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CS Corticostéroïdes 

CsA Ciclosporine 

CyP Cyclophosphamide 

DAF Decay Accelerating Factor 

DMEM Dulbecco’s Modified Eagle Medium 

DMSO Dimethyl sulfoxide 
 dNTP deoxyribonucleotide triphosphate 

EA hy926 Cellules endothéliales aortiques humaines immortalisées 

EDTA Ethylène Diamine Tétra Acétique acide 

EGF Epidermal growth factor 
 ELISA Enzyme-linked immunosorbent assay 

EMBOSS European Molecular Biology Open Software Suite 

EPCR Endothelial Protein C Receptor 

EPCR Endothélial Protein C Receptor 

F Facteur (de la coagulation) 

FI Facteur I ou fibrinogène 
 FII Facteur II / Prothrombine 

FIIa Facteur II activé/ thrombine 

FIII Facteur III/ Facteur Tissulaire 

FIV Facteur IV 

FV Facteur V/ Pro-accélérine 

FVII Facteur VII/ Proconvertine 

FX Facteur X/ Facteur Stuart 

FXa Facteur X activé 

FXII Facteur XII/ Facteur Hageman 

FXIII Facteur XIII/ Facteur stabilisateur de la fibrine 

Gla Acide γ-carboxyglutamique  

GSCN Isothiocyanate de guanidium 

HUVEC  Human umbilical vein endothelial cells 

IdM Infarctus du myocarde 

LGA Laboratoire des Grands Animaux 

MMF Mycophénolate Mofétil 

PBL  Peripheral Blood Leucocytes 

PC Protéine C 

PCa Protéine C activée 
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PCR Polymerase Chain Reaction 

Pdb Paires de bases 

RACE Rapid amplification of cDNA ends 

RHA Rejet Hyper Aigu 

RHA  Rejet Hyper Aigu 

RT Reverse transcriptase 

RVA  Rejet Vasculaire Aigu 

SAP Shrimp Alkaline Phosphatase  

SMART Switching Mechanism at 5’ end of Reverse Transcript 

SVAP  SV40-transformed porcine aortic endothelial cell line 

TAFI Thrombin activatable fibrinolysis inhibitor 

 
TF Facteur tissulaire ou Tissue Factor 

TFPI Tissue Factor Pathway Inhibitor 

TM Thrombomoduline 

TNF  Tumour Necrosis Factor 

vWF facteur von Willebrand  

 
αGal galactose α(1,3) galactose 
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Perçue comme une source potentielle d’organe depuis les années 1990, la xénotransplantation, qui 

correspond à l’utilisation chez l’homme d’organes d’origine animale,  a été confrontée à de nombreux 

obstacles souvent considérés comme insurmontables. Grâces aux avancées médicales dans le domaine de 

l’immunologie, la génétique et le clonage, les mécanismes de rejets ont été de mieux en mieux étudiés et 

ont permis une amélioration significative de la survie des xénogreffes.  

L’animal donneur choisi par la communauté scientifique est le porc depuis l’éviction du singe comme source 

d’organe, en raison du risque de transmissions de rétrovirus vers l’homme trop important (Gao et al. 1999). 

Néanmoins, d’un point de vue immunologique, la barrière d’espèce entre l’homme et le porc est telle que 

les organes transplantés sont soumis à des réponses complexes et multiples responsables de rejets très 

puissants et rapides. L’homme possède en effet des anticorps (Ac) naturels ou préformés dirigés contre les 

antigènes (Gal α(1,3) Gal) exprimés chez l’ensemble des mammifères non primates. L’absence ou la présence 

de ces anticorps naturels chez le receveur définit respectivement le caractère concordant ou discordant de la 

xénotransplantation (Calne 1970). Ainsi une xénogreffe d’un organe porcin chez un primate porteur de ces 

Ac est qualifiée comme discordante et se heurte à un rejet rapide (de quelques minutes à quelques heures) 

appelé rejet hyperaigu (RHA). Celui-ci est secondaire à l’activation du complément par la reconnaissance de 

ces Ac pour leur cible. L’importance de ce rejet est amplifiée par l’incapacité des molécules porcines 

régulatrices du complément (CD55 ou CD59) à bloquer l’activation du complément humain. L’obstacle du 

rejet hyperaigu a été surmonté dans les années 1995-2000 par diverses techniques visant à dépléter les Ac 

(plasmaphérèse, immunoadsorption, anticorps anti-µ) ou par le recours à des organes issus d’animaux 

transgéniques exprimant des molécules humaines capables de contrôler  l’activation du complément. Ainsi 

des organes provenant de tels animaux, greffés à des primates recevant par ailleurs un régime 

immunosuppresseur important, ont pu montrer des survies atteignant jusqu’à 2 mois. Cependant, il se 

développait secondairement dans les jours ou semaines suivantes un autre type de rejet, également très 

puissant appelé rejet vasculaire aigu. De médiation cellulaire et humorale, ce type de rejet paraissait 

impossible à vaincre tant que la barrière immunologique d’espèce serait présente. Ainsi, l’obtention 

d’animaux Gal knock-out  n’exprimant pas l’antigène Gal, relança tous les espoirs de la xénotransplantation 

au début des années 2000. Les survies obtenues avaient réellement progressé mais un autre problème 

apparaissait à type de micro-angiopathie thrombotique à l’origine d’une perte du greffon. Les causes 

précises de cette atteinte de la microcirculation étaient probablement multifactorielles, associant des 

facteurs immunologiques (ex : activation endothéliale par des anticorps induits avec apparition d’un 

environnement pro-coagulant) et non- immunologiques avec une possible incompatibilité moléculaire 

d’espèce des mécanismes de régulation de l’hémostase entre le porc et le primate. Ainsi, une barrière 

physiologique venait probablement se surajouter à la barrière immunologique.  Un nouveau domaine 

scientifique concernant de potentielles incompatibilités moléculaires d’espèce restait à explorer. 
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Le service de Chirurgie Thoracique et Cardiovasculaire du CHU de Nantes dans lequel je travaille,  a débuté 

un programme de transplantation cardiaque, cardio-pulmonaire et pulmonaire depuis les années 1985- 1990  

avec une première transplantation cardiaque effectuée le 22 mars 1985. Depuis, plus de 600 greffes 

cardiaques et près de 250 transplantations pulmonaires ou cardio-pulmonaires ont été réalisées dans notre 

service. L’expérience et le travail de l’équipe Nantaise ont permis d’obtenir des taux de survie à 10 ans et 15 

ans fort honorables (Roussel et al. 2008) pour des patients qui avaient un pronostic initial de survie de 

quelques mois. Parallèlement, un programme d’assistance circulatoire  artificielle s’est développé dans notre 

département en raison de la nécessité de prendre en charge des patients en défaillance cardiaque 

gravissime en l’absence de greffon disponible (Baron et al. 2003; Roussel et al. 2009). Cette pénurie de 

greffon et les effets délétères du régime immunosuppresseur ont amené également plusieurs équipes de 

transplantation à proposer une assistance circulatoire en alternative à la transplantation cardiaque chez des 

patients ayant dépassés un âge limite, variable selon les centres, ou en cas de contre-indication à la 

transplantation comme un antécédent récent de néoplasie. C’est donc dans cet esprit « d’alternative » à 

l’allotransplantation cardiaque que notre service a trouvé un intérêt à la xénotransplantation   et m’a 

conduit à travailler avec l’équipe du Pr  Gilles Blancho de l’unité INSERM U643 dirigée à l’époque par le Pr 

Soulillou. Cette unité développait plusieurs thématiques de recherche en xénotransplantation, notamment 

un modèle porc-primate au sein du laboratoire des grands animaux. Cette équipe, qui m’a accueilli au début 

des années 2000, étudiait plus particulièrement la xénogreffe de reins de porcs transgéniques chez le 

babouin.  Ce primate présentait l’intérêt avec le macaque, de posséder des Ac naturels de même nature que 

ceux de l’homme, permettant ainsi d’en faire un modèle superposable à la situation humaine. Après avoir 

étudié ce modèle pré-clinique, quasi unique en France, j’ai eu l’opportunité de continuer mes travaux dans le 

laboratoire du Pr d’Apice à Melbourne, ou j’ai pu profiter de leur expertise dans le domaine de l’hémostase 

en xénotransplantation et dans le domaine de la transgénèse sous la direction du Pr Peter Cowan. 
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I.1 PENURIE DE GREFFONS  (DONNEES ISSUES DE L’AGENCE DE BIOMEDECINE) 
 

De 2000 à 2008, la greffe d’organe a connu un essor important en France puisque le nombre de personnes 

prélevées a augmenté de 54% et le nombre de greffes de 44% (données issues de l’Agence de la 

Biomédecine) (Figure 1). Malgré cela, le besoin en greffons ne cesse de croître et la hausse de l’activité ne 

suffit pas à le couvrir (Figure 2, Figure 3). En 2008, 222 patients sont décédés sur liste d’attente alors que 

4620 greffes ont été réalisées et 1563 personnes ont été prélevées. 

 

Figure 1 : Evolution du nombre de greffes d’organes en France entre 2000 et 2008 selon le type d’organe transplanté. 

Les raisons de cette augmentation en besoins en greffon sont multiples. La transplantation, par ces très bons 

résultats en terme de durée et de qualité de vie c’est imposée comme le traitement de référence pour de 

nombreuses pathologies terminales, quelque soit l’organe. Les situations dans lesquelles une greffe est 

recommandée sont de plus en plus nombreuses et diversifiées. Le vieillissement de la population générale 

favorise également les problèmes de santé menant à une greffe et parallèlement, le vieillissement de la 

population des transplantés s’accompagne d’une augmentation du risque de retransplantation pour les 

patients en rejet chronique terminal. Ainsi, chaque année le nombre de personnes inscrites en liste d’attente 

progresse, tout comme la durée d’attente du greffon qui peut atteindre maintenant plusieurs années (Figure 

2). 



22 

 

 

Figure 2 : Evolution du nombre de malades inscrits sur liste d’attente de transplantation 

Moins de 1% des personnes qui décèdent à l’hôpital sont en état de mort encéphalique ; or cette source 

d’organes représente 95% des greffes réalisées en France. Malgré la possibilité d’élargir les prélèvements à 

des donneurs vivants ou à des donneurs décédés après un arrêt cardiaque, les différentes campagnes de 

sensibilisation n’ont pas permis d’augmenter suffisament le nombre de prélèvements d’organes en France. 

Actuellement, près d’un prélèvement possible sur trois est refusé. Dans près de 4 cas sur 10, c’est parce que 

le défunt a déclaré son opposition au don d’organes durant sa vie. Dans les 6 autres cas, l’opposition vient de 

la famille. Le manque d’informations sur la volonté du défunt semblerait être une des principales causes de 

refus de la famille. 

 

I.2 HISTOIRE DE LA XENOTRANSPLANTATION 
 

Figure 3 : Evolution du nombre de 
donneurs prélevés et du taux de 
prélèvement par million 
d’habitants.  
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La xénotransplantation n’est pas une idée nouvelle puisque les premières publications médicales remontent 

en 1906, où Jaboulay décrivait à Lyon, deux tentatives de greffe de rein, l’un de porc et l’autre de chèvre, 

chez deux jeunes femmes atteintes d’urémie terminale. Auparavant, Alexis Carrel (Lyon) publiait pour la 

première fois des travaux de greffes vascularisées de reins au cou de chiens avec émission d’urine sur une 

courte période. D’autres tentatives infructueuses furent décrites dans les années suivantes. 

Alors que l’allotransplantation humaine débutait dans les années 1950 avec la première transplantation 

rénale en 1952 sur le jeune Marius Renard par l’équipe de Louis Michon à l’hôpital Necker, Reemtsma 

relança la xénotransplantation en 1963 en greffant des reins de chimpanzés sur des humains. Un patient put 

vivre plus de 9 mois avant de décéder de complications secondaires à l’immunosuppression qui associait 

irradiation, actinomycine C, azathioprine et stéroïdes. Ces travaux initièrent d’autres tentatives avec comme 

animal donneur le singe, du fait de sa proximité avec l’homme. (Tableau 1) 

 

Année Nom Animal donneur Organe prélevé Survie 

1964 Reemtsma Chimpanzé Rein 9 mois 

1964 Hitchcock Babouin Rein 4 jours 

1964 Starzl Babouin Rein 2 mois 

1964 Hardy Chimpanzé Cœur Insuffisance cardiaque 

1969-74 Starzl Chimpanzé Foie 14 jours 

1977 Barnard Babouin Cœur Rejet aigu 

1977 Barnard Chimpanzé Cœur 4 jours 

1985 Bailey Babouin Cœur 4 semaines 

1992 Starzl Babouin Foie 70 jours 

Tableau 1 : Premières expériences cliniques en xénotransplantation à partir de primates non-humains. 

 

La diffusion des techniques d’hémodialyse et les résultats en constante amélioration des greffes à partir de 

donneurs humains mettront fin à cette deuxième époque de la xénotransplantation. 

En 1984, on observe à nouveau un regain d’intérêt avec Bailey qui transplanta un cœur de babouin chez un 

nouveau-né surnommé « Baby Fae » (Bailey et al. 1985). D’autres transplantations suivirent,  toujours à 

partir du singe et en utilisant notamment le foie comme xéno-organe. Cependant, à partir des années 1990, 

le risque de transmission virale et en particulier de rétrovirus de primates chez l’homme apparait comme 

très élevé. Le HIV pourrait  être  une zoonose provenant du singe (Gao et al. 1999). Le recours aux primates à 

visée de greffe est alors complètement remis en cause et abandonné. Parallèlement, un débat éthique très 

important apparait sur le droit de disposer, en dehors de la recherche, de colonies de primates dévolus à la 

transplantation humaine. 
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Ainsi scientifiques et transplanteurs identifièrent  le porc comme autre animal donneur d’organes. Cet 

animal présentait en effet des caractéristiques de taille et de physiologie proches de celles de l’homme, des 

conditions d’élevages simples et ne soulevait pas de débat éthique passionné. Enfin, il était désormais 

possible d’appliquer la technique de transgénèse chez le   porc et d’obtenir des animaux génétiquement 

modifiés en vue de prévenir les réactions de rejet.  

Néanmoins le recours aux primates était toujours indispensable car avant d’envisager tout essai clinique de 

xénotransplantation chez l’homme, un modèle pré-clinique sur des grands animaux devait confirmer la 

faisabilité d’un tel geste. Ainsi, les travaux de xénotransplantation à partir de greffon porcin ont été 

effectués sur des singes comme receveur, cela représentait un modèle superposable à l’homme.  La grande 

majorité des travaux réalisés concernait des xénogreffes de cœur de porc chez le babouin. En quelques 

heures, ces organes étaient très rapidement rejetés malgré un lourd traitement immunosuppresseur 

(Tableau 2).  

Auteur Receveur Greffon porcin Traitement Survie de greffe 

Calne (1968) Babouin Foie CS + AZA 6h-3 jours 

Calne (1970) Rhésus Foie ALG <12h 

Cooper (1988) Babouin Cœur Aucun 

SPx 

CsA+ CS 

<8h 

<8h 

2h-5jours 

Fischel (1992) Rhésus Cœur Aucun 2h 

Leventhal (1993) Babouin Cœur Aucun 90min 

Kawauchi (1994) Macaques du japon Cœur Aucun 

Splénec + FK506 

<14 min 

30 min 

Ye (1994) Babouin Cœur CsA+CyP+MTX+CS 15 min 

Kaplon (1995) Babouin Cœur Aucun <82h 

Kaplon (1995) Cynomolgus Poumon Aucun 7-9h 

Magee (1995) Cynomolgus 

Babouin 

Cœur 

Coeur 

Ig+SPx+CsA+AZA+CS 

Idem+IA 

2h-7 jours 

7-10 jours 

Kobayashi (1996) Babouin Cœur CsA CyP CS MTX  15-40 min 

Michler (Michler, 

1996) 

Babouin Cœur Aucun 15-96h 

Sanfilippo (1996) Cynomolgus Cœur Aucun 

CsA+CyP+CS 

1h 

1h 

White (1996) Cynomolgus Cœur Aucun 45 min 

Luo (1996) Babouin Foie CsA+CyP+CS 2h 

Shah (1997) Babouin Poumon Aucun <4h 

Itescu (1997) Babouin Cœur CsA+CyP+CS 6 jours 

O’Hair (1998) Babouin Cœur Ig+MMF 24h 

Minanov (1998) Babouin Cœur Aucun 

CsA+MMF+CS 

<4jours 

<6jours 

Yeatman (1998) Babouin Poumon Aucun <30 min 

Daggett (1998) Babouin Poumon Aucun <30 min 

Tableau 2 : Résultats des premières xénotransplantations d’organes porcins non- transgéniques chez des primates 
avec ou sans protocole immunosuppresseur  

Ce rejet très puissant, appelé Rejet Hyperaigu semblait être un obstacle quasi insurmontable jusqu’à 

l’avènement de porcs transgéniques pour des molécules humaines contrôlant l’activation du complément 
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CD55 et/ou CD59. Ces premiers porcs transgéniques permirent d’obtenir des survies beaucoup plus longues, 

pouvant atteindre plusieurs mois mais toujours au prix d’une très forte immunosuppression (Tableau 3). 

 

Auteur/Année Receveur Greffon 

porcin 

Traitement Survie de 

greffe 

McCurry (1995) Babouin Cœur HCD55+hCD59+SPx+CyP+ 

AZA+CS+IA 

4-30h 

Norin (1996) Babouin Poumon hCD59 <12h 

White (1995- 1996) Cynomolgus Cœur hCD55 5 jours 

Cozzi (1995-1997) Cynomolgus Cœur hCD55+CsA+CyP+CS 6-62 jours 

Kroshus (1997) Babouin Cœur hCD59+IA+SPx+CsA+CS+MTX <10 jours 

Lin (1997) Babouin Cœur hCD59/hCD55+IA+CsA+CyP+CS <29 jours 

Daggett (1998) Babouin Poumon hCD55/hCD59 

hCD55/hCD59+IA 

<4h 

<24h 

Waterworth (1998) Babouin Cœur hCD55 2-21 jours 

Yeatman (1998) Babouins Poumon hCD55+hCD59 <3h 

Bhatti (1999) 

 

Babouin Cœur hCD55+CsA+CyP+CS 

hCD55+CsA+CyP+CS+SPx 

 

3 mois 

Tableau 3 : Résultats des premières xénotransplantations chez le singe à partir d’organes transgéniques pour des 
molécules contrôlant l’activation du complément (hCD55 et/ou hCD59). 

 

L’identification de l’antigène Gal α1-3βGal comme épitope responsable du rejet hyperaigu et l’extinction de 

son expression dans des porcs Gal K.O relança jusqu’à nos jours la conquête de l’homme sur l’animal. 

 

 

I.3 XENOTRANSPLANTATION : BARRIERE  IMMUNOLOGIQUE 
 

 

I.3.1 REJET HYPERAIGU (RHA) 
 

 

Selon Calne (Calne 1970), la transplantation entre espèces animales où le greffon subit un rejet hyperaigu 

(RHA) est une combinaison animale appelée discordante alors qu’elle est appelée concordante lorsqu’il n’y a 

pas de rejet hyperaigu (ex : singe sur homme). On peut également discriminer le caractère discordant ou 

concordant des xénogreffes sur la présence ou l’absence des anticorps préformés. L’étude des mécanismes 

du rejet hyperaigu met en évidence le rôle important joué par l’existence d’anticorps naturels ou préformés, 

le système du complément et l’activation endothéliale. Ce rejet est similaire à celui rencontré lors de greffes 

ABO - incompatibles chez l’homme.  

Le RHA résulte de : 



26 

 

 La fixation des anticorps naturels anti-Gal sur les antigènes Gal exprimés au niveau de l’endothélium 

vasculaire du donneur animal 

 L’activation du complément du receveur par la voie classique et minoritairement la voie alterne 

 L’incompatibilité de certaines protéines régulatrices du complément du donneur à réguler 

l’activation du complément du receveur 

 L’activation des cellules endothéliales de l’organe greffé 

Macroscopiquement un organe ayant subi un rejet suraigu est nécrosé avec des foyers hémorragiques 

(Figure 4). Histologiquement ce rejet est marqué par  la présence de thromboses  intra-vasculaires 

extensives associées à des hémorragies et œdèmes extra vasculaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I.3.1.1 Xéno-antigènes 
 

 

La plupart des espèces animales dispose d’une enzyme de glycosylation, l’alpha 1,3 galactosyltransférase 

( 1,3GT), responsable de la synthèse d’un épitope Gal alpha 1-3 Gal selon la réaction suivante : 

Gal 1-4GlcNAc-R + UDP-Gal       Gal 1-3Gal 1-4GlcNAc-R + UDP 

 
Cet épitope est porté par de nombreuses molécules de surface des cellules endothéliales. Chez les singes de 

l’Ancien Monde, les grands singes et les hommes, cette enzyme de glycosylation n’existe pas, si bien que 

1-3 GT 

Figure 4 : Aspect macroscopique d’un rein 
ayant subi un rejet hyperaigu. 
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l’antigène Gal est absent et ces mammifères « supérieurs » synthétisent des anticorps anti-Gal naturels 

dirigés contre cet épitope (Tableau 4). 

 

 

Espèces 
Expression de 
l’épitope Gal 

Production 
d’AC anti-Gal 

Mammifères non primates 
(porc, souris, rat….) +  - 

Singes du nouveau monde (Amérique du sud) 
(marmouset, capucin, tamarin) +  - 

Singes de l’Ancien Monde (Asie, Afrique) 
(Babouin, macaque rhésus et cynomolgus) -   + 

Grands singes 
(chimpanzé, gorille, gibbon, orang- outan)          -           + 

Homme           -           + 
 

Tableau 4 : Distribution réciproque de l’épitope Gal et des anticorps naturels anti-Gal chez les mammifères. 

 

Il est fort probable que le gène de cette enzyme 1-3 GT qui existe sous forme de pseudo gène chez 

l’homme (Joziasse et al. 1991)  ai été inactivé chez les primates ancestraux de l’Ancien Monde (il y a moins 

de 28 millions d’années). Ces derniers auraient pu être infectés par un agent pathogène endémique 

exprimant l’épitope Gal   provoquant ainsi une pression de sélection  positive sur les primates Gal négatif qui 

produisaient des anticorps anti-Gal (Galili et al. 1991). Cette pression de sélection  a probablement eu lieu 

après la dérive des continents car les mammifères non-primates et les singes du Nouveau Monde continuent 

à exprimer l’épitope Gal. Donc l’endothélium vasculaire des hommes, des grands singes et des singes de 

l’Ancien Monde exprime les épitopes des groupes sanguins ABO (ou ABH), alors que l’endothélium vasculaire 

des singes du Nouveau Monde et des autres mammifères exprime l’épitope Gal (Oriol et al. 1996).  

 

I.3.1.2 Anticorps naturels anti-Gal 

 

Le primate nouveau-né (homme, macaque) possède des immunoglobulines G (IgG) naturelles préformées 

anti-Gal d’origine maternelle, grâce à leur passage au travers du placenta puis grâce à l’allaitement. Les IgM 

anti-Gal sont absentes à la naissance (Minanov et al. 1997) et leur production commence avec le premier 

contact avec les antigènes étrangers (contact extra-utérin). Les IgM anti-Gal apparaissent progressivement 



28 

 

après la naissance et atteignent le niveau adulte à l’âge de deux mois. Les micro-organismes essentiellement 

de la flore intestinale et les antigènes alimentaires en sont probablement responsables.  

Ainsi les Ac naturels résultent d’une stimulation antigénique par des bactéries intestinales de la flore 

normale. Ces dernières expriment des structures similaires aux épitopes Gal, au niveau de 

lipopolysaccharides ou des parois cellulaires. Puisque chez l’homme il n’y a pas de tolérance immunitaire vis 

à vis des structures Gal, l’anticorps anti-Gal est constamment produit en réponse à ces bactéries. Ces 

anticorps anti-Gal représentent une réponse immunitaire primitive, naturelle, originellement déterminée à 

fournir une réponse rapide mais relativement non-spécifique pour lutter contre l’invasion par des agents 

infectieux. Ainsi les virus enveloppés produits par des organismes Gal positifs sont inactivés in vitro et in vivo 

par du sérum ayant des anticorps xénoréactifs anti-Gal. Les anticorps anti-Gal semblent donc jouer un rôle 

important dans la prévention des zoonoses. 

La majorité de ces anticorps naturels sont des IgM. Il existe aussi des IgG3 et des IgA mais à des niveaux plus 

bas. La constante d’affinité de ces anticorps naturels pour les épitopes Gal est relativement basse, aux 

alentours  de 10-4. 

Bien qu’il existe plusieurs isotypes d’anticorps naturels anti-Gal, les IgM semblent être responsables du rejet 

hyperaigu car malgré une relative faible affinité, leur quantité associée à leur multivalence rend compte 

d’une forte avidité qui ajoutée à leur grande capacité de fixation du complément en font des agents 

cytotoxiques extrêmement rapides et délétères (Parker et al. 1994).  Le rôle des IgG anti-Gal dans le rejet 

hyperaigu a été controversé. Certains travaux ont mis en évidence un effet protecteur in vitro sur les cellules 

endothéliales probablement par inhibition de la fixation des IgM, alors que d’autres ont décrit un effet 

cytolytique in vitro (Koren et al. 1994).   

 

I.3.1.3 Activation du complément et RHA. 
 

Le système du complément est l’un des systèmes enzymatiques du sérum qui intervient dans l’inflammation, 

l’opsonisation des particules antigéniques et dans la destruction des pathogènes. Ce système est constitué 

de molécules sériques qui peuvent être activées selon 3 voies : 

- la voie  classique  

- la voie alterne 

- la voie des lectines 

 

Les composants du complément interagissent les uns sur les autres de telle sorte que le produit d’une 

réaction est l’enzyme catalysant la suivante, déclenchant ainsi une cascade d’événement. A la fin de cette 
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cascade d’activation, les derniers composants du complément s’assemblent en un complexe d’attaque 

membranaire qui traverse la membrane de la cellule cible et forme ainsi un canal lytique provoquant la mort 

de la cellule. 

Le rejet hyperaigu est toujours associé à l’activation du complément et peut être prévenu  si ce dernier est 

inhibé ou si le receveur est déficient en complément (Brauer et al. 1993; Leventhal et al. 1993). Cependant à 

la fin de la cascade du complément la formation du complexe d’attaque membranaire n’est pas 

systématique (Daniels et al. 1997). Dans le modèle porc sur primate, le complément est activé 

essentiellement par la voie classique qui dépend de la fixation des anticorps xénoréactifs. L’analyse 

immunohistologique d’organes rejetés retrouve des dépôts de C1q, de C3 et C5b-9 alors que le facteur B et 

la properdine (ou facteur P) intervenant dans la voie alterne, ne sont pas détectés.  

La cascade du complément est normalement régulée par une série de protéines endothéliales qui agissent 

comme des inhibiteurs à différentes étapes de l’activation du complément : 

 CD55 ou DAF (Decay Accelerating Factor) qui empêche la formation de la C3 convertase en la clivant 

 CD46 ou MCP (Membrane Cofacteur Protein) qui inactive la C5 convertase 

 CD59 qui bloque la formation du complexe d’attaque membranaire   

Ces protéines régulatrices fonctionnent efficacement vis à vis des protéines du complément de leur propre 

espèce protégeant ainsi les cellules de l’hôte d’une activation non contrôlée du complément (Dalmasso et al. 

1991).  

Dans le modèle porc sur primate, les molécules CD55 et CD59 porcines sont spécifiques d’espèce et 

sembleraient incapables d’inhiber l’activation du complément du primate (Daniels et al. 1997).  

Avec le développement de la transgénèse et en particulier de son application possible au porc, différentes 

équipes ont pu obtenir des porcs transgéniques pour une voire deux molécules régulatrices (CD55, CD59) 

humaines du complément  permettant l’inhibition in vitro de la cytotoxicité de sérums humains vis à vis de 

cellules endothéliales porcines transgéniques. In vivo, on obtient une inhibition du rejet hyperaigu de 

l’organe porcin transgénique chez le macaque ou le babouin. Il existe en effet une réactivité croisée de ces 

molécules humaines avec les primates (Cozzi et al. 1995). 

I.3.1.4 Les cellules endothéliales dans le rejet suraigu  
 

Bien qu’une conséquence de la fixation du complexe d’attaque membranaire du complément soit la lyse des 

cellules endothéliales, le début du rejet suraigu a lieu avant cette destruction et met en jeu une activation 

des cellules endothéliales. Cette activation se traduit par la perte de la fonction de barrière de l’endothélium 

et par un changement du phénotype cellulaire anticoagulant vers un phénotype hautement pro-coagulant. 

On observe alors une agrégation plaquettaire qui aboutit à la thrombose du greffon (Daniels et al. 1997). 

Cette réponse qui requiert la présence du complément (C5a) correspond à une activation endothéliale  de 



30 

 

type I (Bach et al. 1995). Cette activation est associée à la rétraction des cellules endothéliales et à la 

formation de « brèches » ou déhiscences intercellulaires provoquant l’exposition de composants 

thrombogènes de la matrice sous-endothéliale comme le facteur von Willebrand et le collagène et le Facteur 

Tissulaire. Les plaquettes s’activent alors, la fibrine s’organise en réseau et le caillot se forme (Saadi et al. 

1995). Il existe également une perte du sulfate d’héparine extracellulaire impliqué dans l’anticoagulation. 

Au total, l’activation endothéliale de type I associée à l’activation de la cascade du complément  est 

responsable du rejet suraigu avec thrombose intravasculaire,   hémorragie et œdème extravasculaire. 

 

I.3.2 REJET VASCULAIRE AIGU  (RVA) 

 

Lorsque  le rejet suraigu de xénogreffes discordantes peut être prévenu, un deuxième type de rejet appelé 

Rejet Vasculaire Aigu (Leventhal et al. 1993; Candinas et al. 1996)  va alors survenir même en présence d’une 

lourde immunosuppression (Cooper 1998). Le rejet vasculaire aigu apparaît également dans des 

combinaisons concordantes (ex : Hamster sur rat, souris sur rat…). Avant les années 2000, on pensait que les 

mécanismes pathogéniques conduisant au rejet vasculaire aigu semblaient être distincts de ceux qui 

conduisaient au rejet suraigu et étaient moins bien connus que pour ce dernier. 

Comme pour le rejet suraigu, l’élément central, dans la physiopathologie de ce rejet, était l’activation 

endothéliale. Cette activation semblait être complément indépendant et était appelée activation 

endothéliale de type II en contraste avec l’activation de type I observée dans le rejet hyperaigu.  

L’histologie de ce type de rejet comportait (Figure 5): 

 des lésions hémorragiques moindres que dans le rejet suraigu  

 des thromboses intravasculaires 

 infiltrat cellulaire  peu abondant   

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5 : Aspect macroscopique d’un rein 
ayant subi un rejet vasculaire aigu 
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Globalement, le rejet hyperaigu correspondait à une activation du complément alors que le rejet vasculaire 

aigu correspondait à une réponse humorale précoce. 

Le rôle primordial joué par les anticorps était souligné par le fait que : 

 Il existait une forte corrélation dans le temps entre l’apparition des anticorps anti-donneurs et 

l’apparition du rejet vasculaire.  

 Les immunosuppresseurs agissant sur la réponse humorale retardaient l’apparition du rejet vasculaire. 

 La pauvreté de l’infiltrat cellulaire (essentiellement composé de cellules NK et de macrophages) 

 L’activation endothéliale pouvait être induite par ADCC (antibody-dependent cell mediated cytotoxicity), 

qui était un mécanisme intéressant également les cellules NK. 

 

I.3.2.1 Xéno-anticorps et RVA 
 

En contraste par rapport au rejet hyperaigu, certaines IgG antiGal préformées sont impliquées dans la 

genèse du rejet vasculaire aigu (Minanov et al. 1997). Dans la combinaison porc sur primate, il existe chez le 

singe des IgG anti- Gal présents à l’état de base. Après contact avec du tissu porcin, ces IgG augmentent 

rapidement. 

Il existe également des IgG anti-donneur à l’état de base en cas de combinaison concordante, qui 

augmentent rapidement après la greffe. Il est fort probable que leurs taux soient trop bas avant la greffe 

pour être détectés et pour induire un rejet hyperaigu. Le panel de ces IgG semble être beaucoup plus large 

que   celui des immunoglobulines induisant le rejet hyperaigu. 

 

 

I.3.3 PORCS GENETIQUEMENT MODIFIES POUR LA XENOTRANSPLANTATION 
 

Dans un premier temps, afin de prévenir l’apparition du rejet hyperaigu secondaire à l’activation incontrôlée 

du complément humain par les xénoanticorps naturels, des porcs transgéniques pour des molécules 

humaines régulant le système du complément ont été conçu. Ainsi des porcs transgéniques pour le DAF 

(Decay Accelerating Factor) (Cozzi et al. 1995) et/ou le CD59 humains (Diamond et al. 1996) ont été créés et 

utilisés avec succès dans des modèles de greffe cardiaque (McCurry et al. 1995), rénale (Loss et al. 2000) ou 

hépatique (Ramirez et al. 2000). Néanmoins, même avec un lourd traitement immunosuppresseur, les 

organes subissaient un rejet vasculaire aigu, caractérisé par une activation endothéliale et une forte 

augmentation des Ac xénoréactifs. Le rôle prédominant de ces Ac naturels dans le RHA et le RVA ont conduit 

à l’idée que la suppression de l’expression du motif Galα1-3-Gal pouvait être une solution de choix pour 
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prévenir les xénorejets (Cooper et al. 1993). La technique du transfert de noyau, apparue en 1996, a permis 

de produire en 2001 les premiers porcs hétérozygotes pour une forme inactive de l’α1,3-

galactosyltransférase, l’enzyme responsable de la glycolysation Galα1-3Gal. L’année suivante, des porcs dont 

les deux allèles de l’α1,3-galactosyltransférase avaient été invalidés (porcs Gal-KO) ont vu le jour (Lai et al. 

2002). 

 

I.4 XENOTRANSPLANTATION : BARRIERE  DE LA COAGULATION 
 

I.4.1 COAGULATION ET XENOTRANSPLANTATION 
 

Les lésions histologiques secondaires à des troubles de la coagulation rencontrés au cours des rejets de 

xénogreffes ont depuis longtemps fait évoquer une possible incompatibilité moléculaire au niveau des 

mécanismes régulant l’hémostase primaire et la coagulation plasmatique entre porc et primate. Ces lésions 

vont de la tendance thrombophilique locale à la coagulation intra-vasculaire disséminée ou à l’activation 

catastrophique de la coagulation menant à l’infarctus du xénogreffon (Bach et al. 1995). Ce processus 

pathologique peut être de surcroit potentialisé par la perte de l’intégrité de  l’endothélium vasculaire, où la 

disparition des molécules anticoagulantes de surface est secondaire à  l’action cytotoxique des  anticorps 

naturels et du processus inflammatoire associé(Lawson et al. 1996). Ainsi, de nombreuses études ont 

suggéré que plusieurs  systèmes physiologiques régulant  l’hémostase et la coagulation pouvaient être 

perturbés en raison d’une barrière moléculaire entre les deux espèces. Cette incompatibilité toucherait la 

voie de la protéine C, la voie du facteur tissulaire ainsi que les mécanismes régulateurs de la fibrinolyse.  

 

I.4.2 RAPPEL PHYSIOLOGIQUE SUR  L’HEMOSTASE 
 

L'hémostase est le processus physiologique qui regroupe  les mécanismes responsables de la prévention des 

saignements et l'arrêt des hémorragies, en cas de rupture de la continuité de la paroi vasculaire, par la 

formation d'un thrombus. Elle comprend l'hémostase primaire, comportant un temps vasculaire et un 

temps plaquettaire et la coagulation plasmatique qui succède à l'hémostase primaire. L’adhésion des 

plaquettes avec la paroi vasculaire précède l'activation de processus biochimiques internes menant à 

l’agrégation des plaquettes entre elles. La formation des agrégats irréversibles contribue ainsi à l'arrêt du 

saignement. La coagulation est la résultante d'une cascade de réactions enzymatiques qui sont régulées par 

des boucles de rétroaction positive ou négative. Un équilibre harmonieux de cette balance hémostatique 
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entre facteurs procoagulants et anticoagulants est nécessaire pour éviter un déséquilibre responsable alors 

d'hémorragie ou de thrombose. 

I.4.2.1.1 Hémostase Primaire 

 

L’hémostase primaire comprend l’ensemble des phénomènes qui se déroulent depuis la rupture de la 

continuité vasculaire jusqu’à la formation d’un thrombus plaquettaire. Elle fait intervenir des facteurs 

vasculaires (endothélium et sous-endothélium), plaquettaires et plasmatiques. 

  La paroi vasculaire  

 L’endothélium 
 

Les cellules endothéliales qui tapissent les vaisseaux synthétisent à la fois des substances anti-thrombotiques 

et pro-thrombotiques. A l’état physiologique, la régulation de ce système est en faveur du versant 

antithrombotique : on parle de « thromborésistance physiologique de l’endothélium » du fait de la synthèse 

de substances ayant des propriétés antiagrégantes, anticoagulantes et profibrinolytiques. 

Les propriétés antiagrégantes de l’endothélium reposent sur : 

- La sécrétion de prostacycline (PGI2), prostaglandine synthétisée à partir des phospholipides 

membranaires. C’est un puissant inhibiteur de l’agrégation plaquettaire qui agit en augmentant 

l’AMPc intraplaquettaire et un puissant vasodilatateur. 

- La sécrétion de monoxyde d’azote (NO), formé à partir de l’arginine, qui renforce l’action de la 

prostacycline sur les plaquettes. Son action vasodilatatrice est en grande partie responsable de la 

relaxation des cellules musculaires lisses induite par l’endothélium. 

- L’expression à la surface endothéliale d’une ectonucléotidase qui dégrade l’adénosine diphosphate 

(ADP), inducteur de l’agrégation plaquettaire, en un inhibiteur, l’adénosine. 

L’activité anticoagulante de l’endothélium est liée à la sécrétion d’un inhibiteur du facteur XII et d’un 

inhibiteur du facteur tissulaire (Tissue Factor Pathway Inhibitor  ou TFPI), à la présence d’héparanes sulfates 

membranaires stimulant l’inactivation de la thrombine par l’antithrombine, et à la présence de la 

thrombomoduline membranaire.  

L’activité profibrinolytique de l’endothélium dépend de la synthèse et de la sécrétion d’un activateur du 

plasminogène, le t-PA (tissue type plasminogen activator) et de la fixation de cette enzyme ainsi que son 

substrat, le plasminogène, sur la membrane endothéliale. 

Les propriétés pro-thrombotiques de l’endothélium reposent sur la synthèse par les cellules endothéliales 

de facteurs favorisant l’hémostase primaire et la coagulation, notamment le facteur Willebrand (vWF), 

nécessaire à l’adhésion des plaquettes, le facteur tissulaire (FT), responsable de l’initiation de la coagulation  

et un inhibiteur de la fibrinolyse (Plasminogen activator inhibitor type 1 ou PAI-1) qui limite l’activité du t-PA. 
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 Le sous-endothélium 
 

La membrane basale située immédiatement sous la couche de cellules endothéliales est bien délimitée au 

niveau des capillaires : elle contient des types particuliers de collagène, notamment le collagène de type IV 

associé à de la thrombospondine, des protéoglycans et des microfibrilles. Au niveau des gros vaisseaux, le 

sous-endothélium contient du collagène de type III de façon prédominante ainsi que des fibres d’élastine. 

Certains facteurs de l’hémostase sont déposés dans la matrice sous- endothéliale tels le vWF, le facteur 

tissulaire et le PAI-1 et peuvent donc exercer leur action hémostatique lorsque l’endothélium est lésé. 

 Les plaquettes 

Les plaquettes sont des éléments anucléés de petites dimensions (2 à 3,5 µ de diamètre et 0,5 à 0,75 µ 

d’épaisseur) dont le volume plaquettaire est de 8 à 10 fL, soit dix fois plus petit que celui d’un globule rouge. 

Les plaquettes ont une forme discoïde et on peut distinguer la membrane plaquettaire, les sytèmes 

membranaires intraplaquettaires, le cytosquelette, les granules spécifiques et d’autres formations intra-

plaquettaires. 

 Facteurs plasmatiques intervenant dans l’hémostase primaire 

Au moins deux protéines plasmatiques interviennent dans l’hémostase primaire : le facteur Willebrand et le 

fibrinogène. 

Facteur Willebrand : C’est une glycoprotéine multimérique de haut poids moléculaire synthétisées par les 

cellules endothéliales et les mégacaryocytes et présente dans le plasma où il est lié au facteur VIII. Le facteur 

Willebrand est stocké dans les cellules endothéliales et les granules alpha des plaquettes sous forme de 

multimères de haut poids moléculaire. Il joue un rôle important dans l’adhésion des plaquettes au sous-

endothélium lésé : il forme un pont entre la plaquette et le sous-endothélium vasculaire (collagène). Au 

niveau de la plaquette, il se fixe à deux glycoprotéines membranaires : la GPIb et la GPIIb/IIIa. Son absence 

dans la maladie de Willebrand entraîne un allongement du temps de saignement. 

Fibrinogène : Ce facteur, synthétisé par l’hépatocyte, est nécessaire à l’agrégation des plaquettes. En 

l’absence de fibrinogène (afibrinogénémie congénitale), le temps de saignement est allongé. 

 

I.4.2.1.2 Etapes de l’hémostase primaire 

 Dans le sang circulant, les plaquettes sont inactives. Leur stimulation par une lésion vasculaire in vivo ou par 

différentes substances in vitro entraîne une série de phénomènes morphologiques et biochimiques qui 

constituent l’hémostase primaire.  On distingue ainsi l’adhésion plaquettaire, l’activation des plaquettes 

aboutissant à la sécrétion des constituants plaquettaires et l’agrégation des plaquettes. 
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 Adhésion plaquettaire 

 

Les plaquettes n’adhèrent pas à l’endothélium intact mais au sous-endothélium exposé en cas de lésion 

vasculaire. Cette adhésion est un phénomène rapide, irréversible, dépendant d’un certain nombre de 

paramètres : 

 Les constituants du sous-endothélium : les plaquettes adhèrent principalement aux fibres de collagène. 

 Les paramètres hémodynamiques et en particulier, les forces de cisaillement. Le taux de cisaillement est 

proportionnel au débit sanguin et inversement proportionnel au carré du diamètre du vaisseau : il est 

donc faible au niveau des gros vaisseaux et élevé au niveau de la microcirculation. 

 Le facteur Willebrand, indispensable à l’adhésion des plaquettes au sous-endothélium, surtout à taux de 

cisaillement élevé, comme au niveau des artérioles. Il forme un pont entre le sous-endothélium et, au 

niveau de la plaquette, la GPIb et la GPIIb/IIIa (Figure 1). Cette propriété augmente avec le degré de 

polymérisation du vWF. 

 Les plaquettes. La GPIb et la GPIIb/IIIa sont nécessaires à l’adhésion plaquettaire (Figure 6). 

 

 

 

 

 Activation des plaquettes 

Les mécanismes initiateurs de l’activation plaquettaire sont l’adhésion des plaquettes au collagène du sous-

endothélial après lésion vasculaire ainsi que la thrombine formée sur la membrane plaquettaire dès les 

phases initiales de l’hémostase primaire, l’ADP d’origine exogène (globules rouges) ou endogène 

(plaquettes), l’adrénaline, l’acide arachidonique et les complexes immuns circulants. 

Figure 6: fonctions du facteur Willebrand dans 
l’agrégation plaquettaire.  
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Les conséquences de l’activation plaquettaire sont : 

- Les modifications morphologiques des plaquettes. Les plaquettes deviennent sphériques. 

- La sécrétion des constituants des granules, permettant la sécrétion de substances actives comme la 

sérotonine, qui favorise la vasoconstriction et l’ADP, qui induit l’agrégation plaquettaire.  

- L’induction du métabolisme des prostaglandines. La plaquette activée est capable de synthétiser des 

prostaglandines à partir des phospholipides (PL) membranaires. L’acide arachidonique est libérée des PL 

membranaires sous l’action d’une phospholipase A2. Il est transformé en endoperoxydes par la 

cyclooxygénase. Deux voies métaboliques sont alors possibles : la voie plaquettaire aboutissant à la 

synthèse de thromboxane A2 qui est un puissant agent agrégant et vasoconstricteur et la voie 

endothéliale aboutissant à la synthèse de prostacycline qui est un puissant inhibiteur de l’agrégation 

plaquettaire et un agent vasodilatateur. 

L’aspirine et la majorité des anti-inflammatoires non stéroïdiens inhibent la voie des prostaglandines : ils 

bloquent la synthèse du TXA2 et de la PGI2 en inhibant les cyclooxygénases. Ils ont un effet anti-agrégant 

plaquettaire à faibles doses (Figure 7). 

 

 

 

 

 Agrégation plaquettaire 

L’agrégation des plaquettes est définie comme la propriété des plaquettes à adhérer les unes aux autres, 

sous l’effet d’un stimulus, pour former des agrégats plus ou moins importants et solides.  

Le mécanisme d’agragation plaquettaire repose sur la liaison du fibrinogène au complexe GP IIb-IIIa : le 

fibrinogène sert de véritable pont entre les complexes GP IIb-IIIa de différentes plaquettes et permet 

l’agrégation des plaquettes entre elles.  

Figure 7 : Inhibiteurs de l’agrégation plaquettaire. Le thromboxane A2 et l’ADP, activateurs plaquettaires, 
sont les cibles respectives de l’aspirine et des thiénopyridines. De leur côté, les anti-GPIIb/IIIa empêchent 
l’agrégation plaquettaire en inhibant la fixation interplaquettaire du fibrinogène (Fbg). 
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L’agrégation plaquettaire peut se décomposer en 2 phases : une phase réversible au cours de laquelle le 

fibrinogène se détache de son récepteur permettant aux plaquettes de se désagréger et de redevenir 

circulantes et une phase irréversible au cours de laquelle certaines substances libérées par les granules 

(thrombospodine, fibronectine) amplifient l’agréagation et la consolident. 

Parallèlement à l’hémostase primaire, la lésion vasculaire induit l’activation de la coagulation dont les 

phénomènes initiaux se déroulent à la surface de la plaquette. La libération de facteur tissulaire entraîne 

l’activation de la voie exogène de la coagulation. L’action du collagène sur le facteur XII entraîne l’activation 

de la voie endogène. Les premières traces de thrombine générée contribuent aux phénomènes d’activation 

et d’agrégation plaquettaires et renforcent le thrombus. 

 

I.4.2.2 Physiologie de la coagulation 
 

La coagulation du sang est due à la transformation d’une protéine plasmatique soluble, le fibrinogène, en 

une protéine insoluble, la fibrine ; celle-ci formant le caillot qui vient enserrer dans ses mailles les éléments 

figurés du sang et renforcer le clou plaquettaire formé au cours de l’hémostase primaire pour arrêter 

définitivement le saignement. La transformation du fibrinogène en fibrine est l’aboutissement d’une chaîne 

de réactions enzymatiques impliquant les facteurs de coagulation plasmatiques. Ces réactions enzymatiques 

sont déclenchées par le contact du sang avec une surface vasculaire lésée ou par l’action d’extraits 

tissulaires.  

In vitro, le sang recueilli dans un tube en verre coagule à 37°C en 8 à 10 mn. Dans un tube de plastique, le 

sang coagule plus lentement. Le contact avec une surface mouillable joue donc un rôle important. Par contre 

si le sang est recueilli en présence d’extrait tissulaire, il coagule très rapidement en moins d’une minute 

quelle que soit la nature de la paroi du tube. Ceci permet de définir deux mécanismes de la coagulation 

déclenchée in vitro : la voie endogène où l’agent déclenchant est le contact du sang avec certaines surfaces ; 

la voie exogène, prépondérante in vivo, dont l’agent déclenchant est le facteur tissulaire. 

L’ion calcium est également nécessaire à la coagulation. Le sang ne coagule pas s’il est recueilli sur des 

agents complexants le calcium ionisé (citrate, oxalate, EDTA). Les plaquettes interviennent également dans 

la coagulation grâce à leurs phospholipides membranaires. 

I.4.2.2.1 Les facteurs de la coagulation 

 

Chaque facteur de la coagulation a été affecté d’un numéro en chiffre romain par le Comité International de 

Nomenclature, sauf pour la prékallikréine et le kininogène de haut poids moléculaire. On connaît 

aujourd’hui, 12 protéines plasmatiques intervenant dans la coagulation.  

Quatre de ces protéines plasmatiques, les facteurs II, VII, IX, X, ainsi que deux inhibiteurs (protéine C et S) 

sont synthétisées par la cellule hépatique en présence de vitamine K. Dans l’hépatocyte, la vitamine K 
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réduite assure la carboxylation des 6 protéines vitamines K-dépendantes, leur permettant de se transformer 

de précurseurs inactifs en protéines fonctionnelles.  

Les facteurs XII, XI, la prékallikréine et le kininogène interviennent à la phase initiale (contact) de la 

coagulation. Les déficits congénitaux en facteurs XII, PK et KHPM ne n’accompagnent cependant pas de 

syndrome hémorragique.  

La coagulation correspond à une chaîne de réactions enzymatiques. Chacune des enzymes de la coagulation 

est présente dans le plasma à l’état de précurseur inactif (proenzyme ou zymogène) et l’activation 

correspond à une protéolyse limitée de la protéine qui devient à son tour une enzyme. Trois facteurs de la 

coagulation ne sont pas des zymogènes (FV, FVIII et Kininogène de haut poids moléculaire : ce sont des 

cofacteurs (ou coenzymes) qui accélèrent la vitesse d’activation des autres enzymes (Tableau 5). 

 

 

Facteurs de la coagulation 
Concentration 

plasmatique (mg/l) 
Demi- vie 

(h) 
Fonction 

Facteur I (fibrinogène) 2000-4000 100-150 Substrat 

Facteur II (prothrombine) 100-150 50-120 Zymogène d’une sérine protéase 

Facteur V (proaccélérine) 5-10 12-36 Cofacteur 

Facteur VII (proconvertine) 0,35- 0,6 4-6 Zymogène d’une sérine protéase 

Facteur VIII (facteur 
antihémophilique A) 

0,1- 0,2 8-12 Cofacteur 

Facteur IX (facteur 
antihémophilique B) 

3-5 18- 24 Zymogène d’une sérine protéase 

Facteur X (Facteur Stuart) 7- 17 36- 48 Zymogène d’une sérine protéase 

Facteur XI (Facteur Rosenthal) 3-6 40- 80 Zymogène d’une sérine protéase 

Facteur XII (facteur Hageman) 15-45 50- 70 Zymogène d’une sérine protéase 

Facteur XIII (Facteur stabilisant 
de la fibrine) 

20-30 9-11 j 
Zymogène d’une 
transglutaminase 

Prékallikréine (PK) (Facteur 
Fletcher) 

25-50 35 Zymogène d’une sérine protéase 

Kininogène de haut poids 
moléculaire (KHPM)  

60-90 150 Cofacteur 

Tableau 5 : Caractéristiques des facteurs de la coagulation 

Le fibrinogène est un substrat. La coagulation est un mécanisme auto-amplifié : la thrombine qui active les 

plaquettes, et à faible concentration, les FV et FVIII, favorise sa propre formation. 

 

I.4.2.2.2 Formation de thrombine 

 
La thrombine est une enzyme formée à partir de la prothrombine sous l’action d’un complexe appelé 

« prothrombinase » (Cf I.4.3.2.1) comprenant le FXa. 

L’activation du FX peut être réalisée par deux voies différentes : 
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 Voie exogène ou extrinsèque 

C’est la voie d’initiation de la coagulation in vivo. Le facteur tissulaire libéré dans la circulation active le FVII 

et en présence d’ions calcium. Le complexe facteur tissulaire- FVIIa est ensuite capable d’activer le FX en 

présence de Ca2+. Ce complexe peut également activer directement le FIX. 

 Voie endogène ou intrinsèque 

C’est une voie d’activation importante in vitro mais elle intervient secondairement in vivo.  Elle se déroule en 

plusieurs étapes : 

- Le contact avec le sous endothélium (in vivo) ou avec certaines surfaces (verre, silice micronisée, 

kaolin in vitro) entraîne l’activation du FXII en présence de KHPM et de kallikréine. Le facteur XIIa en 

présence de KHPM active le FXI. Mais le FXI peut être directement activé par la thrombine. 

- Le FXIa active à son tour le FIX en présence de Ca2+.  

- Le FIXa forme avec le FVIII en présence de phospholipides et de Ca2+ un complexe enzymatique qui 

à son tour active le FX. 

 

I.4.2.3 Les inhibiteurs plasmatiques de la coagulation 
 

 
Découvertes dans le plasma où elles sont présentes en abondance, ces protéines inhibitrices de la 

coagulation exercent leur fonction physiologique surtout à la surface de l’endothélium où leur efficacité est 

maximale.  La thrombine, plaque tournante de l’hémostase, est ainsi la cible et l’acteur des réactions 

anticoagulantes auxquelles participent les protéines inhibitrices du plasma. 

Les protéines inhibitrices d’enzymes coagulantes actives sont pour la plupart du groupe des « serpins ». Ces 

protéines ne sont pas des enzymes car : 

- Elles forment un complexe bimoléculaire avec l’enzyme cible, habituellement à l’aide d’un cofacteur 

membranaire ; 

- Au sein du complexe, l’activité enzymatique est réduite ou anéantie ; 

- Le complexe inhibiteur-enzyme est éliminé de la circulation sanguine par le système des phagocytes 

mononucléés fixes, particulièrement par le récepteur 1 pour les « serpins » à la surface des 

hépatocytes. 

 L’antithrombine III 

 

L’antithrombine III (ATIII) est l’un des deux inhibiteurs plasmatiques les plus importants en physiologie. Le 

déficit constitutionnel en l’antithrombine III produit un abaissement de son taux plasmatique à 50% de la 

normale et est associé au risque héréditaire de thrombose le plus élevé parmi les déficiences connues. 
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 Mécanismes d’action de l’antithrombine III 
 

L’ATIII est synthétisée par le foie. C’est un inhibiteur de protéases à action lente et progressive. Elle 

neutralise plusieurs enzymes hémostatiques (thrombine, Xa, Ixa, XIa et plasmine) en formant avec chacune 

un complexe bimoléculaire au sein duquel l’enzyme est neutralisée.  Par contre, l’ATIII n’inhibe pas les pro-

enzymes ni le VIIa. L’endothélium et le sous-endothélium ont à leur surface des protéoglycans (sulfate 

d’héparane ou de dermatane) qui sont des récepteurs - cofacteurs physiologiques de l’ATIII. L’ATIII doit donc 

se fixer à la surface de l’endothélium normal ou lésé ou du sous-endothélium. C’est là qu’elle interagira avec 

ses enzymes cibles. Les protéoglycans possèdent des chaînes de mucopolysaccharides de la même famille 

que celles des molécules d’héparine. Ce sont des protéines transmembranaires de la membrane 

endothéliale. Leur structure arborisée porte plusieurs chaînes de sulfate d’héparane ou autres 

mucopolysaccharides qui s’élèvent au-dessus de la membrane endothéliale et baigne dans le sang circulant. 

L’héparine et d’autres molécules apparentées sont d’importants cofacteurs de l’ATIII. L’union d’une 

molécule d’héparine et d’une molécule d’ATIII modifie la structure tertiaire de cette dernière et augmente sa 

puissance inhibitrice d’un facteur 1000 de telle sorte que l’ATIII puisse inhiber quasi instantanément son 

enzyme-cible. 

 Le complexe trimoléculaire ainsi  formé, ATII-enzyme et  sulfate d’héparane ou héparine, a une vie 

éphémère car le complexe ATIII – enzyme voit son affinité pour les protéoglycans diminuer 100 à 1000 fois et 

il se détache rapidement de l’endothélium ou sous-endothélium. La molécule d’héparane ou d’héparine 

redevient disponible: des traces d’héparine agissent ainsi  comme catalyseur de multiples rondes successives 

de formation de complexes ATIII + enzymes. De même, les propriétés antithrombotiques de l’intima sont 

constamment régénérées.  

Le complexe ATIII-enzyme est rapidement éliminé par les phagocytes mononucléés fixes. Sa demie vie 

plasmatique est d’environ 5 min. Contrairement à l’héparine, l’ATII est consommée dans la réaction 

d’inhibition. La puissance anticoagulante de l’héparine circulante diminue avec la chute du taux d’ATIII. Le 

taux critique de 50% d’ATIII peut être atteint lors d’une production massive de thrombine comme au cours 

des CIVD : la concentration de l’ATIII (2,5 µM) est à peine supérieure à celle de la prothrombine (2,0 µM). Les 

concentrations molaires des facteurs IX et X sont moins élevées : l’efficacité du couple sulfate d’héparane + 

ATIII repose probablement sur son inhibition des facteurs Ixa et Xa. Par contre, l’ATIII inhibe beaucoup moins 

efficacement le Xa fixé à la surface plaquettaire procoagulante. 

L’héparine non fractionnée a un poids moléculaire moyen d’environ 12 000 à 15 000 daltons. Elle contient 

des chaînes polysaccharidiques de longueurs très variables. Les longues chaînes dotées de propriétés 

anticoagulantes s’unissent non seulement avec l’ATIII, mais aussi avec la thrombine ou le Ixa. Mais elles ne 

se combinent pas directement au Xa. Les héparines de faible poids moléculaires ont un poids moyen ne 

dépassant par 5000 daltons et elles s’unissent à l’ATIII qu’elles potentialisent, mais elles ne se combinent pas 

directement à la thrombine ou a toute autre enzyme cible. 
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 L’inhibiteur de la voie extrinsèque de la coagulation : TFPI 

 
L’importance de l’inhibiteur de la voie extrinsèque ou Tissue Factor Pathway Inhibitor (TFPI) est due au fait 

qu’il inhibe le facteur  VIIa, c'est-à-dire l’enzyme qui est à l’origine de la voie extrinsèque de la coagulation et 

qui n’est pas neutralisée par l’ATIII. En conséquence, le TFPI et l’ATIII ont des cibles complémentaires. 

L’importance clinique du TFPI reste toutefois à confirmer. 

 Structure du TFPI 

 

L’isoforme α (TFPIα) est constituée de trois domaines de type Kunitz. Le premier de ces domaines (K1) fixe le 

site actif du FVIIa dans le complexe FVIIa/ Facteur tissulaire (TF). Le deuxième domaine (K2) fixe et inhibe le 

facteur Xa (Crawley et al. 2008). L’inhibition du complexe FVIIa/ TF est dépendant du FXa. TFPI interagirait 

avec le FXa n’ayant pas encore été libéré du complexe FVIIa/TF, formant ainsi un complexe « quaternaire » 

sur la surface membranaire. Le 3ème domaine Kunitz (K3) n’a pas de fonction inhibitrice connue mais 

permetterait la liaison du TFPI à la surface cellulaire. L’isoforme β du TFPI contient seulement les domaines 

K1 et K2 et est directement attaché aux cellules endothéliales par une liaison de type glycosyl- phosphatidyl-

inositol. 

 Mécanisme d’action du TFPI 
  

Le TFPI est une protéine plasmatique de 33 à 40 000 daltons associée à des lipoprotéines. Le TFPI est 

synthétisé par l’endothélium et les plaquettes. Le TFPI n’inhibe pas le FVIIa libre mais seulement lorsqu’il est 

combiné au facteur tissulaire. L’inhibition se produit donc sur une surface cellulaire porteuse du facteur 

tissulaire (cellule endothéliale lésée ou inflammée, ayant extériorisé le facteur tissulaire, ou monocyte 

activé…). Le TFPI ne peut inhiber le complexe facteur tissulaire + VIIa qu’après s’être d’abord combiné au Xa. 

La vitesse de formation du complexe TFPI-Xa est accélérée environ 40 fois par l’héparine.  

Le complexe TFPI-Xa intervient donc par rétrocontrôle négatif : en effet, le VIIa ne peut être neutralisé par 

leTFPI seulement si le FVIIa a eu le temps de commencer à produire du FXa, au moins en petite quantité. 

Même à faible concentration, le Xa pré-requis aura produit des traces de thrombine qui suffisent à activer 

les facteurs VIII et V et les plaquettes ce qui aboutit à hausser le régime d’activité des voies intrinsèque et 

intermédiaire. 

De cette manière, le TFPI laisserait la voie extrinsèque amorcer la coagulation en générant un peu de 

thrombine, puis inhiberait la voie extrinsèque une fois que les voies de la protéine C et de l’ATIII soient 

activées. 

La concentration plasmatique du TFPI (2,5 µM) est plus faible que celles des facteurs VII (10µM), X (140µM) 

et de l’ATIII (25000µM). Ainsi, en raison de cette capacité limitée, l’inhibition par le TFPI est défaillante si 
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l’activation du VIIa est trop grande. Le TFPI empêcherait une CIVD que déclencheraient de petites quantités 

de facteur tissulaire (en l’absence de TFPI).  

 

I.4.3 VOIE DE LA PROTEINE C 
 

La voie de la protéine C activée est une voie physiologique majeure contrôlant la coagulation et 

l’inflammation ainsi que l’apoptose lors de phénomènes ischémiques et/ou inflammatoires. Les acteurs 

essentiels de cette voie physiologique sont la thrombine, la thrombomoduline (TM), le récepteur 

endothéliale de la protéine C (EPCR), la protéine C et la protéine S. La voie de la protéine C est un système 

inhibiteur physiologique de la coagulation en raison de sa capacité à neutraliser la thrombine et à détourner 

son activité enzymatique pour activer un puissant anticoagulant, la protéine C. L’activation de cet 

anticoagulant naturel est optimisée d’un facteur 20 lorsque la protéine C se fixe sur l’EPCR. Ainsi, une fois 

activée par le complexe thrombine- TM, la protéine C se dissocie de l’EPCR pour inactiver les facteurs Va et 

VIIIa, ce qui induit un rétrocontrôle inhibiteur sur la formation ultérieure de thrombine. L’importance 

clinique de cette voie physiologique est illustrée par les complications thrombo- emboliques sévères 

rencontrées lorsque cette voie est déficiente. En plus de ses propriétés anticoagulantes et anti-

inflammatoires, la voie de la protéine C présente également des propriétés anti-fibrinolytiques. 

 

I.4.3.1 Composants de la voie de la protéine C: la THROMBOMODULINE 
(TM) 

 

La Thrombomoduline est le tampon physiologique majeur de l’action procoagulante de la thrombine dans un 

vaisseau normal (Waugh et al. 2000) parce que la TM se lie sur le même site actif de la thrombine qui 

normalement sert à  sa liaison au fibrinogène et au facteur V plaquettaire. Elle bloque ainsi toutes ses 

fonctions procoagulantes et inflammatoires tout en  catalysant l’activation de la protéine C par la thrombine. 

La TM est également le cofacteur de l’activation par la thrombine d’un inhibiteur de la fibrinolyse 

plasmatique, une procarboxypeptidase B appelée TAFI. La TM est à donc un récepteur primordial situé à la 

croisée des chemins  entre coagulation et inflammation. 

La TM est un récepteur glycoprotéinique transmembranaire de type I constitué de 557 acides aminés qui ne 

possède aucune activité enzymatique intrinsèque. C’est une molécule complexe constituée de multiples 

domaines distincts ayant chacun une fonction  définie (Figure 8). La protéine humaine a un poids moléculaire 

apparent de 75 kda  sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). Après réduction des ponts disulfides, le poids 

apparent est de 105 kda, reflétant une structure secondaire constituée de multiples ponts de cystine. Cette 

structure secondaire rend la TM stable dans des conditions extrêmes de pH ou de dénaturation. 
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I.4.3.1.1 Structure de la Thrombomoduline 

La structure de la TM est connue depuis la caractérisation de son ADN complémentaire (Jackman et al. 1987) 

et le clonage du gène situé chez l’homme sur le chromosome 20 (Wen et al. 1987). La TM murine (Dittman et 

al. 1988; Dittman et al. 1989), canine (Maruyama et al. 2004) et la TM du lapin (Deming et al. 2003) ainsi 

qu’une séquence partielle de l’ADNc bovin (Jackman et al. 1986) ont été également isolés et séquencés. 

La TM est constituée de 5 domaines structurels :  

 Une queue cytoplasmique à l’extrémité C-terminale  

 Un domaine transmembranaire 

 Un domaine riche en Sérine-Thréonine sur lequel est branché le chondroïtine- sulfate qui optimise la 

fonction anticoagulante 

 Un domaine constitué de 6 motifs répétitifs de type Epidermal Growth Factor, dont 4 sont 

responsables des fonctions anticoagulante et antifibrinolytique. 

 Un domaine NH2-terminal ou lectin-like domaine 

 

 Domaine de type Lectine de la TM : 

La moitié du domaine extracellulaire est représentée par une globuleuse extrémité N-terminale. Ce domaine 

de type lectine a plusieurs fonctions essentielles. C’est un récepteur pour l’endocytose de la TM (Conway et 

al. 1997), régulant ainsi indirectement son expression. Ce domaine régule également  la croissance de 

certaines tumeurs (Zhang et al. 1998) et présente des propriétés anti-inflammatoires en contrôlant 

l’adhésion cellulaire au niveau des cellules endothéliales (Conway et al. 2002). Cette extrémité N-terminale a 

Figure 8 : Le complexe Thrombine-Thrombomoduline. 
La liaison de la thrombine à la TM nécessite l’exosite 
anionique 1 de la thrombine et les domaines EGF 4 à 6 
sur la TM. (Esmon, CHEST, 2003, 124) 
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une séquence similaire aux lectines, qui sont des protéines de liaisons, et ne joue aucun rôle dans l’activation 

de la protéine C. 

 Domaine de type EGF de la TM : 

Le reste de l’extrémité N-terminale est constitué d’une tige formée de 6 modules de type Epidermal Growth 

Factor (EGF) (Weisel et al. 1996)(Figure 9). Les modules 4-6 comportent une important site de liaison pour le 

calcium (Tolkatchev et al. 1998). 

Les premières études sur le rôle fonctionnel de la TM ont été réalisées à partir de fragments de TM de lapin 

digérés par une élastase (Kurosawa et al. 1987). Kurosawa, de l’équipe de C. Esmon, rapportait qu’un 

fragment comportant les 6 modules EGF provoquait une activation calcium dépendante de la PC et suggérait 

que les résidus d’acide glutamique de la PC interagissaient avec la TM grâce à la liaison calcium. Le site de 

liaison pour la thrombine fut précisé également par la même équipe  (Kurosawa et al. 1988) au niveau des 

domaines EGF 5 et 6. Suzuky, l’année suivante (Suzuki et al. 1989) précisait que les domaines 4 à 6 

possédaient la même activité anticoagulante que la TM intacte. Pour identifier quel était le nombre 

minimum de domaine EGF nécessaire pour catalyser l’activation de la protéine C, Hayashi et all. (Hayashi et 

al. 1990) ont construit une série de protéines mutantes pour la TM. Ils ont démontré que les modules EGF1-6 

ou EGF456 avaient quasiment la même activité que la TM intacte et que EGF45 présentait environ 10% de 

l’activité de EGF456 alors que EGF56 n’avait aucune activité catalysante.  A une concentration en calcium de 

0.25 – 0.3 mM, l’activation de la PC était augmentée par EGF45, EGF456 et EGF1-6 (Hayashi et al. 1990) et en 

l’absence d’ions calcium, EGF456 n’avait aucune activité sur l’activation de la PC. De même une PC mutante 

sans domaine Gla n’était pas affectée par différentes concentrations en calcium. L’activité de cofacteur 

enzymatique d’une TM mutante sans domaine transmembranaire et sans queue intracytoplasmique était 

rapidement augmentée par une augmentation en calcium allant jusqu’à 400-500 µM, puis un effet inverse 

était observé pour des concentrations supérieures en Ca2+ (Zushi et al. 1991). Cette activité de cofacteur de 

la TM dépendante du Ca2+ n’était plus observée lorsqu’une PC mutante sans domaine Gla était 

utilisée(Zushi et al. 1991). Une TM mutante dans laquelle le résidu Asp349 était manquant montrait une 

activité coenzymatique effondrée (Zushi et al. 1991). 

Ainsi, les modules EGF4 et EGF5 sont essentiels pour l’activation calcium dépendante de la PC par la TM. 

Johnson et all. (Johnson et al. 1983) ont suggéré que les ions calcium induisaient un changement 

conformationnel de la PC qui améliorait son activation par le complexe thrombine- TM et pour Kurozawa et 

all. (Kurosawa et al. 1987), les ions calcium joueraient un rôle dans l’interaction entre le domaine Gla de la 

PC et le complexe Thrombine-TM possiblement grâce à une liaison calcium. Le résidu Asp349 serait essentiel 

au niveau de la TM pour cette liaison calcium avec le domaine Gla de la PC puisque le changement de cette 

Asp349 par une Alanine modifierait la structure de la TM et inhiberait son activité de cofacteur. 

La TM permet également d’optimiser l’activation de TAFI par la thrombine. Les domaines nécessaires pour 

cette activation sont les domaines EGF3-4-5 et 6 (Kokame et al. 1998). Des études plus précises ont indiqué 
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que la séquence minimum de TM nécessaire pour l’activation de TAFI s’étendait du domaine EGF3, au niveau 

de la « c-loop » jusqu’au domaine EGF6. Cette séquence comporte 13 résidus de plus que la séquence 

primaire requise pour l’activation de la PC (Wang et al. 2000). De plus, l’oxydation du résidu Met 388 présent 

dans le peptide unissant  EGF5 avec EGF6, provoque une diminution significative de l’activation de la PC sans 

perturber l’activation de TAFI (Wang et al. 2000). Ces résultats suggèrent que des éléments différents de la 

TM, complexée à la thrombine, interragissent avec la PC et TAFI. 

Au total, le domaine EGF-4  permet la liaison avec la protéine C, les domaines EGF3 et EGF4 permettent la 

liaison avec TAFI et les domaines 5 et 6 se fixent à la thrombine.  

 

 Domaine riche en Sérine-Thréonine 

La région riche en sérine-thréonine s’étend depuis le domaine transmembranaire jusqu’au 6ème  EGF 

domaine (Figure 9). Elle contient plusieurs sites post- translationnelles pour une N- ou O glycolysation, en 

particulier pour la chaine de chondroïtine sulfate(Bourin et al. 1986; Bourin et al. 1990). La forme soluble de 

la TM isolée dans les urines ne comporte pas la chaine de chondroïtine sulfate(Parkinson et al. 1992; Edano 

et al. 1998). 

 

 

 Queue intra-cytoplasmique de l’extrémité C terminale 

La queue intra-cytoplasmique ne présente aucune similarité avec celles d’autres protéines ayant des 

fonctions connues dans la transduction du signal ou dans l’interaction de protéine à protéine. 

 

Figure 9 : Structure de la TM. La TM est 
constituée d’une extrémité N-terminale 
formée d’un Lectin-like domaine et de 6 
modules EGF, suivie d’un domaine riche en 
sérine- thréonine, d’un domaine trans- 
membranaire, et d’une queue intra-
cytoplasmique C- terminale 
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I.4.3.1.2 Expression et concentration de la TM 

 

La TM est exprimée sur l’endothélium des grands vaisseaux et des capillaires à l’opposé de l’EPCR qui est 

majoritairement exprimé au niveau de l’endothélium des grands vaisseaux et des veines (Laszik et al. 1997). 

Bien que le nombre de molécules de TM par cellule endothéliale soit approximativement constant au niveau 

de l’organisme, il n’en n’est pas de même pour la concentration en TM qui est déterminée par le nombre de 

cellules endothéliales en contact avec un volume sanguin donné. En effet, puisque la surface endothéliale 

par unité de volume sanguin est beaucoup plus grande dans la microcirculation (environ 3000-5000cm² 

d’endothélium/ml sang) que dans les grands vaisseaux (environ 1.5cm²/ml), la concentration en TM est donc  

proportionnellement très élevée dans la microcirculation (≈500nmol/l)  par rapport aux grands vaisseaux 

(≈0.1 à 0.2nmol/l). Ainsi la thrombine par sa fixation à la TM est très rapidement éliminée de la 

microcirculation par rapport à la macrocirculation. Cela suggère que la voie de la PC activée est 

essentiellement fonctionnelle au niveau de la microcirculation comme en témoigne les lésions histologiques 

rencontrées chez des enfants atteints d’un déficit homozygote en PC avec le développement de 

microthromboses vasculaires à type de purpura fulminans.   A l’opposé, un déficit en antithrombine III 

provoque une thrombose au niveau des grands vaisseaux. 

 

I.4.3.2 Composants de la voie de la protéine C : La THROMBINE ou 
Facteur II activé (FIIa) 

 

La thrombine est une protéine multifonctionnelle aux propriétés procoagulantes et inflammatoires, capable 

d’activer les plaquettes et les cellules endothéliales lorsqu’elle se lie à des récepteurs spécifiques (PARs) et 

devenant paradoxalement anticoagulante lorsqu’elle se lie à la thrombomoduline. 

 

I.4.3.2.1 Mécanismes d’activation de la Thrombine 

 

La thrombine est une enzyme protéolytique formée à partir de la prothrombine (FII) sous l’action d’un 

complexe appelé « prothrombinase ». Ce complexe est formé par l’association, au niveau des 

phospholipides anioniques exposés à la surface des plaquettes activées et en présence d’ions  calcium, du 

facteur X activé, supportant l’activité enzymatique du complexe, et du facteur V activé, cofacteur dont la 

présence accélère la réaction (Figure 10). La prothrombinase catalyse la conversion protéolytique de la 

prothrombine (FII) en thrombine (FIIa) et fragment 1.2 (F1.2).  

La thrombine est également formée sur la membrane plaquettaire dès les phases initiales de l’hémostase 

primaire après adhésion des plaquettes au collagène du sous-endothélium. La transduction du signal 

d’activation plaquettaire s’accompagne de modifications morphologiques des plaquettes et de la sécrétion 
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des constituants des granules intra- plaquettaires. Cette sécrétion est initiée par la fusion des membranes 

des granules denses avec le système canaliculaire ouvert, permettant la sécrétion rapide de substances 

biologiquement active comme la sérotonine, le GPIIb-IIIa, le vWF et le facteur V qui intervient dans la 

formation de la prothrombinase.  

 

 

 

I.4.3.2.2 Mécanismes inhibiteurs de la thrombine 

 

Deux systèmes moléculaires inhibent l’activité de la thrombine, ce sont la thrombomoduline et 

l’antithrombine III. 

 Inhibition et changement structurel induit par la TM 

 

Une fois liée à la thrombomoduline, la thrombine subit un changement conformationnel qui optimise son 

activité protéolytique pour la protéine C (Esmon 1987) par un facteur 1000. L’activation de la protéine C par 

la thrombine seule est en effet spontanément très faible (Esmon 1987). Néanmoins, les changements de 

spécificité de la thrombine liée à la TM sont complexes. 

 Les études utilisant des sondes fluorescentes dans le site actif de la thrombine ou bien des substrats 

chromogéniques de la thrombine, suggèrent que la TM pourrait altérer allostériquement le site actif de la 

thrombine (Ye et al. 1991; Ye et al. 1992). Ye et all. ont démontré qu’il existait deux changements structurels 

induits par la TM au niveau du site actif de la thrombine. L’un est situé près de la sérine 195 et le second à 

plus de 15 Å de la Ser-195. Un fragment contenant l’ensemble des 6 domaines EGF-like induit ces 2 

changements sur la thrombine alors que les domaines EGF5 et 6, qui ne permettent pas à eux seuls 

l’activation de la PC, n’induisent qu’une modification près de la Ser-195. Cela indique qu’il existe deux 

niveaux d’interactions entre la thrombine et la TM, l’un avec les domaines EGF56 et l’autre à priori avec le 

domaine EGF4, ce dernier induisant le changement dans le site actif de la thrombine situé à plus de 15 Å de 

la Ser-195.   

Figure 10 : Complexe prothrombinase 
formé par l’association du facteur Xa et Va. 
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La thrombine interagit également avec  la chaine de chondroïtine- sulfate de la région riche en sérine-

thréonine de la TM, ce qui accélèrerait l’inactivation de la thrombine par l’antithrombine III (Bourin et al. 

1986; Hofsteenge et al. 1986; Preissner et al. 1987). Ainsi, il apparaitrait qu’au moins trois régions distinctes 

de la TM (EGF5-6, EGF4 et le chondroïtine sulfate) interagissent avec la thrombine. 

Cependant,  l’étude de la structure cristalline du complexe formé par la thrombine et un fragment de TM ne 

retrouve  que très peu de changement dans la structure de la thrombine liée à la TM (Fuentes-Prior et al. 

2000). L’ensemble des ces résultats mène à penser que le principal effet de la liaison de la thrombine sur la 

TM est d’abroger le clivage du fibrinogène  par la thrombine, d’inhiber l’agrégation plaquettaire thrombine- 

dépendante  et de créer un site de liaison optimal pour l’activation de la protéine C.   

 

 Inhibition par l’antithrombine III 

Voir I.4.2.3 

 

 

I.4.3.2.3 Récepteurs de la Thrombine 
 

La thrombine se fixe soit à des récepteurs de la famille des PARs (Protease Activated Receptors) ou soit à la 

TM. 

 

 Famille des PARs : 

Parallèlement à ces fonctions hémostatiques et thrombotiques, la thrombine présente également une action 

directe au niveau cellulaire (cellules endothéliales….), elle est donc à la croisée des chemins entre 

coagulation et inflammation. Plusieurs années d’investigations ont été nécessaires pour découvrir le premier 

récepteur fonctionnel de la thrombine. Ce récepteur a été nommé Protease Activated Receptor 1 (PAR-1) 

parce qu’il nécessite une protéolyse pour être fonctionnel. Plus tardivement, ont été découvert d’autres 

récepteurs PARs, PAR-2, PAR-3 et PAR-4.  

PAR-2 est activé par la trypsine, la tryptase, le facteur Xa et le facteur VIIa mais il n’est pas activé par la 

thrombine. A l’opposé, PAR-3 et PAR-4 sont activables par la thrombine. Les récepteurs PARs font partis de 

la superfamille des récepteurs couplés aux G protéines avec 7 domaines transmembranaires (Figure 11). 

L’expression des PARs a été détectées dans la plupart des tissus et lignées cellulaires.  Ces récepteurs ont été 

impliqués dans de nombreux mécanismes physiologiques et dans la pathogénie de plusieurs maladies. 
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 Domaines EGF-like 5 et 6 de la TM 

 

La thrombine forme un complexe 1 :1 avec la TM. La thrombine fixée à la TM perd son activité 

procoagulante ( activation du fibrinogène, du facteur V plaquettaire et des plaquettes). 

Plusieurs études ont montré que la thrombine se fixe sur les domaines EGF-5 et 6 de la TM (Kurosawa et al. 

1987; Kurosawa et al. 1988; Zushi et al. 1989; Hayashi et al. 1990). Cependant, Hayashi (Hayashi et al. 1990) 

a également démontré que la thrombine pouvait se fixer sur EGF45 et qu’un peptide synthétique 

correspondant à la séquence protidique allant du Glu408 à la Glu426 du module EGF5, inhibait directement 

l’interaction thrombine-TM. Cependant EGF56 a une plus grande affinité pour la thrombine que EGF45 

(Hayashi et al. 1990). 

 Le site de liaison de la TM pour la thrombine est donc situé sur le module EGF5 et l’affinité de ce module 

pour la thrombine est augmentée par EGF6.  

 

 

I.4.3.3 Composants de la voie de la PC : la PROTEINE C 
 

La protéine C a été identifiée la première fois par Johan Stenflo en 1976 à partir de plasma bovin et nommée 

« C » parce qu’elle était la troisième protéine éluer à partir d’une colonne  DEAE-Sépharose (Stenflo 1976). 

La protéine C est le zymogène inactif d’une sérine protéase vitamine-K dépendante qui est activée par la 

thrombine liée à la TM sur la surface endothéliale. La PC circule dans le plasma à une concentration de 4 à 5 

µg/ml sous la forme de zymogène inactif.  

 

Figure 11 : structure des récepteurs 
couplés aux G protéines avec 7 domaines 
transmembranaires 
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I.4.3.3.1 Structure de la PC 
 

Appartenant à la famille des protéases vitamine K dépendantes, la PC contient donc un domaine 

phospholipidique de liaison Gla (Figure 12). Ce court domaine est caractérisé par la présence de résidus  

d’acide glutamique modifiés après translation en résidus d’acide -carboxy-glutamique (Gla). Cette 

modification est essentielle pour la liaison avec le calcium et pour l’architecture de la PC. La fixation de ce 

domaine Gla à des surfaces phospholipidiques chargées négativement est primordiale pour l’activité 

anticoagulante de la PCa.  La PC est constituée de 2 chaines, l’une de 21kDa qui contient le domaine Gla et 

deux modules epidermal growth factor (EGF) et l’autre plus lourde, de 41 kDa formant le domaine de la 

sérine protéase. 

 

I.4.3.3.2 Activation de la protéine C 

 

La protéine C qui circule sous la forme d’un zymogène inactif,  est activée par la thrombine liée à la TM 

exprimée à la surface des cellules endothéliales par une réaction calcium-dépendante (Esmon et al. 1981). La 

PC n’est pas un substrat « naturel » pour la thrombine libre, mais lorsque la thrombine fixe la TM, cela induit 

un changement conformationnel dans le centre catalytique de la thrombine qui change sa spécificité 

macromoléculaire et transforme la thrombine en une enzyme capable d’activer rapidement la PC tout en 

inhibant son action sur le fibrinogène (Ye et al. 1991; Ye et al. 1992). Dans des conditions physiologiques, 

l’activation de la PC est au moins 1000 fois plus rapide avec le complexe thrombine-TM  qu’avec la 

thrombine libre  (Esmon 1989; Dittman et al. 1990). Il a été démontré que la concentration en calcium était à 

l’origine de la moitié de l’accélération de la PC par le complexe thrombine-TM. Cette activation de la PC 

dépendante du calcium est liée à la présence d’un site de liaison pour le calcium au niveau du domaine Gla.   

Figure 12 : Structure de la protéine C 
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I.4.3.3.3 Liaisons de la protéine C 

 

Les cellules endothéliales peuvent fixer la PC par 3 sites de liaisons distincts (Fukudome et al. 1994):  

- EPCR fixe la PC ou la PCa avec une affinité élevée 

- La protéine S peut fixer la PC ou PCa sur des surfaces membranaires chargées négativement 

mais cette liaison n’est pas spécifique du type cellulaire 

- Le complexe thrombine-TM peut aussi fixer la PC 

 

I.4.3.4 Composants de la voie de la PC : EPCR 
 

C’est en 1994, que Fukodome et Esmon (Fukudome et al. 1994) isolent pour la première fois un récepteur 

protéique permettant la fixation de la PC ou la PCa sur l’endothélium vasculaire. Baptisé Endothelial Protein 

C Receptor (EPCR), ce récepteur se révèle être un puissant accélérateur de l’activation de la PC par le 

complexe thrombine- TM (Stearns-Kurosawa et al. 1996). 

 

I.4.3.4.1 Structure de l’EPCR 

La structure protéique de l’EPCR est celle d’une glycoprotéine transmembranaire de type I avec 238 acides 

aminés contenant une séquence signal à l’extrémité NH2, un domaine transmembranaire, un court 

cytosolique domaine et 4 potentiels sites de N-glycosylation.  

 Homologies avec les molécules du CMH/CD1 

La structure de l’EPCR présente des homologies avec les molécules du CMH/CD1.  En effet, dans la famille 

des CMH/CD1, le domaine extracellulaire est composé de 3 domaines nommés α1,  α2 et α3 (Rothbarth et 

al. 1993). Dans l’EPCR, la région extracellulaire contient seulement 2 domaines correspondant aux domaines 

α1 et  α2 et la 3ème boucle, qui est connue comme étant le domaine immunoglobulinique, est manquante. 

Ainsi, l’EPCR apparait être un nouveau membre de cette famille. 

 Homologies avec la protéine murine CCD41 

En plus de l’homologie avec les molécules du CMH/CD1, l’ADNc de l’EPCR humain partage 75% d’identités 

dans sa séquence nucléique et 62% d’identités dans sa séquence protéinique avec une protéine murine, 

CCD41(Rothbarth et al. 1993). Cette homologie a fait émerger l’idée que l’EPCR pouvait être l’homologue 

humain du CCD41 bien que les caractéristiques de cette molécule soient assez différentes de celles de 

l’EPCR. En effet, la molécule CCD41 est classée comme étant une protéine associée au centrosome avec un 

rôle prévalent à la phase G2/M du cycle cellulaire. La comparaison de la séquence prédite en acides aminés  
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des 2 molécules a révélé que la région NH2-terminale et la queue cytosolique étaient assez différents alors 

que la portion moyenne était quasiment identique.  Ainsi, le degré élevé d’homologie entre l’EPCR humain et 

la protéine murine CCD41  laissai présager que la structure et la fonction de l’EPCR pouvaient être 

conservées parmi les espèces animales. Pour tenter de résoudre cette hypothèse, Fukodome et Esmon 

(Fukudome et al. 1995) ont cloné et exprimé l’EPCR murin et bovin et ils ont démontré que la séquence de 

l’EPCR murin était distincte de celle du CCD41 et que l’EPCR murin pouvait fixer la PCa humaine. 

 

I.4.3.4.2 Fonctions de l’EPCR: 
 

La principale propriété de l’EPCR est d’accélérer l’activation de la PC par le complexe thrombine- TM 

(Stearns-Kurosawa et al. 1996) en fixant préférentiellement la PC pour la présenter à son complexe 

activateur. Dans un modèle de culture cellulaire, l’EPCR augmente de 4 à 8 fois l’activation de la PC par le 

complexe thrombine-TM (Stearns-Kurosawa et al. 1996). Cette augmentation est dépendante de la 

concentration en EPCR, même si la concentration en EPCR est en excès par rapport à la TM (Taylor et al. 

2001). A l’opposé, pré-incuber la culture cellulaire avec un anticorps anti-EPCR diminue de 70 à 80% de 

l’activation de la PC.  In vivo, chez la souris et le babouin, l’augmentation de la PC est proche d’un facteur 20 

(Taylor et al. 2001). 

L’EPCR améliore l’activation de la PC par le complexe thrombine- TM à la condition que ces deux récepteurs 

soit de localisation proche.  L’EPCR fixe la PC ou la PCa avec la même affinité (Kd ≈30 nM).  

Etant donné la proche similarité de l’EPCR avec les molécules du CMH de type CD1 et la molécule murine 

CCD41 qui jouent un rôle important dans la présentation d’antigènes à des récepteurs cellulaires, il est 

possible que les propriétés anti-inflammatoires de la PC puissent être exercées via EPCR. 

 
 

I.4.3.4.3 Expression de l’EPCR 
 

 Localisation de l’expression de l’EPCR 

L’EPCR est majoritairement exprimé à la surface de l’endothélium des artères de gros calibres et dans les 

veines mais pas dans les petits vaisseaux (Laszik et al. 1997), à l’opposé de la TM qui est exprimée à la fois 

dans la micro et macrocirculation. Cette particularité suggère que dans les grands vaisseaux où la PC 

plasmatique ne peut facilement être en contact avec l’endothélium, l’EPCR peut efficacement fixer et 

concentrer la PC sur l’endothélium de surface et la présenter plus aisément au complexe thrombine-TM. 

Ainsi, l’EPCR joue un rôle crucial dans la régulation de la coagulation au niveau des grands vaisseaux. 

D’autres lignées cellulaires expriment également l’EPCR, comme les monocytes-macrophages. 
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 L’EPCR Soluble 

L’EPCR existe également sous forme soluble. Cette forme soluble a la propriété de fixer la PCa et de  bloquer 

la protéolyse du facteur Va par la PCa sans altérer l’inactivation de la PCa par les protéases inhibitrices (α1-

antitrypsine et Inhibiteur de la Protéine C) (Regan et al. 1996). Cette modulation de l’activité de la PCa est 

inversée par l’incubation préalable d’un anticorps bloquant le site de liaison de l’EPCR. 

Le « shedding » de l’EPCR s’accompagne d’une augmentation en ARNm codant pour l’EPCR et ces deux 

évènements sont médiés par la thrombine.  Cette libération d’EPCR soluble pourrait jouer un rôle important, 

bien que non encore identifié, dans la réponse physiologique aux endotoxines. Dans cette hypothèse, 

Stearns-Kurosawa (Kurosawa et al. 2000) a retrouvé des sites de fixation pour l’EPCR soluble au niveau des 

leucocytes activés et il a démontré que cette liaison était médiée par une protéase 3 qui est l’autoantigène 

retrouvé dans la granulomatose de Wegener. 

 

 Régulation de l’expression de l’EPCR 

Dans des cultures de cellules endothéliales humaines, bovines ou murines, l’expression de l’EPCR obéit à un 

rétro- contrôle négatif par le TNF- α (Fukudome et al. 1994; Fukudome et al. 1995). Gu et all. (Gu et al. 2000) 

ont étudié in vivo la régulation de l’EPCR au cours d’un modèle de perfusion d’endotoxines. L’analyse de 

l’extrémité 5’ du gène humain ou murin de l’EPCR, a permis d’identifier une séquence , CCCACCCC située 

dans le promoteur du gène, qui est nécessaire pour l’induction de la synthèse d’ARNm de l’EPCR. Les auteurs 

de cette étude ont ainsi démontré que les taux d’ARNm de l’EPCR et de l’EPCR soluble augmentent 

rapidement 3 à 6 heures après perfusions d’endotoxines et cette augmentation pourrait être diminuée par 

un inhibiteur à thrombine, l’hirudine. A l’opposé, l’injection in vivo de TNF-α ne modifie pas les taux en 

ARNm de l’EPCR. Ces résultats suggèrent que l’expression de l’EPCR au cours de sepsis à gram-négatif est 

majoritairement médiée par la thrombine et non par le TNF-α. En effet, l’injection sur 3 heures de thrombine 

chez le rat à une concentration de 5 U/kg  provoque un doublement des taux en ARNm de l’EPCR avant la fin 

de la perfusion de thrombine. Toujours dans la même étude, Gu et all. (Gu et al. 2000) ont démontré in vitro 

que l’incubation de cellules endothéliales d’aorte de rat avec un peptide agoniste PAR-1 (SFFLRNPSE) 

induisait une augmentation des taux en ARNm de l’EPCR similaire à l’injection de thrombine. L’incubation 

des cellules avec un agoniste PAR-2  n’avait aucun effet sur les taux en ARNm. Ces résultats suggèrent que la 

régulation de la thrombine sur les taux en ARNm de l’EPCR est médiée par le récepteur PAR-1. 

Dans des conditions physiologiques chez le rat, Gu et all. (Gu et al. 2000) ont également montré que  les 

niveaux les plus élevés en ARNm de l’ECPR sont rencontrés dans le placenta, le poumon, le foie et le cœur 

alors qu’ils sont faibles dans les autres organes. 
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I.4.3.5 PROPRIETES PHYSIOLOGIQUES de la Voie de la protéine C  

 
La voie de la protéine C présente d’étonnantes propriétés physiologiques qui vont du contrôle de 

l’hémostase jusqu’au contrôle de l’inflammation. 

I.4.3.5.1 PROPRIETES ANTICOAGULANTES de la voie de la PC 

 
La voie de la protéine C régule la coagulation au niveau de la microcirculation. La caractéristique de la voie 

de la protéine C réside dans sa capacité à être activée seulement en présence de thrombine. Il s’agit donc 

d’un mécanisme «à la demande » limitant la boucle de la coagulation en réponse à une lésion ou à un 

processus inflammatoire. Dès que sa concentration augmente, la majorité de la thrombine se lie à la 

thrombomoduline  exprimée à la surface des cellules endothéliales pour permettre l’activation de la 

protéine C (Esmon 2003) (Figure 13). 

 
 

 

 

L’amplitude de cette réponse anticoagulante est proportionnelle au niveau de thrombine généré (Hanson et 

al. 1993) et bien que le complexe thrombine-TM soit un puissant activateur de la protéine C, il ne peut  pas 

activer également les plaquettes et le fibrinogène (Esmon et al. 1999). 

L’activation de la protéine C est améliorée d’un facteur 20 in vivo lorsque la protéine C se fixe sur le 

récepteur EPCR  qui augmente l’affinité de la protéine C au complexe thrombine-TM (Stearns-Kurosawa et 

al. 1996; Fukudome et al. 1998; Taylor et al. 2001). 

La protéine C activée (PCa) inactive par protéolyse deux facteurs majeurs de la coagulation, les facteurs Va et 

VIIIa (Regan et al. 1994; Egan et al. 1997). La PCa agit en clivant le facteur Va au niveau de l’Arginine 506, ce 

qui produit une rapide mais incomplète perte d’activité du FVa (Egan et al. 1997). Le clivage de l’Arginine 306 

Figure 13 : Rôle de la protéine C dans le rétrocontrôle de la coagulation. La thrombine 
générée par les complexes VIIIa-Ixa ou Va-Xa peut soit activer la formation de fibrine ou soit   
se lier à la TM pour rapidement activer la protéine C. Ce processus est activé lorsque la 
prtéine C se lie à  l’EPCR. Dès que la protéine C activée se dissocie de l’EPCR, elle se fixe à la 
protéine S pour inactiver les facteurs Va et VIIIa (Esmon, Chest 2003; 124:26S) 



55 

 

provoque une inactivation complète du facteur Va. La protéine S agit comme cofacteur de cette protéolyse 

en augmentant l’affinité de la PCa pour la membrane cellulaire (Walker 1980; Harris et al. 1985; Smirnov et 

al. 1998) et en augmentant la spécificité du site de clivage protéolytique du FVa au niveau de l’Arginine 306 

sans modifier le clivage de l’Arg 506 (Rosing et al. 1995). En effet, lorsque la protéine S se fixe à la PCa, la 

distance entre le site actif de la PCa et la surface membranaire diminue d’environ 1nm (Yegneswaran et al. 

1997). Ce rapprochement de la PCa à la membrane cellulaire est probablement responsable de la capacité de 

la protéine S à augmenter spécifiquement le clivage au niveau de l’arginine 306. 

De plus, la protéine S bloque la propriété du facteur Xa à protéger le FVa de l’inactivation par la PCa et 

possède une fonction similaire dans l’inactivation du complexe FIXa-FVIIIa(Rosing et al. 1995). En association 

avec le facteur V, la protéine S facilite la PCa à inactiver le FVIII (Shen et al. 1994; Lu et al. 1996).  

 Les formes inactives ou actives de la protéine C se lient à l’EPCR avec la même affinité.  La protéine C activée 

(PCa) liée à l’EPCR peut être inactivée par des inhibiteurs de protéases (α1-antitrypsine et l’inhibiteur de la 

protéine C) approximativement au même rythme que la PCa libre (demi vie d’environ 15 min)(Regan et al. 

1996). Cette lenteur d’inactivation de  la PCa fixée à l’EPCR permet la transmission du signal au niveau 

cellulaire. En comparaison avec la thrombine libre, la thrombine fixée à la TM est inactivée beaucoup plus 

rapidement par l’antithrombine ou l’inhibiteur de la protéine C avec une demi-vie estimée à 2 secondes 

(Bourin et al. 1993; Rezaie et al. 1995).Ainsi, dès que la formation de thrombine cesse, le mécanisme 

d’activation de la protéine C est stoppé. 

I.4.3.5.2 Propriétés PROFIBRINOLYTIQUES de la voie de la PC 
 

L’apparente propriété profibrinolytique de la PCa a été rapportée pour la première fois par Taylor et 

Lockhart(Taylor et al. 1985; Taylor et al. 1985) en 1985. La modeste accélération de la fibrinolyse provoquée 

par la PCa dans un système non cellulaire était plus prononcée au sein de caillots formés à partir de sang 

total ou bien déplété en plaquettes mais suppléé en leucocytes. D’autres investigateurs ont montré ensuite 

que la PCa pouvait induire une consommation du plasminogen activator inhibitor-1 (PAI-1)(Nesheim et al. 

1997). De plus, la PCa agit indirectement comme un profibrinolytique par sa capacité à diminuer la formation 

de thrombine, ce qui diminue également  la formation d’un inhibiteur de la fibrinolyse, TAFI (Bajzar et al. 

1996).  

 

I.4.3.5.3  Propriétés ANTI-INFLAMMATOIRES de la voie de la PC 
 

Parallèlement à ses propriétés anticoagulantes, la voie de la protéine C joue un rôle majeur dans le contrôle 

de la réponse inflammatoire, tout particulièrement en cas de sepsis. Les dommages de la microcirculation 

sanguine, observés lors de sepsis sévères, sont le reflet de troubles de la coagulation et de la réponse 

inflammatoire de l’hôte. La morbi-mortalité rencontrée lors de sepsis serait  corrélée à l’importance de ces 

lésions de la microcirculation. Des patients avec des formes sévères de choc septique peuvent développer 
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des purpura (Powars et al. 1987) similaires à ceux rencontrés chez des enfants atteints d’un déficit 

homozygote en protéine C. En effet, le tropisme de prédilection de la PCa est localisé essentiellement au 

niveau de la microcirculation où la concentration en TM est élevée par rapport à la grande circulation. En 

raison de l’homologie de l’EPCR avec la famille CD1/CMH qui joue un rôle dans la présentation d’antigènes 

protéiques aux récepteurs cellulaires, il est très probable que les propriétés anti-inflammatoires de la PCa 

puissent être médiées via EPCR.   

 Histoire de la découverte des propriétés anti-inflammatoires 

de la protéine C 

 

Les premières études en 1979, avec un modèle d’injection de doses létales d’E.coli  chez des chiens mis sous 

circulation extra-corporelle,   avaient pré-senti que l’activation d’un anticoagulant naturel pouvait avoir un 

effet protecteur en cas de choc septique (Beller-Todd et al. 1979). Hinshaw et al.(Hinshaw et al. 1982) 

confirmait en 1982 que des chiens placés sous circulation extra-corporelle (CEC) développaient un 

anticoagulant naturel qui prévenait la thrombose du circuit. La même équipe découvrait également que ces 

chiens placés sous CEC devenaient résistant à des doses létales d’E. coli (Beller-Todd et al. 1979; Murphy et 

al. 1980; Hinshaw et al. 1982).Cet anticoagulant naturel découvert était la protéine C activée. Dans la même 

année, il était démontré que la thrombine pouvait activer sélectivement la protéine C via le complexe 

thrombine-TM (Comp et al. 1982). Dès lors, une perfusion de thrombine était réalisée pour activer la 

protéine C avant d’exposer les animaux avec des doses létales d’E.coli. Là encore les animaux étaient 

protégés (Taylor et al. 1984). Afin de tester si la PCa pouvait directement protéger d’un choc septique induit 

à E. coli, de la PCa était transfusée chez des babouins soit avant ou après la transfusion de doses létales 

d’E.col (Taylor et al. 1987). La encore, la PCa  protégeait les deux groupes d’animaux. Néanmoins, ces études 

n’avaient pas confirmé si la PCa jouait un rôle protecteur naturel lors de sepsis. Pour aborder cette question, 

l’activation de la protéine C a été inhibée au cours d’une autre étude (Taylor et al. 1987) en utilisant un 

anticorps monoclonal anti-protéine C. Cet Ac avait la propriété de ne pas se fixer sur la PCa. Avec l’Ac 

présent, une dose d’E. coli qui normalement provoquait une réponse inflammatoire passagère (10% de la 

dose létale), devenait une dose toxique à l’origine d’un choc septique sévère avec défaillance multiviscérale 

et décès. Cette exacerbation des phénomènes inflammatoires induite par l’Ac anti-PC était ensuite prévenue 

par l’injection de PCa(Taylor et al. 1987). 

 

 Propriétés anti-inflammatoires de la voie de la PC: études in 

vitro 

La protéine C et sa forme activée inhibent l’adhésion sélectine-dépendante des neutrophiles sur  

l’endothélium vasculaire (Grinnell et al. 1994). Le rôle de la protéine C sur la mobilité des leucocytes a été 

également confirmé par Sturn (Sturn et al. 2003) dans un modèle in vitro. Il a démontré que la PC et la PCa 

inhibaient, de manière dose-dépendante,  le chimiotactisme des neutrophiles induit par l’interleukine 8, le 



57 

 

formyl-Met-LeuPhe, l’antithrombine et le C5a. Ce contrôle du chimiotactisme cellulaire semble être médié 

par l’EPCR exprimé sur les neutrophiles puisque l’usage d’Ac anti-EPCR diminue l’effet inhibiteur de la PC et 

PCa sur la migration cellulaire (Sturn et al. 2003). Dans une étude publiée dans le Journal of Immunology, 

Grey (Grey et al. 1994) a retrouvé que la PCa diminuait la sécrétion de TNF de monocytes- macrophages 

exposés à des endotoxines. 

TAFI, qui est une procarboxypeptidase B considérée comme appartenant à la voie de la protéine C puisque 

activée par le complexe thrombine-TM, présente également des propriétés anti-inflammatoires. Il a été 

démontré que TAFI était un puissant inhibiteur  du C5a qui est une anaphylatoxine générée lors de 

l’activation du système du complément (Campbell et al. 2001). Cette inhibition du C5a pourrait protéger la 

microvascularisation des dommages provoqués par l’activation du complément lors de sepsis ou 

d’incompatibilité transfusionnelle. 

 

 Propriétés anti-inflammatoires de la voie de la PC: études in 

vivo 

Lorsqu’un sepsis sévère s’accompagne d’une diminution en protéine C et d’une diminution d’expression de 

la TM, les boucles de la coagulation et de l’inflammation, sans rétrocontrôle par la voie de la protéine C, 

s’activent et  s’auto-entretiennent  pour potentiellement provoquer des lésions irréversibles. Parallèlement, 

l’induction de la coagulation secondaire à l’expression du facteur tissulaire par les endotoxines, provoquent 

l’activation du facteur X qui combiné au facteur Va, convertit la prothrombine en thrombine. D’autres 

mécanismes viennent également perturber la voie de la protéine C au cours du sepsis : 

- Inhibition des fonctions de la TM par un rétro- contrôle négatif médié par des cytokines : 

interleukine 1(Nawroth et al. 1986), TNF-α(Nawroth et al. 1986) , inhibition de la 

transcription de la TM par le  TNF-α(Conway et al. 1988; Lentz et al. 1991) 

- Protéolyse de la TM par des élastase neutrophiles (Takano et al. 1990) 

- Protéolyse de la protéine S par la thrombine et autres élastases (Griffin et al. 1982) 

Dans un modèle expérimental d’induction de choc septique sur petits animaux, l’injection de TM  permet de 

prévenir la survenue d’une coagulation intra-vasculaire disséminée et d’une défaillance multiviscérale 

(Gonda et al. 1993; Uchiba et al. 1995; Hasegawa et al. 1996) et de diminuer la synthèse de TNF-α(Hancock 

et al. 1992; Taoka et al. 1998). 

Dans un modèle expérimental d’induction de choc septique sur grands animaux, la PCa permet de bloquer 

les conséquences fatales d’une transfusion létale d’E. coli chez le babouin (Taylor et al. 1987). A l’opposé, 

bloquer l’activation de la PC dans un tel modèle,  amplifie la réponse d’une transfusion non létale d’E. coli  et 

provoque des lésions inflammatoires et thrombotiques gravissimes (Taylor et al. 1987).  L’inhibition de la 

protéine S provoque une réponse similaire au blocage de l’activation de la PC lors d’un sepsis induit et cette 

réponse est inversée si la concentration de protéine S est ramenée proche de la normale (Taylor et al. 1991). 
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Lors d’études cliniques, il a été retrouvé que les taux en protéines C et S diminuent dramatiquement chez 

des patients en choc septique (Griffin et al. 1982) et en particulier en cas de méningites à méningocoques. Le 

risque de mortalité est corrélé à l’importance de la diminution de ces deux molécules. 

Des études cliniques préliminaires ont ainsi suggéré que l’administration de protéine C pouvait améliorer le 

pronostique de certains patients en choc septique, notamment lors de purpura fulminans compliqué de CIVD 

(Gerson et al. 1993; Rintala et al. 1996; Smith et al. 1997). 

 

I.4.3.5.4 Propriétés anti-apoptotiques de la voie de la protéine 
C : 

Le clivage du récepteur PAR-1 par le complexe PCa-EPCR provoquerait un signal cellulaire à l’origine d’une 

inhibition de l’apoptose (Riewald et al. 2002; Cheng et al. 2003). En effet, Cheng et all. (Cheng et al. 2003), 

dans un model d’anoxie cérébrale in vitro et in vivo,  ont démontré, que la PCa exerçait un effet 

cytoprotecteur   dose dépendante et prévenait les lésions anoxiques dans 60% des cellules. Le blocage des 

récepteurs PAR-1 annulait l’effet cytoprotecteur de la PCa alors que le blocage de PAR-2 n’avait aucune 

conséquence. 

 

I.4.1 ROLE DE L’INHIBITEUR DE LA FIBRINOLYSE ACTIVE PAR LA THROMBINE (TAFI) 
 

Le TAFI (Thrombin Activable Fibrinolysis Inhibitor) est un inhibiteur de la fibrinolyse découvert dans les 

années 1990. Son fonctionnement est intimement lié à celui de la voie de la protéine C. Il s’agit d’une 

carboxypeptidase, synthétisée par l’hépatocyte sous forme de zymogène inactif. Il est activé dans un rapport 

de concentration 100 pour 2 après formation d’un complexe trimoléculaire avec la thrombine et la TM. TAFI 

s’oppose à l’action du t-PA sur la fibrine en catalysant le clivage des résidus  lysines situées à l’extrémité C-

terminale de la fibrine partiellement dégradée par la plasmine.   

La PCa limite cependant l’effet de TAFI sur la fibrine et possède ainsi une activité profibrinolytique de 

cinétique lente. C’est la concentration locale de TM qui semble représenter le facteur régulateur de ces deux 

actions opposées, car à haute concentration elle diminue l’activation de TAFI et inversement.  

L’importance physiologique de TAFI n’a pas encore été pleinement appréciée mais il semblerait que TAFI 

puisse être un « pont » important  entre la coagulation et la fibrinolyse. 
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I.4.2 ANOMALIES HEREDITAIRES DE LA VOIE DE LA PROTEINE C 

 

L’importance clinique de cette voie physiologique est confirmée par les complications thrombo- emboliques 

majeures observées chez des enfants avec des déficits complets en protéine C ou protéine S (Reitsma et al. 

1993; Gandrille et al. 1997). Les déficits incomplets ou hétérozygotes en protéine C ou protéine S sont par 

contre plus fréquents avec une incidence de 1 pour 300 individus (Lane et al. 1996; Lane et al. 1996). Ces 

déficits incomplets représentent un risque modéré de thrombose mais associés à d’autres facteurs de 

risque, ils peuvent significativement majorer la survenue de complications thrombotiques. La résistance à la 

protéine C activée, qui est le plus connu des facteurs de risque de thrombose veineuse, est également liée 

aux anomalies de la voie de la protéine C. 

I.4.2.1 Déficit en protéine C 
 
C’est en 1982 que Griffin et al. ont associé pour la première fois un risque de thrombose veineuse à des taux 

plasmatiques bas en protéine C (Griffin et al. 1981). En 1984, le tableau clinique du déficit homozygote en 

protéine C est décrit chez des nouveaux nés ayant développés des thromboses au niveau de la 

microcirculation cutanée à l’origine de purpura fulminans et d’une coagulation intra-vasculaire 

disséminée(Estelles et al. 1984; Seligsohn et al. 1984) . Ces lésions peuvent être prévenues par la perfusion 

de protéine C mais réapparaissent si le taux en PC redescend à des taux trop bas.  

I.4.2.2 Déficits de l’activation de la PC 

 

Des anomalies dans le processus d’activation de la protéine C et tout particulièrement au niveau de la TM, 

peuvent également représenter un risque thrombo embolique. Ainsi  plusieurs études ont identifié des 

mutations et un polymorphisme de la TM pouvant être associées à un risque majoré d’infarctus du 

myocarde ou de thromboses veineuses (Ohlin et al. 1995; Kunz et al. 2002). Irland et al. (Ireland et al. 1997) 

ont également identifié des anomalies dans le promoteur de l’extrémité 5’ du gène de la TM chez 5 patients 

parmi 104 ayant présentés un infarctus du myocarde. Ces mutations pourraient diminuer l’expression de la 

TM et contribuer à un risque accru d’IdM. Dans un groupe contrôle apparié issu de la population générale, 

seulement 1 patient sur 104 avait des anomalies comparables de la région 5’ de la TM. Chez la souris, des 

mutations du gène de la TM induisent des complications thrombotiques sévères (Weiler-Guettler et al. 

1998). 

I.4.2.3 Résistance à la protéine C activée ou Facteur V Leiden 
 

Le facteur de risque de thrombose veineuse le plus fréquent, appelé résistance à la protéine C activée, est 

également lié à la voie de la PC. Normalement, la PCa inactive le FVa par une première protéolyse au niveau 
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de l’Arg 506 suivie d’un second clivage au niveau de l’Arg306 (Egan et al. 1997; Mann et al. 1997). Le 

mécanisme le plus commun pour la résistance à la PCa est une mutation du facteur V, avec remplacement de 

l’Arg506 par un résidu Gln. Cette substitution rend la liaison résistante au clivage par la PCa (Dahlback 1994). 

Cette mutation du facteur V est également appelée Facteur V Leiden parce que les bases moléculaires de la 

résistance à la PCa ont été identifié dans la ville de Leiden (Bertina et al. 1994). En conséquence l’inactivation 

du FVa Leiden par la PCa est seulement possible au niveau de l’Arg306, qui est un clivage plus lent par 

rapport à la protéolyse de l’Arg506. Heureusement, la protéolyse au niveau de l’Arg306 est améliorée par la 

protéine S. (Rosing et al. 1995). Cette observation explique pourquoi un déficit en Protéine S associé à un 

facteur V Leiden soit à l’origine d’un risque significativement plus élevé de thrombose. 

 

I.4.3 INCOMPATIBILITE DE LA VOIE DE LA PROTEINE C EN XENOTRANSPLANTATION 

 

Le rejet lors des xénotransplantations est marqué par des lésions vasculaires associées à des dépôts de 

fibrine et une activation plaquettaire à l’origine d’un infarctus du greffon (Bach et al. 1994). L’activation de la 

thrombine, générée au cours de ces rejets, pourrait être favorisée par la perte du rétro- contrôle assuré par 

la TM secondaire à l’activation des cellules endothéliales en réponse à des stimuli pro-inflammatoires tels 

que le TNF-α(Nawroth et al. 1986), l’interleukine-1(Nawroth et al. 1986) ou des lipopolysaccharides (Moore 

et al. 1987) et par la lyse cellulaire provoquée par l’activation du complément. La perte de fonction de la TM 

provient à la fois de la diminution de la transcription de la TM (Conway et al. 1988; Kapiotis et al. 1991) et de 

sa propre dégradation. En xénotransplantation, une incompatibilité entre la TM porcine et les facteurs de la 

coagulation du primate pourrait contribuer à amplifier ces troubles de la thrombo-régulation (Lawson et al. 

1996). Cette incompatibilité moléculaire d’espèce serait d’autant plus pernicieuse en xénotransplantation 

car les voies physiologiques procoagulantes à l’origine de l’activation de la thrombine semblent être 

compatibles et même « hyperfonctionnels » (Siegel et al. 1997)  alors que les voies de rétro-contrôle 

semblent être déficientes.   

I.4.4 ROLE DU FACTEUR WILLEBRAND EN XENOTRANSPLANTATION 

 

Il a été démontré que le facteur von Willebrand (vWF) du porc et en particulier le domaine A1 se liait à la 

molécule GPIb des plaquettes humaines  en dehors de tout stress de cisaillement normalement 

nécessaire(Pareti et al. 1992; Mazzucato et al. 1996).  Cette intéraction du vWF porcin avec le GPIb 

plaquettaire humain pourrait induire une activation plaquettaire non régulée. La libération de multimères de 

haut poids moléculaires du vWF porcin associée à une activation des cellules endothéliales pourrait ainsi 

engendrer la formation de microthrombi plaquettaires menant à l’infarctus du xénogreffon. 
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I.5 XENOTRANSPLANTATION: BARRIERE INFECTIEUSE  

 

La xénotransplantation comporte un risque de transmission de virus d’origine animale à l’homme. Ce risque 

est tel qu’il a écarté définitivement le singe comme animal donneur d’organes xénogéniques. En effet le 

Syndrome d’Immuno- Déficience Acquise Humaine (SIDA) serait une zoonose transmise par les primates non 

humains (Hahn et al. 2000). Le VIH du groupe M qui est responsable de la grande majorité des infections à 

VIH proviendrait d’une transmission animale à l’homme en raison d’une réactivité croisée entre les deux 

espèces (Gao et al. 1999). Le singe est un hôte naturel et un porteur sain pour ces virus de la famille des 

lentivirus. Le choix du porc n’a pas écarté non plus le risque de zoonose car il est porteur de rétrovirus 

endogènes porcins appelés PERV (Porcine Endogenous Retrovirus) qui sont intégrés au génome de leur hôte 

sous forme d’ADN proviral et transmis de façon mendelienne. Il existe au moins 50 copies de PERV dans les 

chromosomes porcins qu’il est donc impossible d’éliminer par méthode d’élevage indemne de pathogènes. 

Ainsi la xénotransplantation de porc sur homme se ferait- elle avec des organes porteurs de PERV. 

Puisqu’il a été montré récemment par différentes équipes que les PERV pouvaient infecter des cellules 

humaines in vitro (Jackman et al. 1987), il est fondamental que ce risque soit recherché chez l’homme. 

Cependant, des études menées in vivo sur des séries limitées de patients ayant eu un contact avec du tissu 

porcin n’ont pas retrouvé de transmission de PERV. L’étude la plus importante, d’échelle internationale, a 

analysé 160 patients ayant été exposés à des tissus porcins par des perfusions avec des organes de porcs 

(foie, rein…), par des greffes d’ilôts de Langerhans ou encore par des greffes de peau (Paradis et al. 1999). 

Aucune infection à PERV n’a été retrouvée et de manière surprenante, un microchimérisme (consistant en la 

persistance de cellules porcines vivantes chez le receveur) a été détecté chez certains patients. Cette 

absence de transmission de PERV à l’homme s’expliquerait par l’expression d’épitopes Gal sur ces particules 

virales qui seraient ainsi reconnues et éliminées par les anticorps naturels. 

 

I.6 XENOTRANSPLANTATION : BARRIERE PHYSIOLOGIQUE 

 

Un obstacle important au succès de la xénotransplantation pourrait être une inadéquation physiologique des 

organes porcins une fois transplantés chez l’homme. L’évaluation de la fonction des greffons bute sur les 

courtes survies des organes xénogéniques porcins chez le singe.  

D’un point de vue théorique, sur plus de 130 espèces de mammifères, seuls l’homme et le porc partagent le 

même type anatomique de rein. Il s’agit d’un rein multipyramidal avec un cortex indivisé et plusieurs 



62 

 

structures médullaires (Valentin et al. 1999). Anatomiquement, l’implantation chirurgicale d’un rein de porc 

en fosse iliaque chez l’homme est techniquement réalisable. Le poids et la taille sont comparables à ceux de 

l’homme. Le porc présente une protéinurie physiologique moyenne de 0,4 mg/mn avec une concentration 

maximale de 2,7 g/l. L’existence d’une faible sudation, associée à une moindre capacité à concentrer les 

urines expliquent une relative polyurie du porc de 2 à 4 l/24h. Ce phénomène pourrait être amplifié par le 

fait que l’hormone antidiurétique (HAD) humaine serait moins efficace sur le rein porcin. L’équilibre acido- 

basique est différent de celui de l’homme avec un pH plus alcalin (7,48 vs 7,42 chez l’homme). La pression 

artérielle du porc est supérieure à celle de l’homme,  tout comme la température corporelle: 38,5°C vs 

37,0°C. Cette notion laisse supposer que les cinétiques enzymatiques pourraient être différentes si un rein 

de porc était placé dans un environnement humain. Les valeurs des électrolytes et métabolites plasmatiques 

(glucose, urée, créatinine) sont quant à elles identiques chez les deux espèces. 

En pratique la transplantation de rein de porc chez le singe n’induit pas de modifications physiologiques 

majeures (Zaidi et al. 1998; Yamada et al. 2005)(Zaidi et al. 1998), cependant des primates greffés avec un 

rein porcin développent une anémie marquée, soulevant la possibilité d’une incompatibilité de 

l’érythropoïétine porcine chez le primate.  Dans les cas passés de xénotransplantation de foie de singe chez 

l’homme, il a pu être noté chez les receveurs humains des hypocholestérolémies correspondant en fait à un 

taux normal de singe.  

 

I.7 XENOTRANSPLANTATION : RECOMMANDATIONS DE L’ORGANISATION MONDIALE DE 

LA SANTE (OMS) 

 

 
Une importante réunion visant à établir des recommandations et une régulation d’éventuels essais cliniques 

en xénotransplantation (2009) a eu lieu en novembre dernier à Changsha en Chine. Cette réunion a permis 

de réunir sous l’égide de l’organisation mondiale de la santé, des autorités chinoises et de l’association 

internationale de xénotransplantation, les experts de chaque pays impliqués dans le domaine de la 

xénotransplantation. La France a ainsi été représentée par le Pr Gilles Blancho (Figure 14). L’objectif de cette 

réunion était de dresser l’état des lieux de la xénotransplantation au niveau international et d’établir des 

recommandations encadrant la recherche et d’éventuels essais cliniques en xénotransplantation. Plusieurs 

recommandations ont ainsi été établies, destinées aux états et aux investigateurs d’éventuels essais 

cliniques. Elles ont fait l’objet de deux articles dans la revue Xenotransplantation publiés en 2009 (2009; 

Cooper 2009).  
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Il est ainsi demandé, à titre d’exemple, aux états membres de l’OMS d’identifier et de répertorier toutes les 

activités pratiquées dans leur territoire ayant attrait à la xénotransplantation, de s’assurer que les organes 

de santé publique en ont évalué le risque infectieux et que ces activités soient encadré par un cadre 

juridique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Photo officielle 
des experts réunis  à 
Changsha sous l’égide de 
l’OMS. 
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II. MATERIELS et METHODES 
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II.1 MATERIELS : 

II.1.1 SOLUTES 
 

Tampon TE  10 mM Tris-HCL (pH 7.4), 1 mM EDTA 

Gel d’agarose 1.5 % 

(DNA) 

1.5 g DNA grade agarose in 100 ml of 0.5x TBE with 0.5 µg/ml 

ethidium  bromide before pouring 
Eau purifiée Milli Q Ultra 

pure water  

MQ-H2O (Millipore, USA) 

Tampon TBE (5x) 0.5 Tris, 20 mM sodium acetate, 20 mM EDTA, pH 8.2 with glacial 

acetic acid. II.1.2 MATERIELS  DE BIOLOGIE MOLECULAIRE 
 

Produits Fournisseurs 

Agar Bio 101 ® systems, Q Biogene USA 

Ampicilline Sigma, Australia 

Bromure d‘Ethidium  Sigma chemical Co. 

L-Broth Bio 101®systems, Q BIOGENE, USA 

QUIAGEN gel extraction kit QIAGEN GmbH (Hilden, Germany) 

QUIAGEN Maxi-prep Purification Kits QIAGEN GmcH (Hilden, Germany) 

Oligonucleotide primers Sigma Genosys 

pBlunt-Vector Invitrogen 

pBos-Flag-Vector  

pIRES-Vector Invitrogen 

Dideoxynucleotides (dATP, dCTP...) Amersham Pharmacia Biotek, UK 

Restriction Enzymes and Buffers Promega, Boehringer Mannheim, New England 

Biolabs (Beverly, MA, USA) Invitrogen DNA sequencing reactions BIGDYE Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction (PE Apllied Biosystems, Foster City, CA. 

USA) 

II.1.3 MATERIELS DE BIOCHIMIE 
 

Produits Fournisseurs 

Benchmark ® Prestained protein ladder Invitrogen 

Sodium dodecyl sulphate (SDS) Bio-Rad laboratories (Hercules,CA,USA) 

Ammonium persulphate (APS) Bio-Rad laboratories (Hercules,CA,USA) 

Tetramethylethylenediamine (TEMED) Bio-Rad laboratories (Hercules,CA,USA) 

Acrylamide, bisacrylamide Bio-Rad laboratories (Hercules,CA,USA) 

PVDF membreane Bio-Rad laboratories (Hercules,CA,USA) 

Tween 20 BDH Laboratory Supplies, Poole, England 

Triton X-100 Bio-Rad laboratories (Hercules,CA,USA) 

II.1.4 MATERIELS DE CULTURE CELLULAIRE 
 

Produits / Equipment Fournisseurs 

Flasques pour tissues cellulaires TPP (Switzerland) 

Dulbecco’s Modified Eagles (DME) 

medium 

GIBCO BRL Life Technologies Inc (Gaithersburg, 

MD, USA) 
Sérum de veau foetal  (SVF) Invitrogen 

N-2-hydroxyethylpiperazine-N’-2-

ethanesulfonic acid (HEPES) 

Invitrogen 

Dimethylsulphoxide (DMSO) BDH Chemicals (Kilsyth, Victoria, Australia) 

Cuvettes d’électroporation  Gene Pulser®/ E.Coli Pulser ™ Cuvettes (Bio-Rad) 
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II.1.5 LABORATOIRE DES GRANDS ANIMAUX (LGA) DE L’UNITE INSERM 643 

Toutes les expérimentations in vivo se sont déroulées au LGA qui est spécialement dévolu à la prise en 

charge de porcs et de primates, avec des salles d’hébergement par espèces et un bloc opératoire. 

II.1.6 LES ANIMAUX 
 

Les porcs transgéniques pour la molécule CD 55 humaine ont été fournis par le laboratoire Imutran. Ces 

animaux étaient de groupe sanguin O. Des porcs non transgéniques mais de même fond génétique ont été 

utilisés en tant que groupe contrôle (France Hybride).  Pour des raisons de compatibilité de taille entre 

donneur et receveur, leur poids variait entre 15 et 2O kg. 

Les babouins de race Papio Anubis, de 8 à 15 kg, provenaient du centre d’élevage du CNRS de Rousset 

(France). Ils étaient sélectionnés sur leur séronégativité pour les virus suivants : simian immunodeficiency 

virus (SIV),  simian T cell leukemia virus (STLV1 et 2), simian retrovirus (SRV), cercopithecine herpes virus 1 et 

2 puis admis dans notre laboratoire  trois semaines avant l’expérimentation et mis en quarantaine.  

II.1.7 PROCÉDURE CHIRURGICALE ET IMMUNOSUPPRESSION 
 

Trois semaines avant la greffe, les babouins subissaient un protocole d’autotransfusion (prélèvement de 10% 

de leur masse sanguine sur poches citratées) avec compensation par de l’érythropoïétine  à la dose de 400 

U/semaine en sous-cutané, afin de pouvoir traiter toute hémorragie ou anémie post-opératoire. Avant la 

transplantation, un cathéter jugulaire interne tunnellisé sous la peau était positionné afin de passer les 

perfusions de solutés d’hydratation et les traitements intraveineux.  

L’anesthésie était induite par injection intra- musculaire d’un mélange de filetamine/zolazépam (Zolétil®) à la 

dose de 20 mg/kg et maintenue par inhalation d’isoflurane, d’oxygène et d’azote après intubation. Ce même 

protocole était utilisé à la fois pour le donneur (porc) et pour le receveur (babouin). Après dissection du rein 

du donneur, l’anticoagulation était assurée par de l’héparine (300UI/kg). Une fois l’aorte abdominale 

canulée, les reins étaient perfusés par du liquide de conservation à 4°C. Ensuite la transplantation rénale 

était faite en position hétérotopique en intra-abdominale suivie d’une binéphrectomie des reins propres du 

receveur. 

Quatre séries de xénogreffes ont été effectuées : 

- Une série contrôle avec des animaux non transgéniques (n=8) (série A) 

- Une série avec des organes transgéniques pour la molécule humaine CD55 (n=5) (série B) 

- Une série avec des organes transgéniques pour hCD55 mais avec un protocole 

d’immunosuppression renforcé avec de la cyclophosphamide débutée 24h avant la 

xénotransplantation (n=4) (série C) 

- Une série avec des organes transgéniques pour hCD55  avec le même protocole 

d’immunosuppresion que la série C mais avec en plus des immunoadsorption (série D) 
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II.1.7.1 Immunoadsorption 
 

Les immunoadsorptions étaient réalisées sur une colonne d’immuno-affinité Ig-Therasorb 

(immunoglobulines anti-humaines de mouton) pour les séries A, B et D. Elles étaient prévues à J-1 et à J5. La 

seconde immunoadsorption était suivie d’une perfusion d’immunoglobulines intraveineuse (IVIg) à dose 

immunomodulatrice de 1g/kg pendant deux jours. Ces IVIg étaient déplétées auparavant des Ig anti-Gal en 

utilisant une colonne de disaccharide synthétique (Bdi-Bio). La série C ne comportait pas 

d’immunoadsorption. 

II.1.7.2 Immunosuppression 
 

Le traitement immunosuppresseur comprenait: 

- Cyclophosphamide (CyP) : administré par voie intraveineuse (IV) à une dose de 40 mg/kg à J0 

puis 10 mg/kg à J2 et J4 pour les séries A et B. Le cyclophosphamide était administré à J-1, J0, J2 

et J4 aux doses de 40, 20, 20 et 10 mg/kg pour les séries C et D. 

- Cyclosporine A (CsA) : administrée par voie IV à 3 mg/kg/j initialement pour atteindre un niveau 

sanguin autour de 1 g/ml 

- Mycophénolate mofétil (MMF) : administré per os à 70 mg/kg/j 

- Corticoïdes : administrés IV à 1 mg/kg/j initialement puis à dose dégressive de 0,05 mg/kg/j pour 

atteindre un plateau à 0,2 mg/kg/j à J18.  

 

II.1.7.3 Monitorage des animaux 
 

Le monitorage quotidien des animaux comprenait l’aspect clinique, la diurèse, la biologie de la fonction 

rénale (urée, créatinine), ionogramme, numération formule sanguine, cytotoxicité vis-à-vis des globules 

rouges de porc et la titration des anticorps anti-Gal. Une biopsie rénale était prévue une fois par semaine à 

partir de J5 pour les groupes A, B et C. 

II.1.7.4 Biopsie des greffons 
 

Les biopsies de greffon étaient effectuées par voie chirurgicale, afin d’examiner macroscopiquement l’aspect 

du greffon et de prélever suffisamment de tissu pour une analyse histologique classique (coloration 

hematoxyline-eosine), des analyses immunohistochimiques et des congélations en vue de différentes études 

transcriptionnelles. 
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II.2 METHODES: 
  

II.2.1 METHODES DE BIOLOGIE MOLECULAIRE 
 

II.2.1.1 Préparation  des boîtes d’agarose et Milieu de culture  

 

Les boites d’agarose étaient préparées en mélangeant  10 g d’agarose à culture (BD Biosciences), 10 g de 

bactotryptone (BD Biosceinces), 5 g d’extrait de levure (BD Biosciences) et 10 g de NaCl dans un volume final 

de 500ml d’eau purifiée mis ensuite à l’autoclave. L’antibiotique souhaité était ajouté pendant la phase de 

refroidissement. L’antibiotique pour sélectionner le vecteur pBos, était l’ampicilline (100µg/ml) et la 

kanamicine  pour le vecteur pCR-Blunt (50µg/ml). Les boites étaient stockées  à 4°C pendant un mois.   

Le liquide de culture L-Broth était préparé dans 500 ml d’eau purifiée en ajoutant 5 g de bactotryptone, 2,5 g 

d’extrait de levure et 5 g de NaCl puis autoclavé. 

 

II.2.1.2 Préparation de cellules compétentes d’E. coli 
 

Les cellules compétentes d’E. coli étaient préparées selon le protocole de Inoue et al (Inoue et al. 1990) avec 

quelques modifications. Les cellules compétentes étaient maintenues  en culture dans des boites d’agarose 

supplémentées en tétracycline à la concentration de 50µg/ml. Une seule colonie était inoculé dans 250 ml 

de L-Broth et mise en culture à température ambiante avec agitation  puis incubée sur de la glace pendant 

10 min. Après centrifugation, le culot était resuspendu dans 80 ml de tampon de transformation et incubé 

sur de la glace pendant 10 min puis recentrifugé. Le culot était finalement resuspendu dans 7 ml de tampon 

de transformation. Du  DMSO était rajouté à une concentration finale de 7%. Les cellules étaient aliquotées 

dans des flacons adaptés pour un stockage dans du nitrogène liquide.   

 

II.2.1.3 Transformation bactérienne 
 

Les bactéries compétentes étaient dégelées sur de la glace et des aliquots de 20 ou 100 µl étaient transférés 

dans des tubes stériles à centrifugation contenant le plasmide. Le mix était incubé sur de la glace pendant 30 

min puis chauffé à 42°C pendant 90 secondes et  réincubé sur de la glace pendant 5 min. Du liquide de 

culture L-Broth (900µl pour 100µl de cellules compétentes) était ajouté et les tubes étaient incubés à 37°C 

avec agitation pendant 45 min. Le mix était étalé sur des boites à agarose et incubées à 37°C toute la nuit. 

Les colonies positives étaient ensuite identifiées par digestion enzymatique.   

II.2.1.4 Isolation des  plasmides à DNA 
 

II.2.1.4.1 Isolation par Miniprep 
 

3,5 ml de milieu de culture L-Broth était inoculé par une seule colonie bactérienne avec l’antibiotique 

approprié et incubé à 37°C pendant toute la nuit dans un incubateur à agitation. L’ADN plasmidique était 
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isolé de la culture en utilisant un kit à haute pureté d’isolation  (Eppendorf High pure plasmid isolation kit) et 

stocké à 4°C ou -20°C jusqu’à utilisation. 

II.2.1.4.2 Isolation par Maxiprep 

100 ml de liquide de culture L-Broth était inoculé par une seule colonie bactérienne avec l’antibiotique 

adapté et incubé à 37°C pendant toute la nuit dans un incubateur à agitation. L’ADN plasmidique était isolé 

en utilisant le kit QIAGEN pour isolation d’ADN plasmidique à grande échelle (QIAGEN Plasmid Maxi Kit). Le 

plasmide purifié était précipité en utilisant 0,7 volume d’isopropanol à température ambiante et centrifugé 

pendant 30 min. Le culot à ADN était lavé avec 1 ml d’éthanol à 70% et séché à l’air libre avant resuspension 

dans du tampon TE. L’ADN obtenu était quantifié par électrophorèse et spectophotométrie puis stocké à -

20°C.  

II.2.1.5 Préparation d’ADN et d’ARN   
 

II.2.1.5.1 Isolation de l’ADN génomique 

L’ADN génomique était extrait en utilisant le kit QIAamp ADN  (Qiagen – Australia) 

II.2.1.5.2 Extraction d’ARN 

 Préparation des échantillons : 

Les biopsies étaient conservées dans de l’azote liquide à l’intérieur d’ampoules adaptées. Le jour de la 

manipulation, la biopsie était déposée dans un flacon de 50 ml dans lequel était ajoutés 9,5 ml 

d’isothiocyanate de guanidium (GSCN) et 0,5 ml de 2- mercaptoéthanol. Le GSCN cassait les protéines et 

provoquait un effet chaotropique, le mercapotéthanol cassait les ponts disulfures des protéines. Ainsi 

l’utilisation des deux produits permettait d’optimiser la dégradation des RNAses. La biopsie était ensuite 

fragmentée, mixée avec un « mixeur » ultra-TURAX. Le rotor était lavé entre chaque mixage. Le flacon de 50 

ml était ensuite centrifugé 5 min à 2000 tpm (tours par minutes). 

 Ultracentrifugtaion : 

Dans un tube à ultracentrifugation (tube UC)(Beckman ) contenant 1 ml de chlorure de Césium, 3 ml de 

surnageant étaient déposés doucement sur le ClCs pour ne pas mélanger les deux phases. Le reste du 

surnageant était stocké à –20°C. Le ClCs de part sa densité permettait uniquement à l’ARN de plonger au 

fond du tube. Après équilibration du poids des tubes, deux par deux en ajoutant du sarkosyl 10% si 

nécessaire, les tubes étaient ultracentrifugés : 17 heures à 36000 tours par minutes (tpm) (20°C), 

accélération maximale et décélération lente. 
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 Préparation de l’ARN : 

Le surnageant du tube UC est vidé à l’aide d’une pompe à vide en aspirant verticalement. Le tube UC est 

coupé avec une lame de bistouri à 1 cm du fond. Le culot d’ARN est resuspendu dans 100 l de TR (Tris HCL 

10 mM pH8 + EDTA 1mM + SDS 0,1%). La solution est transvasée dans un eppendorf et le culot resuspendu 

dans 100 l de TR. Puis 20 l d’acétate de sodium 5M et 550 l d’éthanol absolu froid sont ajoutés. 

L’eppendorf est déposé 1 heure à – 80°C ou toute la nuit à –20°C. 

II.2.1.5.3 Préparation de l’ADNc 

L’ADNc était préparé par PCR après transcription inverse à partir ARN total en utilisant une Superscript III 

reverse transcriptase (RT) (Invitrogen). Pour chaque réaction, 2µg d’ARN, 1 µl d’oligoDT (Promega), 1 µl de 

random hexamers  (Promega), 1 µl de 10 mM dNTPs (Invitrogen) et d’eau distillée étaient mélangés dans un 

volume final de 13 µl. Le mix était incubé pendant 10 min à 65°C dans un thermocycler puis 1 min sur de la 

glace. 4µl de tampon x5 (Invitrogen), 1 µl de (R,R)- dithiotreitol (DTT) (Promega), 1 µl de RNAse out 

(Invitrogen) et 1 µl de Superscript III RT étaient ajoutés à chaque réaction pour un volume total de 20µl. Le 

mix était incubé pendant 5 min à 25°C dans un thermocycler puis 50 min à 50°C et finalement à 70°C 

pendant 15 min. 

II.2.1.5.4 Amplification rapide des extrémités d’ADNc. 

 

La technique d’amplification rapide des extrémités d’ADNc (rapid amplification of cDNA ends, RACE) permet 

de déterminer les extrémités 5’ (incluant le site de transcription) ou 3’ d’un ADNc. Cette technique amplifie 

un ADNc issu d’un ARN entre une localisation de séquence connue et l’extrémité inconnue 5’ (5’-RACE) ou 3’ 

(3’-RACE).  Dans les deux cas, une connaissance limitée de la séquence d’ARNm suffit. La séquence connue 

sert à choisir des amorces spécifiques orientées vers l’extérieur de la séquence et qui produisent des 

fragments d’ADNc chevauchants. Les kits RACE utilisés dans notre étude proviennent de Invitrogen™. 

Dans la technique 3’-RACE, la queue poly(A) d’un ARNm représente une séquence simple pour une alorce de 

PCR. Dans ce cas, l’ARNm est transformé en ADNc par la reverse transcriptase en utilisant une amorce 

oligo(dT) à laquelle est ajouté un adaptateur de séquence connue. L’ADNc est ensuite amplifiée par PCR en 

utilisant une amorce complémentaire d’une séquence connue de l’ADNc et une autre amorce 

complémentaire de l’adaptateur. La séquence 3’ de l’ADNc (et donc de l’ARNm) peut ensuite être facilement 

déterminée. 

Dans la technique 5’-RACE, plusieurs variantes techniques existent. Celle utilisée lors du clonage de gène 

porcin est la suivante. Une amorce spécifique antisens (GSP) de l’ARNm permet de réaliser une reverse 

transcription. Après obtention de l’ADNc et purification de ce dernier (l’ARNm est détruit par une RNAse H et 

RNAse TA), une queue poly(C) est ajoutée à l’aide de la TdT (terminal deoxynucléotidyl transferase) en 
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ajoutant du dCTP. Une PCR est ensuite effectuée à l’aide d’une amorce complémemtaire de la queue polyC 

additionnée d’un adaptateur et d’une autre amorce située dans l’ADNc de séquence connue.  

II.2.1.6 Electrophorèse d’ADN 
 

L’électrophorèse d’ADN était réalisée avec des gels d’agarose/TBE. La concentration en agarose variait entre 

0,8 et 2% dans 0,5X TBE et dépendait de la taille des fragments d’ADN à migrer. La quantité d’agarose 

appropriée était mélangée avec du TBE 0,5X et chauffée dans un micro-onde jusqu’à dissolution de 

l’agarose. Après un refroidissement partiel, 1 µl d’ethidium bromide en solution (10 mg/ml) était ajouté et 

mélangé. Le mélange était ensuite coulé dans un moule avec peigne jusqu’à solidification du gel. Les 

échantillons d’ADN étaient mélangés avec 1,5 µl de marqueur à ADN et étaient transférés dans les puits du 

gel pour être séparés par électrophorèse à 80-110 volts pendant 30 à 60 min. Les fragments à ADN étaient 

visualisés dans une chambre à ultra-violet et la taille des fragments était estimée par comparaison avec les 

marqueurs de taille  Lambda DNA/Hind III combiné avec  X174 DNA/HaeIII (Invitrogen).  

II.2.1.7 Extraction  d’ADN  à partir de gels d’agarose  
 
Après électrophorèse, les fragments d’ADN étaient excisés du gel à agarose. L’ADN était isolé des bandes 

d’agarose en utilisant le kit QIAquick Gel Extraction Kit (QIAGEN). A la dernière étape, l’ADN était dilué dans 

50 ou 30 µl de tampon TE et stockée à -20°C.  

 

II.2.2 POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR) 
 

II.2.2.1 Amplification par PCR 
 

L’ADN génomique, l’ADN complémentaire et l’ADN plasmidique étaient amplifiés par PCR (polymerase chain 

reaction) en utilisant 1 U de Taq ADN polymérase (Invitrogen) et  le tampon de la Taq polymérase (X 1) avec 

les amorces appropriées. La PCR était réalisée dans un volume final de 20 µl contenant 200 µM de dNTPS, le 

tampon Taq (x1), l’amorce spécifique 5’ (à une concentration finale de 0,5 pmol),   l’amorce 3’ (à une 

concentration finale de 0,5 pmol), l’ADNc et la Taq polymérase. Les étapes typiques d’amplification étaient: 

2 min à 94°C / 30 secondes à 55°C / 1 minute à 72°C pendant le premier cycle, 94°C pendant 30 secondes/ 

55°C pendant 30 secondes / 1 minute à 72°C pendant  5 cycles puis  94°C pendant 10 secondes / 55°C 

pendant 10 secondes / 45 secondes à 72°C pendant les 24 à 29 cycles suivis d’un cycle final à 72°C pendant 5 

min. Les réactions étaient réalisées dans un thermocycler à ADN (MJ Research, Watertown ,MA, USA). 

Pour le clonage des gènes codant pour l’EPCR humain et porcin ainsi que pour la thrombomoduline humaine 

et porcine, une enzyme de haute fidélité platimium Pfx (Invitrogen) était utilisée.  

Le système Failsafe PCR (Epicentre – USA) a été utilisé pour l’amplification de la thrombomoduline porcine 

en raison de la difficulté à obtenir une amplification avec la Pfx DNA polymérase. Le kit Failsafe est constitué 
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de 12 pré-mixtes avec un mixte de polymérases de haute fidélité. Ces pré-mixtes forment 12 cocktails avec 

des concentrations variables de MgCl2 et de Failsafe facilitateurs contenant de la bétaine ayant la propriété 

d’améliorer l’amplification PCR d’ADNc riches en bases G-C ou avec une forte structure secondaire. Les 12 

cocktails du kit Failsafe étaient utilisés avec 17 µl d’H2O, 1 µl d’amorce sens et anti-sens à la concentration 

de 10 µM, 1 µl d’ADNc , 0,5 µl de la polymérase Failsafe et 10 µl du cocktail Failsafe. Le cocktail G a été utilisé 

dans les majorités des amplifications de la TM. 

 

II.2.2.2 Amorces pour PCR 
 

II.2.2.2.1 Création d’amorces dégénérées pour le gène de la 
Thrombomoduline porcine 

L’élaboration des amorces dégénérées pour l’amplification de la TM porcine a été basée sur l’alignement des 

séquences nucléiques de l’ADNc codant pour la TM de plusieurs espèces, humaine (Jackman et al. 1987; 

Suzuki et al. 1987; Wen et al. 1987), de souris (Dittman et al. 1988; Dittman et al. 1989), de lapin (Deming et 

al. 2003), de rat (Wang et al. 1999) et de l’extrémité 3’ de la TM bovine (Jackman et al. 1986). Cinq amorces 

5’ ont été conçues sur des séquences conservées entre espèces : 

 

5′ TM 182 5′ TRA TGA CMG TGC GCT CCT C 3′ 

5′ TM 320 5′ TGC GCG GCT TCC AGT GGG TTA 3′ 

5′ TM 1620 5′ TCT CTG GTC GTG GCG CTT 3′ 

5′ TM 1630 5′ TTT GGC GCT TCT GTG TCA 3′ 

5′ TM 1660 5′ AAG AAG CAA GGC ACC TCA A 3′ 

Les amorces 3’ ont été également élaborées à partir de régions conservées entre les 5 espèces animales 

disponibles : 

3′ TM 987 5′ RCA GTC RTC CAC GTC CTC 3′ 

3′ TM 1691 5′ CGC ACT TGT ACT CCA GCT C 3′ 

3′ TM 3504 5′ CTG ACT TGG CCT GCT ACT TAT 3′ 

3′ TM 3537 5′ AAT TCC TCA GTT TCT TGA 3′ 

 

Plusieurs amorces antisens spécifiques aux séquences humaines et bovines ont été également créées: 

hTM 1750 5′ CTC AGA GTC TCT GCG GCG TCC GCT C 3′ 

bTM 1750 5′ CTC AGA CTT TCT GAG GTG TGC GCT C 3′ 

3′ hTM STOP 5′ CCA GCT AAG GTG CTT TGG 3′ 

3′ bTM STOP 5′ CCA GCT AAG GTG CTT GGG 3′ 

3′ hTM 5’ GCA AGG ATT TTG CCT GTG TTC TAG  3’ 

3′ bTM 5’ GCA GGA GTT TTG CCC GTG TTC TAG 3’ 
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II.2.2.2.2 Création d’amorces dégénérées pour l’amplification du 
gène porcin de l’EPCR 

 

L’amplification PCR de l’EPCR porcin a été réalisée à partir d’amorces dégénérées dont les séquences ont été 

élaborées à partir des séquences de l’EPCR bovin (Fukudome et al. 1995), humain (Fukudome et al. 1994) et 

de souris (Fukudome et al. 1995). Après alignement des séquences nucléiques, les régions conservées entre 

espèces ont été sélectionnées pour créer les amorces suivantes : 

Amorces « sens »  

 5’ EPCR 0 5’ ATG TTG ACA ACA YTG CTG CC 3’ 

 5’ EPCR 195 5’ CCT RAC GCA CGT GCT GGA AGG C 3’ 

 5’ EPCR 440  5’ TCT TCG AWG TGG CTG GTG AAT GG 3’ 

Amorces “Anti-sens”  

3’ EPCR 683 5’ CAY CAG GAC GCC CAG GAC CAG 3’ 

3’ EPCR 734 5’ ACY TGT GCA CAG GAA GAT GCC 3’ 

Deux amorces spécifiques ont été conçues à partir des séquences humaines et bovines en amont du codon 

start :  

5′ hEPCR UTR  5′ CGA GCC AGG AAC CCA GGT 3′ 

5′ bEPCR UTR 5′ AGA GCC AAG AGC CCA GGT 3′ 

 

II.2.2.2.3 Création d’amorces spécifiques pour  le gène humain 
codant pour l’EPCR  

Afin d’isoler le cadre de lecture du gène humain de l’EPCR pour exprimer la molécule fonctionnelle, les 

amorces 5’ et 3’ suivantes ont été conçues : 

hEPCR-F1 5’ TTC TCG AGC AAC TTC AGG ATG TTG AC 3’ 

hEPCR-R1 5’ TTG CGG CCG CGG AGA GTA ATT AAC ATC GC 3’ 

 

Afin d’intégrer deux sites de digestion SpeI et MfeI aux extrémités 5’ et 3’ du cadre de lecture de l’EPCR 

humain, les amorces hEPCR-F3 et hEPCR-R3 ont été réalisées : 

hEPCR-F3 5’ GGA CTA GTC AAT TGC AAC TTC AGG ATG TTG AC 3’ 

hEPCR-R3 5’ GGA CTA GTC AAT TGG AGA GTA ATT AAC ATC GC 3’ 

 

II.2.2.2.4 Création d’amorces spécifiques pour l’amplification 
rapide des extrémités du gène porcin de l’EPCR 

Des amorces spécifiques de gènes  (Gene specific primers GSPs) ont été conçues pour l’amplification rapide 

des extrémités du gène de l’EPCR porcin à partir de la séquence amplifiée par les amorces dégénérées. Les 

amorces étaient préférentiellement d’une longueur de 23 à 28 nucléotides, avec une proportion de bases GC 

de 50 à 70% et une température d’hybridation supérieure à 70°C pour permettre la réalisation d’une PCR 
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« touchdown ». Les GSPs pour l’amplification 5’ RACE  ont été désignées GSP1 et GSP2  pour l’amplification 

de l’extrémité 3’ RACE. 

EPCR GSP1 5′ CGC CGT CCA CCT ACA TAC AGG AAG ATG C 3′ 

EPCR GSP1B 5′ CGT CTC TGG CTG GAA ACT CAT GAA GGA G 3′ 

EPCR GSP1C 5′ TAG GTG ACC ACT CTG GAG GCC GCC TGA G 3′ 

EPCR GSP2 5′ GAG CTC CTT CAT GAG TTT CCA GCC AGA G 3′ 

EPCR GSP2B 5′ TCC TGT ATG TAG GTG GAC GGC GGC GAT G 3′ 

EPCR GSP2C 5′ CAT CAT CGC AGG AGT GGC TCT ATG CAT C 3′ 

  

II.2.2.2.5 Création d’amorces spécifiques pour l’amplification 
rapide des extrémités du gène porcin de la 
Thrombomoduline 

 

Les amorces pour l’amplification  RACE de l’extrémité  de l’ADNc codant pour la TM ont été créés dans la 

séquence connue de la TM porcine amplifiée par les amorces dégénérées. Les amorces antisens GSP1 pour 

l’amplification 5’ RACE étaient les suivantes : 

TM GSP1 5′ GGT AGC CCG CCT CGC AAA AGC ATG TGT 3′ 

TM GSP1B 5′ GCT GCC ACC GAG GAG CGC ACT GTC ATG A 3′ 

TM GSP1C 5′ TCG CCG CTC AGT AGC AGG GAG ATG A 3′ 

TM GSP1D 5′ GCC ATC GCC TTC GCC GCT CAG TAG C 3′ 

 
Les amorces pour l’amplification 3’RACE de la TM étaient : 

TM GSP2 5′ CTC GGT GGC AGC AGA GGT CAT CTC CCT 3′ 

TM GSP2B 5′ ATC GGT GCG AGG ACG TGG ACG ACT GCA A 3′ 

TM GSP2C 5′ GCA TCG GTG CGA GGA CGT GGA CGA C 3′ 

TM GSP2D 5′ CTG CAG GAG GAT GGG CGT TCT TGC G 3′ 

TM GSP2E 5′ GTG TCA CCT GCG CAA GAA GCA AGG CAC C 3′ 

TM GSP2F 5′ TGC ATT CGG GCG TGC TGG CTG GCA TCT C 3′ 

 

II.2.2.2.6 Création d’amorces dégénérées pour l’amplification du 
gène porcine codant pour la prothrombine porcine 

Une paire d’amorces dégénérées (pPT-F1 et pPT-R1) a été créée sur la base de séquences de régions très 

conservées entre  l’ADNc de la prothrombine humaine, bovine, de rat et de souris. Une seconde paire de 

primers pPT-F2 et pPT-R2 a ensuite été conçue à partir du fragment d’ADNc de la prothrombine de porc 

séquencé à partir des  amorces pPT-F1 et pPT-R1. 

Amorces Séquences 

pPT-F1 CCCAGGAGCTGACACACYATG 

pPT-R1 TGAGCTTCAGTAGGGCGATGTC 

pPT-F2 GACATCGCCCTACTGAAGCTCA 

pPT-R2 TAGAAACAAACCACAAAAATAWTTC 
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II.2.2.2.7 Création d’amorces spécifiques pour la construction de 
variants de la TM avec des domaines EGF permutés 
entre la TM humaine et la TM porcine 

 

Amorces Séquence (5’ à 3’) 

pTMLec-F CACGCGTCCTGAAGCGCAGCCCCTAGGCA  

pTMEGF5-F CCGCACAGGTGCCAGATGTT  

pTMST-F GACCCCATCCAGGAGAACAGCCGC 

pTMEGF6-R CGTCCACCTTGCCGGAGTCGCAGTCTGTGCCGG  

pTMCyt-R  CACGCGTTTAGAGTTTCTGAGGCATCTGCCCCA  

hTMLec-F CACGCGTGCACCCGCAGAGCCGCAG 

hTMEGF4-F GAGCCCGTGGACCCGTGCTTC 

hTMEGF5-F1 CCGCACAGGTGCCAGATGTTTTGC 

hTMEGF5-F2 CCGCACAGGTGCCAGATGTT  

hTMEGF6-F ATCTGCACGGACATCGACGAGTGC  

hTMST-F GACTCCGGCAAGGTGGACGGT 

hTMEGF3-R GAAGCACGGGTCCACGGGCTC  

hTMEGF4-R AACATCTGGCACCTGTGCGG 

hTMEGF5-R GCACTCGTCGATGTCCGTGCAGAT 

hTMEGF6-R GTTCTCCTGGATGGGGTCACAGTCGGTGCCAAT  

hTMCyt-R CACGCGTGCTTTGGTAGCAAAGCTG  

Tableau 6 : Séquences des amorces utilisées pour la création de variants de la TM avec des domaines EGF permutés 
entre la TM humaine et la TM porcine. 

 

Variant PCR 1 PCR 2 PCR 3 

pTM-hEGF4 pTMLec-F/hTMEGF3-R hTMEGF4-F/hTMEGF4-R pTMEGF5-F/pTMCyt-R 

pTM-hEGF5 pTMLec-F/hTMEGF4-R hTMEGF5-F1/hTMEGF5-R hTMEGF6-F/pTMCyt-R 

pTM-hEGF6 pTMLec-F/hTMEGF5-R hTMEGF6-F/hTMEGF6-R pTMST-F/pTMCyt-R 

pTM-hEGF56 pTMLec-F/hTMEGF4-R hTMEGF5-F2/hTMEGF6-R pTMST-F/pTMCyt-R 

hTM-pEGF4 hTMLec-F/hTMEGF3-R hTMEGF4-F/hTMEGF4-R hTMEGF5-F/hTMCyt-R 

hTM-pEGF5 hTMLec-F/hTMEGF4-R pTMEGF5-F/hTMEGF5-R hTMEGF6-F/hTMCyt-R 

hTM-pEGF6 hTMLec-F/hTMEGF5-R hTMEGF6-F/pTMEGF6-R hTMST-F/hTMCyt-R 

hTM-pEGF56 hTMLec-F/hTMEGF4-R pTMEGF5-F/pTMEGF6-R hTMST-F/hTMCyt-R 

Tableau 7 : Amorces utilisées pour générer des variants de la TM avec des domaines EGF permutés entre la TM 
humaine et porcine. 
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II.2.2.3 Séquençage  double- brin  d’ADN 
 

II.2.2.3.1 Technique de séquençage 

Les réactions pour le séquençage d’ADN ont été réalisées en utilisant le kit BIGDYE Terminator cycle 

sequencing Ready Reaction (PE Biosystems, Foster City, CA, USA) en suivant les recommandations de la 

compagnie. Après précipitation, l’électrophorèse des échantillons d’ADN était effectuée par le service de 

biologie moléculaire de l’université de Melbourne. Les deux bruns d’ADN étaient séquencés en utilisant les 

amorces M13F et M13R et d’autres amorces internes si nécessaire.  

II.2.2.3.2 Analyse des séquences 

L’analyse et l’alignement des séquences étaient réalisés en utilisant le logiciel DS Gene suite (Accelerys Inc, 

San Diego CA, USA) ou Accelrys Gene 2.0 (Accelrys, Tokyo, Japan). Les séquences peptiques étaient analysées 

pour rechercher la présence d’un signal peptide et des sites de glycolysation en utilisant le programme 

SignalP 3.0  (Bendtsen JD, Nielsen H, von HG, Brunak S. Improved predictionof signal peptides: SignalP 3.0. J 

Mol Biol 2004; 340: 783) et NetNGlyc 1.0 (www.cbs.dtu.dk/services/NetNglyc). 

II.2.3 BIOLOGIE MOLECULAIRE 
 

II.2.3.1 Déphosphorylation des vecteurs digérés  
 

 REAGENTS 

Shrimp Alkaline Phosphatase (SAP) Fournie à 500 U; M820 A 

Tampon x 10 100 mM Tris-HCl (pH=8) 

Stop Buffer 200 mM EDTA (pH 8.0) 

 

La déphosphorylation de l’extrémité 5’ des vecteurs à ADN était réalisée afin de prévenir la religation des 

vecteurs. Pour un volume de réaction de 20µl, le vecteur était incubé avec 1µl (1U/µl) de SAP, 2µl de tampon 

x10 dans un volume approprié d’eau distillée à 37°C pendant 30 min.  La réaction était stoppée par une 

incubation à 65°C pendant 15 min suivi de l’ajout de 2µl de tampon stop et une seconde incubation à 65°C. 

II.2.3.2 Ligature d’ADN 
 

La ligature de l’ADNc dans le vecteur plasmidique approprié était réalisée en associant le vecteur 

plasmidique “ouvert” par l’enzyme de restriction et le fragment d’ADNc à cloner  à un ratio 1 :3 avec 1 U de 

ligase à ADN (Boehringer Mannheim),   5 à 10 µl de tampon à ligase X 2 et de l’eau distillée, pour un volume 

final de réaction de 10 ou 20 µl. Le mix à ligature était incubé à 16°C pendant 30 min. Le mix final était 

ensuite incubé avec des cellules compétentes pour transformation. 
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II.2.3.3 Blunt-ending des fragments d’ADNc 
 

Les extrémités des fragments d’ADNc étaient émoussées selon la technique suivante : 2µg d’ADNc, 2 µl 

d’enzyme Klenow (Promega M220A), 10 µl de tampon Klenow, 5 µl de 10 mM dNTPs et de l’eau distillée 

étaient mélangés dans un volume total de 100 µl. Ce mix était incubé à 37°C pendant 30 min et la réaction 

stoppée avec 5 µl de 0,2 M d’EDTA. L’enzyme était inactivée après une incubation à 65°C pendant 20 min. 

II.2.4 CONSTRUCTIONS DE VECTEURS PLASMIDIQUES 
 

II.2.4.1 Construction de vecteurs plasmidiques exprimant la TM 
 

L’expression cellulaire de la TM était obtenue en utilisant un vecteur plasmidique d’expression mammifère 

pEF-BOS-FLAG, qui contenait le promoteur EF-1α en amont d’une région codant le signal séquence de 

l’interleukine-3 et de l’épitope FLAG, suivi d’un site de restriction MluI  pour l’intégration dans le cadre de 

lecture de l’ADNc d’intérêt  (Kawakatsu et al. 2005). Les ADNc des TM humaine et porcine (1.7 kpb) ont été 

amplifiés par PCR en utilisant les amorces hTMLec-F/hTMCyt-R et pTMLec-F/pTMCyt-R respectivement et 

liés dans un premier vecteur à clonage pCR-Blunt (Invitrogen).  Les fragments de 1.7 kbp libérés par digestion 

partielle des plasmides par MluI (pour éviter la digestion d’un site  MluI interne de la TM) étaient ensuite 

clonés dans pEF-BOS-FLAG. L’intégrité de tous les vecteurs avec leur insert était confirmée par séquençage.  

II.2.5 CONSTRUCTION DE VARIANTS DE LA TM AVEC DES DOMAINES EGF PERMUTES 
 

La permutation des domaines EGF entre la TM humaine et porcine a été réalisée par une méthode de 

chevauchement de 3 fragments à PCR. Par exemple, la séquence codant pour la TM porcine contenant le 

domaine EGF4 humain (pTM-hEGF4) a été construite selon la manière suivante (Figure 15). En premier, 

amplification isolée des 3 fragments en utilisant des amorces présentant une séquence commune identique 

d’un vingtaine d’acides nucléiques pour permettre un chevauchement lors de la PCR de la deuxième étape: 

PCR-1) du domaine de la lectine jusqu’au domaine EGF3 de la TM porcine, PCR- 2) EGF4 de la TM humaine 

PCR-3) du domaine EGF5  jusqu’à la queue cytoplasmique de la TM porcine. La seconde étape consistait 

utiliser un mixte de ces 3 fragments à PCR comme substrat  pour amplifier l’ADNc de la pTM-hEGF4 avec les 

amorces externes pTMLec-F/pTMCyt-R.  Très fréquemment cette étape nécessitait une amplification 

intermédiaire en amplifiant d’abord les fragments 1 et 2 puis le fragment 1+2 avec le fragment 3.  Lors de la 

3ème étape, le produit de PCR final de 1.7 kpb était cloné dans pCR-Blunt puis pEF-BOS-FLAG selon la 

technique décrite précédemment. La même procédure était suivie avec les amorces et substrats adéquates 

pour générer les autres variants avec des domaines EGF permutés (Tableau 6 et Tableau 7). 
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Figure 15 : schématisation de la permutation du domaine EGF4 entre la TM humaine et la TM porcine. Pour la 
construction de chaque variant, 3 PCR initiales étaient réalisées (PCR-1, PCR-2, PCR-3) séparément soit à partir de 
l’ADNc de TM humaine ou à partir de l’ADNc de TM porcine. 

 

II.2.6 ENZYMES DE RESTRICTION 
 

Les enzymes de restriction provenaient de Promega, New England Biolabs et Invitrogen. Une digestion par 

enzyme de restriction était classiquement réalisée en utilisant 1 µg d’ADN, 1 µl de tampon 10x, 1 U 

d’enzyme de restriction dans un volume final de 20 µl.  Les mixtes étaient incubés à la température 

recommandée par la compagnie, c'est-à-dire de 30 min à 2 heures. La digestion était considérée comme 

complète seulement après vérification par gel d’électrophorèse.  

 

II.2.7 IMMUNOHISTOCHIMIE 
 

II.2.7.1 Préparation des tissus 
 

Les tissus étaient fixés dans du Tissue-tek  (Sakura, USA) puis plongés dans du méthylbutane préalablement 

refroidi dans l’azote liquide. La fixation était réalisée très rapidement après le prélèvement. Les échantillons 

étaient conservés au congélateur à –70°C. Des coupes d’une épaisseur de 6 m furent réalisées sur un 

cryomicrotome (Leica ) et recueillies sur des lames en verre. Après séchage à l’air pendant une nuit, un bain 

d’acétone (10min) permettait la fixation des lames qui pouvaient alors être utilisées ou conservées à –20°C. 
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II.2.7.2 Protocole de marquage par immunohistochimie 
 

Les différentes étapes du marquage immunologique étaient séparées d’un triple lavage au PBS et 

comportaient : 

- Réhydratation pendant 5 min avec du phosphate buffer salin (PBS) 

- Blocage des peroxydases endogènes avec de l’eau oxygénée H2O2 diluée au 1/6 dans du méthanol. 

Cependant cette étape nous est apparue agressive pour la qualité du marquage et par suite n’a pas 

été poursuivie. 

- Saturation des sites non spécifiques par du sérum de porc dilué à 2% dans du PBS-BSA (bovine serum 

albumine) 1% pendant 30 min. 

- Blocage des biotines endogènes par le kit Dako  

- Incubation du premier anticorps dilué dans du PBS-BSA 1% pendant 1 heure 

- Incubation d’un second anticorps biotinilé (anti-souris) pendant 30 min et dilué dans du PBS-BSA 1% 

au 1/500 le plus souvent 

- Incubation de la streptavidine couplée à la peroxydase (STPO) diluée au 1/500 dans du PBS-BSA 1%  

pendant 30 min 

- Révélation des anticorps fixés par le substrat VIP (Very Important Purple) (Vector , USA) pendant 5 

min. 

- La réaction était stoppée en plongeant les lames 2 à 3 min dans de l’eau distillée. 

- Contre- coloration des structures cellulaires par de l’hématoxyline (1 min) puis après rinçage par du 

carbonate de lithium (10 sec). 

- Une lamelle glycérolée était enfin déposée sur la lame, prête alors à être lue au microscope. 

 

II.2.7.3 Immunofluorescence 
 

 
Afin de rechercher les dépôts d’anticorps, un marquage par immunofluorescence était réalisé. Des anticorps 

anti-IgM, anti-IgG, anti-C3 et anti-C4 humains fluorescents ont été utilisés. Le protocole appliqué était le 

suivant : 

- Fixation par un bain d’acétone pendant 5 min 
- Saturation des sites non spécifiques par du sérum de porc dilué à 2% dans du PBS-BSA pendant 

30 min 

- Incubation de l’anticorps fluorescent pendant 1 heure 

- Protection par une lamelle 
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II.2.7.4 Coloration à l’Hématoxyline et Eosine 
 

Les lames étaient plongées dans de l’hématoxyline pendant 1 min, lavées à l’eau du robinet puis replongées 

dans de l’alcool puis relavées à l’eau. Les lames étaient placées dans de l’eau de Scott’s pendant 20 

secondes, lavées puis replongées dans de l’alcool à 70% pendant 30 secondes puis plongées dans un 

mélange d’éosine, d’alcool absolue et d’histol. Une lamelle était appliquée sur la lame par un automate 

coverslipper (Tissue Tek). 

II.2.7.5 Immunomarquage de l’apoptose (effet TUNEL) 
 

La détection des cellules apoptotiques était réalisée grâce au kit Apoptag  (Intergen, Oxford, RU) après 

fixation des coupes 10 min dans du paraformaldéhyde (PFA) 1% et saturation des peroxydases endogènes. 

Les réactifs de ce kit avaient pour objet de marquer les extrémités 3’OH laissées libres par le clivage 

internucléosomal de l’ADN, qui se produit lors de l’apoptose. Des nucléotides couplés à la digoxigénine 

étaient ajoutés à l’extrémité 3’OH grâce à l’activité de la terminale déoxynucléotidyl transférase (TdT). Les 

oligomères ainsi marqués étaient reconnus par un anticorps anti-digoxygénine conjugué à une peroxydase, 

puis révélés à l’aide du  diaminobenzidine (DAB).  

II.2.8 CULTURES CELLULAIRES 
 

Les lignées cellulaires utilisées au cours de ces expériences étaient disponibles dans le département 

d’immunologie de St Vincent (Melbourne) et stockées dans du nitrogène liquide.  Les cellules étaient 

maintenues dans du DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suppléé avec 10% de sérum de veau fœtal 

et 7,5 ml d’Hepes à 1M. Les cellules étaient maintenues en culture dans des flasques de 75 cm3 ou  des 

boites de 10 cm de diamètre dans une atmosphère enrichie en oxygène (95%) et en CO2 (5%) à 37°C dans  

un incubateur humidifié. Une fois confluente, les cellules étaient recueillies après trypsinisation et lavées 

avec du PBS stérile avant d’être ensemencer dans une nouvelle flasque.  

 

II.2.8.1 Transfection temporaire 
 

II.2.8.1.1 Transfection avec la Lipofectamine  
 
Une première solution était préparée avec 800 µl d’OPTI-MEN , 1 µg d’ADN et 3 µl de Plus Reagent. Dans un 

seconde flacon, 800 µl d’OPTI-MEN était ajouté à 4,5 µl de lipofectamine. Après 15 minutes d’incubation, les 

2 solutions étaient mélangées à un ratio de volume 1 :1  et incubées pendant 15 minutes supplémentaires. 

Des cellules COS-7 en culture dans des boites à 6 puits étaient lavées au PBS. Un ml de la solution combinée 

était ajouté à chaque puits. Après une incubation de 3 heures à 37°C, les cellules étaient lavées au PBS et 
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cultivées pendant 48h. Après ce temps de culture, les cellules étaient trypsinisées puis préparées pour 

analyse en cytométrie de flux ou pour des tests fonctionnels. 

 

II.2.8.1.2 Transfection par Electroporation 

Après culture, les cellules COS-7 étaient trypsinisées, lavées dans du PBS puis resuspendues dans 300 µl de 

PBS auquel on ajoutait 10 µg d’ADN. Les cellules subissaient une électroporation à 0,2 volt et étaient 

ensemencées dans des boites à culture de 10 cm² et incubées pendant 24 à 28 heures selon  confluence 

cellulaire post-électroporation. Les cellules étaient ensuite analysées par FACS ou utilisées pour des tests 

fonctionnels. 

II.2.8.2 Analyse par Cytométrie de Flux 
 

L’analyse de l’expression cellulaire du gène  après transfection par électroporation ou électroporation était 

réalisée par cytométrie de flux.  Celle-ci était réalisée avec un appareil FACSCalibur cell sorter (Becton 

Dickinson, Sunnyvale, CA) et les résultats analysés en utilisant le logiciel CellQuest (Becton Dickinson).  

Après transfection, les cellules étaient trypsinisées, lavées puis incubées avec le premier anticorps approprié 

pendant 30 minutes sur de la glace. Si ce premier anticorps n’était pas fluorescent, une seconde incubation 

avec un anticorps secondaire marqué FITC était réalisée. La dilution des Ac et les lavages étaient réalisés 

avec du BSA à 1%. Après le second Ac, les cellules étaient resuspendues dans du BSA à 1% associé avec du 

propidium iodide (Sigma chemical CO. St Louis. MO) pour marquer les cellules mortes. 

 

II.2.8.3 Immunoprécipitation 
 
Les cellules adhérentes étaient lavées avec du PBS puis lysées avec du tampon de lyse et raclées 

manuellement  au fond de la boite. Le lysat était incubé avec 2-5 µg d’anticorps primaire à 4°C avec agitation 

douce pendant 2 heures. 40 µl de protéine A sépharose était ajouté et le mixte était incubé à 4°C pendant 

toute la nuit avec agitation douce.  Le jour suivant, le lysat était lavé 6 fois avec du Tris-saline/1% Triton-X. 

Après le lavage final, le surnageant était enlevé et 30 µl de marqueur non réduit était ajouté. Le mixte était 

alors incubé à 100°C pendant 2-5 minutes avant d’être utilisé pour un western blot. 
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II.2.9 WESTERN BLOT 
 

Tampons  Solutions 

10 x SDS Running Buffer 0.25 M Trizma base, 1.92 M Glycine, 1% SDS 

Western Transfer Buffer 0% (v/v) methanol, 192 mM glycine, 25 mM Trizma base 

4 x non-reducing buffer 0.8 ml 10% SDS, 4.0 ml glycerol, 2.4 ml 1 M Tris-HCl (pH 6.8), 

0.1 ml 1% Bromophenol Blue, 0.7 ml MQ H20 5% blotto 2.5 g of skim milk powder to 50 ml of TRIS-saline 

  

Un gel SDS-PAGE était réalisé selon le système de Laemmli. Le poids moléculaire attendu de la protéine 

déterminait le pourcentage de gel acrylamide utilisé. 

 

 

 
 
 

 

 

Un gel de concentration à 4% (1.25 ml 0.25 M Tris pH 6.8, 0.33 ml 30% acrylamide, 0.873 ml d’eau, 25 µl 10% 

SDS, 12.5 µl 10% APS, 10 µl TEMED) était ajouté au gel de séparation avant de  mettre les échantillons à 

analyser. Après électrophorèse dans des conditions non-réduites, le lysat cellulaire, tissulaire ou 

l’immunoprécipitation étaient transférés à une membrane PVD (Hybond – P, Amersham Pharmacia Biotech). 

La membrane PVD était pré-humidifiée dans du méthanol à 100% et rincée à l’eau ou dans du tampon à 

transfert. Le transfert était réalisé en utilisant un appareil Bio-Rad Mini- Transblot. Les mousses ainsi que la 

membrane en nitrocellulose et le papier 3MM Whatman étaient saturés avec du tampon de transfert à 

Western. Le gel et la membrane étaient positionnés en sandwich entre le filtre en papier et les éponges dans 

l’appareil à transfert de telle sorte que le gel était du côté de l’électrode négative et la membrane de 

transfert du côté de l’électrode positive. Les protéines étaient transférées à 250 mA pendant 60 min. Le 

système était refroidi par un pack de glace et un stirrer afin de prévenir toute surchauffe. Après le transfert, 

l’appareil était démonté et la membrane placée dans une solution de saturation constituée de lait écrémé 

dissout dans du PBS x1 pendant 1 heure.   

Après saturation de la membrane en nitrocellulose, l’Ac primaire était ajouté à une dilution de 1/2000 dans 

la solution de saturation et incubé à 4°C toute la nuit avec une agitation douce. Les Ac non fixés étaient lavés 

de la membrane par 5 lavages de 4 min au PBSx1/0,05 Tween -20 avant que le second Ac conjugué ne soit 

rajouté et incubé pendant 45 min à température ambiante et agitation.   

La membrane était lavée comme précédemment avant que l’Ac fixé ne soit détecté. Le signal était 

développé en utilisant les solutions A et B (Pierce SuperSubstrate) qui étaient mélangées à un ratio 1 :1 et 

Gel % 7.5% 10% 12.5% 

0.75 M TRIS Ph 8.8 (ml) 2.5 2.5 2.5 

30% Acrylamide (ml) 1.25 1.67 2.08 

Water (ml) 1.16 0.74 0.33 

10% SDS (µl) 50 50 50 

10% APS (µl) 25 25 25 

TEMED (µl) 10 10 10 
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utilisées pour recouvrir la membrane de nitrocellulose pendant 3 min à température ambiante. La 

membrane était ensuite séchée avant d’être exposée à un film autoradiographique.  

 

 

II.3 TRANSGENESE: 

 

II.3.1 PREPARATION DES VECTEURS 

 

II.3.1.1 Micro-injection Nucléaire 

 

Le construct était séparé du vecteur et purifié par un kit (QIAquick) d’extraction pour gel *QUIAGEN, 

Australie+. L’ADN purifié était resuspendu dans de l’eau stérile à une concentration finale de 10 ng/µl. Avant 

micro-injection, les échantillons étaient centrifugés à 15 000 tours et aliquotés dans des tubes Eppendorf. 

Les micro-injections étaient réalisées par Mme Helen Barlow du centre de recherche en Immunologie. 

 

II.4 DEPISTAGE DES SOURIS TRANSGENIQUES : 
 

II.4.1 PREPARATION DE L’ADN GENOMIQUE 
 

L’ADN génomique était extrait d’un prélèvement de la queue des souris après sevrage maternel en utilisant 

le kit QIAamp DNA Mini Kit [QIAGEN, Clifton Hill, Victoria, Australia]. Pour l’analyse par Southern Blot, l’AND 

était précipité dans de l’éthanol et dilué dans 35 µl d’eau. 

II.4.2 ANALYSE PAR CYTOMETRIE DE FLUX A PARTIR DE CELLULES SANGUINES 

PERIPHERIQUES  
 

50 à 100µl de sang périphérique était prélevé au niveau du sinus orbital des souris. Les globules rouges 

étaient lysés dans du chlorure d’ammonium à 0,9% et chauffé à 42°C pendant 10 min. Les leucocytes étaient 

collectés par centrifugation à 1500 tours/min à 4°C, lavées avec du PBS- BSA à 2% et incubés avec un Ac anti 

CD201 humain (PE conjugué)  à la dilution de 1/250 pendant 30 min. Les cellules marquées étaient analysées 

en cytométrie de flux. 
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II.5 ETUDES FONCTIONNELLES : 
 

II.5.1 ETUDE DE LA LIAISON THROMBINE – THROMBOMDULINE  
 

II.5.1.1 Etude par Spectrophotométrie (Spectrozyme TH) 
 

Afin d’évaluer la liaison de la thrombine à la TM, 150µl de thrombine humaine (Merck, Kilsyth, Australia) ou 

de thrombine porcine (Enzyme Research Laboratories, South Bend, IN) à la concentration de 1U/ml dans un 

tampon d’HBSS modifié, était incubé 10 min à 37°C avec des cellules COS-7  exprimant la TM porcine ou 

humaine après transfection et culture dans des plaques à 12 puits. Le supernageant était ensuite récupéré 

puis transféré dans une plaque à 96 puits (Figure 16). Cent cinquante µl de 1mM de Spectrozyme TH 

(American Diagnostica, Stamford, CT) était ajouté dans chaque puits et le niveau d’absorbance à 405 nm 

était mesuré à 37°C par un lecteur à spectrophotométrie (FLUOStar Galaxy kinetic palte reader, BMG 

Labtech, Offenburg, Allemagne). La concentration de la thrombine libre contenue dans le supernageant était 

calculée en utilisant une courbe standard allant de 0 à 2U/mL de thrombine. La diminution de la 

concentration en thrombine libre était considérée comme le reflet de la liaison de la thrombine à la TM. 

 

 

(Figure 16) 
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Figure 16 : schématisation de l’évaluation de la liaison de la thrombine à la TM en mesurant la concentration en 
thrombine libre résiduelle après incubation pendant 10min de thrombine avec des cellules COS-7 exprimant la TM 
(humaine ou porcine). La diminution en thrombine libre était considérée comme un reflet de la fixation de la 
thrombine sur la TM. 

 

II.5.2 ETUDE DE L’ACTIVITE DE LA THROMBOMODULINE 

 

 

L’activité de la TM était évaluée indirectement en mesurant la quantité de protéine C activée produite 

lorsque de la protéine C était incubée avec de la thrombine et des cellules exprimant la TM. 

 

II.5.2.1 Quantification de l’activation de la protéine C humaine 
 

Vingt quatre heures après transfection, des cellules COS-7 exprimant la TM étaient mise en culture pendant 

24 heures à 37°C dans des plaques à 96 puits (104  cellules/puits). De la thrombine humaine 

(Calbiochem#605190) et de la protéine C humaine (Merck) mélangées dans un tampon Tris- Imidazole 

étaient ensuite ajoutées à la concentration de 0.1U/mL et 150nM respectivement, dans un volume final de 

100µl.   Après incubation à 37°C pendant 30 min, la réaction était stoppée en ajoutant 4µl d’hirudine à la 

concentration de 2U/ml (Merck) et 100 µl de surnageant était transféré dans une plaque à 96 puits. Cent 

microlitres de Spectrozyme APC (American Diagnostica) à une concentration de 1mM était ensuite ajouté. Le 

niveau d’absorbance pouvait alors être mesuré à 405 nm en utilisant un lecteur spectrophotométrique 

(FLUOStar Galaxy kinetic plate reader). La concentration en PCa générée était calculée en utilisant une 

courbe standard de 0 à 60 nM de PCa (American Daignostica). Toutes les mesures ont été réalisées en 

dupliquat et avec des doses croissantes en protéine C.   
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II.5.2.2 Quantification de l’activation de la protéine C porcine 
 

Quarante huit heures après transfection, 5 x 105 cellules COS-7 exprimant la TM humaine ou porcine 

resuspendues dans 50 µl de tampon HBSS modifié contenant 0.2 U/mL de thrombine porcine étaient laissées 

incubées à 37°C pendant 10 min placées dans des puits d’une plaque à 96 puits. Un volume égal de plasma 

porcin pauvre en plaquettes, dilué au 1/5 dans du tampon était ensuite ajouté et incubé à 37°C pendant 10 

min supplémentaire. La réaction était stoppée et la concentration en PCa générée était déterminée comme 

décrit précédemment pour la PCa humaine. 

II.5.2.3 Tampon au Tris-Imidazole 
 

Le tampon Tris- Imidazole à pH 8.4 était formé à partir de deux solutés. Solution A: 3.03 g Tris, 1.7 g 

imidazole et 50 ml de NHCl dans un volume total de 100ml d’eau distillée. Solution B: 4.04 g Tris, 2.27g 

imidazole et 1.95 g de NaCl dans un volume total de 100 ml d’eau distillée. Les solutions A et B étaient 

mélangées et ajustées à un pH de 8.4 à 25°C.   A cette solution finale était ajouté 23.4 g de NaCl pour obtenir 

une concentration à x10. Le stock de tampon était conservé à 4°C après filtration et un aliquot était dilué à 

1/10 avant chaque utilisation.  

 

II.5.3 DETECTION DE L’ACTIVATION DE  TAFI  
 
Cinq microgrammes de TAFI purifié (Haematologic Technologies, Essex Junction, VT) étaient incubés avec 2 x 

104 cellules COS-7 transfectées et exprimant la TM pendant 15 à 30 min à 37°C dans un tampon (5mM CaCl2, 

50 mM Hepes, 100 mM NaCl2) contenant 2 U/ml de thrombine humaine. La réaction était stoppée en 

ajoutant un inhibiteur à thrombine, le D-Phe-Pro-Arg-Chloromethyl Ketone (PPACK, 1 µM ; Haematologic 

Technologies). Un tampon non réducteur était ensuite ajouté et les échantillons étaient chauffés pendant 5 

min à 100°C avant électrophorèse sur un gel Tris-Glycine  à 4-20% (invitrogen) et visualisé selon la méthode 

de coloration rapide Coomassie. 

 

II.5.4 TEMPS DE SAIGNEMENT 
 

Les souris étaient anesthésiées avec de la kétamine et de la xylazine à la posologie de 0,1 ml/g. La queue des 

animaux était sectionnée à 5 mm de son extrémité et était placée au-dessus d’un bain de sérum 

physiologique à 37°C afin d’éviter tout phénomène vasoconstrictif lié au froid. Le temps de cessation du 

saignement était ensuite chronométré. A la fin du saignement, la queue était maintenue dans du sérum 

physiologique tiède pendant plus de 30 secondes pour s’assurer de l’arrêt complet du saignement et de 

l’absence de conséquence sur les fonctions vitales de l’animal (Dejana et al. 1979). 
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II.5.5 ETUDES DE L’AGRÉGATION PLAQUETTAIRE 

 

II.5.5.1 Agrégation plaquettaire sur plaquettes isolées 
 

Tampons Réactifs 

ACD (acide- citrate- 
dextrose) 

90mM de citrate de sodium, 7mM d’acide citrique (pH = 4,6), 140 
mM dextrose, 70 mM de théophylinine 

Tampon de lavage 43 mM Na2HPO4, 24,3 mM NaH2PO4, 4,3 mM K2HPO4, 113 mM 
NaCl, 5,5 mM glucose 

Tyrodes 137 mmol NaCl, 2mmol KCl, 12 mmol NaHCO3, 1 mmol 
MgCl2.6H2O, 5,5mmol de glucose, 5 mmol Hepes à PH 7,3 

 

Les souris étaient anesthésiées à l’hydrate de chlorure (0,1 ml/g) et par inhalation de penthrane. 600 µl de 

sang était obtenu par ponction de la veine cave inférieure par une seringue 25G contenant 100 µl de tampon 

ACD à 37°C. Le sang était centrifugé à 200 tours pendant 2 min à 37°C et le surnageant (plasma riche en 

plaquette) prélevé. 200 µl de tampon de lavage était ajouté  et le mixte était centrifugé. Cette procédure 

était répétée une seconde fois. Le plasma riche en plaquette était centrifugé à 2000 tours pendant 2 min 

puis  le surnageant était aspiré. Le culot plaquettaire était resuspendu dans 500 µl de tampon Tyrodes. Les 

plaquettes étaient ensuite « mises au repos » pendant 30 min à 37°C pour récupérer de cette procédure. 

Le nombre de plaquettes était déterminé et standardisé pour obtenir une concentration de plaquettes de 2 x 

105/µl de tampon Tyrodes. Les plaquettes étaient reconstituées avec du fibrinogène (400µg/ml) et du 

calcium (0,1 mM). L’agrégation plaquettaire était mesurée par un agrégomètre chromogénique (PACKS-4, 

Helena Laboratories, Beaumont, TX). 

 

II.5.6 MODELE EXPERIMENTAL D’ISCHEMIE REPERFUSION RENALE 
 

II.5.6.1 Protocole expérimental 
 

Des souris males âgées de 10 à 14 semaines, anesthésiées avec de la kétamine (100mg/kg en intra-

péritonéal) associée à de la xylazine (10mg/kg intrapéritonéal) étaient sujets à une incision abdominale 

médiane. Le pédicule rénal droit était lié et une néphrectomie droite était ensuite réalisée. Le pédicule 

rénale gauche était libéré pour être clampé par un micro-clamp vasculaire. Après 18 minutes d’ischémie, le 

clamp était enlevé. La cavité abdominale était ensuite refermée après vérification de la bonne reperfusion 

du rein droit et après irrigation de la cavité abdominale avec 1 ml de sérum physiologique stérile. La 

température corporelle était maintenue à 37°C jusqu’à récupération complète d’une activité normale des 

animaux. 
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II.5.6.2 Evaluation de la fonction rénale et histologie 
 

Vingt quatre heures après la reperfusion, la fonction rénale était évaluée par la mesure de la créatininémie 

et de l’urémie. Les animaux étaient anesthésiés avec de la kétamine et xylazine injectées en intra-péritonéal 

et la cavité abdominale était exposée. Le prélèvement sanguin était réalisé à l’aiguille après ponction de la 

veine cave inférieure et envoyé au laboratoire d’analyse de l’hôpital St Vincent.  

Le rein gauche était prélevé et conservé dans du formol à 10% et fixé dans de la paraffine. Des sections de 4 

µ étaient coupées au microtome et fixées sur lames pour étude histologique. Les lames étaient colorées à 

l’hématoxyline – éosine selon le protocole usuel et un marquage TUNEL était également réalisé suivant les 

recommandations du fabriquant. 

 

II.5.6.3 Analyse et évaluation histologique des lésions rénales 
d’ischémie- reperfusion 

   

 Coloration à l’hématoxyline – éosine 
 
  Les lésions rénales d’ischémie- reperfusion étaient quantifiées « en double aveugle » par deux anatomo-

pathologistes indépendants en utilisant un score qui reflétait le pourcentage de dommages observés dans le 

cortex, la jonction cortico- médullaire et la médulla. 

 Marquage TUNEL 
 

L’apoptose tubulaire était quantifiée selon le même protocole en double aveugle par deux anatomo-

pathologistes indépendants. Dix champs microscopiques à une amplification x200 étaient choisis de manière 

randomisée à la jonction cortico- médullaire et le nombre de nucléi apoptotiques était compté. 

 

II.5.7 MODELE EXPERIMENTAL D’INDUCTION DE THROMBOSE EMBOLIQUE DE L’ARTERE 

PULMONAIRE 
 

Des vieilles souris femelles âgées de 10 à 12 semaines étaient anesthésiées avec de la kétamine et du 

xylazine. La veine jugulaire était disséquée pour être exposée et pour permettre l’injection de collagène avec 

ou sans ADP (200 µM) (Fabre et al. 1999). Juste après l’injection de collagène, les souris étaient réanimées 

pendant 2 minutes puis placées sur une  plaque chauffante à 37°C pendant une heure pour monitorer la 

survie et laisser aux animaux le temps de récupérer. Le poumon des souris décédées était prélevé pour 

étude histologique et des souris transgéniques ont été euthanasiées 1 heure après injection pour étudier 

également l’histologie des poumons. Les biopsies étaient fixées dans du formol à 10% et inclus dans de la 

paraffine. Des sections de 4 µm étaient réalisées au microtome et fixées sur lames pour une coloration 
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standard afin de détecter les emboles pulmonaires et quantifier ne nombre de vaisseaux occlus au 

microscope à un grossissement de x20 et dans 8 champs quadrillés. 

 

II.5.8 STATISTIQUE 
 

Les variables continues étaient exprimées en moyenne ± écart-type et les variables non continues  en 

pourcentage. Pour les analyses univariées, les variables continues étaient analysées en utilisant un test de 

Mann-Whitney et les variables non continues par un test du Chi-2 ou test exact de Fisher. Un p<0.005 était 

considéré comme significatif. 
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III. PROJET I: Etude in vivo du Rejet Vasculaire Aigu dans une 
combinaison porc sur primate.  
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III.1 PREFACE 
 

Cette étude sur grands animaux a été possible grâce au travail et à l’engagement de plusieurs personnes 

dont surtout le Pr Gilles Blancho qui a conçu entièrement le Laboratoire des Grands Animaux (LGA) du CHU 

de Nantes dans les années 1995. Il est important de souligner que c’est actuellement la seule structure 

scientifique en France capable de travailler sur des primates non-humains.  La combinaison porc-primate en 

xénotransplantation est considérée comme un modèle pré-clinique indispensable avant tout essai sur 

l’homme. Ce laboratoire est donc un atout majeur pour la recherche dans ce domaine précis de la médecine. 

Grâce également aux talents chirurgicaux du Pr Karam, plusieurs séries de xénotransplantations rénales ont 

pu être réalisées chez le babouin avec très peu de complications post- opératoires liées directement à la 

chirurgie. Les différentes séries de xénotransplantation ont ensuite bénéficié du travail d’analyse de  Joana 

Ashton qui a travaillé dans l’unité INSERM dépendante du LGA.  

 

III.2 XENOTRANSPLANTATION D’ORGANES  PORCINS TRANSGENIQUES  POUR  LA MOLECULE 

HUMAINE  CD55 CHEZ LE BABOUIN : 
 

III.2.1 EFFETS  DE L’IMMUNOADSORPTION D’ANTICORPS NON- SPECIFIQUES SUR LE DEVENIR  

DE XENOTRANSPLANTATION D’ORGANES PORCINS CHEZ LE PRIMATE  
 

III.2.1.1 Informations Générales: 
 

Jusque dans les années 1995-1998, le rejet hyperaigu apparaissait être l’obstacle qu’il fallait à tout prix 

vaincre pour espérer ensuite obtenir un cursus de transplantation quasi classique. Ainsi, toute action visant à 

contrôler l’activation du complément par les Ac naturels était considérée comme salvatrice. En 1997, 

plusieurs équipes démontraient qu’il était possible de contrôler le RHA en éliminant les Ac anti-Gal par 

immunoadsorptions (IA) spécifiques ou non spécifiques des ces Ac en pré et post-transplantation (Leventhal 

et al. 1995; Lin et al. 1997). Dans le même temps, l’obstacle du RHA était également franchi par l’emploi 

d’organes porcins transgéniques pour des molécules humaines régulatrices du complément (Byrne et al. 

1997; Waterworth et al. 1997). Les équipes découvraient alors qu’un autre type de rejet, appelé rejet 

vasculaire aigu, survenait au décours des xénogreffes. La stratégie pour contrer ce RVA était en pleine 

évaluation et à l’époque la physiopathologie de ce rejet mettait en jeu des mécanismes a priori non lié aux 

anticorps et non liés au complément (Bach et al. 1996). Néanmoins, étant donné les résultats très 

encourageant publiés avec l’emploi d’immunoadsorption ou l’emploi d’organes porcins transgéniques, notre 

programme s’appuya sur l’association de ces deux stratégies pour prévenir le RVA. Les porcs transgéniques 

ont été obtenus grâce à une collaboration avec Imutran et notre laboratoire possédait déjà une colonne 
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d’immunoadsorption non-spécifique. Le premier groupe (groupe A) a reçu des porcs non-transgéniques avec 

une IA   pré et post- transplantation associée à une immunosuppression. Pour le second groupe (groupe B), 

la xénogreffe a été réalisée avec des organes transgéniques pour la molécule humaine CD55 mais avec le 

même protocole immunosuppresseur (IA et immunosuppression). Le niveau d’immunosuppression était 

calqué sur les travaux réalisés par Imuntran à partir de macaques. L’IA était réalisée la vieille de 

l’intervention puis au 5ème jour post-transplantation, date à laquelle notre laboratoire avait remarqué une 

réascension des Ac.  

Comme l’emploi d’organes transgéniques associée à une IA ne s’est pas traduit par un gain de survie et que 

l’histologie des biopsies était en faveur d’un RVA,  nous avons pensé que soit l’IA pouvait avoir un effet 

délétère (effet rebond ou déplétion d’Ac facilitant ?) ou que le niveau d’immunosuppression n’était pas 

assez élevé. Afin d’explorer ces deux hypothèses, notre étude s’est prolongée par la réalisation de deux 

autres groupes d’animaux (groupes C et D) avec une immunosuppression plus forte mais avec des IA 

seulement pour le groupe D. 

 

III.2.1.2 Article I: “The effect of immunoglobulin immunoadsoptions 
on delayed xenograft rejection of human CD55 transgenic 
pig kidneys in baboons”  Xenotransplantation 2003:10:552-
561 
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III.2.1.3 Discussion (complémentaire à l’article)  

 
De manière surprenante, l’utilisation d’organes transgéniques associée à une IA dans le groupe B n’a pas 

permis un meilleur contrôle du rejet par rapport au groupe A. Il est probable que le potentiel bénéfice du 

transgène humain CD55 ait été masqué soit par un régime immunosuppresseur insuffisant ou par un effet 

délétère de l’IA. Pour  tester ces deux hypothèses, deux séries supplémentaires de xénogreffes ont été  

réalisées avec un protocole d’immunosuppression plus intense (groupe C et D) par l’ajout de 

cyclophosphamide débuté à J-1 de l’intervention et par la réalisation d’une IA dans le groupe D. Malgré ces 

modifications thérapeutiques, l’IA semble encore avoir été délétère puisque tous les animaux du groupe D 

sont décédés d’un RVA alors que la biopsie des animaux du groupe C était sub- normale. Cet effet délétère 

de l’IA pourrait avoir deux explications. La première serait que l’IA élimine des anticorps considérés comme 

« protecteurs » comme l’a défini Dorling dans un modèle concordant et dans un modèle in vitro (Dorling et 

al. 1996; Delikouras et al. 2001). Bien que les IA et les organes transgéniques aient montré un effet 

bénéfique sur le contrôle du rejet hyperaigu et le RVA (Leventhal et al. 1995; Lin et al. 1998), Gonzalez- 

Stawinski(Gonzalez-Stawinski et al. 2002) a  reporté que des poumons porcins transgéniques pour la 

molécule humaine CD46 étaient plus rapidement rejetés par des babouins après IA que par rapport à un 

groupe contrôle. L’efficacité des IA sur l’élimination des Ac antiGal est indéniable mais Lambrigts(Lambrigts 

et al. 1998) a démontré qu’il était ensuite difficile de maintenir des taux très faible d’Ac par une 

immunosuppression standard. Il est donc possible d’envisager que l’IA pré-opératoire dans notre étude était 

un puissant inducteur stimulant la production d’Ac qui n’était ensuite pas contrôlé par le régime 

immunosuppresseur. C’est en effet après avoir majorer l’IS que nous avons pu contrôler la survenue du RVA 

(groupe C) et cet effet positif a disparu après la réalisation d’IA (groupe D). 

Le mycofénolate mofétyl, puissant inhibiteur de la prolifération lymphocytaire B et T(Sollinger 2004) et dont 

l’action dans ce contexte de rejet humoral est primordial, n’a peut être pas été administré à des doses assez 

élevée comme dans d’autres études(Cozzi et al. 2003) où la posologie du MMF était de 100mg/kg/j avec des 

survies de xénogreffons rénaux ayant pu atteindre 50 jours. De plus, il n’était pas possible, à l’époque où les 

procédures ont été réalisées dans notre laboratoire,  de doser les taux sanguin du MMF et donc de contrôler 

l’efficacité de cet immunosuppresseur qui était administré à la posologie de 70mg/kg/j. 

Cette incapacité à contrôler la réponse humorale dans les groupes A, B et D était ainsi corrélée dans notre 

étude au retour des IgM anti-Gal à partir du 4ème-5ème jour et à la détection dans les biopsies de greffons de 

dépôts d’IgM et de C5b-9 associé à un infiltrat cellulaire.  
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III.2.2 ETUDE DE L’INFILTRAT CELLULAIRE DES  XENOGREFFONS LORS DU REJET AIGU  
 

III.2.2.1 Informations générales 
 

Bien que la physiopathologie des rejets hyperaigus et vasculaires aigus mettait en jeu principalement des 

mécanismes humoraux, la participation cellulaire avait été peu étudiée dans une combinaison porc-primate. 

Aucune étude n’avait au début des années 2000, quantifié l’activité de cet infiltrat cellulaire. De plus la 

différence de profil  d’expression des cytokines pro-inflammatoires retrouvée dans notre étude précédente, 

nous avait convaincu de continuer à explorer cette voie. Ainsi, grâce à une collaboration avec Rafael Mañez 

en Espagne qui avait déjà réalisé de nombreuses greffes cardiaques en position hétérotopiques (Manez et al. 

2000), nous avons pu analyser des biopsies  issues d’animaux receveurs  ayant rejetés leur xénogreffon 

malgré une immunosuppression ou sans immunosuppression. De plus la série de Rafael Mañez nous 

permettait également d’étudier un troisième groupe de receveurs n’ayant eu que des immunoadsorptions 

sans immunosuppresseur.  

 

III.2.2.2 Article II: “Cellular participation in Delayed Xenograft 
Rejection  of human CD55 transgenic pig kidneys in 
baboons” Xenotransplantation 2003:10; 446- 453. 
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III.2.2.3 Discussion 
 

L’infiltrat cellulaire était dans cette étude dépendant du protocole immunosuppresseur. Parmi les animaux 

qui ne recevaient pas  d’immunosuppression, l’infiltrat était important, alors qu’il était quasi absent en cas 

d’immunosuppression. Cet infiltrat était formé principalement de macrophage avec quelques lymphocytes 

CD8+ alors que les cellules CD4+ et NK+ étaient rares ou inexistantes. Cet infiltrat s’accompagnait d’un 

environnement pro-inflammatoire et cytokinique  détectable par PCR et bien sur les animaux qui avaient 

rejetés leur xénogreffons présentaient également une forte composante humorale dans leur rejet.  

Plusieurs points méritent ainsi d’être discutés. En premier, l’absence de cellules CD4+ associée à l’absence 

d’IgG est le reflet  de l’action de l’immunité innée dans le xénorejet. Par contre l’absence de CD16 confirme 

les résultats de notre première étude et suggère que les cellles NK pourraient ne pas jouer un rôle important 

dans un modèle discordant de xénotransplantation  malgré les conclusions d’études in vitro retrouvant  une 

forte cytotoxicité des cellules NK contre les cellules endothéliales porcines. 

On pourrait également s’étonner de la quasi absence d’infiltrat cellulaire chez les animaux 

immunosupprimés alors qu’un infiltrat était observé dans les biopsies rénales de notre première étude où 

les animaux recevaient pourtant un traitement immunosuppresseur. Plusieurs hypothèses peuvent expliquer 

cette différence. La première est l’anatomie très vasculaire du rein qui le rend plus susceptible à l’infiltration 

cellulaire que le cœur. Une autre explication pourrait être un niveau d’immunosuppression plus élevé dans 

cette étude avec une différence de cible thérapeutique  pour la cyclosporine (1500ng/ml de cyclosporinémie 

versus 1000 ng/ml dans la première étude) et un rythme d’administration différent pour le MMF (35/kg deux 

fois par jour versus 70mg/kg/j en une seule prise). De plus en dehors de leur activité anti-proliférative, la 

cyclosporine et le MMF ont démontré qu’ils pouvaient  diminuer l’infiltrat cellulaire par les macrophages 

après ischémie- reperfusion (Ysebaert et al. 2003) ou en cas d’allogreffe de rein de rats (Heemann et al. 

1996).  Il a été également démontré que le MMF inhibait l’interaction des monocytes avec les cellules 

endothéliales en interférant avec les molécules d’adhésion (Glomsda et al. 2003). Dans une série de 

xénogreffes rénales avec des macaques et un traitement immunosuppresseur identique à notre première 

étude, Cozzi et al. (Cozzi et al. 2003) ont  retrouvé également que l’infiltrat cellulaire était essentiellement 

constitué de cellules CD8+ associées à des macrophages et des lymphocytes B. 

Le profil évolutif des Ac anti-Gal au cours de cette série de xénogreffe cardiaque montrait comme dans notre 

première étude que les IA n’étaient  pas la stratégie idéale pour le contrôle des xénorejets.  En effet, les IA 

répétitives pré-transplantation permettaient de diminuer significativement le taux des Ac antiGal mais 

étaient incapables d’en prévenir le retour. De plus, lorsque le xénogreffon était implanté, le niveau des Ac 

remontait pour être supérieur au niveau initial à partir du 3ème jour. Les IA réalisées aux 3 et 5 jours 

s’accompagnaient d’un rebond différé et substantiel du niveau des Ac, surtout au 5ème jour, date à laquelle 

survenait le rejet. L’augmentation des IgM anti-Gal constatée au moment du rejet chez tous les animaux 

sans augmentation des IgG ainsi que les dépôts d’IgM et de C5b-9 observés au sein des biopsies confirmaient 
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que la réponse anti-Gal était une réponse provenant de l’immunité innée intéressant des Ac pré-formés et 

non induits aboutissant à une activation du complément même en cas d’organes transgéniques pour des 

molécules régulatrices du complément. 

Finalement, bien que nos résultats confirmaient l’existence une participation cellulaire au rejet vasculaire 

aigu, la réponse humorale restait le principal acteur du RVA et semblait être non contrôlable par un 

traitement par IA ou par un traitement immunosuppresseur comportant de la cyclophosphamide.  

 

  



115 

 

III.3 CONCLUSION PRELIMINAIRE 
 

Ces modèles sur grands animaux ont donc été une réelle opportunité d’évaluer à un stade pré-clinique la 

faisabilité de xénotransplantations chez l’homme. Les résultats de ces deux études, en phase avec ceux de la 

littérature, montraient que la barrière immunologique d’espèce représentée par l’existence d’Ac anti-Gal 

préformés, était si importante qu’elle rendait  la greffe d’organe porcin encore non concevable chez 

l’homme à ce stade de nos connaissances. La reconnaissance de l’épitope Gal par ces anticorps préformés 

déclenchait un rejet puissant dépendant de l’immunité innée dont le contrôle était quasiment impossible 

tant que persistera cette barrière antigénique d’espèce. Ainsi au début des années 2000, les espoirs étaient 

de nouveau tournés vers la transgénèse pour obtenir des porcs Gal-KO et transgéniques pour d’autres 

transgènes protecteurs. Seuls quelques laboratoires au monde possédaient cette technologie. Le laboratoire 

d’immunologie du Pr d’Apice à Melbourne (Australie) faisait parti des ces structures habitées à la 

transgénèse chez les petits et grands animaux pour des programmes d’allo et surtout de xénotransplantation 

(Nottle et al. 2002; Cowan et al. 2003; Harrison et al. 2004; Godwin et al. 2006; d'Apice et al. 2007; Nottle et 

al. 2007). Parallèlement à ce programme d’obtention d’animaux Gal KO, cette équipe était également 

spécialisée dans l’étude des troubles de l’hémostase liés à une incompatibilité moléculaire d’espèce entre 

l’homme et le porc. C’est donc avec beaucoup d’honneur et de plaisir que j’ai pu travailler dans ce 

laboratoire de recherche sous la tutelle du Pr Peter Cowan.  Mon sujet était d’étudier l’incompatibilité de la 

voie de la protéine C dans une combinaison porc sur primate et d’en évaluer les solutions en passant par un 

modèle de souris transgénique. 
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IV. PROJET II: Etude in vitro des troubles de la coagulation en 
Xénotransplantation : Rôle du complexe Thrombine- 

Thrombomoduline dans la voie de la protéine C dans une 
combinaison porc sur primate 
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IV.1 PREFACE 
 

Les xéno-rejets ont toujours été marqués par d’importants troubles de la coagulation si bien que plusieurs 

auteurs ont évoqués qu’il pouvait exister une incompatibilité moléculaire d’espèce au niveau des 

mécanismes régulateurs de l’hémostase. En effet,  Kopp et Siegel de l’équipe du Pr Robson à Boston (Siegel 

et al. 1997; Kopp et al. 1998), avaient constaté in vitro que  les cellules endothéliales porcines étaient 

incapables de fixer la thrombine et d’activer la protéine C humaine. Si tel était le cas in vivo, une inactivation 

de cette voie anticoagulante pourrait se traduire par un risque de thrombose du xénogreffon.  Au vu des 

complications thrombotiques sévères rencontrées lors de déficits complets de la voie de la protéine C, il était 

primordial de confirmer l’existence de cette incompatibilité en xénotransplantation et d’évaluer les 

possibilités thérapeutiques pouvant la surmonter. Les travaux de Kopp et Siegel (Siegel et al. 1997; Kopp et 

al. 1998) méritaient en effet d’être approfondis car l’expression de la TM porcine n’avait pas été vérifiée au 

niveau des cellules endothéliales aortiques et aucun mécanisme n’avait été proposé pour expliquer la 

physiopathologie de cette barrière moléculaire d’espèce. Mon travail a donc consisté dans un premier temps 

à séquencer et cloner l’ADNc de la TM porcine pour ensuite l’exprimer dans un modèle cellulaire afin 

explorer la fonctionnalité de la TM porcine dans un contexte de xénotransplantation.  Pour mieux 

comprendre la physiopathologie de cette incompatibilité d’espèce, des TM « hybrides » entre l’homme et le 

porc ont été créées pour rechercher au niveau de quels domaines se situaient l’incompatibilité avec la 

thrombine et la PC humaines. Comme la TM est également le co-facteur d’activation de TAFI par la 

thrombine, j’ai dans un second temps évalué cette voie inhibitrice de la fibrinolyse dans un contexte de 

xénotransplantation.   

 

IV.2 CLONAGE  ET CARACTERISATION DE L’ADNC DU GENE  PORCIN DE LA 

THROMBOMODULINE  
 

IV.2.1 SITES DE LIAISONS DES AMORCES DEGENEREES  
 

Plusieurs amorces dégénérées ont été conçues pour l’amplification de l’ADNc de la thrombomoduline 

porcine. Leurs sites de fixation sont représentés sur la Figure 17. 
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Figure 17: Sites de fixation des amorces  pour l’amplification théorique de l’ADNc codant pour la TM 
porcine. Les amorces « sens » sont situées au-dessus de l’ADNc et les amorces « anti-sens » en dessous. La longueur 

du cadre de lecture et de la « partie non codante » est un consensus entre  la séquence d’ADNc codant pour la TM 
bovine(Jackman et al. 1986), la TM humaine (Jackman et al. 1987; Suzuki et al. 1987; Wen et al. 1987), la TM  
murine(Dittman et al. 1988; Dittman et al. 1989), la TM de lapin(Deming et al. 2003) et la  TM de rat(Wang et al. 1999).  

 

IV.2.2 AMPLIFICATION PREMIERE D’UN FRAGMENT DE LA TM PORCINE 
 

La première tentative d’isolement de la TM porcine à partir d’une librairie d’ADNc obtenue de cellules SVAP 

fut un échec en utilisant les combinaisons d’amorces suivantes 5’ TM 182 (182), 5’ TM 195 (195), 3’ TM 683 

(683) et 3’ TM 1691 (1691) avec la Taq polymérase et différents programmes PCR. Dans l’hypothèse où ces 

cellules n’exprimaient pas la TM, une librairie à ADNc a été construite à partir de tissu pulmonaire porcin. 

De même, en raison de la forte proportion en résidus GC dans le cadre de lecture des différentes séquences 

d’ADNc codant pour la TM, le système d’amplification Failsafe™ fut utilisé pour surmonter ce problème de 

température. En employant les amorces 182 et 987 et les 12 « cocktails » du système Failsafe™, une bande 

de taille attendue a été amplifiée avec les cocktails D, E, F, G, H, I et K à partir d’ADNc porcin pulmonaire 

(Figure 18) et d’ADNc humain provenant de cellules EA hy926 (Figure 19). 

 
 

Figure 18: Amplification d’un 
fragment d’ADNc de TM de taille 
attendue en utilisant différents 
cocktails (A à I) du système Failsafe™ 
et les amorces 182 et 987.  
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Figure 19 : Amplification d’un fragment d’ADNc de la TM porcine par le système Failsafe (cocktails D à K) avec les 
amorces 182 et 987 et le contrôle positif humain correspondant (H = humain (ADNc provenant de cellules  EAhy926), P 
= porcin (poumon total).  

 

L’amplicon obtenu à partir du mix PCR du cocktail E avec les amorces 182/987 a été lié dans le vecteur 

pGEM-T Easy pour amplification et séquençage.  Le niveau d’homologie  était de (e-value)  7.9×10-46 pour la 

TM humaine avec 77% d’identité concernant les 830 pb (641/830). 

Avec la certitude qu’il s’agissait d’un fragment de la TM porcine, les mêmes conditions de PCR et l’emploi du 

système Failsafe™ ont permis de confirmer  l’expression de la TM dans les cellules SVAP (Figure 20). 

 

 

 

IV.2.3 AMPLIFICATION DES EXTREMITES  DE L’ADNC CODANT POUR LA TM PORCINE 
 

IV.2.3.1 Amplification par le système Marathon RACE et SMART 
Race amplification 

 
Des amorces spécifiques  (GPSs) ont été conçues  dans la région générée entre les amorces 182 et 987. Deux 

premiers GSPs ont été  ainsi élaborés, GSP1 pour l’amplification RACE 5’ et GSP2 pour RACE 3’. Malgré 

plusieurs programmes PCR et systèmes enzymatiques utilisés (Taq, Expand system, Failsafe system, 

Advantage cDNA system, Advantage 2 system et Advantage 2-GC system) avec plusieurs concentrations de 

GC, l’amplification des extrémités 5’ et 3’ fut impossible avec le système Marathon RACE. 

Le système SMART RACE a été également utilisé pour l’amplification des extrémités de la TM porcine en 

testant plusieurs programmes PCR et plusieurs polymérases issues des kits Expand, Advantage 2,  Advantage 

 

Figure 20 : Expression de l’ARNm  de la 
TM porcine dans les cellules SVAPs. 
(amorces 182 and 987). (4

ème
 ligne à 

droite). Contrôle positif avec de l’ADNc 
de cellules EAhy926. 



120 

 

2-GC, Advantage cDNA, Taq et Failsafe systems. Ces conditions n’ont pas permis d’obtenir une amplification 

avec les amorces TGSP1 et TGSP2.    

De nouvelles amorces furent créées, cette fois-ci situées dans des séquences  connues comme étant 

communes entre les espèces et situées au niveau des extrémités de l’ADNc : TGSP1B, TGSP1C, TGSP1D, 

TGSP2B, TGSP2C et TGSP2D. Ces amorces ont également échoué à amplifier les extrémités de la TM malgré 

l’emploi de plusieurs systèmes enzymatiques et de programmes PCR. D’autres tentatives utilisant les 

amorces 182 et 320 avec TGSP2, TGSP2C et TGSP2D et le système Failsafe ont permis d’amplifier de petits 

fragments d’ADN de taille inappropriée. 

 

IV.2.3.2  Amplification à partir des zones communes non-
spécifiques d’espèces 

 

En raison de l’impossibilité d’amplifier les extrémités 5’ et 3’ de l’ADNc codant pour la TM porcine selon la 

méthode RACE, il fut décidé d’abandonner cette méthode pour revenir à une amplification avec des amorces 

dégénérées. 

D’autres amorces dégénérées ont été alors créées dans des séquences conservées entre espèces et situées 

dans l’extrémité 3’ du premier fragment séquencé. L’utilisation de l’amorce dégénérée 1691 avec TGSP2D et 

le kit Failsafe avec le cocktail G a permis d’obtenir un fragment de longueur attendue à partir d’ADNc issu de 

poumon porcin (Figure 21). 

 
Figure 21: Fragments de la TM porcine générés selon différentes combinaison d’amorce : 182, 320, GSP2, GSP2D avec 
987, 1691, 3’hUTR 1750 et 3’bUTR (9 = amorce 987, 16 = 1691, h = 3′ hUTR 1750, b = 3′bUTR 1750). 

 

Le séquençage de ce fragment avait une « E-value » de 3.4×10-85 pour la TM bovine, avec 84% d’homologie 

sur 590 paires de bases. Cela représentait un nouveau fragment de la TM porcine d’approximativement 800 

pb, augmentant ainsi la connaissance du gène depuis l’amorce 182 à l’amorce 1691 (Figure 17). 

Deux autres amorces TGSPs désignées TGSP2E et TGSP2F furent alors conçues dans l’extrémité 3’ de cette 

nouvelle séquence pour une amplification par 3’RACE. Cela  avait l’avantage théorique de générer des 

fragments moins grand de 800 pb que ceux générés avec TGSP2B, TGSP2C et TGSP2D et moins grand de 1.6 

kb que ceux générer avec TGSP2 (Figure 17).  Plusieurs librairies ont alors été réalisées en utilisant des 

polyA+ spléniques et de l’ADNc pulmonaire porcin avec les amorces 3’ TGSPs et UPM ou NUP  en utilisant 
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différents programme PCR et la Taq polymerase avec différents cocktails du kit Failsafe. Bien que plusieurs 

bandes aient été générées, leurs tailles étaient toutes beaucoup plus petite que la longueur attendue.  

Après ce dernier échec d’amplification, d’autres amorces furent conçues vers la région 3’ de la TM 

porcine. Trois amorces sens supplémentaires ont été générées : 5’TM 1620 (1620), 5’TM 1630 (1630) et 

5’TM 1660 (1660) (Figure 17) ainsi que plusieurs amorces anti-sens situées en aval du codon stop pour 

l’amplification des pb restantes de l’extrémité 3’ du cadre de lecture : 3’bTM STOP et 3’hTM STOP, tous deux 

situés approximativement 500 pb en aval du codon stop et les amorces 3’bTM et 3’hTM, situées 

approximativement 200 pb en amont de la queue polyA+ de la TM bovine et humaine. Deux autres amorces 

dégénérées anti-sens ont été conçues  à environ 1.5 kpb du codon stop et à partir de l’homologie de 

séquence entre espèces : 3’TM 3504 (3504) et 3’TM 3537 (3537) (Figure 17). La création d’amorce pour 

l’amplification de l’extrémité 5’ de la TM ne fut pas possible en raison du manque d’homologie de séquence 

entre espèce dans cette région  et de l’absence de séquençage de l’extrémité 5’  de la TM bovine qui est 

l’espèce la plus proche du porc.  

La combinaison de ces amorces en utilisant de l’ADNc pulmonaire et du SMART spleen polyA+ cDNA 

avec diverses concentrations de Taq polymérase a permis l’amplification d’une fine bande avec la paire 

d’amorce 1660/NUP.  L’amplification par PCR nichée avec les amorces 1620 ou 1630 avec NUP fut 

impossible, suggérant ainsi qu’il s’agissait d’un résultat faussement positif. 

Finalement, l’utilisation des amorces 1620 et 1630 avec 3’hTM STOP et le cocktail D du kit Failsafe permit 

l’amplification d’un fragment de plus de 2 kpb (Figure 22). 

   

Après séquençage, l’analyse de ce fragment  permis de retrouver  le codon STOP et son homologie était de 

91% pour la TM bovine sur 43/47 pb.  

L’extrémité 5’ a été finalement obtenue en utilisant d'autres  primers anti-sens pTM-RACE1 et pTM-

RACE2  après une PCR nichée. 

 
IV.2.4 RESUME DES DIFFERENTS  AMPLICONS DE LA TM PORCINE 

 
Au final, un fragment d’ADNc de 3648 pb correspondant au gène de la TM porcine a été isolé à partir d’ARN 

de poumon de porc par une combinaison de PCR utilisant des amorces dégénérées et/ou la technique RACE. 

Les ADNc de la TM humaine (Jackman et al. 1987; Suzuki et al. 1987; Wen et al. 1987), murine (Dittman et al. 

 

Figure 22 : Amplicon contenant le codon 
STOP de l’ADNc de la TM porcine obtenu 
avec les amorces 1620/3’hTM STOP et 
1630/3’bTM. 
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1988), de lapin (Deming et al. 2003) et de rat (Wang et al. 1999) ont tous un cadre de lecture comprenant 

1700 à 1750 pb. Selon nos résultats, le cadre de lecture de la TM porcine comprend 1737 pb. 

 

IV.2.5 ANALYSE ET COMPARAISON DES SEQUENCES POUR LA TM 
 

IV.2.5.1 Séquence nucléique et protéinique de la TM porcine 
 
Sur les 3648 pb isolées, les 95 premières pb correspondent à la région 5’ non translatée, les 1737 pb 

suivantes au cadre de lecture  et les 1816 pb restantes à la région 3’ (Figure 23). 

 

Figure 23 : Séquences nucléique et protidique attendue de la TM porcine. La séquence protéique est 
située au-dessus de la séquence nucléique. La séquence du peptide signal comprenant  16 résidus est 
suivie par le domaine riche en lectine (en italique), une région hydrophobique (soulignée par des 
pointillées), six domaines EGF-like (en double soulignage), la région riche en sérine- thréonine (entre les 
flèches), le domaine transmembranaire (en soulignage simple) puis par la queue intra-cytoplasmique 
(résidu de 34 AA). Les sites potentiels de N-glycolysation sont encadrés. La séquence nucléique de la TM 
porcine est référencée dans GenBank au numéro EF692640. 
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Après séquençage complet, le cadre de lecture a pu être ré-amplifié de manière identique en utilisant 

comme substrat soit de l’ADNc ou soit l’ADN génomique. Cela suggèrait que le gène porcin, tout comme ses 

homologues humain et murin, ne comporte par d’intron (Jackman et al. 1987).  

La séquence protéique de la TM porcine a été calculée après déduction de la séquence nucléique. Elle 

comporte  579 d’acides aminées ayant les caractéristiques structurales en module de la TM des autres 

espèces mammifères séquencées avec un domaine riche en lectine, 6 modules EGF-like, une région riche en 

sérine- thréonine, un domaine transmembranaire et une queue intra-cytoplasmique. 

 

IV.2.5.2 Homologies de la TM entre espèces mammifères 
 

Le programme EMBOSS-align a été utilisé pour aligner et comparer l’homologie de la TM porcine 

avec la TM humaine ainsi que pour la TM murine, canine,  lapine et de rat. 

L’alignement avec les 575 résidus humains, a révélé une homologie de 69,1% avec la TM porcine 

avec des valeurs d’identités pour les différents domaines de la TM comprises entre 46,5% pour la région 

riche en sérine- thréonine à 82,6% pour le domaine transmembranaire (Tableau 8). 

 

Domain Human Bovine Canine Rabbit Rat Mouse 

Lectin-like 71.4% 72.7% 73.4% 71.4% 65.6% 68.2% 

Hydrophobic 66.7% 72.5% 71.0% 68.1% 49.3% 58.0% 

EGF1 72.2% 83.3% 77.8% 69.4% 59.5% 66.7% 

EGF2 62.2% 64.9% 56.8% 59.5% 56.8% 56.8% 

EGF3 79.4% 79.4% 70.6% 76.5% 64.7% 67.7% 

EGF4 66.7% 66.7% 75.0% 69.4% 58.3% 61.1% 

EGF5 78.1% 71.9% 75.0% 75.0% 78.1% 71.9% 

EGF6 65.7% 62.9% 71.4% 68.6% 62.9% 57.1% 

Ser/thr-rich 46.5% 62.8% 51.2% 46.5% 41.9% 51.2% 

Transmembrane 82.6% 91.3% 91.3% 87.0% 91.3% 91.3% 

Cytoplasmic 61.8% 70.6% 82.4% 58.8% 67.6% 64.7% 

Tableau 8 : Niveaux d’homologies de la TM porcine avec la TM des autres espèces mammifères (exprimés en % 
d’identités d’acides aminés) 

 

L’analyse comparative des domaines EGF-like a montré que le domaine EGF-5 présentait le degré 

d’homologie le pus élevé entre les 7 espèces mammifères (Tableau 8). L’alignement des séquences aminées 

entre l’homme et le porc des domaines impliqués dans la liaison avec la thrombine (EGF56), la protéine C 

(EGF4) et TAFI (EGF3) est représentée dans la Figure 24 . A l’exception de la Glutamine en position 408 dans 

le domaine EGF5 (Gln-410 dans la TM porcine), tous les résidus de la TM humaine ayant un rôle important 
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dans la liaison avec la thrombine et l’activation de la protéine C (Nagashima et al. 1993; Fuentes-Prior et al. 

2000; Wood et al. 2000) et TAFI (Wang et al. 2000) étaient identiques ou substitutivement conservés. Sur les 

2 sites de N-glycolysation dans les domaines EGF4 et EGF5 de la TM humaine, seul le dernier était conservé 

dans la TM porcine. Le fragment de chondroïtine sulfate attaché à la région riche en  sérine/thréonine était 

également conservé dans la molécule porcine (Gerlitz et al. 1993). 

 

 

Site important pour l’activation de la PC 

 Site important pour l’activation de TAFI 

    ‡ Site complètement glycosylé 

    † Site incomplètement glycolsylé

 
L’analyse comparative de l’ensemble de la séquence protéique de la TM porcine avec la séquence del aTM  

des autres espèces mammifères  a démontré  que la TM porcine partageait la plus grande homologie  avec 

les molécules humaine et de lapin (Tableau 9). 

 

 

 

Figure 24 : Analyse 
comparatives des domaines 
EGF3 à EGF6. Les Résidus 
fonctionnellement important 
des domaines EGF3 à EGF6 
pour l’activation de la protéine 
C ou de TAFI sont hautement 
conservés dans la TM porcine. 
Les nombres représentent la 
position des AA dans la 
protéine mature. Les résidus 
de la TM humaine ayant 
montrés un rôle fonctionnel 
important sont indiqués par un 
cercle sous la séquence. Les 
sites de N-glycolysation sont 
soulignés. 
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  pTM hTM mTM rTM 

 Identity 69.2%    

hTM Similarity 77.6%    

 Gaps 2.4%    

 Identity 64.4% 67.3%   

mTM Similarlity 74.1% 76.1%   

 Gaps 2.8% 2.4%   

 Identity 62.6% 65.9% 85.3%  

rTM Similarlity 72.1% 75.0% 90.0%  

 Gaps 2.4% 2.0% 0.4%  

 Identity 69.1% 71.9% 70.5% 67.8% 

oTM Similarlity 76.2% 77.7% 77.7% 75.3% 

 Gaps 2.2% 3.8% 1.8% 3.4% 

  

 

 

 

 

Le niveau d’homologie le plus faible était pour les deux mammifères murins. L’évolution phylogénique pour 

la molécule de TM est représentée par la Figure 25. 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figure 25 : Evolution phylogénique de la TM. 

Tableau 9 : Niveaux d’homologie de la TM entre différents mammifères. (hTM : TM humaine, 
mTM : TM de souris, rTM : TM de rat, oTM : Tm de lapin) 
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IV.3 EXPRESSION  ET ACTIVITE DE LA TM PORCINE ET HUMAINE  

 

IV.3.1 EXPRESSION DE LA TM PORCINE 

 

IV.3.1.1 Détection par FACS de la TM porcine 

 

L’ADNc de la TM porcine a été cloné et intégré dans deux vecteurs plasmidiques (pBOS et pIRES) afin 

d’obtenir une expression cellulaire de la molécule porcine après électroporation. En utilisant plusieurs Ac 

monoclonaux primaires dirigés contre la TM humaine (Ac 1A4 anti TM humaine fourni gracieusement par 

le Dr Philip Bird, Monash University, Australia et Ac CD 141 anti-TM humaine, Chemicon, Australia), il a 

été impossible de confirmer l’expression cellulaire par FACS de la TM porcine (pTM) par rapport à la TM 

humaine (Figure 26). 

 

 

 

 

 

IV.3.1.2 Création et détection de la TM porcine avec un épitope 
FLAG 

 
En raison de l’absence d’Ac reconnaissant la TM porcine, nous avons décidé d’intégrer un épitope « tag » 

au niveau du domaine extracellulaire riche en lectine afin de ne pas modifier la fonctionnalité de la 

molécule (Figure 27) en liant l’ADNc de la TM porcine dans le vecteur pBOS-Flag contenant l’épitope 

100 101 102 103 104

FL1-H

 
COS-7 exprimant hTM  

COS-7 exprimant pTM  

 

 

Figure 26 : Détection par FACS de l’expression de la TM porcine avec l’Ac anti-TM 1A4 après 
transfection de cellules COS-7 par le vecteur pBOS-pTM. Aucune détection avec l’Ac 1A4 n’a pu 
être possible par rapport à la molécule humaine, ainsi qu’avec l’Ac CD 141 (ligne verte). 
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FLAG, qui est un épitope facilement détectable. La TM  humaine a été également lié à ce vecteur afin de 

pouvoir comparer les deux molécules de TM dans les mêmes conditions.  

 

La transfection de cellules COS-7 par les vecteurs pBOS-Flag pTM et pBOS-Flag hTM a permis une forte et 

similaire expression des 2 molécules de TM par FACS et Western blot en utilisant un Ac anti-FLAG 

fluorescent KM5-1C5  (anti-Flag, WEHI Monoclonal Laboratory, Bundoora, Australia) (Figure 28). Comme 

attendu, le marquage avec l’Ac monoclonal 1A4 détectait la molécule humaine mais pas la molécule 

porcine. 

 

 

IV.3.2 ETUDE DE LA LIAISON THROMBINE- THROMBOMODULINE 
 

Figure 27 : Représentation schématique 
de la TM porcine dotée d’un épitope FLAG 
pour permettre la détection de la 
molécule. 

Figure 28 : Détection des TM-flag humaine et porcine par FACS (à gauche) et par Western Blot (à 
Droite) à partir de cellules COS-7 transfectées avec pBos-hTM-Flag (H) ,  pBos-pTM-Flag (P) et 
vecteur seul (V). L’expression était similaire entre les deux espèces par FACS  et par Western Blot.  
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La première étape de l’activation de la PC par le complexe thrombine- TM étant la fixation de la 

thrombine sur la TM, nous avons d’abord essayé de mettre au point plusieurs méthodes étudiant  la 

liaison de la thrombine avec la TM. 

IV.3.2.1 Etude de la liaison Thrombine-TM par  FACS: 

En raison de la forte affinité de la thrombine pour la TM, nous avons tenté de mettre au point un modèle 

cellulaire détectant la liaison de la thrombine à la TM par FACS. Nous avons dans un premier temps 

incubé de la thrombine humaine avec des cellules COS-7 exprimant la TM humaine ou avec des cellules 

Eahy926 exprimant spontanément la TM humaine. Un Ac polyclonal anti-thrombine humaine de chèvre 

(R&D systems) était ensuite ajouté puis un second Ac biotinylé  anti-chèvre FITC pour rechercher la 

présence par FACS de thrombine sur les cellules (Figure 29). Malgré différentes conditions expérimentales 

concernant la concentration de la thrombine (0.1 à 1U/ml) et de l’Ac anti-thrombine (3µg à 15 µg), de 

température (température ambiante ou à 37°C)  ou de l’emploi de différents tampons (PBS enrichi en 

calcium, HBSS, HEPES avec FCS …), il a été impossible de détecter la thrombine fixée sur les cellules alors 

que l’expression de la TM-flag avait été préalablement confirmée.  L’ajout d’une étape de fixation 

cellulaire avec du paraformaldéhyde à 4% à différents temps de la procédure n’a pas permis d’améliorer 

la détection.  

Nous avons ensuite, répété toutes ces étapes en utilisant un secondairement autre anticorps anti- 

thrombine humaine, cette fois-ci monoclonale (Antibodyshop, Denmark) sans aucune amélioration des 

résultats. Etant donné l’impossibilité de mettre au point cette méthode avec des cellules exprimant la TM 

humaine, nous n’avons bien sûr réalisé aucune procédure avec de la TM porcine. 

 

Figure 29 : Schématisation de la détection de la liaison de la thrombine sur la TM par FACS.  
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IV.3.2.2 Etude de la liaison Thrombine-TM par  
spectophotométrie 

 

La liaison de la thrombine avec la TM a été également évaluée en incubant de la thrombine (1 U/ml) avec 

des cellules exprimant la TM humaine ou porcine et en mesurant l’activité résiduelle de la thrombine dans 

le supernageant. Les cellules transfectées avec le vecteur seul liaient respectivement  8,7 ± 3,8% et 11,1 ± 

6,3% de la thrombine humaine et porcine, reflétant ainsi le bruit de fond de la technique en raison de 

liaisons non spécifiques de la thrombine.  Les cellules exprimant la TM humaines fixaient des niveaux 

significativement plus élevés de thrombine (42,9 ± 5,5% avec la thrombine humaine et 45,5 ± 8% avec la 

thrombine porcine), tout comme les cellules exprimant la TM porcine (35,3 ± 3% avec la thrombine 

humaine et 36,8 ± 2,6% avec la thrombine porcine)(Figure 30). Il n’y avait pas de différence significative 

de liaison entre les deux espèces de TM. 

 

IV.3.2.3 Etude de la liaison Thrombine-TM par des tests 
d’hémostase 

 

La liaison thrombine –TM a été également évaluée par une méthode de temps de formation de thrombus 

avec un plasma pauvre en plaquettes.  Ainsi,  le temps de coagulation d’un plasma humain avec des 

cellules exprimant la TM porcine a été calculé. Celui-ci était retardé de 95 ± 8 s lorsque le plasma était 

incubé avec des cellules exprimant la TM humaine et de 85 ± 1 s avec des cellules exprimant la TM 

porcine. 

Figure 30 : Evaluation de la liaison TM- 
thrombine  par calcul de la quantité de 
thrombine fixée à la TM. La liaison de la 
thrombine à la TM était similaire quelque 
soit le type de thrombine (humaine ou 
porcine) et quelque soit la TM (humaine 
(H) ou porcine (P)).  
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L’ensemble de ces résultats montre que l’étape initiale de l’activation de la PC par le complexe 

thrombine- TM ne semble pas significativement affectée par une incompatibilité moléculaire d’espèce au 

niveau de la fixation de la thrombine humaine  par la TM porcine.  

 

IV.3.3 ETUDE DE L’ACTIVITE DE CO-FACTEUR  DE LA TM PORCINE 
 

L’activité de cofacteur de la TM a été évaluée en mesurant la quantité de PC activée par des cellules 

exprimant la TM porcine ou humaine après incubation avec de la thrombine et de la PC humaine et après 

vérification d’un niveau d’expression similaire entre la TM humaine et porcine. Cependant afin d’éliminer 

un éventuel effet de variation d’expression de la TM non détectable par FACS, la concentration de la 

thrombine était titrée pour s’assurer que la thrombine et non pas la TM était le facteur limitant dans 

l’essai. L’activité de co-facteur des cellules exprimant la TM humaine était de 0,97 ± 0,24 pmol de PCa 

générée en 30 min et par 104cellules, ce que nous estimons être approximativement 15 à 20 fois plus 

élevés que pour des HUVEC en culture (Siegel et al. 1997). Dans ces mêmes conditions, l’activité de la TM 

porcine représentait seulement 10% de celle de la TM humaine (Figure 31). Ce résultat démontrait que la 

TM porcine est un très faible cofacteur d’activation de la PC humaine par la thrombine humaine. Comme  

pour la thrombine humaine, la thrombine porcine était capable d’activer efficacement la PC humaine 

lorsqu’elle était couplée à la TM humaine mais pas avec la TM porcine (Figure 31), confirmant ainsi que 

l’étape limitante  de l’activation de la PC humaine n’est pas au niveau de la liaison thrombine humaine- 

TM porcine puisque l’utilisation de thrombine porcine associée à la TM porcine ne permettait pas 

d’activer la PC humaine. 

 

Figure 31 : Activités de co-
facteur d’activation de la PC par 
la TM humaine (H) et par la TM 
porcine (P) avec soit la 
thrombine humaine (à gauche) 
ou soit la thrombine porcine (à 
droite). La TM porcine est un co-
facteur inefficace d’activation de 
la PC humaine par la thrombine 
humaine ou porcine. Les valeurs 
représentaient les résultats d’au 
moins 3 procédures 
indépendantes. Le symbole (§) 
représente une différence 
statistiquement significative. 
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Afin de d’assurer que la molécule de TM porcine était fonctionnelle in vitro en l’absence de toute 

incompatibilité moléculaire, nous avons mis au point un contrôle positif en utilisant du plasma porcin 

comme source de PC porcine, car il était impossible à cette époque d’obtenir par voie commerciale 

conventionnelle de la PC d’origine porcine. Ainsi 5 x 105 cellules en suspension, exprimant la TM porcine 

après transfection,  ont été incubées avec de la thrombine porcine et du plasma de porc appauvri  en 

plaquettes pour mesurer la quantité de PC activée par la TM porcine. La concentration en PCa générée en 

10 min était de 12,3 ± 1,3 nM pour les cellules exprimant la TM porcine et de 10,9 ± 0,1 nM pour les 

cellules exprimant la TM humaine avec un niveau de bruit de fond de 4,7 ± 1,6 nmol pour les cellules 

transfectées avec le vecteur seul (Figure 32). Ceci confirmait que la TM-flag porcine utilisée dans toutes 

nos expérimentations était bien fonctionnelle et que la TM-flag humaine pouvait même activer la PC 

porcine. 

 

IV.4 EXPRESSION ET ACTIVITES DE VARIANTS HYBRIDES DE LA TM PORCINE ET 

HUMAINE  
 

Etant donné la spécificité fonctionnelle de chaque module EGF de la TM, nous avons cherché à savoir plus 

précisément sur quel(s) module(s) EGF-like était située l’incompatibilité moléculaire de la voie de la 

protéine C en créant des « variants  hybrides» dans lesquels les domaines EGF-like avaient été permutés 

entre les deux espèces. Nous avons ainsi construits par PCR multiples des variants de la TM porcine 

(Figure 34) ayant des domaines EGF 4, 5 et/ ou 6 humains et des variants de la TM humaine (Figure 33) 

ayant des domaines EGF4, 5 et/ou 6 porcins. La substitution entre deux domaines EGF était réalisable 

sans aucune mutation supplémentaire puisque les séquences liant les domaines EGF étaient identiques 

entre les deux espèces (Figure 24). 
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Figure 32 : Activation de la PC 
porcine par des cellules exprimant 
la TM porcine et humaine incubées 
avec de la thrombine porcine et du 
plasma de porc appauvrie en 
plaquettes et contenant de la 
protéine C porcine. 
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La substitution des domaines EGF4 ou EGF6 dans la TM porcine n’a pas permis d’améliorer l’activité de 

co-facteur de la TM (Figure 35). Seul le remplacement par le domaine EGF5 humain a amélioré 

significativement l’activité de co-facteur de la TM porcine avec une activité passant de 10% par rapport à 

la TM humaine à plus de 40% après substitution.  Le remplacement des deux modules EGF5 et EGF6 a  

permis de quasi normaliser l’activité de co-facteur de la TM porcine.  

 

 

 

A l’inverse, la substitution des domaines EGF4 et EGF6 dans la TM humaine, s’est traduit par une 

réduction modeste de l’activité de co-facteur, alors que le remplacement par le module EGF5 porcin seul 

Figure 33 : Variants de la 
TM humaine avec différents 
domaines EGF substitués 
par des domaines EGF 
porcins correspondants: 
hTMpEGF4, hTMpEGF5, 
hTMpEGF6 et hTMpEGF5-6 

Figure 34 : Variants de la 
TM porcine avec différents 
domaines EGF substitués 
par des domaines EGF 
humains correspondants: 
pTMhEGF4, pTMhEGF5, 
pTMhEGF6 et pTMhEGF5-6. 
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ou par les modules EGF5-6 porcins a dramatiquement diminué l’activité de 90% (Figure 35). Des résultats 

similaires ont été obtenus en utilisant de la thrombine porcine (Figure 36). 

 

 

 

 

 

Figure 35 : Activation de la PC humaine par des variants hybrides de la TM humaine et de la TM porcine avec 
de la thrombine humaine. Ces variants étaient exprimés par des cellules COS-7 transfectées. Les domaines 
substitués sont représentés par P4 pour l’EGF4 porcin, H4 pour l’EGF humain ect… L’absence de substitution est 
représentée par - . Comparativement à la TM humaine, seuls des variants contenant le domaine EGF5 humain 
présentaient au moins 20% de l’activité de co-facteur pour l’activation de la PC humaine. Les résultats sont 
exprimés sous la forme de moyenne et écart- type de 3 procédures indépendantes. 

Figure 36 : Activation de la PC humaine par des variants hybrides de la TM humaine et 
de la TM porcine avec de la thrombine porcine. L’utilisation de thrombine porcine n’a 
apporté aucune modification sur l’activation de la PC par les variants. 
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IV.5 ACTIVATION DE TAFI PAR LE COMPLEXE THROMBINE-TM  
 

L’activation de la molécule humaine TAFI a été mesurée en incubant des cellules transfectées exprimant 

la TM porcine ou humaine avec de la thrombine et TAFI. L’activation de TAFI était monitorée dans le 

temps en recherchant  l’apparition du domaine catalytique de 36 kDa de TAFI par électrophorèse. Seule la 

TM humaine a généré des taux détectables de TAFI activé (Figure 37). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 37 : Détection de l’activation de TAFI. Des cellules COS-7 exprimant la TM humaine (H), la TM porcine (P) ou le 
vecteur plasmidique seul (V) étaient incubées avec de la thrombine humaine et TAFI pendant 15 ou 30 minutes et après 
arrêt de la réaction par un inhibiteur de la thrombine PPACK, le supernageant était prélevé pour être analysé par 
électrophorèse sur gel polyacrylamide et coloré avec du bleu de Coomassie. Les symboles suivant correspondaient pour 
chaque ligne à : (-) thrombine et TAFI seul, (M) marqueurs moléculaires de poids, (+) TM humaine incubée avec la 
thrombine et TAFI pendant 30 min. L’activation de TAFI, indiquée par l’apparition d’un domaine catalytique de 36 kDa, 
était seulement détectable pour la TM humaine.  
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IV.6 CLONAGE ET CARACTERISATION DE L’ADNC CODANT POUR LA PROTHROMBINE  

PORCINE 
 

Afin d’étudier plus précisément encore la perte du rôle de  co-facteur de la TM porcine dans l’activation à 

la fois de la PC humaine et de TAFI, nous avons recherché s’il existait  des différences structurelles 

importantes entre la thrombine humaine et la thrombine porcine. Pour cela,  nous avons isolé et 

séquencé l’ADNc codant pour la thrombine porcine. 

Un premier fragment de 1425 a été obtenu grâce à une PCR utilisant de l’ADNc préparé à partir d’ARN de 

foie de porc et avec les amorces dégénérées pPT-F1 et pPT-R1. Le séquençage de ce produit de PCR a 

confirmé qu’il contenait une courte région 5’ non translatée et approximativement 75% du cadre de 

lecture de la prothrombine porcine. Une seconde paire de primers (pPT-F2 et pPT-R2) a permis ensuite 

d’amplifier un second fragment de 570 pb contenant le reste du cadre de lecture et 84 pb de l’extrémité 

3’ non translatée. Au total, un fragment de 1869 pb a été séquencé. Il contenait un cadre de lecture 

codant pour une protéine ayant les mêmes caractéristiques que la prothrombine humaine à savoir un 

signal peptide, un propeptide, un domaine Gla, deux domaines Kringles et une chaine catalytique B. La 

séquence  de la protéine mature était exactement identique à la séquence récemment séquencée de la 

prothrombine du mini-porc (ligne Bana) en dehors de 2 résidus situés dans la chaine B(Chen et al. 2007).  

L’alignement de la chaine B avec celle de la prothrombine humaine a retrouvé 90,7% d’identités pour les 

acides nucléiques et une complète conservation pour les acides aminés, montrant ainsi l’importance de 

cette chaine dans l’interaction de la thrombine humaine avec la protéine C et TAFI (Figure 38). 
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IV.7 ARTICLE III: « PIG THROMBOMODULIN BINDS HUMAN THROMBIN BUT IS A POOR 

COFACTOR FOR ACTIVATION OF HUMAN PROTEIN C AND TAFI” AMERICAN 

JOURNAL OF TRANSPLANTATION 2008; 8:1-12 
 

 

Figure 38 : Alignement des séquences en 
acides aminés de la chaine B de la 
thrombine porcine (P, ligne supérieure) et 
humaine (H, ligne inférieure) montrant le 
degré très élevé de conservation entre les 
deux espèces, notamment au niveau des 
résidus fonctionnellement important 
indiqués par un symbole sous la séquence. 
La séquence de l’ADNc de la prothrombine 
de porc est disponible dans GenBank au 
numéro EF692642. 
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IV.8 DISCUSSION 
 

L’étude de la liaison de la TM porcine avec les facteurs de coagulation d’origine humaine était justifiée par 

plusieurs enjeux importants. Le premier était le rôle primordial joué par la TM dans l’activation de la PC. 

Nos résultats confirment malheureusement les soupçons soulevés par Siegel et Kopp (Siegel et al. 1997; 

Kopp et al. 1998) sur la quasi incapacité de la TM porcine à activer efficacement  la protéine C humaine.   

Les conséquences de ce déficit d’activation de la PC au niveau du xénogreffon semblent potentiellement 

dramatiques au regard des complications thrombotiques létales de nouveau-nés ayant un déficit 

homozygote en protéine C ou du risque de survenu d’infarctus du myocarde en cas de mutation de la TM 

(Ireland et al. 1997; Kunz et al. 2000; Campbell et al. 2001; Kunz et al. 2002). Ces craintes s’appuient 

également sur les résultats des premières xénotransplantation de cœurs Gal-KO chez le babouin (Kuwaki 

et al. 2005) dont les survies pourtant prolongées jusqu’à 6 mois ont été compromises par la survenue 

d’une micro-angiopathie thrombotique.  

  Un autre enjeu est le problème de la barrière fonctionnelle d’espèce en xénotransplantation en dehors 

de tout problème immunologique. Notre étude vient ajouter à la liste des incompatibilités moléculaires 

d’espèce entre le porc et les primates,  la voie de la protéine C et tout particulièrement la TM.  Bien que 

théoriquement, sur plus de 130 espèces de mammifères, l’homme et le porc partagent de nombreuses 

similarités anatomiques d’organes (Valentin et al. 1999), la compatibilité au niveau moléculaire semble 

moins évidente comme l’on montré les études sur l’incapacité des molécules porcines régulant le système 

du complément à contrôler l’activation du complément humain au cours des rejets hyperaigus et 

vasculaires aigus (Dalmasso et al. 1991).  Notre étude vient fournir quelques explications sur la nature 

même de cette incompatibilité moléculaire sans toute fois en préciser l’exact mécanisme. Nous avons 

démontré que la liaison TM- thrombine était conservée et que la TM porcine avait tout de même un effet 

anticoagulant par sa capacité à fixer et à inhiber la thrombine humaine. La liaison de la PC humaine avec 

la TM porcine semble être également préservée puisque la permutation du domaine EGF4, qui est le 

domaine responsable de la liaison de la TM avec la PC, ne corrige pas l’incapacité de la TM porcine à 

activer la PC et inversement, la TM humaine avec un domaine EGF4 porcin conserve encore sa capacité à 

activer la PC humaine.   Les différentes permutations de domaines EGF réalisées dans notre étude, 

mettent en avant le domaine EGF-5 comme étant le déterminant critique de l’incompatibilité moléculaire 

bien qu’il soit le domaine le plus conservé parmi les domaines EGF 4, 5 et 6. La seule différence notable 

entre le domaine EGF-5 porcin et son homologue humain est le remplacement d’un important résidu 

d’acide glutamique en position 408 avec une glutamine (Nagashima et al. 1993; Wood et al. 2000). Il est 

intéressant de noter que la TM de rat et de chien présente également une glutamine en cette position. 

Hors deux études sur la spécificité moléculaire d’espèce de la TM ont montré que la TM soluble humaine 
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conservait une activité anticoagulante in vivo chez le rat et le chien par sa capacité à fixer la thrombine 

endogène (Hasegawa et al. 1996; Kaneko et al. 2000)  mais était incapable d’activer la protéine C in vitro 

(Mohri et al. 1997). Les auteurs concluaient que la spécificité moléculaire d’espèce de la TM humaine chez 

le rat n’était pas attribuable à l’interaction entre la TM humaine et la thrombine du rat mais à l’interaction 

entre les trois composants du complexe TM humaine/ thrombine et PC du rat. En effet, le mécanisme 

précis de cette barrière moléculaire ne semble pas être un problème de réarrangements allostériques 

structurels  du site actif de la thrombine  induit par sa liaison avec la TM mais plutôt un problème 

d’orientation des sites actifs au sein de la TM. Fuentes- Prior, dans une analyse  d’une structure 

cristallinienne du complexe thrombine α et domaines EGF456, a montré que les domaines EGF45 fixaient 

leur substrat de telle manière que le site d’activation de la protéine C était présenté de manière optimale 

au site actif de la thrombine sans provoquer de réarrangement allostériques de la thrombine(Fuentes-

Prior et al. 2000). Ainsi, l’ensemble de ces résultats et ceux de notre étude nous suggèrent que 

l’incompatibilité de la  voie  de la protéine C  dans une combinaison porc- primate est due à une 

présentation inadaptée du site de clivage de la protéine C au site actif de la thrombine humaine par la TM 

porcine en raison d’une configuration dimensionnelle différente du domaine EGF5 porcin par rapport à la 

TM humaine. Cette  différence architecturale pourrait être provoquée par le remplacement de l’acide 

glutamique en position 408 chez l’homme par une glutamine chez le porc. La création d’une TM porcine 

mutante avec un acide glutamique à la place d’une glutamine en position 408 confirmerait notre 

hypothèse. 

Le dernier enjeu important soulevé par cette étude est de savoir quels sont  les moyens disponibles pour 

corriger cette incompatibilité d’espèce à l’origine d’un déficit local en PC activée au niveau du 

xénogreffon. Plusieurs moyens thérapeutiques sont à envisager pour corriger cette carence en PCa. Le 

premier pourrait être une supplémentation de la forme active de la PC. Cette approche a déjà été réalisée 

avec succès dans un modèle ex-vivo de rein porcin (Ramackers et al. 2008). La survie des xénogreffons 

perfusés avec du sang humain associé à un inhibiteur du complément était de 126 ± 78 min et était 

prolongée  à 240 min après addition de PCa. L’ajout de PCa s’accompagnait aussi d’une diminution 

significative des taux en  D-dimer et en complexes thrombine- antithrombine. Cette carence en PCa 

pourrait être également corrigée par l’administration de TM soluble comme l’a démontré Shiraishi et al. 

dans un modèle de perfusion ex-vivo de foie de porc (Shiraishi et al. 2001) où l’injection de TM soluble 

induisait une augmentation des taux en PCa et améliorait significativement la microcirculation hépatique. 

Cette approche pharmaceutique est cependant irréalisable chez l’homme en raison du risque 

hémorragique trop important qu’induirait  l’injection de PCa ou de TM soluble au décours d’une 

intervention chirurgicale.  Une autre approche mieux ciblée pour suppléer ce déficit local en PCa serait de 

créer des animaux transgéniques pour la TM humaine. Cette stratégie a été développée par le Dr. Karen 



151 

 

Dwyer dans le département d’immunologie de l’hôpital de St Vincent où une souris transgénique pour la 

thrombomoduline humaine a pu être obtenue. Les animaux exprimant le transgène pour la TM ne 

présentaient pas de complications hémorragiques lors des parturitions et lors des manipulations de 

routine. Cependant, ces souris avaient un temps de saignement prolongé et un phénotype plus résistant 

aux thromboses veineuses par rapport à des souris non-transgéniques (Nandurkar H 2007). La génération 

de porcs multi-transgéniques exprimant notamment la TM humaine est en cours d’obtention dans 

plusieurs équipes dont notamment le département d’immunologie de l’hôpital de St Vincent à Melbourne  

(résultats non montrés). Le choix d’un autre transgène pourrait être également possible afin d’améliorer 

l’activation de la PC. Il s’agit de l’EPCR qui est un récepteur jouant un rôle primordial dans l’activation de 

la PC puisque celle-ci est améliorée d’un facteur 20 in vivo lorsque la protéine C se fixe sur le récepteur 

EPCR  (Stearns-Kurosawa et al. 1996; Fukudome et al. 1998; Taylor et al. 2001) au niveau de l’endothélium 

vasculaire. Cependant, la spécificité d’espèce de l’EPCR n’avait pas encore été étudiée dans un contexte 

de l’EPCR. Aucune étude n’avait recherché  si l’EPCR porcin était capable de fixer la PC humaine et de 

présenter efficacement la PC au complexe TM porcine-Thrombine humaine.  

Afin d’explorer cette voie potentiellement  compensatrice  d’activation de la PC, l’étape suivante de mon 

travail de recherche a été de séquencer l’EPCR porcin et d’en étudier les propriétés physiologiques dans 

une combinaison porc- primate. 
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V. PROJET III: Etude in vitro des troubles de la coagulation en 
Xénotransplantation : Rôle de l’Endothelium Protein C Receptor 

(EPCR) dans une combinaison porc-primate  
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V.1 CLONAGE DE L’ADNC DU GENE PORCIN CODANT POUR L’EPCR 
 

Ce travail a été réalisé en collaboration avec le Dr Chris Moran. 

V.1.1 AMPLIFICATION A PARTIR D’AMORCES DEGENEREES 
 

De l’ARN total de poumon porcin a été utilisé comme source d’ARN codant pour l’EPCR porcin en utilisant 

les paires d’amorces suivantes F1/R1, F1/683, F1/734, 195/R1, 195/683, 195/734, 440/R1, 440/683 et 

440/734. Plusieurs amplicons de taille attendue ont été générés en utilisant les amorces 440/R1, 440/683 

et 440/734 (Figure 39). 

 

 
 

Figure 39 : Amplification de l’ADNc de l’EPCR porcin. Plusieurs fragments de taille attendue ont été isolés à partir 
d’ADNc de poumon porcin. (H : ADNc humain à partir de cellules EAhy926, P : ADNc porcin, W : pas d’ADNc).  Les 
amorces sens sont listées sur la première ligne du gel et les amorces anti-sens sur la 2

ème
 ligne. 

 

Le fragment amplifié avec l’amorce humaine R1 et l’amorce dégénérée 440 a été liée dans le vecteur 

pGEM-T easy vector pour être séquencé. Ce fragment présentait une homologie de 87% avec l’EPCR bovin 

avec 288/331 pb identiques. 

V.1.2 AMPLIFICATION DES EXTREMITES DE L’ADNC DE L’EPCR PORCIN 
 

V.1.2.1 Par méthode Marathon RACE et SMART RACE 
 

Des amorces spécifiques de gène (GSPs) ont été conçues à partir du premier fragment d’EPCR porcin 

amplifié. Malgré l’utilisation de plusieurs systèmes enzymatiques (Taq, Expand system, Failsafe system, 

Advantage cDNA system et Advantage 2 system) et de plusieurs programmes PCR, aucune amplification 

des extrémités de l’ADNc de l’EPCR porcin n’a été possible en utilisant ces deux méthodes d’amplification 

RACE et différentes amorces GSPs. 
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Le séquençage de l’ADNc de l’EPCR porcin a été finalement possible en utilisant une nouvelle amorce 

5’EPCR 0 qui a été conçue juste en amont du codon start et en utilisant EGSP1B ou EGSP1C comme 

amorces reverses (Figure 40). 

 
 

Ces fragments ont été directement liés dans pGEM-T Easy pour séquençage. Les fragments issus des 

amorces 5’ EPCR 0/ EGSP1B ou 5’EPCR 0/ EGSP1C partageaient 87% d’homologie sur 703 pb (612/703) 

avec l’EPCR bovin. Grace au séquençage de ces derniers fragments, l’ADNc de l’EPCR porcin était isolé 

depuis le codon start jusqu’à l’extrémité 3’. Néanmoins, comme la séquence dérivée de l’amorce 5’EPCR 0 

incluait le codon start, il a été décidé de poursuivre plus en amont le séquençage du gène. 

V.1.2.2 Amplification de l’extrémité 5’non translatée de l’EPCR 
porcin 

 

De nouveaux primers spécifiques de la région 5’ non translatée de l’EPCR bovin et humain ont été créés : 

5’ hEPCR UTR (5’hUTR) et 5’ bEPCR UTR (5’ bUTR). L’utilisation de ces amorces avec les amorces 683 ou R1 

a permis l’amplification de plusieurs fragments (Figure 41). 

 
 

Figure 40 : Amplification de l’EPCR porcin 
en utilisant l’amorce 5’ EPCR 0 et EGSP1B 
et EGSP1C comme amorce « reverse ». 

Figure 41 : Amplification 
de la région 5’ non 
translatée de l’EPCR 
porcin en utilisant les 
amorces hUTR, bUTR avec 
les amorces 683 ou R1. 
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Le fragment amplifié à partir de la combinaison d’amorces R1-hUTR a été séquencé et a révélé qu’il 

partageait 86% d’identité sur 768 pb avec l’EPCR bovin. 

 

V.2 ANALYSE ET CARACTERISATION DE L’ADNC DE L’EPCR PORCIN 
 

V.2.1 ANALYSE DES SEQUENCES NUCLEIQUE ET PROTEIQUE DE L’EPCR PORCIN 
 

L’ADNc de l’EPCR porcin amplifié comporte 1371 nucléotides avec un cadre de  lecture de 725 pb (Figure 

42 et Figure 43). 

 

 

 

 

 

La protéine porcine de l’EPCR est formée de 242 acides aminés avec un signal peptide potentiel de 18 

résidus déterminé par l’alignement avec les séquences de l’EPCR bovin, humain et murin et selon 

l’analyse informatique par SignalP 3.0, conduisant à une protéine mature de 224 acides aminés. La 

comparaison de l’EPCR porcin avec les autres espèces mammifères ainsi que l’analyse informatique par 

NetNGlyc 1.0 prédit 4 potentiels sites de N-glycolysation. Quatre résidus cystéines sont retrouvés dans la 

portion extracellulaire. 

 

 

 

 

 

Cadre de lecture de l’EPCR porcin
= 725 pb

Figure 42 : cadre de lecture et sites de 
digestion enzymatique de l’EPCR porcin 
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Figure 43 : Séquences nucléotidique et protéinique de l’EPCR porcin. La séquence protéinique attendue est située 
au dessus de la séquence nucléique et la position est indiquée sur la droite. Le surlignage à une ligne représente le 
signal peptide et le surlignage à deux lignes représente le domaine transmembranaire. Les résidus pour une 
éventuelle N-glycolysation sont encadrés. Les résidus cystéine extra-cellulaires sont encerclés. 

La recherche informatique de domaines conservés par le « NCBI Conserved Domain Search »(Marchler-

Bauer et al. 2003) place le domaine similaire au MHC I/CD1 entre les résidus 79 et 197, ce qui correspond 

également à la même localisation pour l’EPCR bovin, humain et murin. 
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V.2.2 HOMOLOGIES ENTRE ESPECES MAMMIFERES  
 

Le niveau d’homologie de l’EPCR porcin avec l’EPCR humain, bovin et murin est représenté dans le  

Tableau 10. 

 pEPCR hEPCR bEPCR 

hEPCR Identity 71.5%  

Similarlity 80.6% 

Gaps 1.7% 

bEPCR Identity 82.6% 71.8%  

Similarity 90.5% 81.7% 

Gaps 0.4% 1.4% 

mEPCR Identity 61.5% 65.7% 62.2% 

Similarity 76.5% 78.4% 76.8% 

Gaps 4.0% 4.1% 3.7% 

 

Tableau 10 : Niveaux d’homologies dans la séquence peptidique de l’EPCR porcin avec d’autres espèces 
mammifères (h : humain, b : bovin, m : murin, p : porcin). 

 
C’est avec l’espèce bovine que le porc partage la plus grande homologie pour l’EPCR avec 82,6% 

d’identités comme le démontre l’arbre phylogénique basé sur l’homologie de séquence protéique (Figure 

44). L’EPCR humaine partage 71,5% d’acides aminés identiques avec l’EPCR porcin. L’EPCR murin partage 

76,5% d’acides aminés similaires avec la molécule porcine mais il existe plusieurs différences entre les 

deux espèces. L’EPCR murin a quatre résidus de moins dans le signal peptide de 14 résidus et un acide 

aminé en moins dans la queue cytoplasmique mais il contient 5 résidus aminés supplémentaires dans sa 

portion extracellulaire. Ainsi, les portions extracellulaires de l’EPCR porcin, bovin et humain contiennent 

195 AA alors que la protéine murine 199. Comme pour le porc, il y a quatre possibles sites de N-

glycolysation dans l’EPCR humain et bovin. Un cinquième site existe cependant chez la souris. Les quatre 

résidus cystéines dans la région extracellulaire sont retrouvés également chez ces 3 espèces mammifères. 

 

 
 

Figure 44 : Arbre phylogénique de l’EPCR basé sur l’homologie de séquence protéique. 
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V.2.3 ANALYSE COMPARATIVE DE L’EPCR PORCIN AVEC L’EPCR HUMAIN 
 

Dans ce contexte de xénotransplantation, l’analyse comparative des séquences peptidiques de l’EPCR 

humain et porcin est d’un intérêt important pour rechercher d’éventuelles différences à l’origine 

d’incompatibilités entre la PC humaine avec l’EPCR porcin (Figure 45). 

 

pEPCR   1 MLTTLLPLLPLLFLPGWACSQKVSDGPRDLRMLQVSYFRSPSQVWYQGN  50 

          ||||   |||:|.|.|||.|||..|||.:.|.|||:||||.|..|||||| 

hEPCR   1 MLTT---LLPILLLSGWAFCSQDASDGLQRLHMLQISYFRDPYHVWYQGN  47 

 

pEPCR  51 ATLGGILTHVLEGPGHNVTIQQLQPLQEPESWELTKNSLEAYLKEFQGLV 100 

          |:|||.||||||||..|.||.|||||||||||..|::.|::||.:|.||| 

hEPCR  48 ASLGGHLTHVLEGPDTNTTIIQLQPLQEPESWARTQSGLQSYLLQFHGLV  97                               

 

pEPCR 101 QVVHQERGVAFPLIVRCLLGCELPPEGSRARVFFEVAVNGSSFMSFQPET 150 

          ::|||||.:||||.:||.||||||||||||.||||||||||||:||:||. 

hEPCR  98 RLVHQERTLAFPLTIRCFLGCELPPEGSRAHVFFEVAVNGSSFVSFRPER 147 

          ** 

 

pEPCR 151 ASWMARPQAASRVVTYTVEQLNKYNRTRYELREFLQDTCVQYVQKHITTH 200 

          |.|.|..|..|.|||:|::|||.||||||||||||:|||||||||||:.. 

hEPCR 148 ALWQADTQVTSGVVTFTLQQLNAYNRTRYELREFLEDTCVQYVQKHISAE 197 

                         * 

 

pEPCR 201 NLKGSQTGRSYTPLVLGILVGCFIIAGVALCIFLYVGGRRRC 242 

          |.|||||.||||.||||:|||.|||||||:.|||..|| ||| 

hEPCR 198 NTKGSQTSRSYTSLVLGVLVGSFIIAGVAVGIFLCTGG-RRC 238 

 

Figure 45 : Alignement des séquences protéiques de l’EPCR porcin avec l’EPCR humain. Le signal peptide est 
souligné par une ligne et le domaine similaire au CMH I/CD1 par un double soulignage. Le domaine 
transmembranaire est souligné par des tirets. Les AA essentiels pour la fixation de la PC sont coloriés en gris et les 
mismatches important pour cette liaison sont indiqués par un astérisque sous les séquences. 

 

L’alignement de la séquence nucléique constituée de 1369 nucléotides de l’EPCR porcin avec les 1336 pb 

de l’EPCR humain révèle 76,2% d’identités, avec 7,5% de gaps. L’homologie en terme d’AA identiques est 

de 71,5% pour la protéine entière et de 80,6% en en terme de similarité d’AA avec seulement 1,7% de 

gaps. Ces valeurs d’homologie atteignent 71,3% d’identité et 81% de similarité pour la région 

extracellulaire où aucun gap n’est retrouvé.  La région transmembranaire est quant à elle la région la plus 

conservée entre les deux espèces avec 81% d’AA identiques et 90% d’AA similaires alors que le niveau 

d’homologie de la queue cytoplasmique est de 62% avec 12 ,5% de gaps. Dans les 119 AA de la région 

extracellulaire de l’EPCR formant le domaine similaire au CMH I/CD1, le niveau d’homologie est de 72,3% 

en termes d’identité et de 84,9% en termes de similarité d’AA sans aucun gap retrouvé. Ce  domaine 
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correspond également au site de fixation de l’EPCR pour le domaine Gla de la PC. Sur les 10 résidus 

essentiels pour la liaison avec la PC humaine, il y a 3 mismatches chez le porc mais ces modifications ne 

provoquent que des substitutions conservées (Figure 45).    

 

V.3 EXPRESSION ET ACTIVITE DE L’EPCR PORCIN DANS DES CELLULES TRANSFECTEES  
 

V.3.1 EXPRESSION DE L’EPCR PORCIN  

 

V.3.1.1 Amplification de l’ADNc de l’EPCR porcin 

 

L’amplification du cadre de lecture de l’EPCR porcin a été réalisée avec une taq polymérase de haute 

fidélité (Pfx) à partir d’ADNc de poumon porcin et avec les amorces 5’bEPCR/ pEPCR-R (Figure 46). 

 

 

Ce fragment PCR a ensuite été lié dans le vecteur pBlunt puis amplifié par Miniprep et Maxiprep. Le 

fragment obtenu après digestion de pBlunt-pEPCR par EcoRI a été lié dans le vecteur pIRES (BD 

Biosciences™) (Figure 46) puis amplifié par Miniprep et Maxiprep. Le vecteur ainsi obtenu, pIRES-pEPCR a 

servi comme vecteur d’expression de l’EPCR porcin. 

V.3.1.2 Expression de l’EPCR porcin par transfection et détection 
par FACS 

 

Des cellules COS-7 ont été transfectées pour l’expression transitoire de l’EPCR porcin en utilisant le 

vecteur pIRES-pEPCR. L’expression cellulaire a ensuite été évaluée par FACS en testant deux anticorps: un 

Ac primaire murin anti-EPCR humain (anti-CD 201 ) (BD Biosciences) et un Ac polyclonal anti-EPCR humain 

Figure 46 : Amplification PCR par la Pfx de l’ADNc de l’EPCR porcin (à gauche) et schématisation de 
son intégration dans le vecteur pIRES (à droite) 
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(Zymed Laboratories Inc). Aucune détection de la molécule porcine n’a été retrouvée par rapport aux 

cellules exprimant l’EPCR humain (Figure 47). 

 

 

Figure 47 : Détection par FACS de l’EPCR porcin par un Ac monoclonal anti-EPCR humain (anti-CD201) (A), par un 
Ac polyclonal anti-EPCR humain (B). Contrôle positif (C) avec des cellules exprimant l’EPCR humain. 

Cellules (exprimant pEPCR) seules 
Ac secondaire seul 
Anti-EPCR monoclonal   

Cellules (exprimant pEPCR) seules 
Ac secondaire seul 
Anti-EPCR polyclonal (12,5 µl) 
Anti-EPCR polyclonal (20µl) 
 

Cellules (exprimant hEPCR)+ 2ème Ac 
Cellules + Anti-hEPCR monoclonal 

A 

B 

C 
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V.3.2 MARQUAGE PAR L’EPITOPE « FLAG » DE L’EPCR PORCIN  
 

V.3.2.1 Amplification de l’EPCR-Flag porcin  
 

Etant donné l’impossibilité de détecter l’expression de l’EPCR porcin avec les Ac anti-EPCR humain 

disponibles à l’époque sur le marché et de la difficulté à produire un propre  Ac anti-EPCR porcin en 

laboratoire, nous avons décidé comme pour la TM porcine, de taguer la molécule avec un épitope Flag à 

son extrémité NH2 (Figure 48). 

 

Le cadre de lecture de l’EPCR porcin a été amplifié avec les amorces pEPCR-F2 et pEPCR-R2 qui intégraient 

dans leur séquence un site de clivage MluI. L’amplification PCR a été réalisée avec une Taq polymérase de 

haute fidélité Pfx avec ou sans Pfx enhancer (Figure 49). 

 

 

Ce fragment de PCR a ensuite été lié dans le vecteur pBlunt pour amplification par miniprep puis 

maxiprep. Après digestion du vecteur pBlunt-pEPCR par MluI, le fragment d’ADNc était lié dans le vecteur 

pBos-Flag pour permettre l’intégration de l’épitope Flag dans la séquence de l’ADNc de l’EPCR porcin. 

Comme pour le vecteur pBlunt, pBos-Flag-pEPCR a été amplifié par miniprep et maxiprep.  

 

 

pEPCR

Flag

Figure 49 : Amplification PCR de l’EPCR 
porcin avec les amorces pEPCR-F2 et 
pEPCR-R2 afin d’intégrer un site MluI à 
chaque extrémité du cadre de lecture et 
en utilisant différentes concentration de 
Pfx enhancer (résultats en duplicat). 

Figure 48 : Schématisation du marquage 
Flag de l’EPCR porcin. 
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V.3.2.2 Détection de l’EPCR porcin marqué par l’épitope Flag. 
  

Des cellules COS-7 ont été transfectées par électroporation avec le vecteur pBos-pEPCR-Flag. L’épitope 

Flag a été détecté par FACS en utilisant un Ac monoclonal anti-Flag (WEHI monoclonal laboratory, 

Bundoora, Australia) (Figure 50). L’expression cellulaire de l’EPCR-porcin-Flag était facilement détectée 

alors que ces mêmes cellules étaient bien entendues non reconnues par l’Ac monoclonal anti-EPCR 

humain  (Figure 50). 

 

 

V.3.3 ETUDE DE LA LIAISON DE LA PROTEINE C HUMAINE AVEC L’EPCR PORCIN 
 

V.3.3.1 Mise au point d’une méthode détectant la liaison de la PC 
sur l’EPCR 

 

Afin d’étudier la fixation de la PC sur l’EPCR, nous avons mis au point une méthode expérimentale 

cellulaire utilisant des cellules Eahy 926  comme cellules témoins exprimant fortement  l’EPCR (Figure 51) 

Figure 50 : Détection par FACS de 
l’expression cellulaire de l’EPCR-
Flag porcin par un Ac anti-flag 
(en haut) et par l’Ac monoclonal 
anti-CD201 (en bas). 
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et en incubant ces cellules avec de la PC humaine à différentes concentrations. Grâce à la stabilité de la 

liaison PC-EPCR et à des conditions expérimentales favorables à la stabilité de cette liaison (tampon HBSS, 

température en air ambiant), nous avons pu détecter  la présence de PC sur les cellules par FACS en 

utilisant un Ac monoclonal de souris anti-protéine C humaine (AntibodyShop). La schématisation de cette 

méthode est représentée par la Figure 52 et les résultats par FACS sont indiqués dans la Figure 53. 

 

 

 

 

hEPCR

Eahy926 Cells

hPC

hEPCR

Eahy926 Cells

hPC

Ac Anti-Proteine C 

hEPCR

Eahy926 Cells

hPC

Figure 52 : Schématisation de la détection de la fixation de la PC sur l’EPCR 
par une méthode cellulaire et par FACS. 

Figure 51 : Vérification de l’expression cellulaire de l’EPCR humain dans les 
cellules Eahy par FACS  
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V.3.3.2 Etude par FACS de la liaison PC humaine – EPCR porcin 
 

Après avoir mis au point la méthode, nous avons étudié dans les mêmes conditions expérimentales, la 

fixation de la PC humaine sur des cellules COS-7 exprimant l’EPCR-Flag porcin.  Les résultats ont montré 

que l’EPCR porcin pouvait fixer  la PC humaine à un niveau similaire obtenu avec l’EPCR humain et cela 

quelque soit la concentration en PC (0,3 mM à 0.9mM) (Figure 54).  

 

V.4 CO-EXPRESSION IN VITRO ET ACTIVITE DU COMPLEXE  TM/EPCR  
 

Figure 53 : Détection par FACS de la PC humaine après sa fixation sur des cellules Eahy 926. La 
fixation de la PC humaine a été testée à différentes concentration (0,3mM, 0,6 mM et 0,9 mM). 

Figure 54 : Détection par FACS de la fixation de la PC humaine sur des cellules exprimant l’EPCR porcin. 
Les 3 courbes représentent 3 concentrations différentes de PC (0 .3 mM ; 0.6mM et 0.9 mM). 
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La liaison PC humaine-EPCR porcin ne paraissait donc pas être également impliquée dans l’incompatibilité 

de la voie de la protéine C. Il restait alors à tester la fonctionnalité de cette liaison dans le mécanisme 

d’activation de la protéine C humaine en co-exprimant les deux molécules simultanément. 

V.4.1 CO-EXPRESSION IN-VITRO DE L’EPCR PORCIN ET DE LA TM PORCINE 
 

Des cellules COS-7 ont été transfectées simultanément par électroporation en associant deux vecteurs 

pBOS-Flag-pTM et pIRES-pEPCR. Seule la TM porcine était marquée par l’épitope flag afin d’être certain 

que la détection de cette épitope par FACS avec l’Ac anti-Flag ne correspondait qu’à la TM et non pas 

également à l’expression de l’EPCR-flag porcin.  L’expression de la molécule EPCR porcine non marquée 

était quant à elle vérifiée en évaluant la fixation de la PC humaine sur ces cellules par FACS. 

Parallèlement, une double transfection utilisant le vecteur pBos-Flag de la TM porcine avec l’EPCR humain 

était  également réalisée. L’expression de l’EPCR humain était évaluée par FACS avec l’Ac anti-CD201. La 

quantité de plasmides utilisés lors de ces co-transfections était diminuée de moitié afin d’atténuer le 

risque cytotoxique lié à une quantité trop importante d’ADNc plasmidique. 

 

V.4.2 FONCTIONNALITE DU COUPLE TM-EPCR PORCINS DANS L’ACTIVATION DE LA 

PROTEINE C HUMAINE 
 

Nous avons utilisé pour ces cellules qui co-exprimaient la TM porcine et l’EPCR porcin ou l’EPCR humain 

les mêmes conditions expérimentales que pour l’étude de l’activation de la PC humaine par la TM 

porcine. Ainsi, alors que la TM porcine ne permettait d’activer seulement 10% de la PC humaine par 

rapport à la TM humaine, la co-expression de la TM porcine avec l’EPCR porcin ou humain permettait 

d’obtenir des taux d’activation en PC nettement supérieurs (Figure 55), bien que difficilement 

quantifiables  et non comparables aux résultats obtenus avec la TM seule en raison de l’utilisation d’une 

quantité moindre d’ADNc et de deux vecteurs de niveaux d’expression cellulaire différents. Le vecteur 

pBos-Flag semble en effet  induire un niveau d’expression plus puissant que le vecteur pIRES (résultats 

non montrés).  
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V.5 DISCUSSION 
 

L’obtention d’une activation significative de la PC humaine par la TM porcine grâce à une co-expression 

associée de l’EPCR représentait pour nous une véritable avancée dans la compréhension de la 

physiopathologie de l’incompatibilité moléculaire d’espèce et surtout une voie d’approche pour vaincre le 

déficit en PCa. Même si le niveau d’activation de la PC était difficilement quantifiable et comparable aux 

résultats obtenus avec la TM porcine seule en raison de conditions expérimentales différentes,  on avait 

de manière évidente une activation possible de la PC humaine par la TM porcine grâce à la surexpression 

associée de l’EPCR. D’un point de vue moléculaire, c’était une confirmation indirecte de la fixation 

possible de la thrombine humaine par la TM porcine car l’EPCR seul ne peut activer la protéine C si la 

thrombine n’est pas liée à  la TM. L’apparition d’une activation possible de la PC humaine par la TM 

porcine s’expliquait donc à la fois par la fixation de la thrombine sur la TM et par l’augmentation de 

l’affinité de la PC au complexe TM-Thrombine par l’EPCR. En effet, l’activation de la protéine C est 

améliorée d’un facteur  4 à 8 in vitro (Stearns-Kurosawa et al. 1996) et d’un facteur 20 in vivo lorsque la 

protéine C se fixe sur le récepteur EPCR  grâce à une augmentation de l’affinité de la protéine C au 

complexe thrombine-TM permise par la fixation de la PC à l’EPCR (Stearns-Kurosawa et al. 1996; 

Fukudome et al. 1998; Taylor et al. 2001). Cette augmentation est également dépendante de la 

concentration en EPCR même si sa concentration  est en excès par rapport à la TM (Taylor et al. 2001). 
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Figure 55 : Activation de la PC par la TM porcine seule ou en association avec 
l’EPCR porcin ou humain. Détection par spectophotométrie (Spectrozyme 
essay) 
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Comme l’avait montré Fuentes dans une structure cristallinienne du complexe thrombine – TM-EGF456, 

la TM sert à fixer la PC pour que son site actif soit idéalement présenté au site actif de la thrombine afin 

d’être activé. Cette présentation optimale de la PC humaine au site actif de la thrombine qui ne pouvait 

être obtenue par la TM porcine seule, semblait ainsi être améliorée par la fixation de la PC à l’EPCR. 

 Les premières études in vitro de l’EPCR porcin n’ont pas mis en évidence de spécificité d’espèce 

concernant cette molécule puisque l’EPCR porcin fixait la PC humaine de la même manière que l’EPCR 

humain et que son expression permettait l’activation de la PC humaine par la TM  porcine, à un niveau 

plus faible cependant par rapport à la TM humaine.  

Sur-exprimer l’EPCR avec la TM porcine représentait donc une solution possible pour vaincre ou améliorer 

l’incompatibilité moléculaire de la voie de la protéine C en xénotransplantation. Nous avions donc assez 

d’arguments scientifiques pour générer un animal transgénique sur-exprimant l’EPCR. Le premier modèle 

animal devait être une souris transgénique pour des raisons de facilités d’obtention par rapport à un porc 

transgénique et par la facilité à tester les propriétés physiologiques d’un tel animal dans plusieurs 

modèles expérimentaux  in vivo. Le choix sur l’origine d’espèce du transgène ne semblait pas avoir de 

conséquences sur les propriétés physiologiques d’un tel animal en raison de l’apparente absence de 

spécificité moléculaire d’espèce de l’EPCR. Cependant choisir l’EPCR humain permettait de mieux détecter 

le transgène par rapport à la molécule native, d’autant plus qu’il était connu que l’EPCR humain fixait 

également la PC de souris (Li et al. 2005).  Au vue des propriétés anti-inflammatoires et anti-apoptotiques 

jouées par la PCa via l’EPCR, nous pouvions espérer obtenir d’autres bénéfices qu’une simple prévention 

de troubles de l’hémostase liés à un déficit en PC.  

A cette époque, aucun animal transgénique sur-exprimant l’EPCR n’était connu de la littérature et nous 

ne savions pas si ce transgène était compatible avec une embryogénèse normale et avec un phénotype 

normal sans risque hémorragique élevé en raison du risque prononcé d’activation de la PC. Nous étions 

également conscients qu’il serait difficile de mimer une combinaison porc- primate avec une souris 

transgénique mais c’était un moyen fiable d’évaluer la viabilité du transgène et d’en explorer certaines 

propriétés physiologiques en testant notamment la souris dans des modèles expérimentaux de 

thrombose ou d’ischémie reperfusion.   De plus, avec l’existence dans notre laboratoire d’une souris 

transgénique pour la TM humaine, nous avions l’espoir de pouvoir croiser ces deux lignées de souris afin 

d’obtenir des souris transgéniques pour la TM et l’EPCR. La TM humaine étant incompatible avec la 

thrombine du rat, il nous semblait possible de mettre au point un équivalent d’incompatibilité 

moléculaire comme entre le porc et le primate, en réalisant des xénogreffes hétérotopiques de cœur de 

souris chez le rat et en testant initialement des organes transgéniques pour la TM humaine puis des 

organes transgéniques pour la TM humaine et l’EPCR.   
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VI. PROJET IV : Etude in vivo des troubles de la coagulation en 
Xénotransplantation: Génération d’une souris transgénique pour la 

molécule humaine EPCR 
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VI.1 ELABORATION DU PLASMIDE POUR MICRO-INJECTIONS 
 

VI.1.1 EXPRESSION IN VITRO DE L’EPCR HUMAIN 
 

La séquence nucléotidique contenant le cadre de lecture de l’EPCR humain a été amplifiée en utilisant les 

amorces hEPCR-F3 et hEPCR-R3 afin d’intégrer deux sites de digestion SpeI et MfeI à chaque extrémité.  

L’amplification a été possible en utilisant une enzyme de haute fidélité Pfx (Invitrogen™) et le programme 

JCFG55PF. Le produit obtenu était de 0.7 Kb (Figure 56). 

 

Après purification, le fragment amplifié a été lié dans un vecteur plasmidique, pCR-Blunt pour séquençage 

et amplification par mini-prep et maxi-prep (Figure 57). 

 

L’insert a ensuite été libéré  après digestion enzymatique par SpeI  pour ensuite être lié dans un autre 

vecteur plasmidique pEF-BOS vecteur (sans la séquence flag). Après amplification par mini et maxiprep de 

ce vecteur,  l’expression cellulaire a été  vérifiée en transfectant des cellules COS-7 avec pEF-Bos-hEPCR 

par électroporation. Après 24h en culture, les cellules transfectées étaient incubées avec un anticorps 

Figure 56 : Amplification PCR du cadre de 
lecture de l’EPCR humain avec les 
amorces hEPCR-F3 et hEPCR-R3. 

Figure 57 : Cartographie du vecteur pCR-
Blunt-hEPCR 
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monoclonal anti-EPCR humaine (CD201) (BD Biosciences) puis avec un anticorps secondaire FITC de rat 

(1/100) pour une analyse par cytométrie de flux (Figure 58).  

 

 

 

 

VI.1.2 PREPARATION DU PLASMIDE  H2KB-HEPCR POUR MICRO-INJECTION 
 

Après digestion de pBOS-hEPCR par Eco-RI pour libérer l’insert,  le fragment obtenu a été intégré dans le 

site Eco-RI du vecteur murin H-2Kb contenant un TCRα enhancer, un promoteur CMH de classe I, un 

intron hybride et un signal SV40 retard de polyadénylation (Figure 59).  Ce vecteur avait déjà été utilisé 

dans le laboratoire pour l’expression de plusieurs gènes dont CD55 et CD59 humains chez la souris et le 

porc, avec un large niveau d’expression  particulièrement fort au niveau de l’endothélium vasculaire 

(Cowan et al. 2000). Les différents clones obtenus ont été sélectionnés après contrôle de la bonne 

présence de l’insert et de sa bonne orientation dans le plasmide. Le plasmide a été nommé H2Kb-hEPCR. 

Le fragment compris entre le promoteur, l’intron, l’ADNc de l’EPCR humain et le signal de polyadénylation 

a été excisé de la colonne plasmidique après une double digestion par XhoI et Not I. Le fragment obtenu 

était ensuite purifié et dilué à une concentration de 10 ng/µl pour les micro-injections dans des ovocytes 

de souris fertiles CBA/ C7B16 F1. 

Les micro-injections étaient réalisées au sein même de l’équipe par Mme Helen Barlow, du laboratoire de 

recherche d’immunologie de l’hôpital St Vincent.  

Figure 58 : Détection par FACS de l’expression cellulaire de l’EPCR humain après 
transfection de cellules COS-7 par pBos-hEPCR afin de vérifier l’intégrité du transgène 
avant  micro-injection 
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VI.2 NAISSANCE ET DEPISTAGE DES SOURIS TRANSGENIQUES POUR L’EPCR HUMAIN 
 

VI.2.1 PHENOTYPE DES SOURICEAUX 
 

Aucun effet délétère direct du transgène n’a été remarqué au cours des grossesses. Les portées 

semblaient normales sans augmentation du nombre de mort in-utéro ou après la naissance. Le phénotype 

des souriceaux semblait normal. Vingt- sept souris ont été obtenues après une série de plusieurs micro-

injections et ont été dépisté pour la présence du transgène.  

VI.2.2 DEPISTAGE DU TRANSGENE PAR PCR 
 

La présence du transgène a été dépistée par PCR, à partir d’ADN génomique obtenu de la queue de 

l’animal.  Sur 27 souris nées après micro-injection, 7 ont été retrouvées porteuses du transgène (Figure 

60). 

Figure 59 : Cartographie du plasmide 
H2Kb-hEPCR utilisé lors des micro-
injections. 
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VI.2.3 EXPRESSION DE L’EPCR HUMAIN SUR LES CELLULES SANGUINES PERIPHERIQUES 
 

Le promoteur H-2Kb produit une expression du transgène largement répandue à tous les tissus et aux 

cellules sanguines circulantes de la lignée blanche (Cowan et al. 2000). L’expression de l’EPCR humain a 

donc été recherchée par cytométrie de flux à partir de leucocytes prélevés chez les souris dont le 

transgène était détecté par PCR en utilisant un Ac anti-CD201 humain (EPCR) conjugué. Sur les 7 souris 

porteuses du transgène, 5 exprimaient l’EPCR humain à des niveaux d’expressions différents (Figure 61).  

Figure 60 : Dépistage par PCR de la 
présence dans le génome des souris 
du transgène hEPCR.  

Contrôles positifs 
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Seules les trois souris les plus « expresseurs » (Figure 61) ont été maintenues en vie  (JCR 1332.3, JCR 

1336.5 et JCR 1333.2) pour élevage et génération de lignées transgéniques (Figure 62).  

L’expression et l’incorporation du transgène paraissait n’avoir aucun impact sur la fertilité des males et 

des femelles qui avaient des portées considérées comme normales de 3 à 9 souriceaux. La première 

génération appelée « génération A » a été dépistée en cytométrie de flux. Le transgène était transmis de 

manière autosomique dominante. 

 

 

 

Figure 61 : Dépistage de l’expression de l’EPCR humain chez les 7 souris porteuses du 
transgène. Cinq souris exprimaient la molécule à des niveaux différents. Les animaux les plus 
expresseurs étaient les souris JCR 1332.3 (++++), JCR 1333.2 (++) et JCR 1336.5 (+++). 
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Figure 62 : Répertoire des différentes lignées de souris transgénique après micro-injection pour l’EPCR humain. 

 

 

 

 

 

Parents Mouse # coat sex genotype phenotype

colour PCR FACS

JCR #1330 1 Bl F NEG NEG CULL

2 Bl F +ve POS + BREED x1 litter

3 Bl F +ve POS ++ BREED x1 litter

4 Bl M NEG NEG CULL

5 Bl M NEG NEG CULL

JCR #1331 1 Bl F NEG NEG CULL

2 Bl F NEG NEG CULL

3 Bl F NEG NEG CULL

4 Bl F NEG NEG CULL

5 Bl M NEG NEG CULL

6 Bl M +ve NEG CULL

JCR #1332 1 Bl M NEG NEG CULL

2 Bl M NEG NEG CULL

3 Bl M +ve POS++++ BREED x3 litters, then keep mating 2 wkly

JCR #1333 1 Bl F NEG NEG CULL

2 Bl F +ve POS ++ BREED x1 litter

3 Bl M NEG NEG CULL

4 Bl M NEG NEG CULL

5 Bl M NEG NEG CULL

6 Bl M NEG NEG CULL

JCR #1335 1 Bl F NEG NEG CULL

2 Bl M +ve NEG CULL

JCR #1336 1 Bl F NEG NEG CULL

2 Bl F NEG NEG CULL

3 Bl M NEG NEG CULL

4 Bl M NEG NEG CULL

5 Bl M +ve POS +++ BREED x1 litter
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VI.3 PHENOTYPAGE DES SOURIS TRANSGENIQUES POUR L’EPCR HUMAIN 
 

VI.3.1 EXPRESSION TISSULAIRE DE L’EPCR HUMAIN 
 

VI.3.1.1 Détection Immunohistochimique 
 

L’expression tissulaire du transgène a été analysée par immunohistochimie dans le cœur, le rein, le 

poumon et le foie. Des biopsies issues d’animaux non transgéniques étaient utilisées comme contrôles 

négatifs (Figure 63). 
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Figure 63 : Marquage du transgène EPCR humain par immuno-histochimie 
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VI.3.2 CARACTERISTIQUES PHYSIQUES DE LA SOURIS TRANSGENIQUE POUR L’EPCR 

HUMAIN 
 

Les souris transgéniques étaient similaires au phénotype sauvage des souris de même lignée en termes de 

poids, d’activité et de fertilité. L’examen macroscopique des organes internes ne révélait aucune 

différence morphologique, en   poids ou en taille. Il n’y avait pas de complications hémorragiques plus 

fréquentes lors des parturitions chez les femelles ou lors des procédures de routine telles  que le 

prélèvement de sang au niveau orbitaire ou au niveau de la queue des animaux. 

 

VI.3.3 PARAMETRES HEMATOLOGIQUES 
 

Les paramètres biologiques étaient tous dans des valeurs normales par rapport à des animaux non- 

transgéniques. 

 

VI.3.4 TEST D’AGRÉGATION PLAQUETTAIRE 
 

Les plaquettes s’aggrègent normalement lorsqu’elles sont exposées à des stimuli tels que l’ADP ou le 

collagène. Cette agrégation plaquettaire peut être analysée ex-vivo en utilisant un agrégomètre 

chromogénique  à lumière transmise. Ce système enregistre la transmission de lumière au travers d’un 

échantillon et cette transmission augmente dès que les plaquettes s’aggrègent. En réponse à des stimuli, 

les plaquettes modifient leur morphologie et commencent à s’agréger. C’est l’agrégation primaire. Cette 

étape initiale est accélérée par la libération d’ADP intracellulaire, à l’origine d’un rebond secondaire dans 

l’agrégation plaquettaire. 

Pour examiner l’agrégation plaquettaire de la souris H2kB-hEPCR par rapport à des souris non- 

transgéniques, des plaquettes issues d’animaux transgéniques et non-transgéniques ont été prélevées 

puis lavées et resuspendues à une concentration de 2x105/µl dans une solution riche en calcium et 

fibrinogène. Les plaquettes issues de souris transgéniques présentaient une agrégation normale et une 

réponse adaptée à l’ADP par rapport à des souris normales (Figure 64). 
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VI.3.5 TEMPS DE SAIGNEMENT  
 

La principale fonction de la paroi artérielle d’un vaisseau intact est de contenir le flux sanguin tout en 

prévenant la thrombose et l’agrégation plaquettaire. L’arrêt initial d’une hémorragie est le résultat de la 

vasoconstriction du vaisseau blessé et la formation d’un clou plaquettaire, suivi d’une activation de la 

cascade de la coagulation avec génération de fibrine. Bien que les souris transgéniques pour l’EPCR 

humain ne présentaient pas de tendance au saignement lors de procédures expérimentales de routine ou 

lors des parturitions, l’activation du système sympathique et la libération de catécholamines induisant 

une vasoconstriction sont des mécanismes de défense pouvant masquer une tendance hémorragique. 

Ainsi, pour examiner l’impact de l’EPCR sur l’hémostase en dehors de ces mécanismes de défense, les 

temps de saignement ont été mesurés sur des souris anesthésiées afin d'inhiber la vasoconstriction 

induite par le système nerveux. L’extrémité de la queue des souris était sectionnée et suspendue au-

dessus de sérum physiologique à 37°C pour prévenir une vasoconstriction liée au froid et la durée du 

saignement était mesuré. Le temps de saignement a été étudié chez 6 animaux transgéniques pour l’EPCR 

humain. Le temps d’arrêt de saignement était significativement plus long chez les animaux transgéniques 

par rapport aux animaux sauvages (10,5 ± 4,3 min versus 2,25 ± 1,7 min p=0,001) (Figure 65). 

Figure 64 : Test d’agrégation plaquettaire de plaquettes issues 
d’animaux transgéniques pour l’EPCR humain (lignes bleue et noire) et 
non-transgéniques (lignes rouge et verte).  
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VI.4  RESISTANCE DE LA SOURIS TRANSGENIQUE POUR L’EPCR HUMAIN DANS UN 

MODELE  D’INDUCTION DE THROMBOSE EMBOLIQUE DE L’ARTERE PULMONAIRE 
 
 
Ces résultats ont été obtenu grâce au travail d’Eddy  Lee et Lisa Murray-Segal du département 

d’immunologie de l’hôpital Saint Vincent à Melbourne. 

La thrombose intra-vasculaire, qui est une lésion caractéristique des xénorejets, peut être induite 

expérimentalement en provoquant une agrégation plaquettaire par injection intraveineuse de collagène.  

Afin de déterminer si l’expression de l’EPCR humain pouvait conférer une protection vis-à-vis de la 

thrombose, du collagène seul ou en combinaison avec de l’ADP était administré par la veine jugulaire à 

des animaux transgéniques et non transgéniques. La dose létale minimale a été déterminée 

expérimentalement avec des souris non transgéniques et   selon les travaux de Favre et al (Fabre et al. 

1999). La concentration en ADP était constante à 200 µM.  La plus petite dose de collagène avec laquelle 

tous les animaux sauvages décédaient d’une embolie pulmonaire était  60 µg/ml. La procédure a été 

réalisée chez 9 souris sauvages et 8 souris transgéniques à la dose de 60µg/ml de collagène ainsi que chez 

4 animaux sauvages à la dose de 50 µg/ml. L’ensemble des paramètres expérimentaux et des résultats en 

terme de survie sont indiqués dans le Tableau 11 . 
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Figure 65 : Temps de saignement obtenu après section de la queue des 
animaux transgéniques pour l’EPCR humaine par rapport à des 
animaux non- transgéniques. 
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Souris phenotype Age sexe Poids (g) dose (µg) Début fin Survie 

JCR 1332-3 B:139 WT 73 f 21,2 0,6 10:49:00 10:54:00 00:05:00 

JCR 1332-3 C:112 WT 100 f 22,6 0,6 10:33:00 10:36:00 00:03:00 

JCR 1332-3 C:131 WT 86 f 20,7 0,6 11:47:38 11:52:15 00:04:37 

JCR 1332-3 C:154 WT 64 f 20,3 0,6 12:38:05 12:42:52 00:04:47 

JCR 1332-3 C:153 WT 64 f 20 0,6 01:07:41 00:00:00 >24hrs 

KA 1079-4 O:156 WT 73 f 20,2 0,6 09:49:50 00:00:00 >24hrs 

KA 1079-4 O:166 WT 73 f 20 0,6 10:07:40 10:11:10 00:03:30 

KA 1079-4 O:168 WT 73 f 22,3 0,6 09:44:03 09:46:40 00:02:37 

KA 1079-4 O:169 WT 73 f 21,1 0,6 09:33:44 09:36:41 00:02:57 

         

JCR 1332-3 C:122 EPCR het 89 f 22,2 0,6 10:21:30 00:00:00 >24hrs 

JCR 1332-3 C:132 EPCR het 86 f 04:48 0,6 10:36:30 00:00:00 >24hrs 

JCR 1332-3 C:130 EPCR het 86 f 20 0,6 11:58:40 00:00:00 >24hrs 

JCR 1332-3 C:123 EPCR het 89 f 21,3 0,6 12:10:17 12:13:18 00:03:01 

JCR 1332-3 C:141 EPCR het 74 f 20,5 0,6 12:21:30 00:00:00 >24hrs 

JCR 1332-3 C:136 EPCR het 86 f 20,3 0,6 12:33:24 00:00:00 >24hrs 

JCR 1332-3 C:163 EPCR het 66 f 21,7 0,6 12:49:18 00:00:00 >24hrs 

JCR 1332-3 C:164 EPCR het 66 f 20,4 0,6 12:55:57 12:58:33 00:02:36 

         

KA 1079-4 O:165 WT 73 f 20,7 0,5 09:57:48 00:00:00 >24hrs 

KA 1079-4 O:167 WT 73 f 19,1 0,5 10:14:31 10:17:17 00:02:46 

JCR 1332-3 B:137 WT 73 f 21,2 0,5 11:03 00:00:00 >24hrs 

JCR 1332-3 B:146 WT 57 f 21,9 0,5 11:10 00:00:00 >24hrs 

Tableau 11 : Conditions expérimentales du modèle d’induction de thrombose jugulaire. 

  
La survie obtenue dans le groupe transgénique a été significativement plus élevée par rapport au groupe 

sauvage (75% versus 22%) (Figure 66). 
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Figure 66 : Survie après 
induction d’une embolie 
pulmonaire chez des souris 
sauvages par rapport à des 
souris transgéniques pour 
l’EPCR humain. 
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VI.5 RESISTANCE DE LA SOURIS TRANSGENIQUE POUR L’EPCR HUMAIN DANS UN 

MODELE  D’ISCHEMIE- REPERFUSION RENALE 
 

Les phénomènes d’ischémie- reperfusion en transplantation d’organes sont à l’origine de nombreux effets 

délétères dont le mécanisme n’est pas allogéniquement dépendant. Ces lésions ont un rôle important à 

court et moyen termes dans la survenue des rejets aigus et chroniques. Ils induisent notamment des 

lésions d’apoptose initiées par le stress oxydatif. Il nous est donc paru important de déterminer si la 

surexpression de l’EPCR humain pouvait conférer une protection vis-à vis des conséquences délétères  

induites par  une ischémie- reperfusion rénale. Les conditions expérimentales appliquées dans cette 

étude ont été déterminées dans notre laboratoire afin d’induire constamment des anomalies biologiques 

et histologiques rénales chez des animaux sauvages. 

VI.5.1 EVALUATION DE LA FONCTION RENALE APRES ISCHEMIE- REPERFUSION 
 

Le temps d’ischémie appliqué au rein gauche était de 18 minutes et les mêmes conditions expérimentales 

étaient méticuleusement suivies dans les deux groupes de souris non-transgéniques  (n=14) et 

transgéniques (n=9). Un groupe contrôle (groupe sham) avec une procédure factice de clampage rénal a 

été réalisé avec 7 animaux non-transgéniques. Les conséquences de l’ischémie- reperfusion sur la 

fonction rénale étaient évaluées à la 24ème heure par le dosage sanguin de l’urée et de la créatinine. Les 

résultats pour chaque groupe sont représentés dans le Tableau 12.  

 
Souris non- 

transgéniques 

Créatinine 

(µmol/L) 

Urée 

(mmol/L) 
Age (sem) 

 

Souris hEPCR 

transgéniques 

Créatinine 

(µmol/L) 

Urée 

(mmol/L) 
Age (sem) 

1332-3 C:179 61 24,1 14,0 
 

1332-3 E:28 35 15,8 13,4 

JCR X KB B:26 94 32,9 13,4 
 

1332-3 E:18 54 21,9 13,7 

JCR X KB B:25 87 34,8 13,4 
 

1332-3 E:20 40 18,2 13,7 

JCR X KB B:30 81 34,2 13,4 
 

1332-3 D:150 45 18,2 13,9 

JCR X KB B:34 34 16,8 13,0 
 

1332-3 D:152 37 12,6 13,9 

1332-3 D:143 101 33,3 11,3 
 

1332-3 E:36 39 17,3 11,1 

1332-3 D:141 196 49,3 11,3 
 

1332-3 E:37 34 11,3 11,1 

1332-3 D:142 40 12,1 11,3 
 

1332-3 D:157 33 14,2 13,4 

JCR X KB B:37 114 41,6 13,0 
 

1332-3 E:39 34 14,2 11,1 

A2A x KA A:25 39 20,8 12,0 
     

A2A x KA A:32 101 33,9 12,0 
 

Groupe factice Créatinine 
(µmol/L) 

Urée 
(mmol/L) 

Age (sem) 

1332-3 E:35 68 31,9 11,1 
 

1332-3 C:180 29 11 14,0 

1332-3 E:50 44 21,3 9,4 
 

1332-3 D:149 30 8,4 10,7 

1332-3 E:51 39 16,7 10,3 
 

A2A x KA 
A:16 

38 11,5 14,0 

     
A2A x KA 

A:33 
30 8 11,0 

 

    
1332-3 C:206 28 10,6 11,1 

     
1332-3 E:49 30 10,8 10,3 

     
C57BL6#50 46 24,3 13,3 

Tableau 12 : Evaluation de la fonction rénale 24 
heures après ischémie- reperfusion rénale par la 
mesure des taux sanguins en urée et créatinine. 
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La créatininémie moyenne à 24 heures (Figure 67) était de 78,5 ± 43 µmol/l dans le groupe d’animaux 

non- transgéniques et de 39 ± 6,7 µmol/l dans le groupe des souris transgéniques pour l’EPCR humain 

(p=0,007). L’urémie moyenne à 24 heures (Figure 68) était de 28,8  ± 10,5 mmol/l dans le groupe non-

transgénique et de 16,0 ± 3,2 mmol/l dans le groupe hEPCR (p=0,001). 
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Figure 67 : Taux de créatininémie 24 heures après 
ischémie- reperfusion rénale. 

Figure 68 : Taux d’urée 24 heures après ischémie- 
reperfusion rénale 
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VI.5.2 EVALUATION HISTOLOGIQUE DES LESIONS D’ISCHEMIE- REPERFUSION 
 

Les lésions histologiques ont été évaluées par deux personnes indépendantes en double aveugle et selon 

un score lésionnel  qui reflétait le pourcentage de dommages histologiques observés dans le cortex, la 

jonction cortico-médullaire et la médulla. Le détail des scores observés pour chaque groupe d’animaux est 

représenté dans le Tableau 13.  

 

SHAM 
Créatinine  
(µmol/L) 

Score 
anapath 1 

Grade (0-4) 
Score 

anapath 2 
Grade (0-4) 

Moyennes des 
scores 

Grade (0-4) 

1332-3 C:180 29 20 2 10 1 15 2 

1332-3 D:149 30             

A2A x KA A:16 38 20 2 15 2 17,5 2 

A2A x KA A:33 30 10 1 3 1 6,5 1 

1332-3 C:206 28 25 2 15 2 20 2 

1332-3 E:49 30 15 2 0 0 7,5 1 

C57BL6#50 46 0 0 0 0 0 0 

WILDTYPE 
Créatinine  
(µmol/L) 

Score 
anapath 1 

Grade (0-4) 
Score 

anapath 2 
Grade (0-4) 

Moyennes des 
scores 

Grade (0-4) 

1332-3 C:179 61 75 3 75 3 75 3 

JCR X KB B:26 94 65 3 65 3 65 3 

JCR X KB B:25 87 75 3 60 3 67,5 3 

JCR X KB B:30 81 70 3 85 4 77,5 4 

JCR X KB B:34 34 45 3 40 3 42,5 3 

JCR X KB B:37 114 55 3 55 3 55 3 

A2A x KA A:25 39 60 3 60 3 60 3 

A2A x KA A:32 101 70 3 70 3 70 3 

1332-3 E:35 68 15 2 15 2 15 2 

1332-3 E:50 44 35 3 60 3 47,5 3 

1332-3 E:51 39 45 3 30 3 37,5 3 

hEPCR 
Créatinine  
(µmol/L) 

Score 
anapath 1 

Grade (0-4) 
Score 

anapath 2 
Grade (0-4) 

Moyennes des 
scores 

Grade (0-4) 

1332-3 E:28 35 40 3 40 3 40 3 

1332-3 E:18 54 60 3 60 3 60 3 

1332-3 E:20 40 25 2 15 2 20 2 

1332-3 D:150 45 20 2 30 2 25 2 

1332-3 D:152 37 70 3 70 3 70 3 

1332-3 E:36 39 30 2 15 2 22,5 2 

1332-3 E:37 34 15 2 5 1 10 1 

1332-3 D:157 33 5 1 5 1 5 1 

1332-3 E:39 34 25 2 30 2 27,5 2 

 
Tableau 13 : Scores histologiques des lésions post-ischémie reperfusion des trois 
groupes d’animaux (factice, sauvage et transgénique). 
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Les lésions histologiques étaient significativement plus importantes  dans le groupe des animaux non- 

transgéniques par rapport aux animaux transgéniques pour l’EPCR humain et le nombre des corps 

apoptotiques était plus élevé dans le groupe non- transgénique (Figure 69) (Figure 70). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 69 : Quantification des lésions histologiques et du nombre 
d’apoptose observées dans les 3 groupes d’animaux 24 heures après 
ischémie- reperfusion.  
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VI.6 DISCUSSION 
 

Initialement créée pour étudier et vaincre une incompatibilité moléculaire d’espèce, la génération d’une 

souris transgénique pour l’EPCR humain a montré que les caractéristiques d’un tel animal n’étaient pas 

seulement limitées à des propriétés anticoagulantes exclusives.  Tout comme Esmon qui a été le premier 

à identifier l’EPCR en 1994 (Fukudome et al. 1994) et  démontré que l’EPCR  était un  co-facteur 

d’activation de la protéine C ainsi qu’un régulateur de l’activité anti-inflammatoire de la PCa, notre souris 

transgénique montre également d’étonnantes fonctions anti-inflammatoires associées à ses propriétés 

anticoagulantes. Notre équipe de recherche n’est cependant pas la première à avoir conçue une telle 

souris puisque c’est l’équipe de Charles Esmon qui a obtenu en 2005 la première souris transgénique sur-

exprimant l’EPCR (Li et al. 2005), à la différence près que le promoteur Tie2 utilisé par Esmon dans son 

vecteur était un promoteur d’expression endothéliale spécifique et que l’ADNc était celui de l’EPCR murin.  

Le vecteur plasmidique H2kB utilisé dans notre étude engendre quant à lui  une forte expression du 

transgène au niveau endothéliale, tissulaire et des lignées sanguines (Cowan et al. 2000).    L’origine 

humaine de l’EPCR ne semble  pas avoir perturbé  la fonctionnalité du transgène puisque selon nos études 

Non- transgénique SHAM hEPCR 

Figure 70 : Coupes histologiques des lésions rénales après ischémie- reperfusion et détection 
des corps apoptotiques. 
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in vitro et in vivo, l’EPCR est une molécule compatible entre espèces. En effet, l’EPCR porcin fixe la 

protéine C humaine tout comme l’EPCR humain et le niveau d’homologie entre l’homme et la souris pour 

l’EPCR est de  78% en terme d’AA similaires et de 80% entre l’homme et le porc (Tableau 10). De même, 

Esmon (Li et al. 2005)  a montré que la liaison de la PC à l’EPCR n’était pas spécifique d’espèce et que la PC 

humaine ou murine pouvait se lier à l’EPCR murin ou humain. Aussi, la souris H2kB-hEPCR ne présenterait 

pas de caractéristiques physiologiques si le transgène souffrait d’une incompatibilité moléculaire 

d’espèce.   

Normalement, l’EPCR est exprimé préférentiellement au niveau des gros vaisseaux plutôt qu’au niveau 

des capillaires (Laszik et al. 1997). Surexprimer l’EPCR au niveau de la microcirculation aurait pu causer  

des désordres hémorragiques sévères par inactivation excessive des facteurs FVIIIa et FVa par la PCa. 

Cependant, tout comme pour la souris Tie2-EPCR (Li et al. 2005), la surexpression de l’EPCR humain par la 

souris H2kb-hEPCR est parfaitement bien tolérée, notamment lors des procédures de routine réalisées au 

laboratoire ou lors des parturitions. Une possible explication selon Li et all. (Li et al. 2005) pourrait être 

liée à l’augmentation de l’EPCR soluble dans la circulation par rapport aux animaux non- transgéniques. 

Bien que nous n’ayons pas eu la possibilité technique de mesurer ce paramètre chez notre animal 

transgénique, la souris Tie-EPCR présentait des taux élevés en ECPR soluble (Li et al. 2005). Hors, la forme 

soluble de l’EPCR est capable d’inhiber à la fois l’activation de la protéine C au niveau de la surface 

endothéliale et d’inhiber l’inactivation du facteur Va par la PCa (Liaw et al. 2000), ce qui en soit pourrait 

contre- balancer une tendance hémorragique. Parallèlement, il a été démontré que la souris Tie2-EPCR 

présentait  des taux circulant en PC diminués de 50% par rapport aux souris contrôles (Li et al. 2005). Ce 

déficit en PC circulante serait apparemment du à la séquestration de la PC par sa liaison avec l’EPCR 

exprimé en excès à la surface endothéliale. 

Cependant,  l’exploration globale de l’hémostase appréciée par le temps de saignement, retrouve des 

anomalies qui dans le contexte de notre souris H2kb-hEPCR ne sont pas attribuables à une thrombopénie 

ou une thrombopathie car la souris H2kB-hEPCR avait un taux de plaquettes normale et une agrégation 

plaquettaire similaire à des souris sauvages. L’explication la plus vraisemblable pour cet allongement du 

temps de saignement est l’inactivation en excès des facteurs VIIIa et Va par la protéine C activée, qui aura 

elle-même été activée en excès par le complexe thrombomoduline- thrombine après fixation de la PC à 

l’EPCR. En effet, l’augmentation de l’activation de la PC par l’EPCR est dépendante de la concentration en 

EPCR, même si la concentration en EPCR est en excès par rapport à la TM (Taylor et al. 2001), on 

comprend alors facilement l’ampleur de cette boucle d’amplification avec une souris surexprimant l’EPCR. 

L’absence de complications hémorragiques est due à l’absence de stimuli déclenchant l’activation de la PC 

à l’état basal. La voie de la PC est en effet une voie régulatrice dite « à la demande » car elle s’active 

seulement en cas de formation de thrombine. Ainsi la souris transgénique Tie-EPCR chez qui le taux 

sanguin en PC est anormalement bas à l’état basal, présente un taux sanguin en PCa 8 fois plus élevé 
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qu’une souris non-transgénique après perfusion de thrombine (Li et al. 2005). Cette augmentation 

d’activation de la PC en cas de « stress vasculaire » est dans notre étude confirmée indirectement par un 

allongement du temps de saignement et  par les résultats obtenus dans le modèle in vivo d’induction de 

thrombose pulmonaire après injection de collagène et ADP. La présence du transgène a conféré un effet 

protecteur significatif sur l’étendue du thrombus intra-artériel pulmonaire et sur la survie des animaux. La 

génération de thrombine nécessaire à  l’amplification de la boucle de la coagulation et à la formation du 

clou  plaquettaire semble avoir été freinée chez les animaux transgéniques grâce au rétro-contrôle négatif 

de la PCa, ce qui a diminué la taille de l’embole pulmonaire et amélioré la survie des animaux 

transgéniques. 

Le bénéfice d’une surexpression de l’EPCR ne se limite pas qu’aux effets anticoagulants de la voie de la 

protéine C et permet de bénéficier des propriétés anti-inflammatoires, anti-apoptotique et 

cytoprotectives de cette voie physiologique. Ainsi,  dans un modèle d’ischémie-reperfusion rénale, la 

présence du transgène préservait  la fonction rénale et diminuait les lésions histologiques rénales, le 

nombre d’apoptose et l’infiltrat cellulaire à neutrophiles.  Cet effet protecteur de l’EPCR lié à une 

augmentation en PCa, a été également retrouvé dans plusieurs études où la perfusion de PCa prévenait 

les dommages post-ischémiques au niveau cérébral (Cheng et al. 2003; Yesilirmak et al. 2008) , cardiaque 

(Pirat et al. 2007) et intestinal (Teke et al. 2008). Plusieurs études in vitro ont en effet mis en évidence que 

la PCa inhibait l’adhésion sélectine-dépendante des neutrophiles sur  l’endothélium vasculaire (Grinnell et 

al. 1994) ainsi que le chimiotactisme des neutrophiles induit par l’interleukine 8, le formyl-Met-LeuPhe, 

l’antithrombine et le C5a. Ce contrôle du chimiotactisme cellulaire semble être médié par l’EPCR exprimé 

sur les neutrophiles puisque l’usage d’Ac anti-EPCR diminuait l’effet inhibiteur de la PC et PCa sur la 

migration cellulaire (Sturn et al. 2003). Il a été retrouvé que la PCa diminuait également la sécrétion de 

TNF des monocytes- macrophages exposés à des endotoxines (Grey et al. 1994). 

Il existe donc un bénéfice à surexprimer l’EPCR en cas de situations de stress vasculaire où de 

phénomènes de thrombose ou d’ischémie reperfusion peuvant endommager l’endothélium vasculaire. 

Néanmoins, afin de préciser si l’effet protecteur du transgène provient  de son expression endothélial ou 

bien des lignées cellulaires sanguines, un modèle de transfert adoptif devra être réalisé.  

Enfin, en raison d’une probable potentialisation de leur action activatrice de la PC, les  deux lignées 

exprimant soit la TM humaine ou soit  l’EPCR humain sont en cours de croisement dans le laboratoire 

d’immunologie de l’hôpital St Vincent pout obtenir des animaux doublement transgéniques. Ces animaux 

permettraient également de tester un modèle de transplantation de cœur de souris chez le rat chez 

lequel il a été démontré  que la TM humaine conservait une activité anticoagulante in vivo par sa capacité 

à lier la thrombine endogène (Hasegawa et al. 1996; Kaneko et al. 2000)  mais était incapable d’activer la 

protéine C in vitro (Mohri et al. 1997). 
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A ce stade actuel de nos connaissances, il est encore prématuré d’affirmer que la génération de porc 

transgénique pour l’EPCR humain permettrait d’améliorer le devenir des xénogreffes mais les résultats 

obtenus à partir de ce modèle murin  sont très prometteurs. 

 

VI.7 REMARQUES COMPLEMENTAIRES : RESULTATS DE LA XENOTRANSPLANTATION 

D’ORGANES PORCINS GAL K.O 
 

A cette même époque, vers les années 2005, les premiers résultats de xénotransplantations à partir 

d’organes de porcs Gal-KO étaient publiés. Malgré des durées de survie globalement améliorées, la 

communauté scientifique n’a pu masquer sa déception car malgré l’éradication de l’épitope Gal, un rejet 

tardif survenait de manière inéluctable . Trois études ont ainsi caractérisé le rejet vasculaire au cours de 

xénotransplantation rénale ou cardiaque chez le babouin à partir d’organes Gal K.O. Dans une première 

étude, le protocole immunosuppresseur n’a pu prévenir une induction d’Ac anti-non-Gal capables 

d’activer le complément et de provoquer un rejet vasculaire aigu sévère à l’origine d’une perte des 

xénogreffons rénaux entre le 8ème et 16ème jours (Chen et al. 2005). Les xénogreffons rejetés présentaient 

des lésions hémorragiques massives, des infarctus et de plages de nécroses et d’infiltrations 

polynucléaires ainsi que des dépôts d’IgM, IgG, C3 et C4d. Plusieurs animaux receveurs avaient développé 

une thrombocytopénie juste avant la perte de fonction des greffons. Une seconde étude (Yamada et al. 

2005), utilisant cette fois-ci des donneurs avec un fond génétique différent et un protocole 

immunosuppresseur incluant un traitement anti-CD154, a reporté des survies plus longues (entre 20 et 34 

jours) mais avec au final la survenue d’un rejet similaire à l’étude précédente. Néanmoins, une greffe de 

thymus vascularisé combinée à la xénogreffe rénale, permettait d’améliorer dans cette étude la survie des 

greffons (entre 16 et 83 jours). Le xénogreffon avec la survie la plus longue présentait aucun dépôt d’Ac 

mais une micro-angiopathie thrombotique (Yamada et al. 2005). La troisième étude était une série de 

xénotransplantation de cœur Gal K.O en position hétérotopique chez le babouin. Les greffons étaient 

rejetés entre 59 et 179 jours et présentaient tous des signes de rejets humoraux associés au 

développement d’une microangiopathie thrombotique (Shimizu et al. 2008). Cette étude était 

particulièrement importante puisqu’elle détaillait pour la première fois la physiopathologique du rejet des 

xénogreffons Gal K.O. Elle montrait ainsi qu’au cours de la xénogreffe, la microangiopathie thrombotique 

touchait d’abord les capillaires puis les artères de toute taille, conduisant à des zones d’ischémie puis 

d’infarctus et de nécrose  sur un fond d’hémorragies focalisées. Des dépôts d’IgM, d’IgG, de C3, C4d et 

C5b-9 étaient également retrouvés, associés à une activation des cellules endothéliales au niveau 

capillaire puis artériel, avec sur-régulation de facteur von Willebrand et de facteur tissulaire et diminution 

d’expression de CD39. Malgré une déplétion des cellules –T et une immunosuppression continue, une 



189 

 

infiltration par des cellules CD3+ était observées précocément après la transplantation. L’auteur de cette 

étude concluait que le régime immunosupresseur, malgré une absence d’Ac anti-porc circulant 

détectables, était probablement incapable de prévenir complètement une réponse humorale anti-non Gal 

dépendant des cellules  T. L’activation et les dommages subits par les cellules endothéliales étaient à 

l’origine de microthrombi plaquettaires et du développement d’une microangiopathie thrombotique. 

Ainsi, les Ac anti-non Gal développés chez le primate en réponse à une xénotransplantation d’organe Gal 

K.O étaient soit des IgM ou soit des IgG ayant une forte cytotoxicité complément- dépendant. 

L’identification de ces épitopes non-Gal à l’origine de la réponse humorale devenait donc un objectif 

majeur mais l’existance d’incompatibilités moléculaires affectant les mécanismes régulateurs de la 

coagulation devait être pris également en compte afin de minimiser les lésions de microangioapthie 

thrombotique au niveau endothélial. 
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VII. PROJET V : Etude in vitro des troubles de la coagulation en 
Xénotransplantation : Voie de l’inhibiteur du facteur tissulaire 

(TFPI) dans une combinaison porc sur primate 
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Après avoir étudié l’incompatibilité moléculaire d’espèce touchant la voie de la protéine C dans une 

combinaison porc- primate, il nous semblait pertinant d’étudier la voie anticoagulante du TFPI. Des études 

antérieures utilisant des cellules endothéliales porcines et humaines avaient montré que l’activité du 

facteur tissulaire était conservée voire même amplifiée dans une combinaison porc- primate (Kopp et al. 

1998)  et que les cellules porcines ne fixaient pas efficacement  le FXa humain, malgré une forte 

homologie (92%) entre les séquences aminées partielles des domaines K2 du TFPI entre l’homme et le 

porc (Kopp et al. 1997). L’ensemble de ces résultats suggèrait l’existence d’une probable incompatibilité 

de la voie du TFPI en xénotransplantation. 

Nous avons au cours de cette étude cloné et exprimé le TFPI-α porcin afin d’étudier sa compatibilité avec 

les différents composants humains de la voie du facteur tissulaire (FT). Nous avons trouvé que les 

séquences aminées du TFPI-α porcin et humain  étaient hautement conservées et que les protéines 

recombinantes exprimées dans un modèle cellulaire présentaient la même capacité à fixer efficacement 

le FXa humain et à inhiber l’activité du complexe FVIIa/FT in vitro, témoignant donc d’une parfaite 

compatibilité du TFPI porcin dans un contexte de xénotransplantation. 

 

 

 

 

 

 

VII.1 ARTICLE : «RECOMBINANT PIG TFPI EFFICIENTLY REGULATES HUMAN TISSUE 

FACTOR PATHWAYS” XENOTRANSPLANTATION 2008: 15: 191-197 
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VIII. Conclusion finale  et Perspectives 
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La xénotransplantation d’organes vascularisés entre espèces discordantes telle que porc sur primate est 

soumise à une suite de réactions immunologiques majeures aboutissant immédiatement à un rejet 

hyperaigu (RHA) ou plus tardivement à un rejet vasculaire aigu (RVA) lorsque des animaux donneurs 

transgéniques pour des molécules régulatrices du complément humain sont utilisés. 

Nous avons démontré que le RVA était soumis à une activation du complément par des xénoanticorps 

naturels dirigés contre l’épitope Galα1,3 Gal. L’espoir d’un meilleur contrôle de cette réponse humorale 

n’a pu être atteint avec l’obtention de porcs Gal K.O car il existe également des Ac non-Gal préformés 

capables d’activer le complément et les cellules endothéliales aboutissant à la perte du greffon (Chen et 

al. 2005).   

Les lésions histologiques majeurs thrombotiques qui caractérisent les xénorejets peuvent être accentuées 

par une incompatibilité moléculaire d’espèce touchant les mécanismes régulateurs de l’hémostase, 

notamment au niveau de la voie de la protéine C.  

L’activation du système du complément par des Ac naturels préformés reste donc un problème majeur en 

xénotransplantation malgré l’obtention de porcs transgéniques pour des molécules régulatrices du 

complément et malgré l’obtention de porcs Gal-KO. Un meilleur contrôle du système du complément 

reste donc un objectif capital devant orienter les futurs stratégies visant à améliorer le devenir des 

xénogreffons. Grâce à une meilleure compréhension de l’incompatibilité moléculaire touchant les voie 

régulatrice de l’hémostase, l’intégration de transgènes ayant une fonction anticoagulante comme la TM 

ou l’EPCR  dans le génome porcin devrait être pris en compte dans le choix des prochains programmes de 

transgénèses. 
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RESUME 

La xénotransplantation d’organes vascularisés entre espèces discordantes telle que porc sur primate est 
soumise à une suite de réactions immunologiques majeures aboutissant immédiatement à un rejet 
hyperaigu (RHA) ou plus tardivement à un rejet vasculaire aigu (RVA) lorsque des animaux donneurs 
transgéniques pour des molécules régulatrices du complément humain sont utilisés. 

Nous avons au cours de cette thèse, démontré que le RVA était également soumis à une activation du 
complément par des xénoanticorps naturels et que les lésions histologiques majeurs thrombotiques qui le 
caractérisent pouvaient être accentuées par une incompatibilité moléculaire d’espèce touchant les 
mécanismes régulateurs de l’hémostase, notamment au niveau de la voie de la protéine C. Nous avons 
démontré que la thrombomoduline porcine, bien que capable de fixer la thrombine humaine, était un très 
faible cofacteur d’activation de la protéine C et de TAFI, un inhibiteur de la fibrinolyse. Cette barrière 
moléculaire peut en partir être surmontée in vitro en surexprimant l’EPCR (Endothelal protein C 
recepteur) qui est un puissant stimulant de cette voie d’activation. Cette hypothèse a été testée in vivo 
par la génération d’une souris transgénique pour la molécule humaine de l’EPCR.  Cette souris 
transgénique pour l’EPCR humaine présente également des propriétés anti-inflammtoires et 
anticoagulantes protectrices dans des modèles d’ischémie- reperfusion rénale et de maladie thrombo-
embolique induite. Nous avons enfin montré que la voie d’inhibition du facteur tissulaire était par contre 
fonctionnelle dans une combinaison porc-primate.  

 

 

Transplantation of vascularized organs between discordant species such as pig and primate is hampered 
by a series of immunological responses leading rapidly to hyperacute rejection or lately to acute vascular 
rejection (AVR) if transgenic organs for human complement regulatory molecules are used. 

We have demonstrated that complement activation by natural xenoantibodies was also involved in the 
pathogenesis of AVR and molecular incompatibilities in the coagulation cascade, especially in the protein 
C pathway,  may contribute to the rejection associated microvascular thrombosis.    We have shown that 
pig thrombomodulin can bind thrombin and inhibit its procoagulant activity but is a poor cofactor for the 
activation of human protein C and TAFI. This molecular incompatibility can be in vitro partially resolved by 
over-expressing EPCR, which is an enhancer of the protein C activation. To confirm in vivo this hypothesis, 
we generated a transgenic mice for human EPCR. We also found that transgenic overexpression of human 
EPCR confers protection against inflammation and coagulation. Finally, we study the efficiency of pig TFPI 
to regulate human tissue factor pathway and we found that there are no apparent incompatibilities 
between pig TFPI and the human tissue factor pathway. 
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