuite l’activation des T CD8
+
 par ces mêmes CPA (Ridge, Di Rosa et al. 1998).  

 Des études portant sur les voies de signalisation intracellulaire ont montré que les effets de 

CD40 sont spécifiques de la population cellulaire. La différence réside dans le recrutement 

différentiel des molécules TRAF (TNF Receptor Associated Factors) au niveau du domaine 

intracytoplasmique de CD40 (Pullen, Miller et al. 1998).  
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Figure 2 : Rôle pivot de l’interaction CD40/CD40L dans la réponse cellulaire T. 

 

 Sur les lymphocytes B 

Des études in vitro ont montré que l’interaction CD40/CD40L entre les lymphocytes T et B 

induisait la prolifération et la différenciation des lymphocytes B, ainsi que la commutation de 

classe des Ig (figure 2). De plus, CD40 permet l’induction d’une activité télomérase dans les 

lymphocytes B mémoires (Hu, Lee et al. 1997), ainsi que l’expression de gènes anti apoptotiques 

tels que Bcl-xL et A20 (Ishida, Kobayashi et al. 1995), permettant ainsi d’augmenter la survie des 

lymphocytes B. L’activation de CD40 permet également l’expression de molécules de 

costimulation (B7) et d’adhésion (ICAM-1, VCAM-1), les molécules de CMH I et II (van Kooten 

and Banchereau 2000) et d’accroître l’expression des récepteurs de l’IL-2, l’IL-4 et l’IL-5 (Grewal 

and Flavell 1998). 

Ces effets sont illustrés in vivo chez les patients présentant un syndrome d’hyper IgM dû à une 

voie CD40/CD40L défectueuse. Ce syndrome se caractérise par un développement réduit des 

follicules B (Facchetti, Appiani et al. 1995), une absence de cellules B mémoires et de 

commutation de classe des Ig (DiSanto, Bonnefoy et al. 1993; Ferrari, Giliani et al. 2001). Les 

mêmes effets sont observés chez les souris CD40 KO (Castigli, Alt et al. 1994; Kawabe, Naka et 

al. 1994) ou CD40L KO (Renshaw, Fanslow et al. 1994).  
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 Sur les autres types cellulaires 

 L’interaction CD40/CD40L permet également d’activer les monocytes et les macrophages 

de façon T-dépendante via les APC (Stout, Suttles et al. 1996). Elle promeut notamment la 

sécrétion de cytokines telles que l’IL-1, l’IL-6, l’IL-8, l’IL-10, le TNF  ou MIP-1  (Kiener, 

Moran-Davis et al. 1995). CD40 est également exprimé constitutivement sur les cellules 

endothéliales de certains organes, notamment la rate, le thymus ou les poumons et son expression 

peut être induite par des cytokines telles que l’IL-1 ou l’IFN  (Karmann, Hughes et al. 1995; 

Karmann, Min et al. 1996). De plus, l’interaction CD40/CD40L promeut l’expression de 

molécules d’adhésion (E-sélectine, ICAM-1, VCAM-1) par les cellules endothéliales, favorisant 

ainsi l’extravasation des leucocytes sur le site de l’inflammation (Karmann, Min et al. 1996). 

 Les plaquettes activées expriment également CD40L et elles peuvent induire une activation 

de l’endothélium (Henn, Slupsky et al. 1998) ainsi qu’une maturation des cellules dendritiques 

(Czapiga, Kirk et al. 2004). Les plaquettes expriment également le CD40 (Henn, Steinbach et al. 

2001) ce qui leur permet d’être activées par les lymphocytes T. L’interaction CD40/CD40L 

aboutit à la sécrétion de RANTES par les plaquettes, augmentant ainsi le recrutement des 

lymphocytes au niveau du site de l’inflammation (Danese, de la Motte et al. 2004). 

Tableau 2 : Résumé non exhaustif des effets de l’interaction CD40/CD40L sur différents types 

cellulaires. 

Interactions cellulaires Effets 

Cellule T-Cellule B Réponse humorale 

Commutation de Classe des Ig 

 

Cellule T-Monocyte/macrophage Maturation des monocytes en APC 

Activation des fonctions effectrices des macrophages 

Prévention de l’apoptose 

 

Cellule T-Cellule dendritique Activation des lymphocytes T 

Déviation immune 

 

Cellule T-Cellule endothéliale Extravasation des leucocytes 

Cellule T-Fibroblaste Inflammation 

Cellule T-Cellule musculaire lisse Athérogénèse 

 

II-5.2.3 La voie CD40/CD40L en transplantation 

 L’inhibition de la voie CD40/CD40L, associée à une transfusion de cellules du donneur ou 

DST (Donor Specific Transfusion) a permis d’obtenir des prolongations de survie dans des 
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modèles d'allogreffes d’îlots chez la souris (Parker, Greiner et al. 1995). Par la suite, l’anticorps 

anti-CD40L a été utilisé pour retarder la survenue du rejet aigu dans un modèle murin de greffe 

cardiaque (Larsen, Alexander et al. 1996). Suite à ces résultats, des essais ont été entrepris chez les 

primates non humains. L’anticorps anti-CD40L humanisé (5c8) utilisé en monothérapie a permis 

de prévenir le rejet aigu dans des modèles de greffe rénale chez le macaque (Kirk, Burkly et al. 

1999) ainsi que dans des modèles de greffes d’îlots chez le macaque (Kenyon, Chatzipetrou et al. 

1999) et chez le babouin (Kenyon, Fernandez et al. 1999). Cet effet protecteur persiste pendant 

une longue période après l’arrêt du traitement. Cependant, des anticorps anti-donneur et des 

lésions de rejet chronique finissent par apparaître, indiquant qu’il n’y a pas de développement de 

tolérance. De plus, des cas fréquents de thrombose ont été observés chez les animaux ainsi traités, 

suggérant que cet anticorps active également les plaquettes et l’endothélium (Kawai, Andrews et 

al. 2000). Une longue survie associée à des signes de rejet chronique est également retrouvée chez 

les souris CD40L KO ayant reçu une allogreffe cardiaque (Shimizu, Schonbeck et al. 2000). 

L’inhibition de la voie CD40/CD40L permet également de diminuer les lésions d’ischémie-

reperfusion dans un modèle d’allogreffe hépatique (Ke, Shen et al. 2005). Chez le rat, le blocage 

de la voie CD40/CD40L par utilisation de la molécule de fusion CD40-Ig ne permet pas non plus 

d’éviter l’apparition de rejet chronique (Guillot, Guillonneau et al. 2002). Il apparaît donc que le 

seul blocage de cette voie de costimulation n’est pas suffisant pour induire une tolérance complète 

vis à vis d’une allogreffe. Des études ont montré que l’association entre l’inhibition de la voie 

CD40/CD40L associée à une transfusion de cellules du donneur permet d’obtenir une tolérance 

chez la souris (Hancock, Buelow et al. 1998; Iwakoshi, Mordes et al. 2000) et une longue survie 

dans un modèle pré clinique chez le primate (Preston, Xu et al. 2005). Par contre, chez le rat, cette 

même combinaison n’est pas aussi efficace et des lésions de rejet chronique sont encore observées 

(Sebille, Brouard et al. 2003). L’inhibition d’une deuxième voie de costimulation comme CD28 

ou LFA-1 (Lymphocyte Function-associated Antigen-1) a également été utilisée avec succès chez 

la souris (Larsen, Elwood et al. 1996; Corbascio, Mahanty et al. 2002). Chez le rat, l’association 

CTLA4-Ig/CD40-Ig ne permet pas de prévenir le rejet chronique (Yamashita, Masunaga et al. 

2003). Il a également été montré dans notre laboratoire que le double blocage des voies 

ICOS/ICOSL et CD40/CD40L permet une induction de tolérance chez 57% des receveurs 

(Guillonneau, Aubry et al. 2005). Plusieurs études ayant montré que l’interaction CTLA-4/B7 était 

nécessaire à l’établissement d’une tolérance (Zheng, Markees et al. 1999; Iwakoshi, Mordes et al. 

2000), il nous a semblé intéressant de bloquer spécifiquement la voie CD28/B7 en association 

avec l’inhibition de la voie CD40/CD40L (article 2).  
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III La tolérance en transplantation 
 

 La tolérance immunologique se caractérise par l’absence de réactivité vis à vis d’antigènes 

spécifiques. Chez les individus normaux, ces antigènes sont ceux du soi et la rupture de cette 

tolérance aboutit au développement de maladies auto-immunes. Dans le cas de 

l’allotransplantation, l’acquisition de la tolérance permet l’acceptation à long terme du greffon 

sans traitement immunosuppresseur. L’obtention d’un état de tolérance devrait permettre, chez 

l’homme, de supprimer les traitements immunosuppresseurs dont l’usage à long terme a de 

nombreux effets secondaires et de prévenir le rejet chronique. Un état de tolérance a été décrit 

chez de rares patients ayant arrêté leur traitement immunosuppresseur, soit à cause d’une non 

compliance au traitement, soit à cause de la survenue d’un cancer. L’induction de la tolérance a 

été initialement décrite dans les années 1960 (Medawar 1961; Brent and Medawar 1967; Gowans 

1977). Aujourd’hui, on distingue deux types de tolérance, la tolérance centrale et la tolérance 

périphérique qui regroupe elle même plusieurs mécanismes qui seront décrits ci-après.  

 

III-1 La tolérance centrale ou thymique 
 

 Le thymus joue un rôle important dans la génération du répertoire lymphocytaire T et donc 

dans l’induction de tolérance. A leur arrivée dans le thymus, les lymphocytes T immatures 

subissent deux types de sélection, la sélection positive et la sélection négative. En effet, les 

lymphocytes T sont tout d’abord sélectionnés pour leur capacité à interagir avec les complexes 

CMH/peptides présentés par les cellules corticales du thymus. Les cellules ne reconnaissant aucun 

complexe ne recevront pas de signal de survie et mourront par apoptose. Seuls les lymphocytes T 

capables d’interagir avec un complexe CMH/peptide seront conservés par cette sélection positive, 

c’est à dire environ 5% des cellules (Anderson, Partington et al. 1998). Les cellules T 

autoréactives ayant un TCR de haute affinité pour les complexes CMH/peptides seront ensuite 

éliminés par sélection négative afin d’éviter le déclenchement de maladies auto-immunes par ces 

cellules. Plusieurs types cellulaires thymiques peuvent réaliser cette sélection négative dont les 

cellules dendritiques thymiques (Anderson, Partington et al. 1998). Une population rare, les 

cellules épithéliales médullaires, a également été montrée comme capable d’exprimer des 

antigènes de façon ectopique (Smith, Olson et al. 1997; Derbinski, Schulte et al. 2001; Gotter, 

Brors et al. 2004). Cette capacité est due notamment à l’expression du facteur de transcription 

AIRE (Auto Immune Regulator) (Liston, Lesage et al. 2003). En son absence, (souris AIRE KO) 
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la sélection négative ne s’effectue plus et les animaux développent des nombreuses maladies auto-

immunes (Anderson, Venanzi et al. 2002).  

Outre l’élimination des clones auto-réactifs, le thymus joue également un rôle dans le 

développement de lymphocytes T régulateurs responsables du maintien de la tolérance en 

périphérie. Cette population constitue environ 5% des thymocytes matures CD4
+
CD8

-
 et se 

caractérise par une expression élevée et constitutive du CD25, la chaîne  du récepteur de l’IL-2 

(Itoh, Takahashi et al. 1999). Il apparaît que ces cellules sont sélectionnées en fonction de leur 

forte avidité pour le complexe CMH II/peptide présenté par les cellules de l’épithélium cortical 

thymique (Bensinger, Bandeira et al. 2001).  

La capacité du thymus à sélectionner les clones T et à générer des cellules régulatrices 

capables d’agir en périphérie s’observe également lors des cas de chimérisme en transplantation. 

Le chimérisme se définit comme la détection en périphérie de cellules du donneur. Lorsque cette 

fréquence est inférieure à 5%, on parle de microchimérisme, dans le cas contraire on parle de 

macrochimérisme. Le chimérisme hématopoïétique se caractérise par la colonisation du thymus 

par les cellules hématopoïétiques du donneur qui vont participer à la sélection du répertoire 

lymphocytaire. En transplantation, le chimérisme hématopoïétique est associé à une induction de 

tolérance, non seulement chez les rongeurs mais également chez les primates non humains et chez 

l’homme et cette tolérance persiste même après la perte du chimérisme (Kawai, Cosimi et al. 

1995; Spitzer, Delmonico et al. 1999; Buhler, Spitzer et al. 2002). Cependant, les applications 

cliniques restent limitées, notamment en raison de la toxicité des traitements d’induction. Plus 

récemment, il a été montré que l’injection de cellules thymiques chez la souris et que la greffe de 

cellules similaires à des cellules souches hématopoïétiques chez le rat permettaient également 

d’induire un chimérisme de façon moins contraignante pour le receveur que la greffe de moelle 

osseuse (Duncan, Capetanakis et al. 2002; Fandrich, Lin et al. 2002). 

Les rôles respectifs de la sélection négative et de la suppression de l’alloréactivité par la 

génération de cellules régulatrices semblent varier en fonction du taux de chimérisme du receveur 

(pour revue (Kurtz, Wekerle et al. 2004)). En effet, il apparaît que la délétion clonale est le 

principal mécanisme de maintien de la tolérance dans les cas de macrochimérisme et que le 

développement de cellules régulatrices joue principalement dans les cas de chimérisme transitoire 

chez les primates et l’homme (figure 3).  
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Figure 3 : Balance entre tolérance centrale et tolérance périphérique en fonction du degré de 

chimérisme. 

 

III-2 La tolérance périphérique 

III-2.1 L’ignorance 

L’ignorance immunologique correspond à une absence de réponse des lymphocytes T vis à 

vis d’antigènes pour lesquels ils possèdent cependant un TCR fonctionnel. Plusieurs mécanismes 

peuvent être à l’origine du phénomène d’ignorance. Un faible taux d’antigènes ou la séquestration 

de ces antigènes dans des sites immunologiquement privilégiés (cerveau, œil) peuvent ainsi causer 

l’ignorance. Dans un modèle d’allogreffe murine, l’ablation des organes lymphoïdes secondaires 

promeut l’ignorance des lymphocytes alloréactifs en empêchant l’interaction entre les cellules 

dendritiques et les cellules T (Lakkis, Arakelov et al. 2000). D’autre part, la greffe d’îlots 

pancréatiques dans un lieu immunologiquement privilégié tel que le testicule permet de prolonger 

la survie de ceux-ci mais sans induction de tolérance. Il apparaît que la simple séquestration des 

antigènes n’est pas suffisante et qu’il y donc nécessité d’un contrôle actif de l’alloréactivité (Nasr, 

Wang et al. 2005). 
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Figure 4 : Mécanismes d’induction de la tolérance périphérique. D’après Kamradt et 

Mitchison, NEJM 2001. 

 

III-2.2 La délétion clonale  

En plus du thymus, la délétion clonale peut également s’exercer en périphérie. 

L’interaction TCR-CMH/peptide en l’absence de signaux de costimulation peut induire soit 

l’anergie soit l’apoptose (Ferber, Schonrich et al. 1994). De plus, l’AICD (Activation-Induced 

Cell Death) peut être induite chez les lymphocytes T CD4
+
 suite à une stimulation répétée par le 

même antigène en présence de forte quantité d’IL-2. Les lymphocytes de souris déficientes en IL-

2 sont résistants à l’AICD (Dai, Konieczny et al. 1998). L’AICD intervient également lors d’une 

stimulation par une forte concentration d’antigènes, aussi bien chez les lymphocytes T CD8
+
 

(Alexander-Miller, Leggatt et al. 1996) que chez les T CD4
+
 (Liblau, Pearson et al. 1994). Cette 

délétion s’effectue essentiellement par la voie Fas/FasL (Dhein, Walczak et al. 1995) mais il existe 

également d’autres mécanismes d’apoptose car une tolérance à une allogreffe cardiaque peut être 

induite chez des souris portant une mutation pour la molécule Fas (Li, Li et al. 1999). 
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III-2.3 L’anergie 

 L’anergie se caractérise par l’incapacité des lymphocytes T naïfs activés par un antigène à 

proliférer lorsqu’ils sont restimulés par cet antigène (Jenkins and Schwartz 1987). Cet état 

anergique peut résulter, soit d’une absence de costimulation lors de l’engagement du TCR, soit 

d’une altération du signal transmis par le TCR, notamment à cause d’un peptide antigénique 

modifié, de faible affinité pour son récepteur (Sloan-Lancaster, Steinberg et al. 1996). Sur le plan 

moléculaire, l’anergie nécessite la translocation du facteur de transcription NFAT dans le noyau 

(Sloan-Lancaster, Steinberg et al. 1996), ce qui induit la synthèse d’un nombre restreint de gènes 

différents de ceux induits par NFAT/AP-1 lors de l’activation lymphocytaire (Macian, Garcia-

Cozar et al. 2002). L’anergie nécessite également une interaction entre CTLA-4 et les molécules 

B7 (Chai, Vendetti et al. 2000) et peut être levée in vitro et in vivo par un apport exogène d’IL-2 

(Dallman, Shiho et al. 1991). L’anergie n’est pas un phénomène passif. En effet, in vitro, des 

cellules anergiques peuvent inhiber la prolifération de cellules naïves de façon contact-dépendante 

(Chai, Bartok et al. 1999). De plus, ces mêmes cellules, lorsqu’elles sont injectées à des receveurs 

murins d’allogreffes de peau ou d’îlots sont capables de retarder le rejet de greffe (Chai, Bartok et 

al. 1999; Luo, Gotoh et al. 2000). Elles agissent notamment au niveau des cellules dendritiques en 

diminuant l’expression du CMH et des molécules B7, ce qui aboutit à la génération de nouvelles 

cellules anergiques (Vendetti, Chai et al. 2000; Frasca, Scotta et al. 2002).  

 

III-2.4 Les cellules veto 

 Les cellules veto ont été décrites en 1980 par R. Miller comme des cellules capables 

d’inhiber les précurseurs des cellules T cytotoxiques dirigés contre les antigènes portés par les 

cellules veto. Par contre, il n’y a pas d’inhibition vis à vis d’antigènes tierce partie (Miller 1980; 

Muraoka and Miller 1980). Il a également été montré que les cellules veto les plus efficaces sont 

des lymphocytes T CD8
+
, notamment les lymphocytes T cytotoxiques (CTL : Cytotoxic T 

Lymphocyte) (Hiruma, Nakamura et al. 1992) et les T CD8
+
 de la moelle osseuse (George, 

Sweeney et al. 1998; Goldstein, Chang et al. 2000). Il existe également d’autres types cellulaires 

possédant une activité veto telles que les cellules NK (Tam, Martinson et al. 2003). 

La spécificité de l’effet veto de ces cellules ne dépend pas de leur TCR mais de la 

reconnaissance de leur complexe CMH-peptide par les cellules effectrices (Claesson 1987; 

Sambhara and Miller 1994). Les études sur le mécanisme effecteur des cellules veto ont montré 

que les molécules CD8 et Fas étaient nécessaires à leur activité (George, Sweeney et al. 1998; 

Reich-Zeliger, Zhao et al. 2000). Ce mécanisme implique tout d’abord la reconnaissance de la 
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cellule veto par le TCR de la cellule effectrice, ce qui conduit à l’expression membranaire de Fas 

et au déclenchement de l’apoptose de la cellule effectrice. L’interaction prolongée entre la cellule 

veto et la cellule effectrice est nécessaire à l’expression de Fas et elle est due notamment à 

l’affinité du CD8 pour le domaine 3 du CMH I de la cellule effectrice (Sambhara and Miller 

1991) mais implique également des molécules d’adhésion telles que LFA1/ICAM1. 

En transplantation, les cellules veto ont montré leur efficacité dans des modèles de greffe 

de moelle osseuse chez l’homme (Gur, Krauthgamer et al. 2002) et dans des modèles de greffe 

rénale chez le primate (Thomas, Carver et al. 1991). Cependant, leur utilisation restait limitée à 

cause d’un risque important de GVHD (Gaft Versus Host Disease) (Reisner, Gur et al. 2003). Une 

nouvelle méthode de préparation de cellules devrait permettre une utilisation plus large en 

permettant de dépléter les cellules alloréactives avant la greffe (Aviner, Yao et al. 2005). 

 

III-2.5 Les cellules régulatrices ou suppressives 

 Le concept de la suppression des réponses immunes a été largement développé dans les 

années 1970 (Nishizuka and Sakakura 1969; Gershon and Kondo 1970; Gershon 1975) puis 

abandonné faute de caractérisation précise de ces cellules. Ce concept a ensuite été redécouvert 

par Sakagushi qui a décrit le rôle d’une sous-population de lymphocytes T CD4
+
 exprimant 

fortement le CD25 (chaîne  du récepteur de l’IL-2) dans le contrôle des réactions auto-immunes 

chez la souris (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Depuis, plusieurs populations de lymphocytes T 

régulateurs (Treg) ont été caractérisées, les lymphocytes T régulateurs naturels initialement décrits 

par Sakaguchi, mais également des lymphocytes régulateurs induits CD4
+
 ou CD8

+
.  

 

III-2.5.1 Les cellules régulatrices T CD4+CD25+ 

 
Les cellules régulatrices T CD4

+
CD25

+ 
se développent dans le thymus et constituent 

environ 10% des lymphocytes T CD4
+
 périphériques chez le rat (Itoh, Takahashi et al. 1999) et 1 à 

3% chez l’homme (Wing, Ekmark et al. 2002). In vitro, ces cellules ne prolifèrent pas et possèdent 

des capacités suppressives (Takahashi, Kuniyasu et al. 1998; Thornton and Shevach 1998). In 

vivo, la déplétion de ces cellules aboutit à des désordres auto-immuns (Suri-Payer, Amar et al. 

1998).  
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III-2.5.1a Phénotype des cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+ 

 De nombreuses études ont cherché à caractériser phénotypiquement ces cellules afin de 

trouver un marqueur plus fiable que le CD25 dont l’expression augmente chez tous les 

lymphocytes T activés. Plusieurs marqueurs ont ainsi été décrits comme présents sur les T 

CD4
+
CD25

+
, notamment CD62L (Szanya, Ermann et al. 2002), CTLA-4 (Sakaguchi, Sakaguchi et 

al. 1995), PD-1, GITR (Glucocoticoid-Induced TNF-Related protein), CD103 ( E 7 integrin) 

(Curotto de Lafaille and Lafaille 2002), LAG-3 (Huang, Workman et al. 2004) ou la neuropiline 

(Bruder, Probst-Kepper et al. 2004). Cependant, aucun de ces marqueurs n’est spécifique des 

cellules régulatrices. Seul le facteur de transcription Foxp3 apparaît comme spécifique du 

développement et de la fonction des lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+
 (Sakaguchi 2004). 

L’importance de Foxp3 a été initialement découverte chez les souris scurfy qui sont atteintes d’un 

syndrome lymphoprolifératif fatal (Godfrey, Wilkinson et al. 1991). Cette dérégulation est due à 

une mutation du gène foxp3, ce qui aboutit à la synthèse d’une protéine tronquée ne possédant pas 

de signal de localisation nucléaire (Brunkow, Jeffery et al. 2001). Des études ultérieures ont 

montré que l’expression de Foxp3 était restreinte à la sous-population CD4
+
CD25

+
 (Fontenot, 

Gavin et al. 2003; Hori, Nomura et al. 2003; Khattri, Cox et al. 2003). Les souris Foxp3 KO 

développent un syndrome lymphoprolifératif semblable à celui des souris CTLA-4 KO (Brunkow, 

Jeffery et al. 2001). De plus, la transduction de cellules CD25
-
 naïves humaines ou murines par un 

rétrovirus codant pour Foxp3 induit la conversion de ces cellules en cellules régulatrices avec 

notamment une surexpression de CD25, CTLA-4, GITR et CD103 (Hori, Nomura et al. 2003). 

Dans le thymus, l’interaction CD28/B7 induit l’expression de Foxp3 par les thymocytes double 

positifs et les engage dans la voie de différenciation des Treg (Tai, Cowan et al. 2005). 

 

III-2.5.1b Mécanismes suppresseurs des cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+ 

 
In vitro, les cellules régulatrices T CD4

+
CD25

+ 
 ne prolifèrent pas et produisent peu ou pas 

de cytokines (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 2001; Shevach 2002). Leur activation est spécifique de 

l’antigène et dépendante de l’IL-2. Cependant, une fois activées, elles inhibent la production d’Il-2 

par les cellules cibles de façon indépendante de l’antigène (Thornton and Shevach 1998; Thornton 

and Shevach 2000). Des études ont également montré que les lymphocytes T régulateurs 

CD4
+
CD25

+
 agissent sur les CPA en induisant une diminution de l’expression des molécules de 

costimulation CD80 et CD86 ainsi qu’une diminution de leur capacité à stimuler des cellules 

naïves (Cederbom, Hall et al. 2000; Serra, Amrani et al. 2003).  

 In vivo, plusieurs mécanismes semblent être impliqués dans la suppression médiée par les 

T CD4
+
CD25

+
. Tout d’abord, il apparaît qu’un contact cellulaire soit nécessaire à l’effet 
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suppresseur de ces cellules. En effet, le traitement de souris avec un anticorps anti-GITR abolit la 

suppression des cellules autoréactives aboutissant ainsi au développement de désordres auto-

immuns (Shimizu, Yamazaki et al. 2002). De la même façon, le blocage de CTLA-4 inhibe l’effet 

protecteur de ces cellules dans un modèle murin d’auto-immunité (Read, Malmstrom et al. 2000). 

Cependant, un mécanisme dépendant des cytokines semble également jouer un rôle dans la 

suppression. En effet, les cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+ 
des souris KO pour CTLA-4 

surexpriment le TGF  (Tang, Boden et al. 2004). De plus, des anticorps anti-IL-10 et anti-TGF  

inhibent l’effet protecteur des Treg dans des modèles murins de thyroïdite et de diabète (Seddon 

and Mason 1999; Lepault and Gagnerault 2000). Enfin, in vitro, plusieurs études ont montré que 

les Treg sont capables de convertir des cellules CD4
+
CD25

-
 en cellules CD4

+
CD25

+
 produisant de 

l’IL-10 et du TGF  (Dieckmann, Bruett et al. 2002; Jonuleit, Schmitt et al. 2002). Ce phénomène 

de tolérance infectieuse nécessite un contact cellulaire entre les T CD4
+
CD25

+
 et les T 

CD4
+
CD25

-
.  

 

III-2.5.1c Les cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+
en transplantation 

 
Le rôle des Treg CD4

+
CD25

+
 a d’abord été étudié dans des modèles de GVHD suite à une 

greffe de moelle osseuse. Il a ainsi été montré que la déplétion en Treg des cellules greffées 

accroît la sévérité de la GVHD (Taylor, Lees et al. 2002). Différents modèles d’induction de 

tolérance ont également montré que les Treg CD4
+
CD25

+
 étaient impliqués dans la survie 

d’allogreffe in vivo ainsi que dans l’inhibition des réponses prolifératives in vitro (Taylor, Noelle 

et al. 2001; Graca, Thompson et al. 2002; Kingsley, Karim et al. 2002). Le traitement des 

receveurs par des anticorps neutralisants dirigés contre le CTLA-4, l’IL-10 ou le TGF  permet de 

rompre la tolérance à une allogreffe de peau (Lee, Moore et al. 2004). D’autre part, ces cellules 

sont également détectées dans des greffons de peau chez des receveurs tolérants (Graca, Cobbold 

et al. 2002). Il a également été montré que l’endothélium du greffon pouvait induire des Treg chez 

la souris, ce qui pourrait jouer un rôle important dans l’induction et le maintien de la tolérance 

(Krupnick, Gelman et al. 2005).  

Au laboratoire, une étude portant sur des patients tolérants ou présentant un rejet chronique 

de leur allogreffe rénale a montré que le nombre de T CD4
+
CD25

+
 diminue chez les patients en 

rejet chronique comparativement aux patients tolérants ou aux individus sains (Louis, Braudeau et 

al. 2006), indiquant que le rejet chronique serait dû à une rupture de la tolérance naturelle. 

L’utilisation des Treg comme outils thérapeutiques restait limitée du fait de la difficulté à les isoler 

et à les expandre à partir d’individus sains. Cependant, il est depuis peu possible de les isoler et de 
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les multiplier ex vivo chez l’homme (Koenen, Fasse et al. 2005) et de générer des Treg spécifiques 

d’alloantigènes chez la souris avant la transplantation chez la souris (Karim, Feng et al. 2005). 

 

III-2.5.2 Les cellules régulatrices T CD8+CD45RClow 

 
Les cellules régulatrices T CD8

+
CD45RC

low
 ont été récemment décrites par l’équipe de 

Saoudi dans un modèle de GVHD chez le rat (Xystrakis, Dejean et al. 2004). Ils ont ainsi montré 

que ces cellules exprimant faiblement le marqueur CD45 à leur surface sont capables de supprimer 

la prolifération et la différenciation de lymphocytes T CD4
+
 en lymphocytes de type Th1 

(Xystrakis, Dejean et al. 2004) de façon contact-dépendante. Ces cellules régulatrices sont 

également retrouvées en transplantation. L’inhibition de la voie CD40/CD40L dans un modèle de 

greffe cardiaque induit des cellules régulatrices T CD8
+
CD45RC

low
 capables de prévenir le rejet 

aigu mais pas le rejet chronique (Guillonneau, en préparation). Ces cellules expriment des 

marqueurs associés au phénotype régulateur comme CTLA-4, GITR et Foxp3 (Xystrakis, Dejean 

et al. 2004)(Guillonneau, en préparation). A la différence des cellules régulatrices naturelles, les 

cellules T CD8
+
CD45RC

low
 induites agissent par la sécrétion d’IFN  qui, à son tour, promeut la 

synthèse d’IDO par les cellules endothéliales du greffon.  

 

III-2.5.3 Les cellules régulatrices induites Th3 et Tr1 

 Les cellules T CD4
+
 Th3 ont tout d’abord été identifiées par leur capacité à induire une 

tolérance immune après administration d’antigènes par voie orale (tolérance orale) dans un modèle 

d’encéphalomyélite auto-immune. Ces cellules produisent de grandes quantités de TGF  (Chen, 

Kuchroo et al. 1994). Les cellules T CD4
+
 Tr1 sont similaires aux cellules Th3 mais elles 

produisent préférentiellement de l’IL-10. Elles ont été caractérisées dans un modèle de colite auto-

immune chez la souris (Groux, O'Garra et al. 1997). Ces cellules peuvent être générées in vitro en 

présence d’Il-10. Suite à l’engagement de leur TCR, ces clones produisent de l’IL-10, du TGF  et 

de l’IFN . Elles surexpriment également des marqueurs d’activation mais prolifèrent peu 

(Bacchetta, Sartirana et al. 2002). Bien que les cellules Tr1 présentent certaines similitudes avec 

les cellules régulatrices naturelles CD4
+
CD25

+
, notamment la capacité de guérir la colite auto-

immune (Foussat, Cottrez et al. 2003), elles présentent néanmoins un certain nombre de 

différences fonctionnelles. Tout d’abord, elles n’expriment pas Foxp3 (Vieira, Christensen et al. 

2004). Ensuite, alors que les Treg sont plutôt retrouvées dans les organes lymphoïdes secondaires, 

les Tr1 migrent vers les tissus périphériques pour contrôler localement l’inflammation. Ainsi, il a 

été montré que les cellules Tr1 pouvait prévenir le développement d’une encéphalomyélite auto-
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immune uniquement dans le cas où l’antigène était administré dans le cerveau et non pas de façon 

systémique (Barrat, Cua et al. 2002). Dans le contexte de l’allotransplantation, des cellules Tr1 ont 

été retrouvées dans des greffons tolérants en plus grande quantité comparativement aux organes 

lymphoïdes secondaires (Sawitzki, Lehmann et al. 2001; Graca, Cobbold et al. 2002).  

 Les cellules Tr1 et Th3 peuvent être induites de plusieurs façons. Tout d’abord, il a été 

montré que des cellules dendritiques de morphologie plasmacytoïde et de phénotype immature 

pouvaient sécréter de grandes quantités d’IL-10 et induire le développement de cellules Tr1 in 

vitro et in vivo (Wakkach, Fournier et al. 2003). D’autre part, il a également été montré que deux 

sous populations de Treg sont capables d’induire le développement de cellules Tr1 ou Th3 

(Stassen, Fondel et al. 2004) : les T CD4
+
CD25

+
 exprimant l’intégrine 4 7 induisent des cellules 

Tr1 alors que les T CD4
+
CD25

+
 exprimant l’intégrine 4 1 induisent des cellules de phénotype 

Th3 (Stassen, Fondel et al. 2004). Enfin, le TGF  produit par les cellules Th3 peut induire 

l’expression de Foxp3 dans des cellules CD4
+
CD25

-
 qui deviennent alors régulatrices (Chen, Jin 

et al. 2003).  

 

III-2.5.4 Les cellules suppressives T CD8
+
 

 Des lymphocytes T CD8
+
CD28

-
Foxp3

+
 suppressifs (Ts) humains peuvent être induits in 

vitro après plusieurs cycles de stimulation (Jiang, Tugulea et al. 1998; Colovai, Liu et al. 2000). 

Ces cellules sont capables d’inhiber, de façon antigène spécifique restreinte au CMH I (Jiang, 

Tugulea et al. 1998), les cellules alloréactives T CD4
+
 helper en agissant sur les cellules 

dendritiques. Les lymphocytes T CD8
+
CD28

-
 induisent l’expression des récepteurs inhibiteurs 

ILT3 et ILT4 (Immunoglobulin Like Transcript) à la surface des DC et des cellules endothéliales 

(Ciubotariu, Colovai et al. 1998; Chang, Ciubotariu et al. 2002; Manavalan, Kim-Schulze et al. 

2004). Les CPA acquièrent alors un phénotype tolérogène et sont incapables de surexprimer des 

molécules de costimulation dépendantes de NF- B telles que CD40, CD80 et CD86 (Chang, 

Ciubotariu et al. 2002). Ce phénomène nécessite un contact cellulaire entre les T CD8
+
CD28

-
 et 

les CPA. A leur tour, les CPA ILT3
+
ILT4

+
 induisent l’anergie des cellules T CD4

+
 helper et 

stimulent la génération de cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+
CD45RO

+
 et de nouvelles cellules T 

CD8
+
CD28

-
Foxp3

+
 (Manavalan, Rossi et al. 2003). Des études ont également montré que 

l’inhibition des T CD4
+
 par les T CD8

+
CD28

-
 serait restreinte à la population CD4

+
 exprimant la 

molécule du CMH de classe Ib Qa-1 (Sarantopoulos, Lu et al. 2004).  

 Chez la souris NOD-SCID, la greffe de tissu synovial de patients atteints d’arthrite 

rhumatoïde suivie du transfert de cellules T CD8
+
CD28

-
 permet d’obtenir une forte diminution de 
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la réponse inflammatoire (IFN , TNF ) (Davila, Kang et al. 2005). En transplantation, des 

cellules T CD8
+
CD28

-
 ont été retrouvées chez des patients sans immunosuppression alors que ces 

cellules sont absentes chez ceux présentant un épisode de rejet aigu (Sindhi, Manavalan et al. 

2005). De plus, alors que les Ts sont retrouvés dès les premiers mois suivant la transplantation, les 

Treg n’apparaissent que plus tard, suggérant que la suppression est initiée par les Ts et maintenue 

à la fois par les Ts et les Treg via l’amplification du signal tolérogène par les cellules dendritiques 

(Suciu-Foca, Manavalan et al. 2003).  

 

III-2.5.5 Les cellules T CD25
-
 

 Les recherches d’un phénotype régulateur associé à la tolérance en transplantation ont 

montré que les cellules T CD4
+
CD25

-
 sont également capables de prévenir le rejet, avec 

cependant, une efficacité moindre que les CD4
+
CD25

+
 (Graca, Thompson et al. 2002). Les 

propriétés suppressives de ces cellules ont été étudiées dans plusieurs modèles de maladies auto-

immunes et d’allergie (Stephens and Mason 2000; Curotto de Lafaille, Muriglan et al. 2001; 

Furtado, Olivares-Villagomez et al. 2001). Il a été montré que des cellules CD4
+
CD25

-
 issues de 

souris KO pour l’IL-2 peuvent prévenir l’induction de l’EAE lorsqu’elles sont transférées chez des 

souris IL-2
+
 (Furtado, Curotto de Lafaille et al. 2002). Il faut cependant noter qu’une fraction des 

cellules transférées devient alors CD25
+
, probablement en réponse à l’IL-2 présente dans leur 

micro-environnement (Furtado, Curotto de Lafaille et al. 2002). A l’inverse, des cellules 

CD4
+
CD25

-
 issues de souris CD25 déficientes n’exercent aucune activité protectrice, ce qui 

montre l’importance de l’IL-2 dans le fonctionnement des T régulateurs (Furtado, Curotto de 

Lafaille et al. 2002). De plus, il a également été montré que les cellules T CD4
+
CD25

-
 pouvaient 

être converties in vivo en cellules CD4
+
CD25

+
 possédant les mêmes caractéristiques 

phénotypiques et fonctionnelles que les Treg naturels (Curotto de Lafaille, Lino et al. 2004), 

suggérant que l’activité régulatrice de la fraction CD4
+
CD25

-
 est due à une conversion en cellules 

CD4
+
CD25

+
 . 

 

III-2.5.6 Les cellules T CD4
-
CD8

-
 

 Les cellules T régulatrices double négatives (DN) CD3
+
NK1.1

+
CD4

-
CD8

-
 représentent 1 à 

3% des lymphocytes T périphériques chez les rongeurs (Zhang, Yang et al. 2000) et 0.8 à 1% des 

cellules CD3
+
 du sang périphérique chez l’homme (Fischer, Voelkl et al. 2005). Ces cellules sont 

capables de moduler la réponse immune des lymphocytes T CD8
+
 autoréactifs (Priatel, Utting et 

al. 2001) ainsi que les réponses allo et xénogéniques anti-donneur in vitro et in vivo (Ford, Young 

et al. 2002; Chen, Ford et al. 2003; Fischer, Voelkl et al. 2005). Dans un modèle d’allogreffe de 
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peau chez la souris, ces cellules sont capables de retarder le rejet (Zhang, Yang et al. 2000; Ford, 

Young et al. 2002) et d’atténuer la sévérité des symptômes dans un modèle de GVHD (Young, 

DuTemple et al. 2003). Les cellules DN induisent l’apoptose des cellules CD4
+
 et CD8

+
 via 

l’interaction Fas/FasL (Ford, Young et al. 2002) et produisent de grandes quantités d’IFN  (Lee, 

Mansfield et al. 2005). 

 

III-2.5.7 Les cellules NKT 

 Les cellules NKT (Natural Killer T) se caractérisent par la coexpression de marqueurs 

associés aux cellules NK comme CD161 ou NKR-P1 et du TCR  (Bendelac, Rivera et al. 

1997). Une caractéristique de ces cellules est qu’elles reconnaissent des antigènes lipidiques 

présentés par la molécule du CMH I non classique CD1d (Vincent, Gumperz et al. 2003). Chez 

l’homme, la majorité des cellules NKT expriment un TCR invariant V 24V 11 ainsi que le 

marqueur CD161 (Wilson and Delovitch 2003). Ces cellules invariantes (iNKT) sont 

majoritairement CD4
+
 (Loza, Metelitsa et al. 2002). Les cellules NKT ont été montrées comme 

impliquées dans la tolérance au soi et dans la tolérance allogénique. Ainsi, chez l’homme, une 

diminution du nombre de cellules NKT V 24
+
V 11

+
 est retrouvée chez les patients présentant un 

diabète auto-immun (Kukreja, Cost et al. 2002). Des cellules NKT sont également retrouvées en 

grand nombre à l’interface materno-fœtale, ce qui indique qu’elles peuvent jouer un rôle dans la 

tolérance au fœtus (Boyson, Rybalov et al. 2002). Enfin, les souris déficientes en cellules NKT 

sont incapables d’accepter à long terme une allogreffe cardiaque dans des modèles de tolérance 

induits par l’inhibition des voies LFA-1/ICAM-1 ou CD28/B7 (Seino, Fukao et al. 2001). Les 

mécanismes par lesquels les iNKT régulent la tolérance sont complexes et semblent impliquer une 

coopération avec d’autres cellules régulatrices notamment les Treg CD4
+
CD25

+
 (Liu, La Cava et 

al. 2005).  

 

III-2.6 Reconnaissance indirecte, suppression liée et tolérance infectieuse 

 Les études portant sur les cellules régulatrices se sont notamment focalisées sur leur mode 

de reconnaissance des alloantigènes. Il a ainsi été montré que la présence continue des antigènes 

est nécessaire au maintien de la tolérance, suggérant que la voie indirecte soit le mode 

prédominant de reconnaissance des antigènes (Onodera, Volk et al. 1998). Il a également été 

montré que les receveurs présentant un défaut de la voie indirecte de présentation développaient 

difficilement une tolérance suite au blocage de la costimulation (Yamada, Chandraker et al. 2001).  
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 La suppression liée correspond à l’induction d’une tolérance vis à vis d’antigènes non 

reconnus par les cellules régulatrices. Ce phénomène est possible lorsque les CPA présentent 

plusieurs antigènes à leur surface. Dans ce cas, plusieurs types cellulaires (cellules régulatrices et 

cellules naïves) interagissent avec une même CPA. Le signal tolérogène peut alors rééduquer les 

cellules naïves en cellules régulatrices, notamment via la sécrétion de TGF  ou d’IL-10 dans le 

micro environnement. Il a ainsi été montré que l’administration d’un seul alloantigène par voie 

orale permettait d’induire une tolérance à une allogreffe cardiaque chez la souris (Niimi, Shirasugi 

et al. 2001). Les cellules ainsi rééduquées, ou cellules régulatrices secondaires, peuvent ensuite 

induire d’autres cellules régulatrices. Ce phénomène s’appelle la tolérance infectieuse (figure 5). 

Le transfert de cellules régulatrices issues de souris tolérantes permet d’empêcher le rejet chez des 

souris naïves (Waldmann, Cobbold et al. 2001). Les mécanismes par lesquels la tolérance 

infectieuse se réalise ne sont pas encore élucidés, même si certains travaux indiquent un rôle 

possible de l’IL-10 et du TGF (Cobbold and Waldmann 1998). 

 

  

Figure 5 : Suppression liée et tolérance infectieuse induites par les Treg CD4
+
CD25

+
. D’après 

Walsh, Taylor et Turka, JCI, 2004.(Walsh, Taylor et al. 2004). 
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En conclusion, le rejet de greffe, qu’il soit aigu ou chronique, reste un problème majeur 

en transplantation. De nombreuses approches visant à obtenir un état de tolérance stable sont 

actuellement à l’étude. Parmi celles-ci, le blocage de la costimulation est l’une des stratégies 

possible. Dans cette première partie nous avons étudié les mécanismes régulateurs qui se mettent 

en place suite à une courte inhibition de la voie CD28/B7 par l‘anticorps modulant JJ319. 

L’inhibition spécifique du CD28 par le JJ319 permet de laisser libre l’interaction CTLA-4/B7, 

favorisant ainsi les signaux inhibiteurs pro-tolérogène. Nous avons étudié les effets d’une telle 

inhibition dans deux modèles d’allogreffe cardiaque chez le rat. 

Tout d’abord, nous avons étudié l’effet de l’association JJ319 et cyclosporine A. Il a été 

démontré que ce traitement permet d’induire une longue survie des greffons (Dong, Yuan et al. 

2002) mais les mécanismes effecteurs restent à élucider. Nous avons également comparé ce 

modèle avec un modèle similaire d’allogreffe rénale développé au laboratoire afin de déterminer si 

les mécanismes impliqués sont spécifiques de l’organe greffé ou non. 

Dans une deuxième partie, nous avons associé le JJ319 au blocage de la voie 

CD40/CD40L. L’inhibition de cette seule voie induit une longue survie mais également du rejet 

chronique. Notre hypothèse est qu’une courte inhibition de la voie CD27/B7 permettrait de 

diminuer les lésions de rejet chronique dans ce modèle en préservant la voie CTLA-4/B7 

nécessaire à l’activité des Treg. Cette dernière étude a été réalisée en collaboration avec l’équipe 

du Dr Anegon. 
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Modèle Expérimental 

I : Modèle animal 
 

 Les rats utilisés sont des mâles congéniques de fond génétique Lewis. Les donneurs sont 

âgés de 8 à 12 semaines et ils ne diffèrent que par leurs molécules de CMH (classe I, classe II et 

classe I like). Dans notre modèle, le donneur est un Lewis 1W d’haplotype RT1
u
 et le receveur un 

Lewis 1A d’haplotype RT1
a
. Des greffes syngéniques (Lewis 1A sur Lewis 1A) ont été également 

effectuées pour servir de contrôle. Enfin, les animaux tierce partie utilisés comme contrôles sont 

des rats Brown Norway d’haplotype RT1
n
 et de fond génétique différent de celui des Lewis. 

 La technique de greffe utilisée est celle décrite par Ono et Lindsey en 1969 (Ono and 

Lindsey 1969). Toutes les anesthésies sont effectuées par isoflurane/oxygène. Brièvement, le cœur 

du donneur est prélevé après ligature des veines caves inférieures et postérieures et des veines 

pulmonaires. Le greffon est ensuite lavé avec du sérum physiologique hépariné et conservé dans 

ce milieu jusqu’à la greffe. Il est ensuite placé en position hétérotopique intra-abdominale chez le 

receveur. La revascularisation est effectuée par anastomoses termino-latérales entre l’aorte du 

greffon et l’aorte abdominale du receveur d’une part et entre la veine pulmonaire du donneur et la 

veine cave inférieure du receveur d’autre part. La greffe dure entre 30 et 40 minutes et est réalisée 

par le personnel technique de l’animalerie. 

 La survie du greffon est surveillée régulièrement par palpation à travers la paroi 

abdominale. Le rejet, défini par la cessation des battements, est confirmé par observation in situ 

après laparotomie puis par analyse anatomopathologique.  

 

II : Inhibition de la costimulation 
 

II-1 Anticorps anti-CD28. 

 L’anticorps anti CD28 (clone JJ319) est un anticorps de souris dont la fixation sur sa cible 

induit l’internalisation du CD28. L’hybridome JJ319 fournit par le Dr. Thomas Hunig est cultivé 

au laboratoire et la purification de l’anticorps est réalisée par chromatographie d’affinité sur 

colonne de protéine G. La fonctionnalité de l’anticorps est ensuite analysée par cytométrie en flux 

et comparée à un anticorps référence. La purification d’1.5 L de surnageant de culture permet 

d’obtenir entre 15 et 20 mg d’anticorps. 
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II-2 Adénovirus CD40Ig 

 L’inhibition à long terme de la voie CD40/CD40L a été réalisée en utilisant un adénovirus 

codant pour la molécule recombinante CD40Ig. Cette technique nous a permis d’obtenir une 

production et une sécrétion continue de la molécule CD40Ig tout au long de l’expérience.  

 L’Adénovirus CD40Ig (AdCD40Ig) a été construit à partir de l’adénovirus de sérotype 5 

d’origine humaine. Les régions précoces du cycle de réplication virale ont été délétées et 

remplacées par une construction codant pour CD40Ig. La partie extracellulaire de la molécule 

CD40 est associée à la région charnière et aux régions CH2 et CH3 de la partie constante de la 

chaîne lourde d’une IgG1 humaine (fragment Fc). Cette séquence est placée sous le contrôle du 

promoteur du cytomégalovirus (CMV) (figure 6A). La région charnière permet 

l’homodimérisation de la molécule par des ponts disulfures (figure 6B). L’AdCD40Ig nous a été 

fourni par le Pr P. Löwenstein et sa production est réalisée par l’INSERM-ERM 01.05 du Pr P. 

Moullier (Nantes). 

 

Figure 6 : Représentation schématique de la 

construction (A) et de la molécule (B) CD40Ig. La 

partie extracellulaire de CD40 (bleu) est associée à la 

région charnière (rose) et aux domaines constants CH2 et 

CH3 (vert) de la chaîne lourde de l’IgG1 humaine. 

L’ensemble est placé sous le contrôle du promoteur du 

CMV (jaune). 

 

 

La présence du fragment Fc permet d’augmenter le poids moléculaire de la protéine et 

d’augmenter sa durée de vie. En effet, les IgG ne sont pas éliminées par le rein et elles sont 

recyclées dans la circulation via les récepteurs FcRm présents sur les cellules endothéliales 

(Salvetti, Oreve et al. 1998). Lors de l’injection, le virus (5.10
10

 PI) est dilué dans une solution de 

lactate de Ringer stérile puis injecté dans la veine porte. La greffe et l’injection sont réalisées le 

même jour. Les animaux sont ensuite placés en cage dans des modules à air filtré et en pièce 

dépressurisée à accès réglementé avec sas d’entrée (A2). La sécrétion in vivo de la protéine 

recombinante a été suivie par dosage ELISA sur le sérum des animaux traités.  
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 La première partie de ce travail de thèse a porté sur l’étude du rôle de la voie de 

costimulation CD28/CTLA-4/B7 dans un modèle de rejet aigu chez le rat d’une part, et sur 

l’effet du blocage simultané des voies CD28/CTLA-4/B7 et CD40/CD40L dans un modèle de 

rejet chronique chez le rat d’autre part. 

 Nous avons choisi d’utiliser l’inhibition sélective du CD28 par un anticorps bloquant 

plutôt que le blocage des interactions CD28/B7 et CTLA-4/B7 par CTLA4-Ig car bien que le 

CTLA4-Ig soit aussi efficace que le CD28 dans l’inhibition du rejet de greffe (Dong, Yuan et 

al. 2002), leurs mécanismes d’actions sont sensiblement différents. En effet, le blocage 

spécifique du CD28 inhibe la prolifération lymphocytaire suite à une stimulation par la voie 

directe mais pas par la voie indirecte de présentation des antigènes (Haspot, Villemain et al. 

2002). De plus, l’inhibition du CD28 permet la génération de signaux inhibiteurs et 

potentiellement régulateurs en direction des lymphocytes T via le CTLA-4 et en direction des 

CPA via B7 et IDO (Grohmann, Orabona et al. 2002). 

Il a tout d’abord été montré que l’anticorps anti-CD28 seul est capable de retarder la 

survenue du rejet aigu chez le rat (Dengler, Szabo et al. 1999). De plus, notre équipe a 

récemment montré qu’un traitement d’induction de 8 jours avec cet anticorps permet 

d’induire une tolérance (survie à long terme sans rejet chronique) dans un modèle de greffe 

rénale (Haspot, Seveno et al. 2005) (annexe 1). Dans ce modèle, il a été montré la présence de 

mécanismes régulateurs portés par des cellules non T exprimant le marqueur B7. Nous avons 

donc voulu tester la possibilité d’induire une tolérance dans un modèle de greffe cardiaque et 

étudier la mise en place éventuelle de mécanismes régulateurs dans ce modèle afin de 

déterminer si les mécanismes mis en place sont similaires ou dépendent du type d’organe 

greffé.
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Résultats 

Article 1, en préparation 
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Résultats complémentaires et discussion 
 

 

Dans cet article, nous avons étudié l’effet du blocage de CD28 en association avec la CSA 

dans un modèle de rejet aigu d’allogreffe cardiaque. Nous avons tout d’abord confirmé que ce 

traitement d’induction permet d’obtenir une longue survie des greffons avec, cependant, présence 

de lésions de rejet chronique (Dong, Yuan et al. 2002). L’augmentation des doses de JJ319 seul 

permet d’augmenter la survie des greffons (tableau 3). Toutefois, en association avec la CSA, 

cette augmentation n’a pas d’incidence sur la survie à long terme ni sur l’importance des lésions 

de rejet chronique.  

Tableau 3 : Récapitulatif des différents traitements utilisés ainsi que des survies obtenues 

 

Groupe Anti CD28 

3mg/kg 

CsA 

10mg/k

g 

Survie 

jours 

Sans traitement non non 10,3 2.3 

Anti CD28 4mg J-1 à J2 non 10,3 2.8 

Anti CD28 8mg J0 à J7 non 18.6 1.5 

CsA non J0 à J3 14,3 1.15 

Anti CD28 4mg+CsA J-1 à J2 J0 à J3 60%>120 

Anti CD28 8mg+CsA J0 à J7 J0 à J3 50%>120 

 

 En ciblant spécifiquement le CD28, l’interaction pro-tolérogène CTLA-4/B7 est préservée 

et permet d’envoyer des signaux inhibiteurs à la fois au lymphocyte T mais également à la CPA. 

Cependant, cette inhibition seule ne permet pas d’induire une longue survie et doit être 

accompagnée d’un court traitement à la CSA. Il est possible que les signaux tolérogènes générés 

par B7 et CTLA-4 soient contrecarrés par des signaux activateurs en provenance d’autres voies de 

costimulation, notamment CD40/CD40L qui agit à la fois sur les CPA et sur les lymphocytes T et 

B. Ainsi, la CSA, en bloquant complètement l’activation T, permet aux signaux inhibiteurs 

d’induire un phénotype tolérogène et une longue survie. 

Nous avons montré que cette longue survie (LS) s’accompagne de mécanismes régulateurs 

non spécifiques du donneur, caractérisés par une inhibition de la prolifération des splénocytes des 

animaux LS comparativement à des splénocytes issus d’animaux naïfs. Les lymphocytes T 

purifiés, ainsi que les splénocytes déplétés en cellules B7
+
CD6

-
, prolifèrent normalement. 

Cependant, l’ajout de cellules B7
+
CD6

-
 sur une culture de lymphocytes T stimulés par des CPA 

1W n’inhibe pas la prolifération de ces lymphocytes (figure 7) alors que ces cellules ont été 
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décrites comme suppressives dans un modèle de tolérance rénale induite par blocage spécifique du 

CD28. Notre hypothèse est que la purification des cellules, en ciblant la molécule B7, peut induire 

une modification des propriétés régulatrices de ces cellules. Une coculture avec ajout de cellules 

non-T (CD3
-
), obtenues par sélection négative, devrait permettre de répondre à cette question. Il se 

peut également que les cellules B7
+
 n’exercent pas directement leur effet régulateur mais activent 

les cellules régulatrices. 

 

 

Figure 7 : Test de prolifération après ajout de cellules B7
+
CD6

-
 sur une MLR lymphocytes 

T/CPA Lew.1W. Les cellules B7
+
CD6

-
 sont ajoutées au ratio 1/1 et la prolifération est mesurée 

après 5 jours de culture. 100% correspond à la prolifération de la MLR simple, naïve ou LS. 

 

Lors des expériences de coculture, nous avons montré que les splénocytes des animaux LS 

ne sont pas capables d’inhiber la prolifération de cellules naïves vis à vis de CPA Lew.1W ou BN. 

Ces résultats semblent en contradiction avec les expériences de MLR simple qui ont mis en 

évidence un rôle d’IDO dans la régulation. En effet, la déprivation en tryptophane touche 

l’ensemble du puits de culture et devrait donc inhiber la prolifération de toutes les cellules, aussi 

bien LS que naïves. De la même façon, les résultats préliminaires obtenus en transwell n’ont pas 

montré d’inhibition de la MLR naïve, que les splénocytes LS soient stimulés ou non par des CPA 

1W (figure 8). Il est possible que les lymphocytes T LS aient été sensibilisés in vivo et qu’ils 

soient ainsi plus réceptifs à l’action d’IDO. Il se peut également qu’un deuxième signal soit 

nécessaire pour une inhibition efficace des lymphocytes T. Cette deuxième hypothèse est 

cependant moins probable car l’ajout de 1-MT dans le milieu de culture restaure 100% de la 

prolifération (article 1).  
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Figure 8 : Test d’inhibition de MLR en 

transwell. La prolifération d’une MLR naïve 

(chambre inférieure) est mesurée après 5 jours 

de culture en fonction des cellules présentes 

dans la chambre supérieure du transwell. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Le rôle d’IDO, mis en évidence in vitro, sera également confirmé in vivo par traitement des 

receveurs avec un inhibiteur spécifique administré par voie orale. Chez le rat, IDO a été impliqué 

dans la survie d’allogreffes rénales et cardiaques suite à l’inhibition de voies de costimulation. 

Dans les deux cas, l’administration de 1-MT a conduit au rejet des greffons (Guillonneau, en 

préparation)(Haspot, Seveno et al. 2005). Lors d’expériences de transfert de tolérance, nous avons 

administré des splénocytes (100 millions de cellules) issus d’animaux LS chez des receveurs naïfs 

greffés et irradiés. La moyenne de survie n’est pas significativement différente de celle obtenue 

avec le transfert de splénocytes issus d’animaux ayant rejeté leur greffon (9.7 2 jours vs 16 2 

jours, respectivement). Une sensibilité accrue des lymphocytes T LS à une déprivation en 

tryptophane ou à une augmentation des produits de son catabolisme pourrait également expliquer 

l’absence de transfert de tolérance. En effet, les lymphocytes T des receveurs irradiés sont de 

phénotype naïf et peuvent donc être insensibles à l’action régulatrice des splénocytes transférés. 

Afin de vérifier cette hypothèse, des expériences de coculture avec ajout de cellules transfectées 

avec le plasmide codant pour IDO sur une MLR LT Lew.1A/CPA Lew.1W pourront être réalisées 

(figure 9A). Les résultats attendus sont une inhibition de la prolifération des lymphocytes T LS 

mais pas naïfs. De même, une augmentation de l'apoptose des lymphocytes T LS devrait être 

observée (figure9A). Enfin, des expériences de transwell pourront nous indiquer si les cellules 

régulatrices sont constitutivement activées (figure 9B a) ou si leur activation dépend de la 

présence des antigènes du donneur (figure 9B b et c). Il se peut en effet que l’activation des 

cellules régulatrices requiert un signal de la part d’une CPA (cytokine, costimulation) 

indépendamment de l’antigène porté par ces cellules. 
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Figure 9 : Schéma récapitulatif des expériences à réaliser afin de vérifier le rôle d’IDO et des 

lymphocytes T dans l’inhibition de la prolifération. A : Expérience de coculture avec ajout de 

cellules transfectées avec IDO sur une MLR LT/CPA Lew.1W. Si les lymphocytes T LS sont plus 

sensibles à l’action d’IDO que des lymphocytes T naïfs, une inhibition plus importante de leur 

prolifération, ainsi qu’une augmentation de l’apoptose devrait être observée chez ces cellules. B : 

Expérience de transwell permettant de vérifier si l’activation des cellules régulatrices est 

dépendante et/ou spécifique de l’antigène. 

 

Si nous confirmons qu’IDO est bien le mécanisme régulateur impliqué dans la survie à 

long terme des greffons allogéniques dans notre modèle, cela nous permettra de caractériser les 

cellules impliquées dans la régulation, aussi bien dans les splénocytes que dans les cellules 

infiltrant le greffon grâce à un marquage d’IDO et une analyse par FACS. Plusieurs populations 

cellulaires ont déjà été décrites, qu’il s’agisse de cellules T (Takahashi, Tagami et al. 

2000)(Guillonneau, en préparation) ou d’autres types cellulaires comme les cellules NK (Galazka, 

Stasiolek et al. 2006), les cellules NKT (Miyamoto, Miyake et al. 2001; Sonoda, Faunce et al. 

2001) ou des cellules dendritiques (Liang, Chen et al. 2006; Nagatani, Dohi et al. 2006). La 

déplétion des cellules exprimant le marqueur B7 restaure la prolifération des splénocytes des 

animaux LS, suggérant que ce sont ces cellules, appartenant au compartiment non T, qui portent 

les mécanismes régulateurs. Cependant, il est également possible que ces cellules activent des 
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cellules régulatrices qui vont alors inhiber les lymphocytes T alloréactifs via IDO. Les différents 

mécanismes pouvant être impliqués dans la régulation sont présentés dans la figure 10. 

 

 

 

 
 

Figure 10 : Schéma récapitulatif présentant les différents mécanismes pouvant être 

impliqués dans l’inhibition des lymphocytes T alloréactifs. L’activité régulatrice peut être soit 

directement médiée par des cellules non-T via l’activation d’IDO, soit être médiée par une 

deuxième population cellulaire activée par des CPA pro-tolérogènes. 

 

 En conclusion, nous avons mis en évidence des mécanismes régulateurs passant par IDO et 

permettant la survie à long terme des greffons. Cependant, les cellules impliquées ainsi que leur 

mode d’action restent à caractériser. De plus, ces mécanismes régulateurs ne préviennent pas 

l’apparition du rejet chronique. Dans une deuxième partie, nous avons donc étudié l’effet de 

l’inhibition spécifique de CD28 dans un modèle de rejet chronique (article 2). Ce travail a été 

réalisé en collaboration avec l’équipe d’Ignacio Anegon. 
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Article 2, en préparation
 

 



  Résultats-Article 2 

 73 

 



  Résultats-Article 2 

 74 

 



  Résultats-Article 2 

 75 



  Résultats-Article 2 

 76 

 



  Résultats-Article 2 

 77 

 



  Résultats-Article 2 

 78 

 



  Résultats-Article 2 

 79 



  Résultats-Article 2 

 80 

 



  Résultats-Article 2 

 81 

  



  Résultats-Article 2 

 82 

  



  Résultats-Article 2 

 83 

 



  Résultats-Article 2 

 84 

 



  Résultats-Article 2 

 85 

 



  Résultats-Article 2 

 86 

 



  Résultats-Article 2 

 87 

 



  Résultats-Article 2 

 88 

 



  Résultats-Article 2 

 89 

 



  Résultats-Article 2 

 90 

 



  Résultats-Article 2 

 91 

 



  Résultats-Article 2 

 92 

 



  Résultats-Article 2 

 93 

 



  Résultats-Article 2 

 94 

 



  Résultats-Article 2 

 95 

 



  Résultats-Article 2 

 96 

 



  Résultats-Article 2 

 97 

 



  Résultats-Article 2 

 98 

 



  Résultats-Article 2 

 99 

  



  Résultats-Article 2 

 100 

 



  Résultats-Article 2 

 101 

 



  Résultats-Article 2 

 102 

 



  Résultats-Article 2 

 103 

 



  Résultats-Article 2 

 104 

 



  Résultats-Article 2 

 105 

 



  Résultats-Article 2 

 106 

 



  Résultats-Article 2 

 107 

 



  Résultats-Article 2 

 108 

Résultats complémentaires et discussion  
 

 Dans cet article, nous avons montré l’effet bénéfique du blocage simultané des voies 

CD40/CD40L et CD28/B7. Cette double inhibition permet d’obtenir une tolérance opérationnelle 

chez 55% des receveurs, alors que le traitement avec l’AdCD40Ig seul ou l’antiCD28 associé à la 

CSA induit du rejet chronique chez 100% des animaux LS. Chez le rat, cette double inhibition, 

utilisant deux adénovirus (AdCTLA4-Ig et AdCD40Ig) permet d’obtenir une longue survie 

d’allogreffe cardiaque mais ne permet pas de prévenir le rejet chronique (Yamashita, Masunaga et 

al. 2003). Dans cette étude, nous nous sommes donc attachés à analyser l’effet bénéfique d’un 

traitement d’induction ciblant spécifiquement le CD28 sur un modèle de rejet chronique 

d’allogreffe cardiaque, ainsi que les mécanismes mis en jeu. 

 Lors de l’inhibition de la voie CD40/CD40L seule, les mécanismes régulateurs passent par 

l’induction de cellules régulatrices T CD8
+
CD45RC

low
 capables de sécréter de l’IFN  et d’activer 

IDO (Guillonneau, Aubry et al. 2005)(Guillonneau, en préparation). A l’inverse, dans le modèle 

antiCD28+CSA, les cellules régulatrices, bien qu’encore non caractérisées, semblent appartenir au 

compartiment non-T. Le blocage des deux voies de costimulation semble favoriser le 

développement de cellules régulatrices non-T, au détriment des cellules T CD8
+
CD45RC

low
. En 

effet, in vitro, les splénocytes sont inhibés alors que les lymphocytes T purifiés prolifèrent 

normalement. Nous souhaitons confirmer ces résultats obtenus en MLR et nous avons donc étudié 

la production d’IFN  par ces cellules après une stimulation par la PMA/ionomycine. Chez les 

deux animaux cotraités analysés, nous n’avons pas observé de production d’IFN , indiquant que 

les cellules T CD8
+
CD45RC

low
 de ces animaux n’auraient pas les mêmes caractéristiques que 

celles présentes chez les animaux traités par l’AdCD40Ig seul. Ces cellules ont également été 

purifiées et seront analysées par PCR quantitative en temps réel pour des marqueurs de la 

régulation tels que FoxP3, CTLA-4 ou GITR. 

 Lors de l’analyse in vitro, nous avons étudié le rôle de l’anergie dans l’inhibition de la 

prolifération des splénocytes. D’une manière surprenante, l’ajout d’IL-2 dans le milieu de culture 

restaure la prolifération des splénocytes issus des animaux traités par l’AdCD40Ig et des animaux 

cotraités tolérants (Tol), alors qu’aucun effet n’est observé sur les splénocytes des animaux 

cotraités en rejet chronique (CR) (figure 11). Plusieurs hypothèses peuvent expliquer cette 

différence de réponse entre les animaux Tol et CR. Tout d’abord, les cellules régulatrices peuvent 

agir à des endroits différents de la cascade d’activation T. Si les cellules régulatrices des animaux 

CR agissent en aval du signal induit par la fixation de l’IL-2 sur son récepteur, l’ajout d’IL-2 dans 
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le milieu sera inopérant. Ensuite, les cellules T des animaux CR peuvent exprimer un récepteur de 

faible affinité pour l’IL-2 (IL-2R ), ce qui rend les cellules insensibles aux doses utilisées dans 

notre étude (100 U/mL). Il a ainsi été montré dans un modèle d’immunothérapie des tumeurs que 

des CD8
+
 tolérants expriment ce type de récepteur et ne prolifèrent in vitro qu’avec de fortes doses 

d’IL-2 (1000 U/mL) (Teague, Sather et al. 2006). Enfin, les cellules alloréactives des animaux CR 

peuvent être d’un phénotype plutôt mémoire et être activées préférentiellement par d’autres 

cytokines, telles que l’IL-15 (Zhang, Sun et al. 1998). 

 

 

Figure 11 : Réponse proliférative des splénocytes des animaux LS après ajout d’IL-2. 

*,p<0.05 vs Addl324 ; **, p<0.01 vs Addl324 . 

 

 D’autre part, les mécanismes présents chez les animaux Tol restent également à 

déterminer. Le rôle d’IDO a été mis en évidence aussi bien dans le modèle antiCD28+CSA que 

dans le modèle AdCD40Ig (Guillonneau, en préparation). Il serait donc intéressant d’étudier son 

rôle dans notre modèle, in vitro puis, éventuellement, in vivo. D’autres facteurs peuvent être 

également impliqués tels que iNOs, HO-1 ou des cytokines (IL-10, IL-4, TGF …). L’implication 

de différentes cytokines a été testée in vitro par dosage ELISA dans les surnageants de MLR. 

Aucune différence n’a été observée entre les animaux AdCD40Ig et les animaux cotraités. De 

même, il n’y a pas de différence significative au sein du groupe cotraité entre les animaux 

tolérants et les animaux présentant du rejet chronique (figure 12). Ceci indique que ces cytokines 

ne sont pas impliquées dans l’inhibition de la prolifération in vitro. Cependant, il est également 

possible que les cytokines soient consommées par les cellules cibles au fur et à mesure de leur 

sécrétion. 
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Figure 12 : Analyse des cytokines dans le surnageant de MLR. Les surnageants sont récoltés 

après 4 jours de culture. Les MLR sont réalisées avec les splénocytes des animaux AdCD40Ig et 

cotraités 120 jours après la greffe et stimulés par des CPA Lew.1W. Les surnageants ont été 

analysés par ELISA pour les cytokines suivantes : IL-6, IL-10, IL-13 et IFN . L’IL-2 a été dosée 

en mesurant la prolifération de cellules sensibles à l’IL-2 (lignée CTLL2). 

 

 Chez l’homme, il a été montré que des patients présentant un rejet chronique avaient une 

population T CD8
+
 cytotoxique accrue, comparativement à des patients tolérants (Baeten, Louis et 

al. 2006). La présence de rejet chronique chez les animaux cotraités pourrait ainsi être due à une 

réponse cytotoxique contre l’endothélium du greffon. Nous avons donc étudié la réponse 

cytotoxique anti-donneur des animaux des différents groupes. Comme pour les cytokines, aucune 

différence dans la capacité de lyse des cellules n’a été mise en évidence (figure 13), ce qui 

suggère que ce n’est pas ce paramètre qui est responsable de l’apparition ou non des lésions de 

rejet chronique. 
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Figure 13 : Activité cytotoxique anti-donneur des splénocytes 120 jours après la greffe au 

ratio effecteur/cible : 100/1. Les résultats sont exprimés en % de lyse spécifique  erreur 

standard. *, p<0.05 vs Addl324. 

 

 Enfin, toujours dans le but de comprendre pourquoi au sein d’un même groupe des 

animaux présentent des lésions de rejet chronique et d’autres pas, nous avons regardé si une 

différence de réponse au traitement (réponse anti-CD28) pouvait être à l’origine des différences 

observées. Nous avons donc étudié les réponses humorales contre l’anticorps anti-CD28 ainsi que 

les taux circulants d’anticorps 20 jours après la greffe (data not shown, article 2). D’une façon 

surprenante, les animaux présentent une réponse humorale IgG anti-CD28 identique à celle des 

animaux traités avec l’anti-CD28 seul. Par contre, la réponse IgM est significativement inhibée 

chez les cotraités comparativement à la réponse des animaux ayant reçu seulement l’anticorps. 

Aucune différence n’est constatée entre les animaux tolérants et les animaux en rejet chronique, 

que ce soit au niveau de la réponse anti-JJ319 ou au niveau des taux sériques de l’anticorps 20 

jours après la greffe. 

 Au cours de cette étude, nous avons également regardé si les splénocytes de nos animaux 

cotraités étaient capables ou non de transférer la tolérance à des animaux naïfs, greffés et irradiés. 

Le transfert de 200 millions de splénocytes (n=3) ou de 26 millions de cellules non-T (n=3) ne 

permet pas de prolonger la survie des receveurs naïfs. Ces résultats correspondraient plutôt à ceux 

observés dans le modèle antiCD28+CSA où le transfert de cellules ne permet pas non plus 

d’induire une prolongation de survie. Bien que l’on observe une tolérance effective (survie à long 

terme et absence de rejet chronique), les mécanismes régulateurs à l’œuvre chez cez animaux ne 

sont pas transférables à un animal naïf. A l’inverse, dans le modèle AdCD40Ig seul, un transfert 

est possible, médié par la population T CD8
+
 (Guillonneau, en préparation).  

 En conclusion, nous avons montré que l’association d’un traitement d’induction anti-CD28 

et l’inhibition à long terme de la voie CD40/CD40L permet de réduire l’incidence du rejet 
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chronique observé dans les groupes utilisant uniquement l’un ou l’autre traitement. Cependant, 

cette amélioration ne concerne pas 100% des receveurs et les mécanismes mis en jeu ne sont pas 

encore élucidés. 
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Conclusion-Perspectives 

 
Dans cette première partie, nous avons étudié l’effet d’une inhibition spécifique de la voie 

CD28/B7 dans des modèles de rejet aigu et chronique. Dans le modèle de rejet aigu, nous avons 

utilisé la CSA pour renforcer l’effet du CD28. Cependant, cette association ne permet pas 

d’obtenir une tolérance complète. Des études ont suggéré que les immunosuppresseurs agissant en 

amont du signal induit par l’IL-2 prévenait le développement de mécanismes régulateurs naturels 

(Coenen, Koenen et al. 2006) ou induits par le blocage de la costimulation (Sho, Sandner et al. 

2002; Taylor, Lees et al. 2002). Il pourrait donc être intéressant de tester d’autres 

immunosuppresseurs, tels que la rapamycine, qui agissent sur des étapes plus tardives de 

l’activation T. Il apparaît également qu’un signal passant par le CD28 soit nécessaire à l’activation 

des T régulateurs. Lorsque ce signal est absent, soit par utilisation de la CSA, soit par inhibition de 

la costimulation (anti-CD28 mAb (Haspot, Seveno et al. 2005) ou CTLA4-Ig (Guillot, Menoret et 

al. 2003)), d’autres mécanismes portés par des cellules non-T semblent se mettre en place. C’est le 

cas notamment dans un modèle d’allogreffe cardiaque utilisant le CTLA4-Ig où les mécanismes 

régulateurs sont portés par des cellules dendritiques Ox62
+
 (Guillot, Menoret et al. 2003) ou dans 

un modèle d’allogreffe rénale où, suite au blocage du CD28, des cellules régulatrices B7
+
/CD6

-
 

ont été mises en évidence (Haspot, Seveno et al. 2005). De la même façon, l’association anti-

CD28+CSA semble favoriser l’apparition de cellules régulatrices portant également le marqueur 

B7 (article 1). Dans le modèle de rejet chronique utilisant l’AdCD40Ig, les cellules décrites sont 

de phénotype CD8
+
CD45RC

low
 (Guillonneau, en préparation). Lorsqu’un anticorps antiCD28 est 

ajouté, cela entraîne une modification des phénomènes régulateurs avec notamment la suppression 

de la production d’IFN  par ces cellules (article 2). Dans une autre étude associant l’AdCD40Ig 

avec le blocage de la voie ICOS/ICOSL, les cellules régulatrices obtenues appartiennent 

également au compartiment lymphocytaire T (Guillonneau, Aubry et al. 2005), confirmant que 

c’est bien l’inhibition du signal transduit par le CD28 qui induit le développement de cellules 

régulatrices non-T.  

Utilisé en association avec le CD40Ig, le CTLA4-Ig n’a pas les mêmes effets qu’une 

inhibition spécifique du CD28 par un anticorps antagoniste anti-CD28. En effet, dans ce cas, les 

receveurs développent tous des lésions de rejet chronique et rejettent une greffe de peau du 

donneur, indiquant une absence de tolérance (Yamashita, Masunaga et al. 2003). L’utilisation d’un 

anticorps antiCD28, au contraire permet d’obtenir une tolérance opérationnelle dans 55% des cas. 
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Il a déjà été montré que si le CTLA4-Ig et l’anti-CD28 sont aussi efficaces l’un que l’autre pour 

inhiber les réponses alloréactives in vitro, seul l’anti-CD28 permettait de maintenir 

l’immunocompétence des receveurs vis à vis d’antigènes solubles (Haspot, Villemain et al. 2002). 

Par contre, les animaux traités avec du CTLA4-Ig ont une réponse humorale diminuée vis à vis 

d’antigènes exogènes (Guillot, Mathieu et al. 2000). Le maintien de l’immunocompétence lors du 

traitement par l’AdCD40Ig et l’anti-CD28 a également été montré dans notre modèle où les 

receveurs sont capables de répondre à l’injection d’une lignée de cellules humaines (article 2). 

L’inhibition de la prolifération des splénocytes des animaux cotraités observée in vitro vis à vis de 

CPA tierce partie ne semble donc pas refléter la situation in vivo (tableau 4). Par conséquent, il 

serait intéressant de regarder dans le modèle antiCD28+CSA si l’on observe le même phénomène 

ou si l’inhibition in vitro se retrouve in vivo, notamment à l’aide de greffes de peau et/ou 

d’immunisation par des globules rouges de mouton.  

 

Tableau 4 : Tableau comparatif des différents résultats obtenus suite au blocage des voies 

CD40/CD40L et/ou CD28/B7. Les résultats sur le modèle AdCD40Ig ont été fournis par C. 

Guillonneau (Guillonneau, en préparation). Les analyses ont été effectuées plus de 100 jours après 

la greffe. 

 

 
AdCD40Ig AntiCD28+CSA AdCD40Ig+antiCD28 

 

% de rejet chronique 100% 100% 45% 

Présence d’allo anticorps  

(IgG) 

Similaire aux 

contrôles# 

Similaire aux 

contrôles# 

Diminuée 

(RC) 

Très faible 

(Tol) 

Immunocompétence oui Non testé oui 

Prolifération 

en MLR 

vs donneur inhibé inhibé inhibé 

vs tierce partie inhibé inhibé inhibé 

Inhibition d’une coculture non non Non (RC) Oui (Tol) 

Cellules régulatrices T CD8
+
CD45RC

low
 B7

+
CD6

-
 Non-T 

Transfert de survie Oui Non Non 

# Les contrôles sont des animaux non traités ayant rejeté leur greffon. 

. 
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Concernant la génération de cellules régulatrices, les résultats obtenus dans cette étude et 

résumés dans le tableau 4 nous indiquent que leur activation se fait de façon précoce, 

probablement au cours du premier mois suivant la greffe. En effet, dans le modèle 

antiCD28+CSA, le traitement d’induction ne dure au maximum qu’une semaine. Dans le modèle 

AdCD40Ig+antiCD28, l’administration de 8 doses d’anti-CD28 durant 8 jours suffit à modifier 

profondément les mécanismes régulateurs induits par l’AdCD40Ig seul. Il pourrait donc être 

intéressant de n’utiliser le CD40Ig qu’en traitement d’induction afin de vérifier si cela permet 

d’obtenir également une tolérance. En cas de réponse affirmative, cela pourrait permettre une 

étude chez le primate en association avec la molécule anti-CD28 utilisable chez l’homme 

(ScFv28AT) (Vanhove, Laflamme et al. 2003) actuellement en cours de développement au 

laboratoire. Chez le primate, un traitement d’induction associant le CTLA4-Ig et un anticorps anti-

CD40L a permis d’obtenir une longue survie chez deux primates sur quatre (Kirk, Harlan et al. 

1997), suggérant qu’un tel résultat pourrait être obtenu avec l’anti-CD28.  

Une deuxième remarque concernant les cellules régulatrices est que leur présence ne suffit 

pas à prévenir le rejet chronique. Ainsi, dans un modèle de transfusion spécifique du donneur, la 

présence de lésions de rejet chronique est détectée, malgré la présence de cellules régulatrices 

capables de transférer la tolérance à des receveurs naïfs (Koshiba, Kitade et al. 2003). Le critère 

commun est la présence d’alloanticorps dans le sérum des receveurs. Ces anticorps, ainsi que des 

dépôts de complément, sont également détectés au sein du greffon (Koshiba, Kitade et al. 2003; 

Palomar, Lopez-Hoyos et al. 2005). Chez les receveurs cotraités tolérants, le taux d’alloanticorps 

circulants est quasi nul suggérant qu’un contrôle de la réponse B est nécessaire à l’obtention d’une 

tolérance. Cependant, il a également été montré qu’une réponse anti-donneur forte n’était pas 

nécessairement associée à des lésions de rejet chronique dans un modèle d’allogreffe rénale 

(Haspot, Seveno et al. 2005). Un rôle protecteur des alloanticorps dirigés contre le CMH de classe 

I a même été décrit dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat (Semiletova, Shen et al. 

2005a; Semiletova, Shen et al. 2005b). L’absence d’anticorps dans notre modèle est donc peut être 

le reflet uniquement de l’inhibition efficace de l’ensemble des réponses immunes et le rejet 

chronique observé chez 45% des cotraités pourrait être du à d’autres facteurs. Il peut en effet 

s’agir d’éléments non immunologiques comme des lésions d’ischémie-reperfusion ou la qualité du 

greffon.  

 

En conclusion, les résultats obtenus dans cette première partie ont mis en évidence des 

mécanismes régulateurs induits par l’inhibition spécifique du CD28 associé soit à la CSA, soit au 
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CD40Ig. Les populations régulatrices impliquées, ainsi que leur mode d’action restent cependant à 

caractériser de manière plus précise. 
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Introduction Xénotransplantation 

I-La xénotransplantation, historique et choix du 
donneur 
 

 Le succès de l’allotransplantation, notamment suite à la découverte de 

l’immunosuppression, a conduit à une pénurie de greffons dès le milieu des années 80. Malgré des 

campagnes de sensibilisation visant à augmenter le nombre de donneurs, cette pénurie s’aggrave 

d’années en années. Ainsi, en 2004, la moitié seulement des patients sur liste d’attente a pu 

bénéficier d’une greffe (d’après le rapport d’activité 2004 de l’Etablissement Français des Greffes 

(http://www.efg.sante.fr)). Malgré des campagnes d’incitation au don d’organes, 49% des 

donneurs potentiels ne sont pas prélevés, accroissant ainsi la pénurie d’organes. Cette situation a 

conduit chercheurs et cliniciens à s’intéresser de nouveau à la xénotransplantation.  

Le concept de xénotransplantation n’est pas nouveau. Si l’on excepte les nombreuses 

créatures imaginaires présentes dans les récits mythologiques (sirène, centaure, faune), les 

premiers essais de greffes de tissus xénogéniques (essentiellement de la peau) ont eu lieu dès le 

17
ème

 siècle et se sont poursuivis épisodiquement au cours des siècles (pour revue (Deschamps, 

Roux et al. 2005b)). Cependant, la violence des rejets observés a fait décliner l’intérêt pour la 

xénogreffe jusqu’à l’arrivée des immunosuppresseurs. Les essais ont alors repris, essentiellement 

en utilisant des singes comme donneurs. En effet, le choix du singe paraissait plus avantageux en 

terme d’immunogénicité et de compatibilité physiologique étant donné la proximité 

phylogénétique entre donneur et receveur. Plusieurs essais ont ainsi montré que les organes de 

singes permettaient de remplacer des organes humains. La survie maximale (9 mois) lors de ces 

essais a été obtenue avec un rein de chimpanzé (Reemtsma, McCracken et al. 1964). Cependant, 

les grands singes appartiennent à des espèces menacées qui se reproduisent mal en captivité et ont 

peu de jeunes par portée. De plus, leurs organes sont trop petits pour des patients adultes et leur 

utilisation présente un risque infectieux. 

Pour toutes ces raisons, c’est le porc qui a été considéré comme donneur potentiellement 

plus intéressant. Des essais de greffes hépatiques, rénales, pulmonaires et cardiaques ont permis de 

montrer qu’il existe, dans une large mesure, une compatibilité physiologique entre le porc et les 

primates (pour revue (Seveno, Fellous et al. 2005)). Cependant, de nombreux problèmes devront 

être résolus avant que la xénotransplantation porcine ne devienne une réalité clinique, notamment 

la barrière immunologique, les risques infectieux et l’acceptation par le public de cette nouvelle 
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thérapeutique. Ce dernier point ne sera toutefois pas développé dans cette thèse (pour revue 

(Deschamps, Roux et al. 2005a) et (Seveno, Fellous et al. 2005)).  

 

II-Les barrières immunologiques 

II-1 Le rejet hyperaigu 
 

I-1.1 L’épitope Gal et les anticorps naturels xénogéniques 
 

En xénotransplantation, le rejet hyperaigu existe dans de nombreuses combinaisons 

d’espèces, notamment porc/primate de l’ancien monde, porc/homme, porc/souris ou cochon 

d’Inde/rat. Ces combinaisons, dans lesquelles des anticorps naturels xénogéniques (ANX) sont 

directement responsables du rejet, sont appelées discordantes (Calne 1970). Les ANX sont des 

anticorps préformés qui peuvent représenter jusqu’à 1% des anticorps sériques totaux (Galili, 

Macher et al. 1985). Leur cible est majoritairement constituée par le glucide Gal( 1-3)Gal( 1-

4)GlcNAc-R (Gal) présent sur des glycolipides membranaires et des glycoprotéines de nombreux 

types cellulaires (fibroblastes, cellules endothéliales, cellules musculaires lisses) (Galili, Shohet et 

al. 1988). L’enzyme responsable de la synthèse de cet épitope, l’ 1-3 galactosyl transférase (GT), 

est exprimée chez de nombreux mammifères, notamment le rat, la souris, le porc et les singes de 

l’ancien monde (Galili, Shohet et al. 1988). A l’inverse, elle n’est présente que sous forme de 

pseudogène chez les primates de l’ancien monde (Asie, Afrique) et chez l’homme (Larsen, Rivera-

Marrero et al. 1990) où la glycosylation terminale est assurée par l’ 1-2fucosyltransférase qui 

génère l’épitope H, précurseur des groupes sanguins humains (figure 14). Chez ces derniers, les 

ANX anti-Gal sont produits par des lymphocytes B-1B, probablement en réponse à une 

stimulation antigénique permanente par des bactéries de la flore gastro-intestinale exprimant 

l’épitope Gal (Galili, Mandrell et al. 1988). 

Cette divergence évolutive est devenue d’une importance majeure lorsque l’épitope Gal a 

été identifié comme la principale cible des ANX et donc comme première cause du rejet hyperaigu 

en xénotransplantation (Good, Cooper et al. 1992; Cooper, Good et al. 1993; Oriol, Ye et al. 

1993). Il faut noter également que l’épitope Gal n’est pas le seul reconnu par les ANX et qu’il 

existe d’autres antigènes pouvant être reconnus par ces anticorps (Vetr and Lipp 1996; 

Macchiarini, Oriol et al. 1998).  
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Figure 14: Voies de synthèse enzymatique de l’épitope Gal porcin et des groupes sanguins 

humains. 

 

I-1.2 Initiation du rejet hyperaigu : le complément et les anticorps naturels 
xénogéniques 
 

Bien que les ANX soient d’isotypes IgM et IgG et que ces deux isotypes possèdent une 

activité cytotoxique (Roos, Essers et al. 2001), ce sont principalement les IgM qui sont impliquées 

dans l’initiation du rejet hyperaigu (Platt, Lindman et al. 1991; Parker, Bruno et al. 1994; Kroshus, 

Bolman et al. 1996a; Dehoux, Hori et al. 2000). Ceci peut s’expliquer par le fait que les IgM 

xénoréactives possèdent une forte affinité pour l’épitope Gal (Vanhove and Bach 1993) et qu’une 

seule IgM fixée sur sa cible peut activer la voie classique du complément alors que plusieurs IgG 

sont nécessaires pour obtenir le même effet. 

Le rejet hyperaigu a été étudié dans de nombreuses combinaisons d’espèces, aussi bien 

dans des modèles de rongeurs que chez les primates. Dans la combinaison cochon d’Inde/rat, le 

rejet hyperaigu est déclenché par l’activation de la voie alterne du complément, sans que la 

fixation des ANX soit nécessaire (Miyagawa, Hirose et al. 1988; Pruitt, Baldwin et al. 1993). Dans 

la combinaison porc/macaque rhésus, la fixation des IgM anti-Gal provoque l’activation de la voie 

classique et des dépôts de complément sur les cellules endothéliales porcines (Platt, Fischel et al. 

1991; Dalmasso, Vercellotti et al. 1992). Ces observations ont également été confirmées in vitro 

avec l’utilisation de cellules endothéliales porcines comme cibles de sérums humains (Platt, 

Fischel et al. 1991). Que ce soit par la voie classique ou la voie alterne, l’effet cytotoxique du 

complément nécessite la formation du complexe d’attaque membranaire (CAM) aussi appelé C5b-

9 qui forme des pores dans les membranes cellulaires. Cette dernière étape semble essentielle pour 

induire l’HAR car des rats déficients pour la molécule C6 présentent un rejet retardé (Brauer, 

Baldwin et al. 1993). Cependant, des études in vitro ont montré que le CAM ne serait pas l’acteur 
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essentiel de l’HAR mais qu’il s’agirait plutôt du complexe C5b67, responsable de la perte de 

l’intégrité de la barrière endothéliale (Saadi and Platt 1995). 

Dans des conditions physiologiques, la cascade du complément est régulée par des 

protéines membranaires (protéines de régulation du complément : PRC) telles que CR1, CD55 ou 

DAF (Decay Acelerating Factor), CD46 ou MCP (Membrane Cofactor Protein) et CD59 (pour 

revue (Gasque 2004) et figure 15). Cependant, ces protéines semblent interagir de façon espèce-

spécifique avec leur cible. Ainsi, des cellules porcines ayant incorporé du DAF humain sont 

protégées des effets cytotoxiques du complément (Dalmasso, Vercellotti et al. 1991). D’autres 

études suggèrent que l’effet cytoprotecteur des protéines de régulation ne dépendrait pas 

uniquement de la compatibilité inter-espèces, mais également du niveau d’expression de ces 

molécules (Fisicaro, Aminian et al. 2000; van den Berg, Rix et al. 2000). 

 

 

Figure 15 : La voie classique et la voie alterne du complément. Ag : antigène. Ac : anticorps 

 
 

I-1.3 L’endothélium, acteur principal du rejet hyperaigu 
 

En 1990, le modèle proposé par Platt et Bach place l’activation de l’endothélium au centre 

du processus de rejet, les autres acteurs principaux étant le complément et les ANX (Platt, 
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Vercellotti et al. 1990a). Bien que, in vitro, l’activation du complément aboutisse à la lyse des 

cellules endothéliales, in vivo, le rejet hyperaigu survient avant que cette lyse puisse avoir lieu 

(Borche Luis 1994). L’activation de l’endothélium, qualifiée d’activation de type 1, est trop rapide 

pour permettre la surrégulation de gènes ou la synthèse de protéines. La fixation des complexes 

C5b-7 sur l’endothélium induit une perte transitoire de l’intégrité endothéliale qui se traduit par 

l’exposition de la matrice subendothéliale aux composants sanguins (Saadi and Platt 1995). Sont 

ainsi notamment exposés les facteurs VIIa et von Willebrand qui activent les plaquettes et initient 

la coagulation (Pareti, Mazzucato et al. 1992). Cet environnement pro-coagulant est également 

induit par la perte, par les cellules endothéliales, de la thrombomoduline et de l’héparane sulfate 

induit notamment par le C5a (Platt, Vercellotti et al. 1990a; Platt, Vercellotti et al. 1990b; Platt, 

Dalmasso et al. 1991). D’autre part, l’activation du complément produit les anaphilotoxines C3a 

C4a, et C5a qui ont des effets pro-inflammatoires et chémo-attractants importants. Enfin, 

l’opsonisation des cellules endothéliales par les fragments C3b permet l’adhésion des 

polymorphonucléaires neutrophiles via leur récepteur CD11b/CD18 (Vercellotti, Platt et al. 1991). 

Tous ces phénomènes concourent à un rejet rapide (quelques minutes à quelques heures après la 

revascularisation du greffon) qui se manifeste par une thrombose des vaisseaux, une suffusion 

hémorragique et de l’œdème (figure 16).  

 

 

 

Figure 16 : Physiopathologie du rejet hyperaigu. V : Vaisseau sanguin. E : Endothélium 

vasculaire. M : Matrice subendothéliale. Gal : Gal( 1-3)Gal. CAM : Complexe d’attaque 

membranaire. PMN : Polymorphonucléaire. T : Thrombomoduline. FW : Facteur von Willebrand. 

 

De nombreuses stratégies ont tenté de prévenir l’HAR, aussi bien chez le rongeur que chez 

le primate. Elles ont permis d’obtenir une prolongation de survie significative. Cependant, un 
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deuxième type de rejet humoral appelé rejet vasculaire aigu (AVR) est alors responsable de la 

perte des greffons. Les stratégies pour prévenir ces deux types de rejets humoraux sont décrites au 

chapitre II-3. 

II-2-Le rejet vasculaire aigu. 
 

Dans les modèles discordants, l’AVR est le deuxième type de rejet auquel sont soumis les 

greffons. Bien que l’AVR puisse être considéré comme une forme tardive d’HAR, plusieurs 

éléments suggèrent qu’il s’agit d’un phénomène bien distinct. Tout d’abord, l’AVR survient dans 

les modèles concordants chez lesquels l’HAR n’existe pas. Ensuite, la physiopathologie des deux 

rejets est différente, l’HAR se caractérisant par une suffusion hémorragique et des thrombi 

plaquettaires et l’AVR quant à lui se caractérisant par une ischémie focale et une thrombose de la 

microvasculature constituée principalement de fibrine (Leventhal, Matas et al. 1993). D’autre part, 

l’AVR implique une activation de l’endothélium avec synthèse protéique, phénomène qui n’a pas 

lieu lors de l’HAR. Enfin, alors que le complément joue un rôle central dans l’HAR, son rôle est 

encore discuté dans la survenue du rejet vasculaire aigu.  

 L’AVR est un rejet rapide, qui survient 3 ou 4 jours après la revascularisation du greffon. 

Comme dans l’HAR, c’est l’endothélium qui est la cible de ce rejet. Il a surtout été étudié dans des 

modèles concordants comme les combinaisons hamster/rat ou rat/souris. Des études ont montré, 

lors du rejet, une augmentation du titre sérique des anticorps xénogéniques, une thrombose des 

vaisseaux et un infiltrat cellulaire composé essentiellement de macrophages et de cellules NK 

(Chong, Shen et al. 1996).  

II-2.1-Les anticorps xénogéniques induits et le complément 
  

 Des études menées chez le primate et chez le rongeur ont montré une augmentation sérique 

des anticorps xénogéniques. Chez le primate, ces anticorps, IgG et IgM, reconnaissent l’épitope 

Gal mais également d’autres épitopes porcins (Dehoux, de la Parra et al. 2002). La déplétion de 

ces anticorps, notamment les IgM, permet de prévenir l’AVR chez le rongeur (Sato, Takigami et 

al. 1999) et chez le primate (Lin, Weidner et al. 1998), ce qui suggère un rôle dominant des IgM 

dans l’AVR. Ces anticorps se fixent sur l’endothélium et peuvent induire son activation sans 

intervention du complément (Vanhove B 1994; Palmetshofer, Galili et al. 1998). Il est difficile de 

déterminer si ces IgM préexistent à la greffe ou si ce sont des anticorps induits. En effet, le fait 

qu’ils apparaissent après la greffe dans des modèles concordants suggérerait qu’ils sont induits. 

Cependant, le fait que ces anticorps soient d’isotype IgM et qu’ils soient présents rapidement après 
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la greffe (3-4 jours dans le modèle hamster/rat) suggère qu’ils pourraient provenir de l’expansion 

d’un pool d’ANX présent avant la greffe mais en quantité trop faible pour déclencher un rejet 

hyperaigu. De plus, il a été montré chez le rat que ces IgM sont T-indépendantes car elles peuvent 

apparaître chez des rats athymiques greffés avec un cœur de hamster ce qui corrobore l’hypothèse 

du pool préexistant de lymphocytes B xénoréactifs (Lin, Vandeputte et al. 1998b). Dans ce cas, il 

pourrait s’agir des mêmes cellules B-1B impliquées dans l’HAR. Il a également été montré que les 

cellules B qui produisent les IgM xénoréactives chez le rat portent le marqueur CD5, marqueur 

des cellules B-1 (Lin, Vandeputte et al. 1998b). Dans les modèles concordants, comme la 

combinaison hamster/rat, les anticorps induits sont dirigés contre d’autres cibles que le Gal. Il 

s’agit notamment de l’antigène de Forssman, un glycosphingolipide présent sur les cellules 

endothéliales de hamster mais pas chez le rat (Brouard, Bouhours et al. 2000). Cependant, les 

anticorps dirigés contre cet antigène ne sont pas capables de provoquer le rejet (Wu, Fujii et al. 

1999; Brouard, Bouhours et al. 2000). De la même façon, la déplétion des sérums en anticorps 

anti-Forssman ne protège pas du rejet (Wu, Fujii et al. 1999; Brouard, Bouhours et al. 2000). 

Il a généralement été suggéré que le complément ne jouait pas de rôle dans l’AVR. 

Néanmoins, plusieurs études récentes tendent au contraire à lui attribuer un rôle dans le 

développement  de ce rejet. En effet, il a été trouvé, dans un modèle porc hDAF
+
/primate, une 

activation significative du complément suite à la fixation d’anticorps xénogéniques induits (Loss, 

Vangerow et al. 2000). Des études menées au laboratoire ont également montré des dépôts de 

C5b–9 lors du rejet d’organes porcins transgéniques pour le DAF humain (Ashton-Chess, Roussel 

et al. 2003a; Ashton-Chess, Roussel et al. 2003b). 

D’autre part, l’AVR peut être efficacement contrôlé par une inhibition systémique du 

complément via un inhibiteur de C1 dans un modèle porc hDAF+/primate (Vangerow, Hecker et 

al. 2001). Néanmoins, l’AVR peut également survenir en l’absence de complément. Ainsi, dans un 

modèle cochon d’Inde/rat on observe un rejet vasculaire aigu malgré un traitement par CVF 

(Leventhal, Matas et al. 1993). Le même phénomène est observé dans un modèle de primate 

(Leventhal, Dalmasso et al. 1993). Dans les deux cas, on observe un dépôt d’anticorps sans 

activation du complément ce qui suggère que les anticorps seuls sont capables de provoquer le 

rejet.   

 

 II-2.2-Rôle des cellules NK 
 

 Chez le rongeur, il a été montré que les cellules NK et les macrophages constituent 

l’essentiel de l’infiltrat lors du rejet (Blakely, Van der Werf et al. 1994; Candinas, Belliveau et al. 
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1996). D’autre part, les cellules NK peuvent lyser les cellules endothéliales in vitro en présence 

d’IgG xénoréactives via leur recrutement par leurs récepteurs Fc RIII (Schaapherder, Daha et al. 

1994). Cette lyse fait intervenir le mécanisme d’ADCC (Antibody-Dependent-Cell-mediated-

Cytotoxicity) (Itescu, Kwiatkowski et al. 1998) médié par le système perforine/granzyme. 

Cependant, l’absence de l’épitope Gal (Baumann, Forte et al. 2004) ou la neutralisation des ANX 

(Xia, Ji et al. 2000) ne permet pas de supprimer complètement la cytotoxicité des cellules NK. En 

effet, les cellules NK peuvent également activer les cellules endothéliales par contact direct 

(Goodman, Von Albertini et al. 1996) car l’incompatibilité moléculaire entre les molécules de 

CMH de classe I porcines et les récepteurs inhibiteurs KIR humains (NK Inhibitory Receptor) ne 

permet pas de réguler l’activation NK. Ainsi, l’expression par les cellules endothéliales porcines 

de molécules du CMH de classe I (HLA-C ou HLA-G) permet de protéger ces cellules (Seebach, 

Comrack et al. 1997; Forte p 2004).  

  

 II-2. 3-L’endothélium 
 

 La fixation des anticorps xénogéniques sur l’endothélium provoque une activation de type 

II de l’endothélium (pour revue (Bach, Winkler et al. 1996)) qui a deux effets principaux. Le 

premier consiste en la synthèse et l’expression de molécules pro-inflammatoires et le second en 

l’acquisition d’un phénotype pro-coagulant (figure 17). 

 L’apparition du phénotype pro-inflammatoire se traduit par la sécrétion d’Il-1  par les 

cellules endothéliales qui va, à son tour, induire la synthèse et la sécrétion de cytokines telles que 

RANTES, Il-8 et MCP (Selvan, Kapadia et al. 1998) qui vont recruter et activer les monocytes, les 

macrophages et les cellules T (Schall, Bacon et al. 1990; Loetscher, Seitz et al. 1994). Les 

neutrophiles sont également recrutés via la sécrétion du PAF (Platelet Activating Factor) et de 

chémokines se fixant sur le récepteur CXCR2 (CXC-Chemokine Receptor) (Gilli, Schneider et al. 

2005). 

Les cellules endothéliales activées expriment également des molécules d’adhésion telles 

que la E-sélectine, ICAM-1 et VCAM-1 qui vont également permettre le recrutement et 

l’infiltration du greffon par les leucocytes activés. Ces leucocytes, macrophages et cellules NK, 

vont contribuer à générer un environnement pro-inflammatoire via la sécrétion de TNF  d’Il  

(macrophages) et d’IFN  (cellules NK) (Candinas, Belliveau et al. 1996). 

 Le deuxième effet de l’activation des cellules endothéliales consiste en l’acquisition d’un 

phénotype pro-coagulant, via des mécanismes identiques à ceux du rejet hyperaigu, notamment la 

perte de la thrombomoduline et de l’héparane sulfate et la synthèse de Tissue Factor qui initie la 
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coagulation en se liant au facteur VIIa (Robson, Young et al. 1996). Les cellules endothéliales 

synthétisent également du PAI-1 (Plasminogen Activator Inhibitor-1) et diminuent leur synthèse 

de Plasminogen Activator ce qui conduit à une diminution de la fibrinolyse. De plus, l’activation 

de la cascade de coagulation n’est pas régulée efficacement à cause d’incompatibilité moléculaire 

notamment entre l’inhibiteur du Tissue Factor, le TFPI (Tissue Factor Pathway Inhibitor) exprimé 

par les cellules porcines et sa cible, le facteur Xa humain (Kopp, Siegel et al. 1997). Dans certains 

cas, on observe également une coagulopathie qui peut aboutir à une complication systémique, la 

coagulation intravasculaire disséminée (DIC). Ce phénomène est observé notamment lors de 

greffes rénales chez le primate (Ierino, Kozlowski et al. 1998; Cowan, Aminian et al. 2000; 

Buhler, Yamada et al. 2001) mais également avec d’autres organes comme le poumon (Gaca, 

Lesher et al. 2002). La coagulopathie cesse avec l’excision de l’organe greffé (Ierino, Kozlowski 

et al. 1998). 

 En résumé, le rejet vasculaire aigu présente une forte composante humorale, notamment 

IgM, associée à une inflammation et à une coagulation massive. Les caractéristiques 

histopathologiques de ce rejet sont une rupture de la barrière endothéliale, de la thrombose et un 

infiltrat cellulaire. Cependant, on observe des variations dans ce schéma type, notamment dans 

l’infiltrat cellulaire, en fonction de la combinaison de greffe et des traitements utilisés pour 

prévenir l’HAR (tableau 5 d’après (Dorling 2003)). 

 

Tableau 5 : Histologie de l’AVR dans différents modèles où seul le complément a été ciblé 

pour prévenir l’HAR. 

Modèle 
Inhibition du 

complément 

Dépôts  

de fibrine 

Infiltrat  

cellulaire 
 

Porc /babouin hDAF Oui Oui (Waterworth, 

Dunning et 

al. 1998) 

Porc/babouin hDAF/CD59 Oui Faible à nul (Lin, 

Weidner et 

al. 1998) 

Cochon d’Inde/rat CVF Oui Oui, macrophages et NK (Leventhal, 

Matas et al. 

1993) 
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Figure 17: Schéma récapitulatif simplifié de l’AVR. T : thrombomoduline ; CAM : 

Complexe d’Attaque Membranaire ; SLA : Swine Leucocyte Antigen ; M  : macrophages ; FW : 

Facteur von Willebrand. 

 

II-3-Stratégies visant à prévenir le rejet humoral 
 

De nombreuses stratégies ciblant les différents effecteurs de l’HAR et de l’AVR ont été 

étudiées. Elles ciblent aussi bien le donneur que le receveur et sont résumées dans le tableau 6. 
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Tableau 6: Récapitulatif des différentes stratégies utilisées pour prévenir le rejet humoral. 

 

Donneur Cible Stratégie 

 Complément CD46, CD55, CD59 

 Coagulation CD39, TFPI 

 Epitope Gal Knock Out 

 Immunosuppression locale CTLA4-Ig 

   

Receveur Cible Stratégie 

 Anticorps xénoréactifs Immunoadsorption 

  Oligosaccharides Gal 

  Splénectomie 

 Coagulation Héparine, antithrombine III 

 Complément SCR1, CVF 

 Immunosuppression Classique (CsA, CyP, FK506..) 

  Nouveaux immunosuppresseurs (anticorps 

monoclonaux …) 

 Accommodation  

 Tolérance Chimérisme hématopoïétique 

  Greffe de thymus 

 

II-3-1 : les anticorps xénoréactifs  
 

La première stratégie permettant de neutraliser les ANX consiste en une déplétion, 

spécifique ou non, des anticorps du receveur. Ceci peut être obtenu par perfusion du sang du 

receveur dans un organe intermédiaire avant la transplantation (Lexer, Cooper et al. 1987; Cooper, 

Human et al. 1988; Brewer, Del Rio et al. 1993). Mais, outre le fait que cette technique est 

compliquée à mettre en œuvre, ses effets secondaires (diminution du volume sanguin et des 

facteurs de coagulation) ont fait que ce modèle a été abandonné. La plasmaphérèse permet elle 

aussi de dépléter les anticorps et d’obtenir une prolongation de survie dans des modèles de 

primates (Fischel, Matas et al. 1992). La déplétion spécifique des ANX se fait par passage du 

plasma sur des colonnes d’affinité (immunoadsorption). Ces colonnes peuvent être soit non 

spécifiques et éliminer l’ensemble des anticorps du receveurs (Leventhal, John et al. 1995) 

(protéine A ou protéine G du staphylocoque), soit spécifiques. Elles sont alors composées 
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d’oligosaccharides synthétiques Gal (Neethling, Koren et al. 1994a; Taniguchi, Neethling et al. 

1996; Kozlowski, Ierino et al. 1998). Dans tous les cas, elles permettent de prolonger de plusieurs 

jours la survie de cœurs porcins dans des modèles de primate. Pour un effet durable, la déplétion 

doit être répétée avant et après la transplantation afin de prévenir le retour des anticorps 

(Leventhal, John et al. 1995; Lin, Hanaway et al. 2000) ce qui provoque de nombreuses 

complications associées à une certaine mortalité (Lin, Hanaway et al. 2000). 

La neutralisation in vivo des ANX par injection intraveineuse d’oligosaccharides Gal 

(Neethling, Koren et al. 1994b; Ye, Neethling et al. 1994) ou de peptides inhibiteurs (Kooyman, 

McClellan et al. 1996) et in vitro par des anticorps anti-idiotype (Koren, Milotic et al. 1996) a 

également été testée. L’infusion de di ou de trisaccharides permet de prévenir le rejet (Simon, 

Neethling et al. 1998; Romano, Neethling et al. 1999). Cependant, la demi-vie de ces molécules 

est courte (50 minutes) et cette technique nécessite donc une perfusion continue pour être efficace. 

Le couplage d’oligosaccharides Gal à du polyéthylèneglycol permet d’augmenter la demi-vie du 

conjugué chez le rat et d’obtenir un effet anticomplémentaire in vitro en plus de neutraliser les 

ANX (Nagasaka, Kobayashi et al. 1997). De même, l’utilisation d’oligosaccharides Gal couplés à 

de l’albumine sérique bovine (Teranishi, Gollackner et al. 2002) ou d’un conjugué trisaccharide 

Gal-lysine permet de réduire de plus de 90% le taux d’anticorps anti Gal et la cytotoxicité de 

sérums de primate vis à vis du porc (Katopodis, Warner et al. 2002) et de diminuer la sévérité du 

rejet d’organes transgéniques porcins sans toutefois permettre une prolongation de survie (Zhong, 

Luo et al. 2003). 

Enfin, l’injection d’Ig humaines concentrées (IVIG) chez le babouin permet de prévenir le 

rejet hyperaigu d’un cœur porcin (Magee, Collins et al. 1995). In vitro, la co-incubation de sérums 

humains avec des IVIG réduit les dépôts de complément et la perte des héparanes sulfates (Magee, 

Collins et al. 1995). Plusieurs hypothèses sont avancées pour expliquer l’effet protecteur des 

IVIG. Ainsi, il a été suggéré que ces anticorps contiennent des anticorps anti-idiotype ou que les 

IVIG accélèrent le catabolisme physiologique des XNA (Yu and Lennon 1999). Il faut noter que 

dans une étude sur le modèle hamster/rat, l’utilisation des IVIG n’a pas permis d’éviter l’AVR 

malgré une légère prolongation de survie. 

Une deuxième stratégie permettant de neutraliser les ANX consiste à cibler les 

lymphocytes B. De nombreuses études ciblant les lymphocytes B ont été menées, incluant 

l’irradiation, la splénectomie et l’immunoadsorption associées ou non à une immunosuppression.  

 L’irradiation du receveur détruit toutes les cellules en division, notamment les cellules de 

l’hématopoïèse. L’irradiation non létale du receveur diminue temporairement le nombre de 

lymphocytes B mais n’affecte pas les plasmocytes sécréteurs d’anticorps. Cette diminution n’est 
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donc accompagnée que d’une légère et temporaire réduction de la quantité d’anticorps, notamment 

les anticorps anti-Gal (Kozlowski, Shimizu et al. 1999). C’est pourquoi l’irradiation est plutôt 

utilisée pour faciliter la prise de greffe de moelle osseuse lors de protocoles d’induction de 

tolérance qui seront discutés dans un chapitre ultérieur. 

La déplétion des anticorps xénoréactifs peut également être obtenue par splénectomie du receveur. 

Cozzi et coll. ont ainsi montré que cette technique permet de réduire le taux d’anticorps anti-

porcins dans un modèle de greffe rénale porcine (Cozzi, Bhatti et al. 2000). 

La déplétion des anticorps xénoréactifs peut également être obtenue par splénectomie du 

receveur. Cozzi et collègues ont ainsi montré que cette technique permet de réduire le taux 

d’anticorps anti-porcins dans un modèle de greffe rénale porcine (Cozzi, Bhatti et al. 2000). La 

déplétion des anticorps anti-Gal par immunoadsorption spécifique permet également de contrôler 

efficacement le taux de ces anticorps et de prévenir l’AVR dans les premières semaines suivant la 

greffe (Lin, Hanaway et al. 2000). Néanmoins, cette technique nécessite d’être répétée au cours du 

temps afin de contrôler le retour des anticorps, ce qui provoque de nombreuses complications 

associées à une certaine mortalité (Lin, Hanaway et al. 2000). 

La neutralisation in vivo des anticorps xénoréactifs est également possible. La technique 

d’infusion d’oligosaccharides, précédemment décrite pour prévenir l’HAR, permet également de 

prévenir l’AVR. On peut noter, par exemple, l’utilisation d’oligosaccharides Gal couplés à de 

l’albumine sérique bovine (Teranishi, Gollackner et al. 2002) ou d’un conjugué trisaccharide Gal-

lysine qui permet de réduire de plus de 90% le taux d’anticorps anti Gal. Ceci permet de diminuer 

la cytotoxicité de sérums de primates vis à vis du porc (Katopodis, Warner et al. 2002) et ainsi de 

réduire la sévérité du rejet d’organes transgéniques porcins sans toutefois permettre une 

prolongation de survie (Zhong, Luo et al. 2003). 

 

II-3 -2:  le complément 
 

Une autre possibilité afin de prévenir le rejet humoral est de cibler le complément, soit par 

déplétion, soit en inhibant son activité via les protéines de régulation solubles ou membranaires. 

La déplétion des fragments C5 (Kroshus, Rollins et al. 1995) et C6 (Brauer, Baldwin et al. 1996) 

permet de retarder le rejet de plusieurs heures dans des modèles de rongeur (Brauer, Baldwin et al. 

1996) et de primate (Kroshus, Rollins et al. 1995). Une inhibition efficace du complément peut 

également être obtenue grâce au facteur de venin de cobra (CVF). Le CVF est un analogue 

structurel et fonctionnel du C3b (pour revue (Vogel, Fritzinger et al. 2004)). Il s’associe au facteur 

B pour former le complexe CVF,Bb. Tout comme son analogue, le complexe C3b,Bb ; le CVF,Bb 
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possède une activité convertase qui génère le facteur C5b. Le CVF induit ainsi une activation 

systémique du complément et donc une consommation des facteurs complémentaires sériques. De 

plus, le complexe CVF,Bb possède une longue demi-vie (7h vs 1min30 pour le C3b,Bb) et il est 

résistant aux inhibiteurs naturels du C3b,Bb, les facteurs H et I. Toutes ces caractéristiques 

associées permettent d’obtenir grâce au CVF une déplétion efficace du complément. L’utilisation 

de CVF permet ainsi de prolonger significativement la survie d’une greffe cardiaque chez le rat 

(69 heures avec CVF vs 15 minutes sans traitement) (Candinas, Lesnikoski et al. 1996). Le CVF 

permet également d’obtenir une prolongation de survie dans un modèle de primate (Leventhal, 

Dalmasso et al. 1993; Hecker, Lorenz et al. 2002; Chen, Sun et al. 2004). Cependant, ce traitement 

génère des anaphylatoxines C3a et C5a, ainsi que du C3b et C4b qui activent les macrophages et 

les neutrophiles, ce qui résulte en une inflammation systémique qui en limite l’utilisation 

(Candinas, Lesnikoski et al. 1996). Chez le rat, l’inhibition du complément par le CVF, le sCR1 

ou des anticorps tels que l’anti-C6, associée à une inhibition de la réponse cellulaire T, permet 

d’obtenir une longue survie. Cette survie s’accompagne d’un phénomène appelé accommodation 

qui sera détaillé dans un chapitre ultérieur. 

Une deuxième approche consiste à réguler l’activité du complément via les protéines de 

régulation, soit par administration de formes solubles, soit en induisant leur expression à la surface 

de l’endothélium du receveur. Le sCR1 est une forme soluble tronquée du récepteur du 

complément de type 1 (Weisman, Bartow et al. 1990) qui inhibe les voies classiques et alternes en 

se fixant au C3b et C4b. Des études chez le rat et le primate ont montré qu’une perfusion de sCR1 

permet d’obtenir une survie d’une semaine chez le primate (Pruitt, Bollinger et al. 1997) et de 

deux jours chez le rat (Candinas, Lesnikoski et al. 1996). L’association du CVF et du SCR1, bien 

que réduisant les dépôts de C4b, l’activation des macrophages et la production de cytokines dans 

le greffon, ne permet pas d’obtenir un effet synergique de ces deux traitements quant à la 

prolongation de survie (Candinas, Lesnikoski et al. 1996). 

La troisième possibilité afin de contrôler le rejet humoral est d’obtenir une régulation 

locale et non plus systémique via l’expression par l’endothélium des PRC du receveur. Cette 

hypothèse a tout d’abord été testée chez le rongeur où l’expression du DAF ou du CD59 permet de 

protéger des cellules endothéliales murines incubées avec du sérum humain (Somerville, Kyriazis 

et al. 1994; van Denderen, Pearse et al. 1996). Le même résultat est obtenu lors de la perfusion ex 

vivo de cœurs de souris avec du sérum humain (Byrne, McCurry et al. 1995; McCurry, Kooyman 

et al. 1995). Dans les modèles porc/primate, des porcs exprimant CD59, DAF ou des 

combinaisons de PRC ont été générés suite aux travaux précurseurs de Dalmasso et collègues qui 

ont montré que le DAF humain inhibe la cytotoxicité des ANX vis à vis des cellules endothéliales 
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porcines (Dalmasso, Vercellotti et al. 1991). Des expériences de perfusion ex vivo d’organes 

porcins ont montré une prolongation de survie de cœurs et de reins exprimant CD59 ou DAF, 

associée à une diminution des dépôts de complément (Kroshus, Bolman et al. 1996b; Schmoeckel, 

Nollert et al. 1996; Storck, Abendroth et al. 1997). Lors de la greffe, ces organes ne sont pas 

rejetés de façon hyperaigue (Waterworth, Cozzi et al. 1997; Schmoeckel, Bhatti et al. 1998; Zaidi, 

Schmoeckel et al. 1998). De même, la greffe de cœurs de rats exprimant le DAF humain chez le 

primate permet d’éviter l’AVR (Charreau, Menoret et al. 1999). La coexpression de deux PRC 

semble augmenter la survie des greffons (Byrne, McCurry et al. 1997; Charreau, Menoret et al. 

1999; Chen, Naficy et al. 1999). 

 

II-3-3 :  la coagulation 
 

Plusieurs études ont tenté d’améliorer l’issue de l’AVR en contrôlant la coagulation, soit 

de façon systémique, soit de façon locale au niveau du greffon. Les traitements systémiques 

incluent des anticoagulants comme l’antithrombine III qui permet de doubler la survie en 

prévenant la coagulopathie (Cowan, Aminian et al. 2002), de l’héparine ou de la warfarine 

(inhibiteur de la synthèse des facteurs II, VII et IX). Cette dernière étude n’a toutefois pas mis en 

évidence d’effet bénéfique sur la survie de la greffe (Byrne, Schirmer et al. 2005). Des inhibiteurs 

de l’agrégation des plaquettes ont également été testés avec succès dans des modèles de pré-greffe 

chez le babouin. Des études supplémentaires seront néanmoins nécessaires pour conclure sur leur 

efficacité lors de l’AVR (Alwayn, Appel et al. 2000). Une étude chez le babouin a également 

permis de mettre en évidence un rôle du CMV (CytoMégaloVirus) dans l’activation endothéliale 

et l’effet bénéfique sur la coagulopathie de l’utilisation d’organes porcin non infectés dans un 

protocole de greffe cardiaque (Mueller, Kuwaki et al. 2004). 

 Chez le rongeur, des études ont ciblé notamment le CD39. Cette enzyme, dont l’activité 

diminue lors de l’ischémie ou lors de l’activation de l’endothélium par des cytokines, est un 

inhibiteur de l’activation plaquétaire. La surexpression de CD39 permet de prolonger la survie 

d’une xénogreffe de cochon d’Inde chez le rat (Imai, Takigami et al. 2000). Des cœurs de souris 

transgéniques pour le TFPI ou l’hirudine (inhibiteur du facteur IIIa) sont résistants à l’AVR et 

survivent plus de 100 jours lorsque la réponse cellulaire est inhibée (Chen, Giannopoulos et al. 

2004). Des études ont également analysé l’effet d’une inhibition de la prothrombinase fgl-2 

(fibrinogen-like protein 2). Cette enzyme, qui joue un rôle dans l’initiation des dépôts de fibrine a 

été montrée comme étant surexprimée lors de l’AVR dans un modèle porc/babouin (Ghanekar, 

Mendicino et al. 2004). In vivo, des cœurs issus de souris où le gène fgl-2 a été délété ne subissent 
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pas de thrombose lors d’une greffe chez le rat (Ghanekar, Mendicino et al. 2004; Mendicino, Liu 

et al. 2005). 

  

 

II-3-4 : l’immunosuppression classique pour inhiber la réponse cellulaire et humorale  

 

Les techniques précédemment décrites pour contrôler le rejet humoral, et notamment 

l’immunoadsorption, ne permettent pas de contrôler le rebond des anticorps observé après une 

immunoadsorption, ni la réponse cellulaire ou l’inflammation. C’est pourquoi l’intérêt s’est porté 

sur l’immunosuppression dans le but de contrôler ces différents paramètres.  

 Chez le primate, de nombreuses études ont été menées, associant des antiprolifératifs 

(cyclophosphamide (CyP), mycophénolate mofétil (MMF)), des inhibiteurs des lymphocytes T 

(CsA, tacrolimus) pour prévenir aussi bien la réponse cellulaire que la réponse humorale induite, 

et des anti-inflammatoires (glucocorticoïdes (GC)). 

 Les résultats obtenus sont très hétérogènes, la survie des greffons variant de quelques 

heures à plusieurs mois (tableau 7). Cette hétérogénéité s’explique par la diversité des donneurs 

(transgéniques ou non) et des receveurs (babouins ou macaques) et la variabilité des protocoles 

d’immunosuppression (dose, combinaison, cinétique d’administration). De plus, les effets 

secondaires de ces traitements sont importants, notamment des infections parfois létales dues à 

une trop forte immunosuppression. Les limites de ces traitements semblent donc atteintes, ce qui 

conduit à rechercher de nouvelles molécules immunosuppressives. Chez le rongeur, un traitement 

d’induction bloquant les lymphocytes B associé à une inhibition de la réponse cellulaire 

(généralement via la CsA) permet d’obtenir une longue survie des greffons. Ainsi, le CyP associé 

à un traitement continu à la CsA permet de prévenir l’AVR. L’arrêt de la CsA coïncide avec le 

retour des anticorps suivi du rejet (Hasan, van den Bogaerde et al. 1992a; Hasan, van den 

Bogaerde et al. 1992b). De même, l’association déoxyspergualine/CsA ou léflunomide/CsA 

permet de prévenir l’AVR dans le modèle concordant hamster/rat (Chong, Ma et al. 1997; Lin, 

Vandeputte et al. 1998b; Watanabe, Miyatake et al. 2004).  

Dans un modèle de rat déficient en lymphocytes T (rat nude), le léflunomide associé à une 

injection d’antigènes du donneur et à une déplétion transitoire des cellules NK permet d’obtenir 

une tolérance T-indépendante (Lin, Goebels et al. 1998; Ji, Xia et al. 1999). Enfin, dans un modèle 

de souris nude, un court traitement avec le léflunomide seul permet d’obtenir une longue survie du 

greffon (Yan, Verbeken et al. 2005). 
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Tableau 7 : résumé non exhaustif de la survie d’organes porcins chez des primates soumis à 

une immunosuppression classique. CS : corticostéroïdes, MTT : méthotrexate 

 

Receveur Organe Immunosuppression Survie 

maximale 

 

babouin coeur CsA, CyP, MTT, CS 12h (Ye, Neethling 

et al. 1994) 

babouin cœur hDAF CsA, CyP, MMF, CS 12 jours (Ashton-Chess, 

Roussel et al. 

2003a) 

babouin cœur 

hDAF/hCD59 

CsA, CyP, CS 29 jours (Lin, Goebels et 

al. 1998) 

babouin cœur 

hDAF/hCD59 

CsA, azathioprine, CS 3 jours (Byrne, 

McCurry et al. 

1997) 

macaque cœur hDAF CsA, CyP, CS 5 jours (Schmoeckel, 

Bhatti et al. 

1998) 

macaque rein hDAF CsA, CyP, CS 35 jours (Zaidi, 

Schmoeckel et 

al. 1998) 

babouin rein hDAF CsA, CyP, MMF, CS 51 jours (Ashton-Chess, 

Roussel et al. 

2003b) 

 

 

II-3.5 : De nouveaux immunosuppresseurs pour inhiber la réponse cellulaire et 
humorale en xénotransplantation 
 

Parmi les nouvelles molécules testées dans le but de prévenir l’AVR, on peut citer 

notamment un anticorps anti-CD2 (LoCD2b) qui est capable, in vitro, d’inhiber une réaction 

lymphocytaire mixte porc/primate et de réduire la cytotoxicité des cellules NK vis à vis des 

cellules endothéliales porcines (Dehoux, de la Parra et al. 2001). In vivo, cet anticorps induit une 

forte déplétion des cellules CD2
+
, à savoir les cellules T et NK. 
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La déplétion de différentes populations lymphocytaires B a également été testée chez le 

babouin à l’aide d’anticorps couplés ou non à une immunotoxine, la ricine A. Mais, ni la déplétion 

des populations CD20
+
 (lymphocytes immatures), CD22

+
 (lymphocytes B matures) ou CD38

+
 

(plasmocytes) n’a eu d’effet sur le taux des xénoanticorps (Alwayn, Xu et al. 2001). De même, 

l’anticorps W5 qui déplète les lymphocytes B et la majorité des plasmocytes ne permet pas 

d’inhiber la production des anticorps anti-Gal (Harper, Gollackner et al. 2004), probablement à 

cause de la déplétion partielle des lymphocytes dans les tissus lymphoïdes, d’une part, et le 

développement d’une réponse dirigée contre le W5, d’autre part. 

Une étude incluant un anticorps anti-CD154 associé à une immunosuppression forte a 

également permis d’obtenir une survie maximale de 139 jours chez le babouin (Kuwaki, Knosalla 

et al. 2004). L’anticorps anti-CD154 permet de bloquer la voie CD40/CD40L impliquée dans 

l’activation des lymphocytes T et dans le développement de la réponse humorale induite. Une 

autre étude incluant l’inhibition de la voie CD40/CD40L n’a pas permis de reproduire la 

diminution des anticorps anti-Gal et anti non-Gal observée dans l’étude précédente (Wu, Pfeiffer 

et al. 2005). Le blocage simultané des voies CD28/B7 et CD40/CD40L a toutefois permis de 

diminuer significativement la réponse vis à vis des épitopes non-Gal. Ceci ne s’accompagne 

toutefois pas d’une prolongation de survie, probablement à cause des anticorps anti-Gal qui ne 

sont que partiellement diminués lors de la bithérapie. Ce type de traitement est beaucoup mieux 

supporté que l’immunosuppression classique (Wu, Pfeiffer et al. 2005) et pourrait être d’un intérêt 

tout particulier lors de greffes utilisant des porcs Gal-KO comme donneurs. Dans la même 

optique, des porcs transgéniques exprimant CTLA4-Ig ont été générés au laboratoire dans le but 

d’obtenir une immunosuppression locale lors de greffes de neurones (Martin, Plat et al. 2005).  

 D’autres immunosuppresseurs ont été testés comme le sérum anti-thymocytes (RATS) qui 

s’accompagne d’effets secondaires importants (décès de 6 receveurs sur 7) (Ghanekar, Lajoie et al. 

2002) ou, dans notre laboratoire, la mitoxantrone qui, bien qu’induisant une déplétion efficace des 

lymphocytes B, ne permet pas d’obtenir une prolongation de survie (Ashton-Chess, Meurette et al. 

2004). 

Afin d’obtenir une efficacité maximale dans la prévention de l’AVR, différentes 

combinaisons des traitements précédemment décrits ont été testés. Quelques uns des résultats 

obtenus chez le primate sont résumés dans le tableau 8. 
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Tableau 8: résumé non exhaustif de la survie d’organes porcins chez des primates soumis à 

une immunosuppression classique combinée à une immunosuppression novatrice. CS : 

corticostéroïdes. 

 

Donneur/ 

receveur 

Immuno-

suppression 

Autres traitements 

 

Survie 

maximale 

 

Cœur hDAF/ 

babouin 

ATG AntiCD154, antiCD120,  

CTLA4-Ig 

11 jours (Wu, Pfeiffer 

et al. 2005) 

Rein hDAF/ 

babouin 

CsA, CS Oligosaccharide Gal, 

RATS 

50 jours (Ghanekar, 

Lajoie et al. 

2002) 

Cœur hDAF/ 

babouin 

ATG, MMF, 

CS 

Oligosaccharide Gal, 

irradiation, CVF, 

héparine, antiCD154 

139 jours (Kuwaki, 

Knosalla et al. 

2004) 

Rein hDAF/CD59/ 

Babouin 

CsA, CS, 

MMF 

mitoxantrone 10 jours (Ashton-

Chess, 

Meurette et al. 

2004) 

 

II-3.6 : L’épitope Gal 

II-3.6.1 : les compétiteurs de l’ 1-3 galactosyltransférase 

L’épitope Gal étant la principale cible des anticorps naturels et induits lors des rejets 

hyperaigus et vasculaires aigus, il a été suggéré que le masquage ou l’élimination de cet épitope 

pourrait être une solution de choix pour prévenir ces rejets. 

  L’une des stratégies utilisée pour diminuer l’immunogénicité des tissus Gal
+
 est de générer 

des tissus coexprimant une autre glycosyltransférase. Celle–ci entre alors en compétition avec 

l’ 1-3 galactosyltransférase (GT) pour leur substrat commun, ce qui diminue consécutivement 

l’expression de l’épitope Gal. Plusieurs essais incluant l’ 1-2 fucosyltransférase (HT) chez la 

souris (Sharma, Okabe et al. 1996; Costa, Zhao et al. 1999b) et le porc (Sharma, Okabe et al. 

1996; Costa, Zhao et al. 1999a), l’ -sialyltransférase (Tanemura, Miyagawa et al. 1998) ou 

l’acétylglucosaminyltransférase III (GnT III) (Miyagawa, Murakami et al. 2001) chez le porc ont 

ainsi montré une diminution de l’expression du Gal dans les tissus. Cette réduction dans 
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l’expression du gal s’accompagne d’une diminution de la fixation des anticorps xénoréactifs, 

d’une inhibition de la lyse médiée par le complément et, dans le cas de la GnT III, d’une 

diminution de la lyse médiée par les cellules NK (Miyagawa, Murakami et al. 2001). De façon 

intéressante, chez la souris, l’expression combinée de HT et du CD59 humain se montre aussi 

efficace que l’invalidation du gène (knock out, KO) de la GT qui abolit complètement l’expression 

du Gal (Costa, Zhao et al. 1999b). De plus, on n’observe pas d’effet synergique entre la co-

expression du hCD59, de l’HT et le KO de la GT, ce qui suggérerait que l’expression de la HT 

dans des porcs transgéniques pour les protéines humaines de régulation du complément pourrait 

suffire à contrôler la composante humorale de l’AVR. Lors d’un essai de greffe chez le macaque, 

l’un des cœurs transgénique pour la GnT III a subit un AVR alors que le second a survécu plus de 

4 heures sans aucun traitement immunosuppresseur (Miyagawa, Murakami et al. 2001). Les 

analyses ont confirmé les résultats obtenus in vitro, à savoir une diminution des dépôts de 

complément sur l’endothélium vasculaire. 

  Une autre stratégie visant à diminuer l’expression de l’épitope Gal a été la création d’un 

anticorps recombinant dirigé contre l’ 1-3 galactosyl transférase. La transfection de cellules 

endothéliales porcines, suivie de l’expression intracellulaire de cet anticorps, a permis de diminuer 

l’activité enzymatique de plus de 70%, réduisant ainsi de plus de 90% la cytotoxicité d’ANX 

purifiés et de 50% la cytotoxicité de sérums humains (Vanhove, Charreau et al. 1998). 

 

II-3.6.2 :  Les animaux KO pour l’ 1-3 galactosyltransférase  

La disparition totale de l’épitope Gal à la surface des cellules peut également être obtenue 

par inactivation du gène de la GT afin d’obtenir des animaux GT-KO (knock out). Chez la souris, 

il a été montré que les cœurs issus d’animaux GT-KO ont une survie augmentée lors de la greffe, 

comparé au phénotype sauvage. De plus, un effet synergique est observé chez les animaux 

exprimant en plus des molécules de régulation du complément comme le DAF humain (van 

Denderen, Salvaris et al. 1997; Cowan, Chen et al. 1998). 

Chez le porc, la technique d’invalidation génique a été plus compliquée à mettre en place 

et les premiers animaux hétérozygotes GT-KO ont été obtenus en 2002 (Dai, Vaught et al. 2002; 

Lai, Kolber-Simonds et al. 2002). L’année suivante, les porcs homozygotes GT-KO ont vu le jour 

(Phelps, Koike et al. 2003; Kolber-Simonds, Lai et al. 2004). Ces animaux ont été obtenus par 

recombinaison homologue suivie d’un transfert de noyau soit dans une souche de porc normal 

(Dai, Vaught et al. 2002), soit dans une souche de porc miniature (Lai, Kolber-Simonds et al. 

2002). Les études in vitro ont confirmé une absence d’expression de l’épitope Gal à la surface des 
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cellules (Kolber-Simonds, Lai et al. 2004). Récemment, l’obtention de porcs hétérozygotes pour 

l’invalidation de la GT et coexprimant de surcroît le DAF humain et la GnT III a été rapportée 

(Takahagi, Fujimura et al. 2005). 

Des expériences de perfusion ex vivo ont montré une diminution de l’activation du 

complément et des plaquettes associée à une prolongation de survie (Schroeder, Allan et al. 2005). 

In vivo, les premiers essais de greffes cardiaques hétérotopiques chez le babouin ont permis 

d’obtenir, en association avec un traitement immunosuppresseur, une survie maximale de 179 

jours chez un des receveurs et une survie moyenne de 78 jours (Kuwaki, Tseng et al. 2005). 

Cependant, dans tous les cas, des signes de microangiopathie thrombotique associés à des lésions 

d’ischémie ont été observés. L’administration d’aspirine permet d’en retarder le développement 

(Dor, Kuwaki et al. 2005) mais les causes exactes (immunologiques ou non) de cette 

microangiopathie restent à déterminer.  

Il semble donc que l’invalidation du gène de la GT, associée à un traitement 

immunosuppresseur compatible avec la clinique humaine, puisse prévenir aussi bien l’HAR que 

l’AVR, ce qui permet à la recherche en xénotransplantation de franchir un obstacle important. 

 

II-3.6.3 : L’accommodation 

 Dans certains cas, lorsque les anticorps xénoréactifs et/ou le complément sont déplétés 

chez le receveur d’une xénogreffe, l’AVR n’a pas lieu et la greffe continue de fonctionner malgré 

le retour des anticorps ou du complément. Ce phénomène s’appelle l’accommodation et il a tout 

d’abord été décrit chez des receveurs d’allogreffes incompatibles pour les groupes sanguins ABO 

(Alexandre, Squifflet et al. 1987; Chopek, Simmons et al. 1987). Lorsque les receveurs d’une 

allogreffe ABO-incompatible subissent une déplétion ou une inhibition transitoire des anticorps 

anti-A ou anti-B, la greffe n’est pas rejetée de façon hyperaigüe. Ce phénomène a également été 

observé dans des modèles d’allogreffe chez le primate où l’administration de trisaccharides A ou 

B pendant quelques jours permet de prévenir le rejet hyperaigu même après l’arrêt du traitement 

(Cooper, Ye et al. 1993). L’idée que l’accommodation pourrait également être induite en 

xénotransplantation a été suggérée par Platt et collègues (Platt, Vercellotti et al. 1990a). 

 Cependant, dans les modèles porc/primate, aucun phénomène d’accommodation vis à vis 

de l’épitope Gal n’a été décrit, le retour des anticorps xénoréactifs s’accompagnant toujours de 

l’AVR. Cette différence entre la réponse allogénique et la réponse xénogénique vis à vis des 

carbohydrates a été étudiée par le groupe de Gallili. En utilisant un modèle de souris Gal-KO, ils 

ont montré que cette différence est due à l’implication ou non des lymphocytes T. En effet, la 
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coexpression de xénopeptides et de l’épitope Gal est nécessaire à la production d’IgG. Les 

lymphocytes T sont activés par les xénopeptides et, à leur tour, activent les lymphocytes B et 

induisent la commutation de classe des IgM en IgG (Tanemura, Yin et al. 2000). Dans le modèle 

murin, la faible immunogénicité des peptides ne permet pas la production d’IgG, ce qui 

expliquerait que l’accommodation soit possible dans ce modèle. L’obtention récente des porcs gal 

KO devrait permettre de déterminer si l’accommodation est possible dans la combinaison 

porc/primate.  

 Chez le rongeur, l’accommodation a été décrite dans le modèle hamster/rat où 75% des rats 

recevant un court traitement au CVF, associé à une inhibition de la réponse cellulaire T via la 

CsA, présentent une longue survie de leur greffon (Bach, Ferran et al. 1997). Bien que moins 

efficace, le sulfate de dextran qui inhibe également le complément, permet d’obtenir 

l’accommodation du greffon (Laumonier, Mohacsi et al. 2004).  

Le même résultat peut être obtenu par l’utilisation de réactifs qui ciblent les lymphocytes B 

plutôt que le complément. C’est notamment le cas des anticorps monoclonaux anti-IgM (Sato, 

Takigami et al. 1999), du léflunomide (Yan, Verbeken et al. 2005) ou d’un analogue de la 

déoxyspergualine, le LF 15-095 (LF) (Wang, Hosiawa et al. 2003). Le LF, développé par les 

laboratoires Fournier, est un analogue de la déoxyspergualine qui possède les mêmes effets 

(inhibition de la production d’anticorps) tout en étant moins toxique pour le receveur et plus 

résistant au métabolisme oxydatif in vivo. Associé à une administration continue de CsA, le LF 

nous a permis d’obtenir une survie de 60% des greffons dans notre modèle hamster/rat (article 3) 

L’accommodation se caractérise par (i) un infiltrat leucocytaire modéré à dense, identique 

chez les rejets et les animaux accommodés, composé essentiellement de macrophages et de 

lymphocytes T CD4
+
, (ii) d’une déviation Th2 de la réponse immune, caractérisée par une absence 

du marqueur CD45RC sur les lymphocytes infiltrant le greffon, une production d’IgG2c, une 

synthèse d’IL-4, d’IL-10 et d’IL-13 et l’absence d’IFN  et de TNF . Enfin, on note l’expression 

par les cellules endothéliales du greffon de molécules anti-inflammatoires et anti-apoptotiques 

(A20, HO-1, Bcl-2, Bcl-xL) (Bach, Ferran et al. 1997).  

Cette modification, à la fois de l’hôte et du greffon, permet à ce dernier, non seulement de 

survivre au retour des anticorps et du complément, mais également de résister à une injection 

d’anticorps provenant d’animaux ayant rejeté leur xénogreffe (Bach, Ferran et al. 1997; Lin, 

Vandeputte et al. 1998a). Elle permet également au greffon de survivre, dans 30% des cas, à une 

retransplantation dans un animal naïf ne recevant que de la CsA (Miyatake, Koyamada et al. 

1998). De même, une seconde greffe chez un animal accommodé provoque le rejet de celle-ci sans 
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affecter la survie du greffon accommodé, malgré des dépôts identiques d’IgM et de complément 

(Lin, Soares et al. 1999b). Tous ces résultats sont résumés dans la figure 18. 

 

 

Figure 18 : Récapitulatif des expériences permettant de vérifier l’accommodation d’un 

greffon. 

 

 La modification du greffon consiste en l’expression de gènes anti-apoptotiques et anti-

inflammatoires. Parmi les gènes anti-apoptotiques, on trouve les gènes A20, Bcl-2 et Bcl-xL qui 

font partie des gènes induits par NF- B lors de l’activation des cellules endothéliales. En plus de 

son activité anti-apoptotique, A20 inhibe NF- B, bloquant ainsi l’induction de gènes pro-

inflammatoires (Cooper, Stroka et al. 1996). L’accommodation est également liée à l’expression 

de gènes anti-inflammatoires tels que l’Hème Oxygénase-1 (HO-1) dont l’expression précoce est 

indispensable à la survie des xénogreffes (Koyamada, Miyatake et al. 1998). Ainsi, des cœurs de 

souris KO pour HO-1, greffés chez des rats traités par du CVF et de la CsA, sont rejetés en 3 jours 

par un mécanisme d’AVR (Soares, Lin et al. 1998).  

 En plus de la modification du greffon lors de l’accommodation, certaines études ont 

montré une modification de la réponse immune du receveur vers un phénotype Th2 (Bach, Ferran 

et al. 1997). Cette déviation ne semble pas systématique (Brouard, Blancho et al. 1998) ni 

indispensable à l’accommodation car la greffe d’un cœur accommodé chez un animal naïf ne 

provoque pas de rejet (Miyatake, Koyamada et al. 1998). Il est possible qu’elle soit induite par les 

cellules endothéliales accommodées comme le suggèrent certaines études in vitro (Dorling, Jordan 
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et al. 2001). La production de cytokines de type Th2 comme l’IL-13 induit l’expression de A20, 

renforçant ainsi l’effet protecteur (Dorling, Jordan et al. 2001). 

 Plusieurs études ont cherché à comprendre la cinétique d’expression des gènes impliqués 

dans l’accommodation, ainsi que leurs interactions (figure 19). Il a été notamment montré que 

l’exposition de cellules endothéliales à de faibles doses d’anticorps induit l’expression précoce de 

la NO synthase et la production de NO. A son tour, celui-ci induit l’expression de Bcl-2 et Bcl-xL 

(Delikouras, Hayes et al. 2001) et la déviation Th2 des lymphocytes T (Dorling, Jordan et al. 

2001). D’autre part, l’interaction cellule endothéliale/anticorps induit également l’expression 

d’HO-1 et la synthèse de monoxyde de carbone qui inhibe l’activation des plaquettes, prévenant 

ainsi la thrombose (Sato, Balla et al. 2001). 

 

 

Figure 19 : Schéma récapitulatif de la cinétique des gènes impliqués dans l’accommodation. 

CE : Cellule Endothéliale ; Ac : Anticorps. 

 

 

II-4 : Le rejet cellulaire 
 

 La possibilité d’induire l’accommodation dans des modèles de rongeur a permis de 

surmonter l’obstacle de l’AVR et d’étudier les mécanismes du rejet cellulaire de xénogreffe. Le 

rôle des cellules de l’immunité innée (macrophages et cellules NK) a déjà été analysé dans le 

chapitre de l’AVR. C’est pourquoi nous nous focaliserons dans ce chapitre sur le rôle des 

lymphocytes T. 
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II-4.1: Compatibilité moléculaire 

Au contraire de l’HAR et de l’AVR où il existe des incompatibilités moléculaires entre le 

porc et le primate au niveau des protéines de régulation du complément et de la coagulation, les 

molécules qui permettent l’activation des lymphocytes T (CMH et molécules de costimulation) 

sont suffisamment compatibles pour permettre au rejet cellulaire d’avoir lieu (Bedke, Baars et al. 

2003; Bonenfant, Vallee et al. 2003). 

 Chez le primate, l’absence d’accommodation n’a pas permis d’études approfondies sur le 

rejet cellulaire d’organes vascularisés in vivo. Néanmoins, des études in vitro ont montré que les 

molécules du SLA porcin sont capables d’activer la prolifération de lymphocytes T CD4
+
 humains 

par la voie directe de présentation des antigènes (Bedke, Baars et al. 2003; Bonenfant, Vallee et al. 

2003). L’ajout d’anticorps anti-SLA permet par ailleurs d’inhiber cette prolifération (Bonenfant, 

Vallee et al. 2003). Les molécules de costimulation sont elles aussi capables de stimuler les 

lymphocytes T, de façon aussi efficace que dans une réponse allogénique (Bedke, Baars et al. 

2003; Rogers, Jackson et al. 2003). Là encore, l’ajout d’anticorps inhibiteurs de la costimulation 

permet d’inhiber la réponse proliférative (Popma, Krasinskas et al. 2001). Ainsi, dans les 

principaux modèles permettant d’étudier le rejet cellulaire (porc/primate, rat/souris, hamster/rat), il 

n’existe pas d’incompatibilité majeure empêchant l’activation T. Cependant, dans d’autres 

combinaisons d’espèces, des incompatibilités moléculaires peuvent exister, diminuant de ce fait 

l’intensité de la réponse. Ainsi, l’incompatibilité entre les molécules de classe I et II murines et 

entre les CD8 et CD4 humains induisent une inhibition de la réponse xénogénique comparée à la 

réponse allogénique (Barzaga-Gilbert, Grass et al. 1992; Moses, Winn et al. 1992).  

 

II-4.2 Voie de présentation directe ou indirecte ? 
 

 In vitro, plusieurs études ont montré l’existence d’une réponse directe, aussi bien dans les 

combinaisons porc/homme (Dorling, Lombardi et al. 1996; Popma, Szeto et al. 2001; Popma, 

Krasinskas et al. 2001) que chez les rongeurs (combinaison rat/souris) (Singh, Guo et al. 2004). 

Cependant, les études in vivo ont montré que la réponse cellulaire T est essentiellement de type 

indirect. Ainsi, dans la combinaison rat/souris, le traitement par des anticorps dirigés contre les 

molécules de costimulation du donneur ne prolonge pas la survie d’une greffe cardiaque. A 

l’inverse, le blocage de la voie indirecte par des anticorps ciblant la costimulation du receveur 

permet d’augmenter la survie des greffons (Kano, Bashuda et al. 1998). De même, l’inhibition de 

la voie indirecte par des anticorps anti-CMH de classe II du receveur prolonge la survie d’un 
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greffon cardiaque. Il faut noter qu’il semble exister des différences quant à l’importance relative 

des deux voies de présentation entre le rejet d’organes vascularisés comme le cœur et le rejet de 

cellules comme les îlots pancréatiques (Kano, Bashuda et al. 1998). De même, les populations 

effectrices sont différentes. Ainsi, dans le cas des greffes vascularisées, ce sont les lymphocytes T 

CD4
+
 qui sont responsables du rejet (Chong, Ma et al. 2000; Sebille, Guillet et al. 2001) et cette 

réponse est plus forte qu’une réponse allogénique, comme l’atteste une étude de Kellersmann et 

collègues qui ont comparé la réponse proliférative in vivo des T CD4
+
 après une allogreffe ou une 

xénogreffe (Kellersmann, Kellersmann et al. 2003). Cette observation est renforcée par la 

cinétique du rejet, qui est plus rapide lors d’une xénogreffe accommodée que lors d’une allogreffe 

chez le rat (respectivement, 4 1 vs 18 4 jours) (Brouard, Vanhove et al. 1999), indiquant 

également une réponse plus vigoureuse envers le greffon xénogénique. Cependant, des études 

menées sur des rats nude ont montré que les lymphocytes T CD8
+
 sont également capables 

d’induire un rejet avec cependant une cinétique plus lente que les lymphocytes T CD4
+
 (Lin, 

Soares et al. 1999a). 

Cette différence d’intensité entre les réponses allogéniques et xénogéniques peut être due à 

une différence de fréquence des clones répondeurs. En effet, une étude au laboratoire a montré une 

réponse polyclonale lors d’une xénogreffe, alors que celle-ci est oligoclonale lors de l’allogreffe 

(Brouard, Vanhove et al. 1999), suggérant l’existence d’un plus grand nombre d’antigènes ou 

d’une réactivité croisée plus importante envers les MHC xénogéniques. 

 

II-4.3: Rôle de la costimulation  
 

 Les premières études sur le rôle de la costimulation dans l’activation lymphocytaire T en 

xénotransplantation avaient pour but de contrôler la réponse induite des anticorps anti-Gal. Il a 

ainsi été montré que le blocage de la voie CD28/B7, via le CTLA-4Ig, associé au blocage de la 

voie CD40/CD40L grâce à des anticorps anti-CD40L permet de prévenir l’apparition des anticorps 

induits aussi bien chez le primate (Wu, Pfeiffer et al. 2005) que chez la souris (Yin, Ma et al. 

2002). L’utilisation du CTLA4-Ig seul, quant à lui, ne permet pas de bloquer la production des 

ANX (Watanabe, Miyatake et al. 2004). 

 In vitro, des résultats contradictoires sont obtenus chez le primate. En effet, il a été montré 

que si le CTLA-4Ig est efficace pour bloquer la prolifération lymphocytaire, l’action de l’anti-

CD40L n’est pas aussi tranchée avec parfois un effet significatif seul ou en association avec le 

CTLA-4Ig (Tadaki, Craighead et al. 2000), et parfois une absence d’effets visibles (Lee, Yamada 

et al. 2000). 
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 Enfin, une étude récente a montré qu’il était possible d’obtenir une longue survie d’un 

greffon cardiaque de hamster chez le rat en associant sur le long terme l’inhibition des voies 

CD28/B7 et CD40/CD40L grâce à la thérapie génique (Hua, Yamashita et al. 2004). 

III : La survie à long terme : induction de tolérance. 
 

 Comme en allotransplantation, la tolérance se définit comme l’acceptation à long terme 

d’un greffon en l’absence d’immunosuppression et en maintenant l’immunocompétence du 

receveur. Par rapport à l’allotransplantation, la xénotransplantation présente l’avantage d’une 

disponibilité des greffons, permettant notamment d’effectuer un conditionnement du receveur 

et/ou du donneur préalablement à la greffe, ceci afin d’obtenir non seulement une tolérance 

cellulaire mais également humorale. Trois modèles d’induction de tolérance sont actuellement 

décrits : le chimérisme moléculaire, le chimérisme hématopoïétique et la greffe thymique. 

 

III-1 : Le chimérisme moléculaire 
 

 En utilisant la technique du transfert de gène, Bracy et collègues ont montré que l’injection 

de cellules hématopoïétiques transduites avec le gène de la GT chez des souris GT-KO permet 

d’instaurer un chimérisme moléculaire et de supprimer la production d’anticorps anti-Gal (Bracy, 

Sachs et al. 1998). Cette tolérance n’est pas rompue par l’administration de cellules porcines Gal
+
 

et s’accompagne de la délétion des cellules B productrices d’anticorps anti-Gal (Bracy and 

Iacomini 2000). Ce traitement permet de retarder le rejet d’une greffe cardiaque de souris Gal
+
 

(Bracy, Chase et al. 2001). Cependant, il ne permet d’induire la tolérance qu’envers un seul 

antigène et pour obtenir une tolérance complète envers le donneur, il serait préférable d’induire un 

chimérisme hématopoïétique par greffe de moelle osseuse ou de fragments thymiques. 

 

III-2 : Le chimérisme hématopoïétique 
 

 L’induction d’un chimérisme hématopoïétique nécessite un régime de conditionnement du 

receveur avant la greffe. Celui-ci cible deux compartiments, les lymphocytes xénoréactifs 

préexistants afin de prévenir le rejet des cellules greffées et la moelle osseuse afin de créer de 

« l’espace » pour faciliter l’implantation des cellules. Ainsi, chez la souris, un chimérisme 

hématopoïétique peut être obtenu suite à la déplétion des cellules T (T  et T ) et NK, associée à 

une irradiation totale non létale, à une irradiation spécifique du thymus et à l’injection des cellules 
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de la moelle osseuse déplétées en lymphocytes T (Sharabi, Aksentijevich et al. 1990). Dans ce 

modèle, on obtient non seulement une tolérance T (Nikolic, Lei et al. 1998) mais également une 

diminution des anticorps xénoréactifs, suggérant une tolérance humorale (Aksentijevich, Sachs et 

al. 1992). En utilisant des souris GT-KO comme receveuses de cellules hématopoïétiques Gal
+
, il 

a également été montré qu’il était possible d’obtenir une tolérance B vis à vis de cet épitope 

(Ohdan, Yang et al. 1999), ce qui permet de prévenir à la fois l’HAR, l’AVR et le rejet cellulaire 

lors d’une greffe cardiaque ultérieure (Ohdan, Yang et al. 2001). 

Chez le primate, des incompatibilités moléculaires entre le porc et le primate nécessitent 

l’administration de facteurs de croissance porcin, en plus du traitement classique, pour permettre 

la prise de greffe des cellules hématopoïétiques (Sablinski, Emery et al. 1999). Dans ces 

conditions, la greffe d’une forte dose de cellules hématopoïétiques porcines, associée au blocage 

de la voie CD40/CD40L, permet également d’obtenir une tolérance B (Buhler, Awwad et al. 

2000). Cette tolérance nécessite la conservation de la voie indirecte de présentation des antigènes 

et s’accompagne d’un macro- et d’un microchimérisme transitoire (respectivement, 5 jours et un 

mois environ) (Buhler, Alwayn et al. 2001; Buhler, Awwad et al. 2002). L’utilisation de cellules 

issues de porcs GT-KO n’a pas permis de prolonger le chimérisme au delà de 5 jours. Malgré cela, 

une tolérance T a été observée in vitro pendant plus de 3 mois (Tseng, Dor et al. 2004). En évitant 

le développement d’une réponse anti-Gal, les porcs GT-KO permettent d’obtenir plus facilement 

une tolérance T. La prolongation et l’augmentation du chimérisme hématopoïétique nécessite 

désormais de résoudre 2 problèmes : (i) la création d’un microenvironnement stromal plus 

favorable à la prise de greffe et (ii) l’élimination des précurseurs hématopoïétiques par les 

macrophages du receveur dont la cible est un épitope non-Gal qui reste à déterminer (Rouhani, 

Dor et al. 2004). 

 

III-3 : La greffe thymique 

  

 Chez la souris, la greffe de fragments thymiques porcins associée à la thymectomie du 

receveur permet d’obtenir une tolérance T et l’acceptation d’une greffe de peau du même 

haplotype que le thymus (Lee, Gritsch et al. 1994; Zhao, Rodriguez-Barbosa et al. 2000). De 

même, dans le modèle hamster/rat, la greffe thymique permet d’induire une tolérance à une 

xénogreffe cardiaque (Xia, Goebels et al. 2001). Cependant, l’adaptation de ce modèle chez le 

primate n’a pas eu les mêmes effets avec une survie limitée du greffon thymique (Wu, Esnaola et 

al. 1999). Ce type d’approche a toutefois permis de confirmer que, comme chez la souris, le 
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thymus xénogénique est capable d’induire une tolérance T vis à vis des xénoantigènes. Cette 

technique a ensuite été améliorée par la création d’un environnement vascularisé permettant une 

meilleure prise de greffe. Des fragments sont placés sous la capsule rénale préalablement à la 

greffe afin de permettre la revascularisation du thymus et c’est donc un organe composite qui est 

greffé (Yamada, Shimizu et al. 1999). La greffe de ce « thymus-rein » porcin chez des babouins 

préalablement traités par thymectomie, immunoadsorption et immunosuppression, a permis 

d’obtenir une survie maximale de 30 jours du greffon. Cependant, l’un des animaux a montré une 

non réponse T vis à vis du donneur pendant plus de 2 mois après l’arrêt de l’immunosuppression 

(Barth, Yamamoto et al. 2003). Les greffons rejetés montraient une histologie de rejet humoral 

sans infiltrat cellulaire, indiquant que le contrôle de la réponse humorale pourrait permettre une 

survie à long terme. Récemment, une technique de greffe de lobes thymiques vascularisés (LTV) a 

été mise au point ce qui permettrait d’induire une tolérance vis à vis d’organes autres que le rein 

(Kamano, Vagefi et al. 2004).  

 Une étude récente par le groupe de David Sachs a montré que la greffe de « thymus-rein » 

ou de rein et LTV permet d’obtenir une longue survie, jusqu’à 80 jours (Yamada, Yazawa et al. 

2005). Les greffons étaient fonctionnels jusqu’au décès des animaux pour des raisons non 

immunologiques. 

 

IV : Le risque infectieux 
 

Un obstacle autre que le rejet devra être surmonté avant toute application clinique de la 

xénotransplantation. Il s’agit du risque de transmission de pathogènes porcins à l’homme. Le 

passage du virus du VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine), issu du singe, à l’homme a 

montré que ce risque existait et qu’il ne devait pas être sous-estimé.  

 Le porc est notamment le réservoir d’une famille de rétrovirus, les PERV (Porcine 

Endogenous RetroVirus) qui sont intégrés dans son génome, ce qui rend leur élimination très 

difficile. In vitro, il a été montré que les PERV peuvent infecter des cellules humaines. Cependant, 

aucune modification, que ce soit dans la morphologie ou dans la prolifération des cellules, n’a été 

observée après 6 mois de culture (Yu, Zhang et al. 2005). Il a également été montré que les 

particules virales issues de porcs transgéniques pour CD55 et CD59 mais pas CD46 sont moins 

sensibles à l’élimination par le sérum humain (Hazama, Miyagawa et al. 2005). Cette résistance 

risque de s’accroître avec l’utilisation des porcs GT-KO. En effet, les virions issus de porcs 

sauvages expriment le Gal, ce qui en fait une cible pour les ANX et le complément humain.  
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 Les résultats obtenus in vivo sont cependant contradictoires avec les études in vitro. Ainsi, 

la greffe de cellules humaines et porcines sur une souris nude n’aboutit pas à l’infection des 

cellules humaines (Yang, Wood et al. 2004; Zhang, Yu et al. 2005). De même, la neutralisation 

des anticorps anti-Gal n’a pas d’effet sur l’infectiosité des PERV dans un modèle de greffe porc 

hDAF et porc hDAF-hMCP/babouin (Moscoso, Hermida-Prieto et al. 2005). De la même façon, la 

double greffe porc et homme sur primate n’a pas permis de détecter d’infection des cellules 

humaines (Winkler, Winkler et al. 2005). Enfin, aucune trace de contamination n’a été détectée 

chez des patients ayant été en contact avec des tissus porcins (Paradis, Langford et al. 1999; 

Elliott, Escobar et al. 2000; Irgang, Sauer et al. 2003). 

 En ce qui concerne la transmission d’autres agents infectieux tels que le CMV porcin 

(CytoMégaloVirus), des conditions EOPS (Exempt d’Organisme Pathogène Spécifique) peuvent 

empêcher la contamination des porcs destinés au don d’organe (Mueller, Kuwaki et al. 2004). 

 

En conclusion, l’obtention récente des porcs GT-KO a permis à la recherche en 

xénotransplantation d’effectuer un grand pas en avant. Les problèmes liés à l’HAR et à l’AVR 

semblent en passe d’être résolus. Cependant, de nombreuses questions demeurent, notamment la 

réactivité des cellules endothéliales conduisant à la coagulopathie ainsi que les mécanismes du 

rejet cellulaire. En effet, la longue survie obtenue par le groupe de David Sachs (Yamada, Yazawa 

et al. 2005) s’accompagne d’une immunosuppression forte et la compréhension des mécanismes 

du rejet cellulaire devrait permettre, comme en allotransplantation, d’adapter les traitements 

immunosuppresseurs en vue d’une application clinique, voire d’induire une tolérance. 

La deuxième partie de ce travail de thèse a eu pour but d’étudier le rôle de la costimulation 

dans le rejet cellulaire, et plus particulièrement le rôle de la voie CD28/B7 dans le modèle 

hamster/rat (article 3). 

.
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Résultats complémentaires et discussion. 
 

Lors de l’analyse des animaux traités avec l’Ad-CTLA4Ig et ayant rejeté leur greffon, nous 

avons observé la présence d’un important infiltrat macrophagique au sein de la greffe, ainsi qu’une 

augmentation des cellules NK. Nous avons donc voulu savoir si ces cellules participaient 

également au rejet, en plus des IgM xénoréactives. Nous avons donc tout d’abord réalisé une 

déplétion des macrophages grâce à l’injection de liposome clodronate. Les liposomes injectés par 

voie intraveineuse sont phagocytés par les macrophages et le clodronate est relargué dans le 

cytoplasme, induisant leur apoptose (van Rooijen, Sanders et al. 1996). Cependant, les deux 

animaux traités sont morts de façon précoce (10 et 11 jours après l’arrêt de la CSA), probablement 

à cause d’une immunosuppression sévère due au double traitement avec l’Ad-CTLA4Ig et les 

liposomes clodronate.  

Le rôle des cellules NK a également été étudié, grâce à l’utilisation d’un anticorps 

déplétant dirigé contre le marqueur NKRP-1 (clone 3.2.3). Bien que ce marqueur soit exprimé par 

plusieurs types cellulaires, l’injection iv de cet anticorps ne provoque que la déplétion des cellules 

NKRP-1
high

, ce qui correspond aux cellules NK (van den Brink, Hunt et al. 1990). Les survies 

obtenues sont présentées dans le tableau 9. La déplétion a été confirmée par FACS dans le sang 

des animaux traités ainsi que par l’analyse immunohistologique des greffons. Ce traitement n’a 

toutefois pas permis d’obtenir une prolongation de survie comparativement à l’utilisation de l’Ad-

CTLA4Ig seul, indiquant que les cellules NK ne jouent pas de rôle prédominant dans ce rejet. 

 

Tableau 9 : résumé des traitements testés pour prévenir le rejet de xénogreffe chez les 

receveurs traités par l’Ad-CTLA4Ig. Le symbole # correspond au décès des animaux avec un 

greffon fonctionnel. 

Traitement n Survie (jours) 

Ad-CTLA4Ig 

Ad-CTLA4Ig + liposome clodronate 

7 

2 

15,16,17,18,18,20,23 

10 , 11
#
 

Ad-CTLA4Ig + Ac anti NKRP-1 3 16, 17, 20 

 

 Lors de l’analyse des greffons, nous avons également détecté des dépôts d’IgM 

xénoréactives ainsi que des dépôts de complément. Ces dépôts se situaient principalement au 

niveau des vaisseaux (article 3). La déplétion des cellules NK n’ayant pas d’incidence sur la 

survie des xénogreffes, il semble donc que seules les IgM xénoréactives soient responsables du 
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rejet observé après l’arrêt de la CSA chez les receveurs traités par l’Ad-CTLA4Ig. Leur 

mécanisme d’action passe notamment par l’activation du complément dont on retrouve des dépôts 

dans les greffons, principalement au niveau des vaisseaux. Ces anticorps sont de type induit car 

l’analyse de receveurs d’une xénogreffe cardiaque 40 jours après la greffe (sous traitement par 

CSA) ne montre pas d’anticorps xénoréactif dans le sérum. Il semble donc que les doses de CSA 

que nous avons utilisées soient suffisamment importantes pour inhiber la production d’anticorps 

T-dépendants et T-indépendants. Il apparaît également que le CTLA4Ig, dans ce modèle, inhibe 

efficacement la production d’IgG xénoréactives. En effet, en l’absence de traitement de 

substitution, les anticorps sont détectables dans le sérum entre 7 et 17 jours après l’arrêt de la CSA 

(figure 20). En présence de CTLA4-Ig circulant, on ne détecte pas d’IgG xénoréactives dans le 

sérum des receveurs (article 3). 

 

 

 

 

Figure 20 : Dosage sérique des xénoanticorps 

après l’arrêt de la CSA, en l’absence de tout 

traitement de substitution. 

 

 

 

 

Afin d’étudier la présence d’éventuels mécanismes régulateurs dont la présence a été 

décrite en allotransplantation (Guillot, Menoret et al. 2003), nous avons déplété le complément par 

du CVF et analysé les animaux 30 jours après l’arrêt de la CSA. La déplétion a été confirmée par 

immunofluorescence sur les greffons : aucun dépôt de complément n’a été observé. Grâce à ce 

traitement, nous avons ainsi pu prolonger la survie et mettre en évidence la présence de cellules 

régulatrices dans la rate des animaux cotraités. Nos résultats sont similaires à ceux observés dans 

un modèle d’allogreffe cardiaque (Guillot, Menoret et al. 2003). En effet, nous observons une 

inhibition non spécifique de la prolifération des splénocytes issus des receveurs. D’autre part, les 

lymphocytes T purifiés à partir de ces splénocytes prolifèrent normalement lorsqu’ils sont stimulés 

par la voie indirecte de stimulation (article 3). Ceci suggère que l’inhibition de la prolifération des 

splénocytes observée en MLR est due à des cellules régulatrices non T. Cependant, l’ajout de 

cellules dendritiques Ox62
+
 restaure la prolifération lymphocytaire, indiquant que ce n’est pas 
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cette population qui porte l’effet inhibiteur, contrairement à ce qui a été rapporté en 

allotranslantation (Guillot, Menoret et al. 2003).  

Afin de caractériser les mécanismes régulateurs, nous avons testé le rôle de l’IL-2, de IDO 

et de iNOs dans l’inhibition de la MLR. Il apparaît que l’ajout d’IL-2, associé à l’inhibition des 

deux enzymes précédemment citées, permet de restaurer la prolifération des splénocytes. 

Cependant, dans la suite des études, il serait intéressant de tester ces associations deux à deux afin 

de déterminer la combinaison la plus efficace. Dans le cas d’une implication d’IDO dans les 

mécanismes régulateurs, il serait intéressant d’étudier la présence de cette enzyme dans les 

cellules de nos animaux par FACS d’une part et sa fonctionnalité en dosant les produits issus de 

son activité comme la kynurénine dans les surnageants de MLR d’autre part. La présence et 

l’activité de iNOs pourra également être évaluée de la même manière. 

Il serait également intéressant de déterminer si les cellules régulatrices sont 

constitutivement activées ou si la présence de l’antigène est nécessaire à leur activité. Nous avons 

donc réalisé des MLR en transwells, cependant nous avons rencontré des difficultés techniques 

(absence de prolifération de la MLR de base) qui ne nous permettent pas pour l’instant de 

répondre à cette question. 

Lors du sacrifice des animaux, nous avons constaté une mégalosplénie importante chez 

tous les animaux traités par Ad-CTLA4Ig et CVF (figure 21). La rate des animaux traités était 2 à 

3 fois plus grosse que celle des animaux naïfs et le nombre de splénocytes était également 2 à 3 

fois fois plus important. Cette mégalosplénie n’a pas été décrite en allotransplantation lors de 

l’utilisation de l’Ad-CTLA4Ig. Les résultats préliminaires de phénotypage ont montré une 

diminution significative du pourcentage de lymphocytes T totaux comparativement à des animaux 

naïfs. Cependant, l’analyse en nombre absolu de cellules montre une augmentation significative 

des lymphocytes totaux, aussi bien T CD4
+
 que T CD8

+
. Il apparaît donc qu’une autre population 

cellulaire a fortement augmenté dans la rate des animaux traités. Il peut s’agir des cellules NK 

dont une augmentation est observée à la fois dans les splénocytes et dans les greffons, des 

macrophages qui sont également présents en quantité importante dans les greffons ou des 

lymphocytes B. Un phénotypage de ces différentes populations nous permettra de déterminer la ou 

les populations impliquées dans la mégalosplénie.  

Lors de l’analyse anathomopathologique des greffons des animaux traités par Ad-

CTLA4Ig et CVF, nous avons constaté la présence de lésions de rejet vasculaire ainsi que des 

lésions de rejet chronique. Nous souhaitons donc vérifier si les IgM xénoréactives détectées dans 

le greffon peuvent être responsables des lésions observées. Pour cela, des cultures primaires de 

cellules endothéliales, obtenues à partir d’aortes de hamster, sont incubées avec les sérums des 
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animaux et le profil d’activation des cellules sera étudié par PCR en analysant l’expression des 

gènes suivants : ICAM-1, IL-8, RANTES et ELAM. Le rôle des IgM dans le développement des 

lésions de rejet chronique pourra également être évalué in vivo par injection de sérum des animaux 

traités à des receveurs sous CSA et CVF. L’activation des cellules endothéliales par des IgM a 

déjà mise en évidence in vitro dans un modèle porc/primate (Vanhove B 1994). D’autre part, il 

apparaît que des anticorps dirigés contre d’autres épitopes que le Gal peuvent induire un rejet de 

xénogreffe d’organes Gal KO (Lee, Mansfield et al. 2005). Le contrôle efficace de la réponse B 

dans des combinaisons concordantes de xénogreffes est donc un élément clé d’une survie à long 

terme. 

 

 

Figure 21 : Comparaison du nombre de 

splénocytes chez des animaux naïfs et chez des 

receveurs de xénogreffe traités par Ad-

CTLA4Ig et CVF. 

 

 

 

 

 

 

Dans le but de comparer le rôle de différentes voies de costimulation dans le rejet 

cellulaire, nous avons également bloqué la voie CD40/CD40L grâce à un adénovirus codant pour 

la molécule de fusion CD40-Ig. Ce traitement permet d’obtenir une longue survie, associée à des 

lésions de rejet chronique, dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillot, Guillonneau 

et al. 2002). Cependant, dans notre modèle, nous n’avons pas obtenu de prolongation significative 

de la survie des greffons. Il se peut que la voie CD40/CD40L soit peu ou pas impliquée dans 

l’activation des lymphocytes T xénoréactifs. Cela peut également être du au fait que le signal 

généré par le TCR soit suffisamment puissant pour que l’activation T ne soit pas affectée par 

l’inhibition d’une voie secondaire de la costimulation. Cependant, le fait que l’inhibition à court 

terme de la voie ICOS/ICOSL permette de prolonger la survie de xénogreffes accommodées 

suggérerait plutôt que CD40/CD40L soit peu impliquée dans l’activation T. En effet, l’interaction 

CD40/CD40L entre le lymphocyte T et la CPA permet de renforcer le signal antigénique (Cella, 

Scheidegger et al. 1996), ce qui n’est peut être pas nécessaire dans le cas d’une réponse 
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xénogénique qui est plus immunogène qu’une réponse allogénique. D’autre part, la voie 

CD40/CD40L est également impliquée dans l’activation des lymphocytes B de façon T-

dépendante (Castigli, Alt et al. 1994; Renshaw, Fanslow et al. 1994). Cependant, dans notre 

modèle, les lymphocytes B responsables de la production des IgM semblent indépendants des 

lymphocytes T, excluant ainsi un rôle de la voie CD40/CD40L dans leur activation. Néanmoins, 

une étude des greffons sera nécessaire afin d’évaluer si l’inhibition de cette voie de costimulation 

n’a pas un effet, même modéré, sur la réponse lymphocytaire. En effet, des effets bénéfiques de 

cette inhibition, en association avec une immunosuppression forte, ont été reporté dans un modèle 

de primate (Kuwaki, Knosalla et al. 2004). En conclusion, la génération de mécanismes 

régulateurs grâce à l’inhibition de la costimulation semble possible en xénotransplantation. Une 

comparaison entre l’effet du CTLA4-Ig et d’un anticorps anti-CD28 serait intéressante à effectuer. 

L’inhibition à long terme d’autres voies, telles que ICOS, reste également à explorer. Des 

inhibitions simultanées de plusieurs voies de costimulation devrait permettre, comme en 

allotransplantation (Guillonneau, Aubry et al. 2005), d’améliorer la survie et l’aspect histologique 

des greffons. Enfin, il apparaît que le blocage seul de la costimulation ne permet pas de contrôler 

complètement la réponse humorale chez le rat. Le contrôle de la réponse anticorps est primordial 

en xénotransplantation, aussi bien chez le rat que chez le primate où le rejet humoral persiste 

malgré l’obtention de porcs GT-KO (Chen, Qian et al. 2005).  
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Conclusion générale 
 

Le but de ce travail a été d’étudier le rôle de la costimulation, et plus particulièrement de la 

voie CD28/CTLA-4/B7 sur le rejet aigu et chronique d’allo et de xénogreffe. Une longue survie, 

voire une tolérance, est plus difficile à obtenir en xénotransplantation qu’en allotransplantation et 

les résultats obtenus jusqu’à présent sont encore loin d’être applicables en clinique. En 

allotransplantation, l’obtention d’une tolérance opérationnelle est d’ores et déjà une réalité pour un 

petit nombre de patients. Il est donc raisonnable d’espérer comprendre les mécanismes mis en jeu 

chez ces patients et pouvoir en faire bénéficier le plus grand nombre. Les études menées chez les 

rongeurs indiquent que le blocage de la costimulation est un moyen prometteur d’y arriver. La 

tolérance permettrait ainsi de diminuer les effets secondaires inhérents aux traitements 

immunosuppresseurs actuellement utilisés (infection et cancer) mais également d’augmenter le 

nombre d’organes disponibles pour la greffe en réduisant le nombre de secondes et troisièmes 

greffes effectuées pour cause de rejet aigu ou chronique.  

Cependant, même une augmentation du nombre d’organes disponibles ne devrait pas permettre de 

combler la disparité qui existe entre le nombre de patients en attente de greffe et la quantité 

d’organes disponibles. A cet égard, la xénotransplantation possède un réel avantage. Le rejet 

humoral reste à contrôler et le rejet cellulaire risque également de poser de nombreux problèmes. 

Cependant, là encore, le blocage de la costimulation semble une voie prometteuse pour contrôler 

finement les réponses cellulaires. 
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Etude de la pluralité des mécanismes régulateurs induits par le blocage de la costimulation en allo et 

xénotransplantation 

 

De multiples voies de costimulation sont susceptibles d’influencer les réponses immunes en transplantation. Nous 

avons montré qu’un traitement d’induction associant un anticorps antiCD28 et la CSA génère des cellules régulatrices 

non-T contrôlant le rejet aigu mais pas le rejet chronique d’allogreffe cardiaque. En revanche, l’association 

antiCD28/CD40Ig abolit la vasculopathie et génère des cellules régulatrices d’un type différent.  

En xénotransplantation, nous avons montré que le blocage de la costimulation est également immunosuppresseur. En 

particulier, la molécule CTLA4-Ig génère des cellules régulatrices différentes de celles obtenues en 

allotransplantation. Cependant, leur activité ne suffit pas à contrôler les réponses humorales qui, chez le rat, sont de 

type IgM T-indépendantes. 

Ces études ont contribué à analyser les effets du blocage de la costimulation en transplantation, en particulier en ce qui 

concerne le caractère immunosuppresseur et inducteur de tolérance de certaines populations cellulaires dites 

régulatrices. 

 

Mots Cles :Allogreffe, Xénogreffe, Costimulation, Cellules Régulatrices, Rat. 

 

 

 

 

 

Study of the plurality of regulatory mechanisms induced by costimulation blockade in cardiac allo and 

xenotransplantation in the rat. 

 

Several costimulation pathways influence the immune responses in transplantation. We have shown that an antiCD28 

mAb associated with CSA can induce regulatory non-T cells that control acute but not chronic allograft rejection. In 

contrast, antiCD28 mAb associated with CD40Ig abolished the vasculopathy and generated a different type of 

regulatory cells. 

In xenotransplantation, we observed that costimulation blockade is also immunosuppressive. Particularly, CTLA4-Ig 

can induce regulatory cells different from those obtained in allotransplantation. However, these cells can not control 

IgM T-independent humoral responses. 

These studies contributed to the characterization of the effect of costimulation blockade. In particular, we analyzed the 

immunosuppressive and tolerogenic properties of regulatory cells. 

 

Key words: Allograft, Xenograft, Costimulation, Regulatory cells, Rat. 
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