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Avant propos                             
                            

La greffe est une notion très ancienne dans la culture humaine. Le 

premier témoignage crédible remonte au premier millénaire avant Jésus 

Christ, en Inde, et décrit des autogreffes de peau pour la chirurgie 

reconstructrice du nez (Maharishi Shushrut). Le mot 

greffe (graphium en grec) tire son origine du poinçon 

ou stylet utilisé pour écrire sur les tablettes de cire 

dans l’antiquité. Cet instrument a été ensuite utilisé pour réaliser les 

boutures et les greffes végétales dont on retrouve des traces dans des manuscrits du moyen 

âge. La première évocation d’une greffe vascularisée, autrement dit transplantation, est un 

miracle chrétien du XVIème siècle décrivant la greffe de la jambe 

d’un Maure à Justinien, Doge vénitien, par Saint Côme et Saint 

Damien. Le préalable à la réalisation d’une transplantation était la 

possibilité technique de réaliser une suture vasculaire. Jaboulay, 

chirurgien français du début du XXème, inspiré 

par sa voisine couturière, a décrit le principe du surjet vasculaire et 

révolutionné la chirurgie moderne. Dans les années qui suivirent, les premiers 

pas en transplantation rénale chez l’homme ont été des xénotransplantations 

utilisant des reins de chèvre ou de porc. Les résultats encourageants ont 

permis le début de la grande aventure de la transplantation d’organe. Aujourd’hui la 

communauté des médecins et chercheurs impliqués en transplantation, est confrontée à 

plusieurs écueils dont la pénurie d’organes et des patients transplantés qui relèvent de plus en 

plus d’une deuxième voire parfois d’une troisième transplantation avec les problèmes 

d’immunisation que cela supposent.                                 

Cette thèse, basée sur des travaux de recherches précliniques en allotransplantation et plus 

expérimentaux en xénotransplantation, a eu pour but de créer un modèle de rejet à médiation 

humorale en allotransplantation chez le primate et d’étudier de nouvelles stratégies 

thérapeutiques en transplantation. Suite à un chapitre consacré aux différents types de rejet, 

notamment le rejet vasculaire aigu, je présenterai les différentes étapes de la 

xénotransplantation qui ont conduit à privilégier le modèle porc-primate.
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Introduction 
 

La transplantation d’organes a connu un essor considérable à partir des années 80, avec 

la découverte de la Ciclosporine A (inhibiteur de la calcineurine), permettant ainsi 

l’amélioration et la prolongation de la vie des patients et des transplants (Rucker, Toledo-

Pereyra et al. 1982). La greffe est avant tout un acte thérapeutique pour les patients atteints 

d’une défaillance irréversible au niveau d’un ou plusieurs organes. Les quelques 4945 greffes 

d’organes effectuées en 2011 en France (source : Agence de la Biomédecine), en sont la 

première traduction. Cependant, cet acte thérapeutique ne peut plus faire face aux réels 

besoins de la population; d’une part les prélèvements d’organes sont en nombre insuffisant, 

conduisant à un état permanent de pénurie d’organes, d’autre part la cohorte des patients 

transplantés est vieillissante, et de plus en plus de patients deviennent candidat à une seconde 

voire une troisième transplantation d’organe (Kawase, Tojimbara et al. 2008; Bohmig, 

Wahrmann et al. 2011). Ces patients immunisés par leur première greffe, sont beaucoup plus à 

risque de rejet aigu ou chronique et il a été montré que la survie des greffons est corrélée au 

taux d’anticorps anti donneur chez le receveur (figure 1). En effet les thérapeutiques actuelles 

des rejets aigus à médiation humorale, essentiellement les corticostéroïdes à haute dose 

associés ou non à des plasmaphérèses ou des immunoglobulines (Montgomery, Zachary et al. 

2000; Shah, Nadasdy et al. 2004) et plus récemment les inhibiteurs du protéasome ou des 

anticorps monoclonaux (Fehr and Gaspert 2012; Waiser, Budde et al. 2012; Walsh, Alloway 

et al. 2012), ne préviennent pas efficacement la perte des transplants. Il incombe donc aux 

chercheurs et au corps médical d’améliorer les traitements immunosuppresseurs et d’innover 

vers de nouvelles stratégies plus spécifiques, ou encore idéalement d’évoluer vers un état de 

tolérance où le greffon ne serait pas rejeté malgré l’absence d’immunosuppression. En ce qui 

concerne la pénurie de greffons, la xénotransplantation a été perçue comme une source 

potentiellement inépuisable de greffons depuis les années 1990. Grâce aux recherches menées 

dans les domaines de l’immunologie, de la génétique et du clonage, les mécanismes de rejet 

en xénotransplantation ont été mieux compris comme le rappel Ekser dans une récente revue 

(Ekser, Ezzelarab et al. 2012).  

L’animal donneur choisi à l’issue d’une longue réflexion de la communauté scientifique 

est le porc. Les primates supérieurs (Chimpanzés, Gorille, Orang Outang, Babouin, Macaque) 

n’ont pas été retenus pour des raisons éthiques et de risque de transmission de rétrovirus vers 

l’homme (Mattiuzzo, Takeuchi et al. 2012). Toutefois la barrière d’espèce entre l’homme et le 

porc se traduit par des réponses immunitaires plus complexes et plus intenses conduisant à des 
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rejets rapides et violents, appelés rejets hyper aigus.  

En effet les humains possèdent des Ac préformés dirigés contre les antigènes (Gal α 

(1,3) Gal par exemple) présentés par l’ensemble des mammifères non primates. L’importance 

de ce rejet est amplifiée par l’incapacité des molécules porcines, régulatrices du complément 

(CD55 et CD59) à bloquer l’activation du complément primate. L’obstacle du rejet hyperaigu 

fut surmonté dans les années 1995-2000 par diverses techniques de déplétion des anticorps 

préformés (plasmaphérèse, immunoadsorption), ou par transgénèse de porc exprimant des 

molécules humaines régulatrices du complément. La transplantation de ces organes 

transgéniques à des primates, associé à de lourds protocoles d’immunosuppression, a permis 

d’obtenir des survies jusqu'à 2 mois. Néanmoins, l’obstacle du rejet hyperaigu franchi, un 

autre écueil se présenta. En effet après quelques jours ou semaines, il se développait 

secondairement un autre type de rejet appelé rejet vasculaire aigu. La barrière d’espèce 

semblait alors difficile à surmonter. L’obtention dans les années  2000, de porc Gal Knock 

Out (KO) (n’exprimant pas l’antigène Gal), relança l’intérêt pour la xénotransplantation. Les 

survies obtenues furent globalement meilleures mais il persistait toujours une atteinte des 

greffons à type de microangiopathie thrombotique conduisant à l’échec de la greffe. Les 

causes précises de cette atteinte microvasculaire sont probablement multifactoriels, 

immunologiques (activation endothéliale générant un état procoagulant), et non 

immunologiques (incompatibilité moléculaire d’espèce pour les mécanismes de régulation de 

l’hémostase). 

 

 

 

Figure 1 : Survie des patients transplantés rénaux en fonction du taux d’anticorps anti HLA.   

                 (Agence de Biomédecine) 
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1 Le rejet d’allogreffe  
 

La transplantation de cellules, de tissus ou d’organes entre individus de la même espèce 

mais génétiquement différents (allotransplantation), active le système immunitaire au point de 

rejeter le transplant. Le rejet de greffe est un processus complexe, incluant de nombreux 

facteurs, tels que la nature du tissu transplanté, le site de transplantation, l’état 

immunologique du patient ainsi que la disparité génétique entre le donneur et le receveur. Les 

termes de rejet hyper aigu, rejet aigu, et rejet chronique décrivent et identifient différents 

aspects de l’activation du système immunitaire aboutissant au rejet du transplant. Avant même 

l’intervention du système immunitaire reconnaissant la greffe comme ne faisant pas partie du 

« soi », le greffon peut montrer des signes de souffrance. Ainsi, la préparation du greffon, son 

transport, la préparation du receveur, l’ischémie/reperfusion sont autant d’agressions non 

immunologiques qui peuvent l’endommager. Malgré tous les soins apportés à la préparation 

du greffon et du receveur, ces actes chirurgicaux restent associés à des réponses 

inflammatoires précoces et non spécifiques. 

 

1.1. Le rejet hyper aigu: 
 

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

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

d’Histocompatibilité (CMH) de classe I et II (HLA chez l’homme) ou contre des antigènes 

(Ag) du système sanguin ABO. Ces anticorps ont généralement été induits par une précédente 

greffe, des transfusions sanguines, une ou des (Valero, Cabrer et al.) immunisation(s) foeto-

maternelle(s) (Huber, Lachmann et al. 2012). Lors de la revascularisation du greffon, ces 

anticorps, s’ils reconnaissent leur cible sur l’endothélium induisent son activation. Celle-ci se 

traduit par l’acquisition rapide d’un phénotype pro-coagulant conduisant à une thrombose des 

vaisseaux. Par ailleurs, ces anticorps préformés activent également la voie classique du 

complément (Wahrmann, Exner et al. 2006) qui va agresser l’endothélium par des 

phénomènes de cytotoxicité conduit par le complexe d’attaque membranaire (C5b-9) et de 

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

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

l’analyse systématique de la présence de ces anticorps avant la greffe (test de cross-match), et 
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la recherche de compatibilités HLA entre le donneur et le receveur, a permis de prévenir ce 

type de rejet qui est devenu extrêmement rare. 

 

1.2. Le rejet aigu: 
 

Hormis le rejet hyper aigu, devenu exceptionnel, le rejet aigu est, chronologiquement, le 

premier type de rejet auquel est soumise une allogreffe (Ponticelli 2012). En l’absence de 

traitement, il survient en moyenne dans la semaine qui suit la transplantation. Les 

lymphocytes alloréactifs sont activés dans les organes lymphoïdes secondaires drainant le site 

de la greffe, soit par une présentation dite « directe » via les cellules présentatrices 

d’antigènes (CPA) du donneur, soit par une voie dite « indirecte » de présentation. Les 

lymphocytes T CD4
+
 activés de type Th1 synthétisent des cytokines proinflammatoires 

(interféron-γ et TNF-α) attirant des macrophages dans le greffon. A leur tour, ces 

macrophages vont synthétiser du TNF-α, de l’IL-1 et diverses molécules du stress telles que le 

monoxyde d’azote (NO) ou des radicaux libres activant la cellule endothéliale. Ces facteurs 

altèrent directement le fonctionnement physiologique de la greffe, notamment le tonus et 

l’intégrité vasculaire. La barrière endothéliale devient perméable et laisse des lymphocytes T 

cytotoxiques infiltrer et agresser le greffon par un contact direct (Figure 2). 
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Figure 2 : Rejet aigu d’allogreffe : initiation, amplification et mécanismes effecteurs. 

 

Le rejet aigu est le plus fréquemment un rejet cellulaire, contre lequel les traitements 

actuels ciblant les lymphocytes T sont très efficaces au point d’en avoir considérablement 

réduit l’incidence (Hall 1991).  

 

1.3. Le rejet chronique : 
 

Le rejet chronique survient plus tardivement après la transplantation. Ses causes sont 

multiples, notamment d’ordre immunologique par des phénomènes de présentations indirectes 

et des facteurs non immunologiques tels que l’ischémie, la toxicité médicamenteuse, 

l’hypertension artérielle ou les infections. Il est caractérisé par des atteintes vasculaires 

évolutives avec diminution progressive de la lumière des vaisseaux par un épaississement de 

leur paroi suite à une prolifération des cellules musculaires lisses. Par ailleurs, le greffon est le 

siège de fibrose interstitielle. Aucune thérapie actuellement ne prévient parfaitement son 

développement. Lorsque ce rejet chronique se déclenche, il est irréversible et aboutit à la perte 

du greffon à moyen terme. Le rôle des anticorps est de plus en plus considéré. Des données 

cliniques et expérimentales ont montré une corrélation entre l’apparition d’alloanticorps et le 
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développement de rejet chronique. Cependant, d’autres études ont montré que le rejet 

chronique peut survenir aussi en l’absence d’alloanticorps (Nankivell, Borrows et al. 2003; 

Pascual, Perez-Saez et al. 2012). 

 

1.4. Le Rejet Vasculaire Aigu : 
 

1.4.1. Physiopathologie : 

 

Le rejet vasculaire aigu (Mohiuddin, Corcoran et al.) est un rejet rapide du greffon, qui 

survient sans traitement 3 ou 4 jours après la revascularisation, et après quelques semaines à 

quelques mois en pratique clinique. Il associe dans la plupart des cas, la présence d’anticorps 

cytotoxiques (principalement des IgG) dirigés contre des Ag du donneur, et des lésions 

tissulaires particulières : atteintes de la microvascularisation avec les lésions de capillarite ou 

d’endothélite conduisant globalement à une souffrance des greffons évoluant vers des 

phénomènes de microthromboses et d’ischémie. Chez l’homme, ces alloanticorps sont très 

souvent des anticorps cytotoxiques dirigés contre des molécules du CMH de classe I ou moins  

fréquemment de classe II (30% des RVA). Enfin, des antigènes autres que le CMH (Ag ABO, 

Ag mineurs ou Ag spécifiques de tissus) ont également été mis en évidence, mais de façon 

plus anecdotique (Shimizu, Tanabe et al. 2012). 

La fixation des anticorps sur les cellules endothéliales active la voie classique du 

complément (Figure 3), jusqu'à la formation du complexe d’attaque membranaire : le C5b-9 

(Wahrmann, Exner et al. 2006; Murata and Baldwin 2009). Il s’agit probablement de la cause 

principale des RVA. Il a également été montré que ces alloanticorps facilitent l’opsonisation 

des cibles pour les macrophages et les cellules natural killer (NK), qui grâce à leurs récepteurs 

de fragments Fc d’immunoglobulines, peuvent fixer et lyser les cellules endothéliales. Ce 

phénomène est appelé cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). 

L’endothélium joue également un rôle important dans cette physiopathologie. Son 

activation notamment par des cytokines telles que IL-1 et IFN-γ, induit l’expression de 

molécules d’adhésion (E-sélectine, ICAM), du facteur tissulaire et de l’inhibiteur de l’activité 

du plasminogène, entraînant un état pro-coagulant et pro-inflammatoire de la cellule 

endothéliale. De plus, l’ischémie-reperfusion induit une stimulation des plaquettes, ainsi 

qu’une activation du complément (comme les anticorps) par la voie classique ou alterne 

(Figure 3) conduisant aussi à l’activation de ces cellules endothéliales. Les cellules NK 
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peuvent rompre l’intégrité de cet endothélium et aussi l’activer. Enfin, les alloanticorps seuls 

pourraient délivrer un signal activateur via les intégrines des cellules endothéliales. 

D’autres mécanismes pathogéniques impliquent l’apoptose de la cellule endothéliale. 

Cette apoptose peut être induite par l’ischémie, des cytokines, ou des cellules inflammatoires 

et causer ainsi la libération de cellules endothéliales de leur matrice dans la circulation 

(éléments inflammatoires dans le sang). L’apoptose prive également l’endothélium de ses 

fonctions normales comme l’inhibition de la coagulation et de l’inflammation (Mannam, 

Lewis et al. 2012).  

 

 

 

 

 

Figure 3 : Représentation schématique de la physiopathologie du rejet vasculaire aigu. 

                 (N Poirier) 
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1.4.2. Diagnostic histologique :  

 

On retrouve le plus souvent des lésions hémorragiques, des thromboses intravasculaires, 

des atteintes endothéliales à type d’endothélite avec une infiltration sous endothéliale 

d’éléments lymphocytaires activés, un infiltrat cellulaire constitué de macrophages activés et 

de polynucléaires neutrophiles, des lésions de nécrose avec œdème et lyse de la membrane 

cellulaire (von Willebrand, Salmela et al. 1992; Ntokou, Iniotaki et al. 2011). Contrairement 

au rejet aigu cellulaire où l’on retrouve un infiltrat cellulaire massif dans le parenchyme, dans 

le cas du RVA, l’infiltrat cellulaire se limite le plus souvent à la périphérie des vaisseaux 

(capillaires glomérulaires et péritubulaires). Au niveau immuno-histologique, la médiation 

humorale de ces rejets se révèle notamment par la présence d’immunoglobulines (IgG, IgM) 

mais aussi de facteurs de dégradation du complément, tels que C3c et le C4d, au sein des 

greffons. En clinique, le C5b-9 est peu recherché pour le moment car il est rarement positif du 

fait de sa rapide élimination au cours de la réaction d’activation du complément. 

 

1.4.3. Données cliniques : 

 

Actuellement, l’incidence du rejet aigu à médiation cellulaire T (rejet aigu cellulaire) se 

situe autour de 7 à 10%, et celui-ci est habituellement parfaitement réversible sous diverses 

interventions immunosuppressives (corticostéroïdes à fortes doses, sérum anti-lymphocytaire, 

anticorps anti-CD3). Il n’en est pas de même du rejet vasculaire aigu à médiation humorale, 

dont l’incidence demeure constante (20 à 30% des cas de rejets aigus)  avec une réversibilité 

obtenue dans seulement 50% des cas dans la plupart des centres. Parmi toutes les stratégies, il 

est possible d’extraire les anticorps circulants par des plasmaphérèses ou immunoadsorptions 

avec un contrôle renforcé de leur production (Tacrolimus, Mycophenolate mofetil, et/ou 

IVIG) pour traiter les RVA sévères et « réfractaires » aux stéroïdes et thérapies anti-

lymphocytaires (Fehr and Gaspert 2012). La déplétion des cellules B par l’anti-CD20 mAb 

(Becker, Becker et al. 2004) semble être également une option croissante puisqu’elle permet 

de « dépleter » les lymphocytes B mais aussi d’empêcher la présentation de l’antigène par les 

lymphocytes B aux lymphocytes T. La plasmaphérèse et/ou l’IVIG (pool d'anticorps 

permettant de bloquer le complément en le fixant, de moduler les alloanticorps et d’en faire 

chuter leur titre, d’induire l’apoptose des lymphocytes B) peuvent être également utilisés pour 
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« désensibiliser » un patient (Montgomery, Zachary et al. 2000). Certains auteurs ont 

également décrit la splénectomie en urgence comme thérapie de recours en cas de rejet 

réfractaire (Locke, Zachary et al. 2007). Malgré les thérapeutiques immunosuppressives 

conventionnelles en cas de rejet aigu humoral, le taux de survie des greffes à 1 an n’est que de 

15 à 50% même en tenant compte des inobservances thérapeutiques (Sellares, de Freitas et al. 

2012). Il est alors devenu crucial d’innover en terme de thérapie contre ce rejet médié par les 

anticorps; d’autant plus que ces alloanticorps semblent également être impliqués dans le rejet 

chronique et ne se limitent pas qu’aux patients pré-sensibilisés. 

 

1.5. La réponse humorale : 
 

Le lymphocyte B est la cellule pivot de l’immunité humorale spécifique. Elle accomplit 

cette fonction par l’intermédiaire du récepteur spécifique pour l’antigène qu’elle exprime à sa 

membrane, l’immunoglobuline de surface (Mohacsi, Rieben et al.). Un lymphocyte B 

n’exprime qu’une seule spécificité antigénique (un site anticorps unique) qui reste la même 

sur des isotypes différents. Le stade ultime de l’activation du lymphocyte B par son antigène 

spécifique le fait différencier en plasmocyte dont la seule fonction est de sécréter un anticorps 

porteur du même paratope que l’sIg (Ig de surface) du lymphocyte B primordial. La 

lymphopoïèse B se déroule chez l’homme dans la moelle osseuse. La cellule souche du 

lymphocyte B, qui n’exprime aucun marqueur membranaire B et a les gènes des 

immunoglobulines en configuration germinale, va subir au contact des cellules stromales, 

plusieurs étapes de différenciation régulées par des contacts cellulaires et des cytokines. 

Chacune de ces étapes est marquée par un réarrangement des gènes des immunoglobulines qui 

se fait avec un certain hasard, en absence de tout contact avec l’antigène. Le produit de 

chaque réarrangement est exprimé à la surface de la cellule et, quand il est fonctionnel, permet 

de passer à l’étape suivante. La chronologie rigoureuse des réarrangements explique aussi 

l’exclusion allélique. On distingue ainsi quatre stades : lymphocyte proB précoce, proB tardif, 

préB et B immature. Cette différenciation peut également être suivie par la disparition et/ou 

l’apparition de marqueurs membranaires dont certains (CD19, CD20) sont spécifiques de la 

lignée B. L’acquisition d’une sIg fonctionnelle par cette mécanique recombinatoire se fait au 

prix d’une énorme délétion de précurseurs B par apoptose. Elle permet l’acquisition du 

répertoire B et la tolérance centrale du soi. 
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Après avoir lié son antigène spécifique et pour remplir ses deux fonctions de 

transduction et d’internalisation du signal, la sIg doit être associée à la membrane du 

lymphocyte à d’autres molécules et former le BCR (B cell receptor). Ce sont les molécules 

CD79 α (Ig α) et β (Ig β). Les molécules CD22 et CD32 régulent négativement le signal alors 

que le complexe CD19/CD21/TAPA-1 le régule positivement. Les voies de signalisation 

intracellulaire font intervenir différentes protéine-kinases qui se lient sur des motifs 

spécifiques des récepteurs. 

En périphérie le lymphocyte B mature, naïf, va rencontrer son antigène spécifique dans 

le ganglion lymphatique au sein du follicule lymphoïde. Sa maturation finale nécessite la 

présence de cellules folliculaires dendritiques qui lui présentent l’antigène. Pour la majorité  

des antigènes, il nécessite aussi la collaboration d’une sous population particulière de 

lymphocytes T auxiliaires CD4
+
 dits Th2. Ces derniers interagissent avec les lymphocytes B 

qui leur présentent l’Ag par leurs molécules de CMH de classe II. Cette différenciation a lieu 

dans le centre clair germinatif du follicule secondaire : par un mécanisme d’hypermutation 

somatique, les centroblastes de la zone sombre augmentent la diversité et l’affinité de leurs 

sIg que leurs descendants (centrocytes) sélectionnent au contact de l’antigène dans la zone 

claire du centre germinatif, avant de donner naissance soit à des plasmocytes sécréteurs 

d’anticorps, soit à des lymphocytes B de type mémoire. 

Lors d’une première rencontre avec un antigène donné (réponse primaire), ou lors de la 

réintroduction du même antigène (réponse secondaire) la réponse diffère par son délai 

d’apparition, sa rapidité et son intensité, l’affinité et la classe des anticorps. La réponse 

anticorps secondaire apparaît après une phase de latence plus courte, atteint un plateau de 

niveau plus élevé avec des anticorps d’affinité plus forte et de nature IgG principalement, 

alors qu’ils sont de classe IgM pour la réponse primaire (Figure 4). Ainsi, les anticorps qui 

sont les médiateurs de l’immunité humorale, remplissent leur rôle de défense grâce à trois 

modes d’actions : la neutralisation des micro-organismes et de leurs toxines, l’opsonisation 

facilitant l’ingestion par les cellules phagocytaires, et l’activation du complément (pour les 

IgM et IgG) conduisant à l’opsonisation et parfois la lyse des cellules ciblées. 
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 Figure 4 : A : Représentation schématique de la réponse humorale primaire et 

secondaire dans le temps. B : Caractéristiques principales des réponses primaire et secondaire 

(Abbas, Bases de l'Immunologie Fondamentale, 2005). 
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1.6. L’alloimmunisation : 
 

 

1.6.1 Définition 

 
L’alloimmunisation est définie par la présence chez le receveur d’anticorps dirigés 

contre des antigènes du donneur. Les événements immunisants peuvent être une grossesse, 

une transfusion sanguine ou une transplantation d’organe ou de tissus. Contrairement à 

l’immunisation ABO, l’immunisation naturelle contre les Ag HLA est très rare et touche 

moins de 1% de la population. Après trois grossesses environ 50% des femmes développent 

des Ac anti-HLA. Cette immunisation n’est pas stable dans le temps, elle peut devenir 

indétectable et être stimulée avec une nouvelle exposition antigénique (Rebibou, Chabod et al. 

2002). En transplantation rénale, l’alloimmunisation est principalement dirigée contre les 

antigènes HLA et demeure un problème essentiel. La cohorte des patients transplantés vieillit 

et certains receveurs relèvent ou vont relever d’une deuxième voir d’une troisième 

transplantation. L’histoire de la transplantation rénale ne peut être contée sans parler de 

l’introduction dans les années 60 des techniques de cross match par Terasaki (Terasaki and 

McClelland 1964) et de ses évolutions scientifiques et techniques. 

 

1.6.2 Modes diagnostiques 

 
La technique initialement décrite est une lymphocytotoxicité (LCT) dépendante du 

complément. Elle consiste à incuber les 

lymphocytes du donneur avec le sérum du 

receveur. L’analyse de la mortalité cellulaire 

après ajout de complément, est faite grâce à un 

colorant. Cette technique est appelée cross-

match. Dans chaque plaque d’analyse, sont 

inclus un contrôle négatif ne contenant pas 

d’Ac anti HLA et un contrôle positif constitué 

d’un mélange de sérums provenant de patients 

très immunisés. Un sérum est considéré comme positif lorsque la mortalité cellulaire est 

supérieure à 20% comparée à celle du témoin négatif. Cette technique ne détecte que les 

anticorps cytotoxiques fixant le complément. Le traitement du sérum par un agent réducteur, 

le dithiotreïtol, qui provoque la rupture des ponts disulfures des IgM, permet de déterminer 

Y

Sérum du receveur	 Complément + 

fluorochrome	

Lyse cellulaire en 

présence d’ Ac	

Lymphocyte du donneur	

Crossmatch 

Crossmatch 

négatif 
Crossmatch 

positif 
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l’isotype IgG ou IgM des anticorps. Ce test peut être réalisé sur les lymphocytes T et B, les 

lymphocytes T étant porteur uniquement d’Ag HLA de classe I, alors que les lymphocytes B 

portent les deux types d’antigènes HLA I et II. Il faut différencier cross match et recherche 

d’anticorps anti-HLA. Lors d’un cross match, un seul sérum est testé avec un seul type 

cellulaire, celui du donneur potentiel. Pour la recherche d’anticorps anti-HLA, le sérum du 

receveur est testé contre les lymphocytes d’un panel pouvant atteindre 60 types cellulaires 

différents, choisis pour représenter le maximum d’Ag HLA présents dans la population. Les 

anticorps ne fixant pas le complément peuvent être détectés en ajoutant une immunoglobuline 

de chèvre dirigée contre le Fc des Ig humaines qui crée des interactions entre les anticorps de 

faible titre. Des techniques plus sensibles permettent désormais d’étudier plus finement 

l’alloimmunisation d’un receveur. 

La technique de cytométrie de flux est plus sensible que le crossmatch. (Talbot, Givan et al. 

1988) et permet des détections à des dilutions plus faibles (environ 3 fois). Les Ac fixés à la 

surface des lymphocytes sont révélés par un Ac couplé à un cytochrome. Grâce à un double 

marquage CD3 et CD19 il est possible de déterminer à quelle population lymphocytaire (T ou 

B) appartient l’Ag détecté. La dernière génération de cytométrie de flux n’utilise plus la 

technique du cossmatch mais utilise des plaques contenant des microbilles liées à des Ag 

HLA spécifiques (Dosage en phase solide). Le taux d’anticorps dirigés contre un type HLA 

est donc exprimé en Intensité Moyenne de Fluorescence ou IMF). La détection des Ac anti 

HLA appelés DSA (Donor Specific Antibody), est donc de plus en plus précise.  

Cette technique rentre en compétition avec une technique d’ELISA (Enzyme Linked 

Immunosorbent Assay) utilisant des puits où sont fixés des Ag HLA purifiés. Son utilisation 

est simple et peu coûteuse, mais n’est pas utilisable pour les crossmatch prétransplantations 

(Caro-Oleas, Gonzalez-Escribano et al. 2012).  

 

1.6.3 Conséquences cliniques 

 
L’alloimmunisation n’est pas stable dans le temps et les anticorps anti-HLA peuvent 

devenir indétectables. S’y rajoute des méthodes de détection qui deviennent de plus en plus 

précises. La recherche de DSA en cytométrie de flux peut être positive chez un receveur alors 

que le crossmatch prétransplantation était négatif (Lefaucheur, Suberbielle-Boissel et al. 

2009). Les données qui résultent de tests ayant des sensibilités différentes deviennent très 

difficiles à interpréter. Toutefois il est universellement admis qu’un crossmatch positif en 

lymphocytotoxicité dirigée contre les lymphocytes T avec le sérum du jour du receveur 



 

 

 
Introduction : Le rejet d’allogreffe 

 

  

22 

contre-indique formellement la transplantation. Un crossmatch historique positif avec un 

crossmatch du jour négatif ne contre-indique pas la transplantation. Concernant les 

crossmatch positifs en lymphocyte B, la question reste débattue. Toutefois Le Bas-Bernardet a 

montré que les anticorps impliqués ne sont pas des anticorps anti-HLA et que la survie des 

greffons n’est pas altérée à long terme (Le Bas-Bernardet, Hourmant et al. 2003).  

La réalisation de crossmatch en cytométrie de flux en pratique courante soulève également 

d’important problème d’interprétation et de décision. Les études de la discordance entre 

crossmatch en LCT négatif et positif en cytométrie n’ont pas les mêmes résultats. Certains 

démontrent une augmentation du nombre de rejet aigu  (Karpinski, Rush et al. 2001) et 

d’autres l’absence d’impact (Christiaans, Overhof et al. 1996). Le PRA exprimé en 

pourcentage est basé sur le nombre de cellules donnant des réactions positives 

(indépendamment de la spécificité).  

La solution semble d’interdire les Ag HLA contre lesquels des Ac ont été détectés par des 

méthodes sensibilisées avant d’envisager l’attribution d’un greffon à un receveur.  

Utilisées lors de la surveillance régulière de l’alloimmunisation d’un receveur, les techniques 

d’ELISA ou Luminex ne sont pas utilisables dans le contexte de « l’urgence » d’une 

transplantation. La technique de LCT complément dépendant reste donc la technique de 

référence pour le cross match le jour de la transplantation.  

 

1.6.4 Les anticorps non anti-HLA 
 

La présence, dans les sérums de prétransplantation, d’anticorps ne réagissant pas avec 

les lymphocytes a été rapportée en transplantation rénale (Cerilli, Brasile et al. 1981). Ces 

antigènes semblent liés à l’endothélium vasculaire. Ces anticorps ont été suspectés d’être 

responsable de certains rejets aigus. Toutefois les études restent très contradictoires (Evans, 

Trickett et al. 1988; Sumitran-Karuppan, Tyden et al. 1997). Dans une revue, Tait rappel que 

les premiers anticorps non anti-HLA devant être recherché, sont les anticorps anti cellules 

endothéliales qui ont montré la capacité d’activer l ‘endothelium, d’induire l’apoptose ou de 

léser les cellules endothéliales. Toutefois l’obstacle semble être le manque de méthode 

standardisée pour la recherche de ces anticorps (Tait, Susal et al. 2012). 
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2. Le rejet en xénotransplantation 

 

2.1 Histoire de la xénotransplantation 

 

La xénotransplantation est une idée ancienne. Les premières publications médicales 

remontent à 1906, par Jaboulay (Jaboulay 1906) qui décrivit deux tentatives de greffe de rein, 

de porc puis de chèvre, chez deux jeunes femmes atteintes d’insuffisance rénale terminale. Un 

peu avant, Alexis Carel rapporta ses travaux de greffes vascularisées de reins humains au cou 

de chiens avec obtention d’une diurèse pendant une brève période post opératoire (Carrel and 

Guthrie 1905). L’aventure de l’allotransplantation rénale débuta en 1952 avec l’histoire de 

Marius Renard (jeune ouvrier picard), qui reçut un rein de sa mère. Parallèlement les 

premières xénotransplantation chez l’homme débutèrent en 1964, par l’équipe de Reemtsma 

(Reemtsma, McCracken et al. 1964) qui tenta la transplantation de rein de chimpanzé avec 

une survie extraordinaire de 9 mois pour un des patients qui décéda des complications de 

l’immunosuppression. Les premières expériences de xénotransplantation furent 

essentiellement centrées sur le primate du fait de sa proximité avec l’homme (Hardy 1964; 

Hitchcock, Kiser et al. 1964; Starzl, Marchioro et al. 1964; Barnard, Wolpowitz et al. 1977; 

Bailey, Nehlsen-Cannarella et al. 1985; Starzl, Fung et al. 1993). Toutefois, l’amélioration des 

techniques réanimatoires et anesthésiques, permettant d’accroitre le nombre de patients en 

mort encéphalique, mit fin à cette première épopée de la xénotransplantation en mettant à 

disposition un nombre suffisant d’organes allogéniques.  

Année Auteurs 
Animal 

donneur 

Organe 

greffé 

Survie  

obtenue 

1964 Reemtsma Chimpanzé Rein 9 mois 

1964 Hitchcock Babouin Rein 4 jours 

1964 Starzl Babouin Rein 2 mois 

1964 Hardy Chimpanzé Cœur  

1969 Starzl Chimpanzé Foie 14 jours 

1977 Barnard Babouin Cœur  

1977 Barnard Chimpanzé Cœur 4 jours 

1985 Bailey Babouin Cœur 4 semaines 

1992 Starzl Babouin Foie 14 jours 

 

Tableau 1 : Résultats des premières xénotransplantations chez l’homme avec des organes 

de primates non humains. 
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A partir de 1984, la réalisation de nouvelles xénogreffes primates-humains, permit de finaliser 

le débat éthique concernant l’utilisation des primates à des fins exclusivement médicales 

humaines, avec en outre la prise de conscience des risques de transmissions virales 

notamment de rétrovirus. Le Biological Response Modifiers Advisory Comittee de la Food 

and Drug Administration Américaine a recommandé dans un rapport de 2000 (2000), 

l’exclusion des primates comme donneurs potentiels d’organes, soulevant la possible 

transmission de rétrovirus simiens pouvant s’intégrer au génome humain et se transmettre au 

travers des générations. Le porc fut alors considéré comme la meilleure source d’organes, et 

devant l’apparition d’une pénurie de greffons rénaux secondaire à la généralisation de la 

dialyse et à l’amélioration des résultats de la greffe rénale, l’intérêt pour la 

xénotransplantation resurgit à l’avènement des techniques de génie génétique. Le porc 

présente en effet l’avantage d’avoir des caractéristiques morphologiques, anatomiques et 

physiologiques se rapprochant de l’humain. De plus la perspective d’élevage à grande échelle 

des porcs pour un usage médical est moins sujette à controverses. Le recours aux primates a 

été conservé comme modèle pré clinique de la xénotransplantation, les singes servant de 

receveurs aux transplants porcins (Tableau 2a, 2b, 2c, 2d). 

(Lexer, Cooper et al. 1986; Cooper, Human et al. 1988; Fischel, Bolman et al. 1990; Johnson, 

Fischel et al. 1992; Roslin, Zisbrod et al. 1992; Leventhal, Dalmasso et al. 1993; Brewer, Del 

Rio et al. 1994; Kawauchi, Takeda et al. 1994; Pruitt, Kirk et al. 1994; Ye, Neethling et al. 

1994; Kaplon, Michler et al. 1995; Magee, Collins et al. 1995; Davis, Pruitt et al. 1996; 

Fukushima, Gundry et al. 1996; Kobayashi, Taniguchi et al. 1996; Michler, Xu et al. 1996; 

Pruitt, Bollinger et al. 1996; Davis, Jakobs et al. 1997; Minanov, Itescu et al. 1997; Pruitt, 

Bollinger et al. 1997; Waterworth, Cozzi et al. 1997; Itescu, Kwiatkowski et al. 1998; Zaidi, 

Schmoeckel et al. 1998; Salerno, Kulick et al. 2002) (Kaplon, Platt et al. 1995; Blum, Collins 

et al. 1998; Daggett, Yeatman et al. 1998; Yeatman, Daggett et al. 1999). (Calne, White et al. 

1968; Calne, Davis et al. 1970; Luo, Kosanke et al. 1998). (Besse, Duck et al. 1994; 

Leventhal, John et al. 1995; Sablinski, Gianello et al. 1997; Loss, Kunz et al. 2000; Hecker, 

Lorenz et al. 2002). 

 

Noms de code des molécules utilisées dans les traitements expérimentaux ci dessous : 

- FUT175 : 6-amidino 2-naphtyl p-guanidinobenzoate : protéase inhibiteur du 

complément 

- K76COOH : monocarboxylic acid: inhibiteur de l’activation de C5 

- CAB-2 : Complement Activation Blocker (dérivé de DAF) 

- GAS 914 : Analogue de alpha Gal 

- LF15-0195 : Analogue de la deoxyspergualine 
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Année Auteurs Receveur Immunosuppression Survie 

1986 Lexer Babouin Aucun 30 à 190 min 

1988 Cooper Babouin Aucun 

St 

IA+CsA+CS 

<8h 

<8h 

2h à 5 jours 

1992 Fishel/ 

Johnson 

Macaque Aucun 

PP 

IA 

IA+IG+CsA+AZA+CS 

PP+IG+CsA+AZA+CS 

PP+St+IG+CsA+AZA+CS 

2h 

<12h 

<80h 

120h 

190h 

1 à 8 jours 

1992 Roslin Babouin IA+Rdx+CsA+CS 6 à 15 jours 

1993 Leventhal Babouin 

 

Aucun 

PP+St+DSG 

CVF 

2h 

<50h 

3-4 jours 

1994 Pruitt Macaque sCR1i 48-90h 

1994 Kawauchi Macaque Aucun 

PP 

Tacrolimus+St 

PP+St+Tacro+FUT175 

<10 min 

<10 min 

30 min 

80-270min 

1994 Ye Babouin CsA+CyP+MTx+CS 

CsA+CyP+MTx+CS+Melibiose 

15 min 

12-18h 

1994 Brewer Babouin IA+Rdx 

PP+Rdx 

6-15 jours 

1-8 jours 

1994 Fukushima Babouin CsA+DSG+FUT175+St 

PP+CsA+DSG+FUT175+St 

10h 

<16 jours 

1995 Kaplon Babouin Aucun <82h 

1995 Magee Macaque Ig+St+CsA+AZA+CS 2h à 7 jours 

1995 Magee Babouin IA+Ig+St+CsA+AZA+CS 7 à 10 jours 

1996 Pruitt Macaque sCR1i continu 

sCR1i continu+ CsA+CyP+CS 

11 jours 

21-31 jours 

1996 Kobayashi Babouin CsA+CyP+CS+MTx 

FUT175+K76COOH 

15 à 40 min 

4-10h 

1996 Michler Babouin  Aucun 15 à 96h 

1996 Davies Macaque Aucun 

CsA+CyP+CS 

sCR1i continu+ CsA+CyP+CS 

1h 

1h 

21-32 jours 

1996 Waterworth Macaque CsA+CyP+CS 45 min 

1997 Kobayashi Babouin CVF+St+CsA+CyP+CS+MTX 6-25 jours 

1997 Zaidi Macaque CsA+CyP+CS <30 jours 

1997 Itescu Babouin CsA+CyP+CS 6 jours 

1997/1998 Minanov Babouin Aucun 

CsA+MMF+CS 

<4 jours 

<6 jours 

1997 Pruitt Macaque sCR1i intermittent+CsA+CyP+CS 6 semaines 

2002 Salerno Macaque Aucun 

CAB-2 

<2h 

108h 
 

Tableau 2a : Résultats des premières xénotransplantations porcines cardiaques chez le 

primate non Humain  
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Tableau 2b : Résultats des premières xénotransplantations porcines pulmonaires chez le 

primate non Humain  
 

 

 

 

 

Tableau 2c : Résultats des premières xénotransplantations porcines hépatiques chez le 

primate non Humain  

 

 

  

Année Auteurs Receveur Immunosuppression Survie 

1993 Leventhal Babouin IA+St+CyP+DSG+ATG+CS 13 jours 

1994 Besse Babouin Aucun 

PP+IG+CsA+CS 

<2h 

23 jours 

1995 Sablinski Macaque PP+ATG+CsA+CS 1-23 jours 

2000 Loss Macaque CsA+CyP+CS <24h 

2001 Hecker Macaque C1inh+CyP+CsA+MMF+CS 5-15 jours 

 

 

Tableau 2d : Résultats des premières xénotransplantations porcines rénales chez le primate 

non Humain  

 

 

 

 

 

2.2 Rejet Hyper aigu 

Année Auteurs Receveur Immunosuppression Survie 

1995 Kaplon Macaque Aucun 7 à 9h 

1997 Blum Macaque FUT175+K76-COOH 2-15 min 

1998 Yeatman Babouin Aucun <30 min 

1998 Daggett Babouin Aucun <30 min 

Année Auteurs Receveur Immunosuppression Survie 

1968 Calne Babouin CS+AZA 6h à 3 jours 

1970 Calne Macaque IG <12h 

1996 Luo Babouin CsA+CyP+CS 2h 
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La grande majorité des premiers travaux ont concerné des xénogreffes de cœur et les 

résultats ont montré des rejets très rapides et puissants avec des survies ne dépassant pas 

quelques jours. Macroscopiquement un organe ayant subi un rejet hyper aigu est nécrosé, 

hémorragique, siège de ruptures capsulaires (Figure 5 ci dessous). Histologiquement ce rejet 

présente des thromboses intravasculaires extensives associées à des hémorragies et œdème 

extravasculaire. 

 

 

Figure 5 : Aspect macroscopique d’un rejet hyper aigu (photos personnelles) 

 

Ces rejets appelés rejets hyper aigus ont pu être en parti atténués par l’utilisation de porc 

transgéniques pour des molécules de régulation de la coagulation humaine telle que CD55 

(DAF : Decay Accelerating Factor ou) et/ou CD59 (MIRL : Membrane Inhibitor of Reactive 

Lysis) inhibiteur du complexe d’attaque membranaire ou transgéniques pour un inhibiteur du 

récepteur du complément CD46 (MCP : Membrane Cofactor Protein). Les survies 

s’améliorèrent mais aux prix de lourds protocoles d’immunosuppression parfois précédée 

d’une splénectomie ou de plasmaphérèse (Tableau 3a, 3b, 3c et 3d).  

(McCurry, Parker et al. 1997; Lin, Weidner et al. 1998; Schmoeckel, Bhatti et al. 1998; 

Waterworth, Dunning et al. 1998; Zaidi, Schmoeckel et al. 1998; Bhatti, Schmoeckel et al. 

1999; Vial, Ostlie et al. 2000; Lam, Hausen et al. 2002; Houser, Kuwaki et al. 2004; Brandl, 

Michel et al. 2005; McGregor, Davies et al. 2005; Wu, Pfeiffer et al. 2007; Byrne, Stalboerger 

et al. 2008). (Norin, Brewer et al. 1996; Daggett, Yeatman et al. 1997; Yeatman, Daggett et 

al. 1999). (Cozzi, Bhatti et al. 2000; Ghanekar, Lajoie et al. 2001; Holmes, Richards et al. 

2001; Vangerow, Hecker et al. 2001; Barth, Yamamoto et al. 2003; Cozzi, Vial et al. 2003; 

Garcia, Sun et al. 2004; Lam, Hausen et al. 2004; Shimizu, Yamada et al. 2005; Chen, Sun et 

al. 2006). (Ramirez, Chavez et al. 2000; Ramirez, Montoya et al. 2005). 
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Malgré ces traitements lourds, les organes subissent un rejet vasculaire aigu, caractérisé 

par une activation endothéliale et une forte augmentation des anticorps xénoréactifs.  

 

 

 

Tableau 3a : Résultats des xénotransplantations cardiaques avec organes porcins 

transgéniques pour CD55 et/ou CD59 chez le primate non humain  
 

 

 

 

Année Auteurs Animal 

Receveur 

Immunosuppression Survie 

(jours) 

1996 Norin Babouin hCD59 <1 (12h) 

1998 Daggett Babouin hCD55+hCD59 

hCD55+hCD59+IA 

<1 

1998 Yeatman Babouin hCD55+hCD59 <1 (3h) 

 

 

Tableau 3b : Résultats des xénotransplantations pulmonaires avec organes porcins 

transgéniques pour CD55 et/ou CD59 chez le primate non humain  
 

 

Année Auteurs Receveur Immunosuppression Survie 

(jours) 

1999 Schmoeckel Macaque hCD55+CsA+MMF+CyP 

+CS+St 

60 

2000 Cowan Babouin hCD55+hCD59+HT 5 

Année Auteur Animal 

Receveur 

Immunosuppression Survie  

(jours) 

1995 Mc Curry Babouin hCD55+hCD59+St 

+CyP+AZA+CS+IA 

<1 (30h) 

1997 Lin Babouin hCD55+hCD59+IA 

+CsA+CyP+CS 

<1 

1998 Waterworth Babouin hCD55 21 

1998 Schmoeckel Babouin hCD55 9 

1999 Bhatti Babouin hCD55+CsA+CyP+CS+St 99 

2000 Vial Babouin hCD55+CsA+CyP+CS 39 

2002 Lam Macaque hCD55+GAS914+CyP+CsA 

+MMF+St 

27 

2004 Houser Babouin hCD55+GAS914+ATG+LoCD2b

+Thymic irradiation+MMF 

+CVF+antiCD154+St 

139 

2005 Brandl Babouin hCD55+GAS914+CyP+ATG 

+Tacro+Rapa+St 

25 

2005 McGregor Babouin hCD46+Rituximab+ATG+TPC 

+Tacro+Rapa+St 

137 

2007 Wu Babouin hCD55+CsA+CyP 36 

2008 Byrne Babouin hCD46+αGal polymer 

+ATG+Tacrolimus+Rapa 

40 
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2000 Cozzi Macaque hCD55+CsA+CyP+CS 39 

2000 Ghanekar Babouin hCD55+ATG+CsA+Rapamycine 

+St+GAS914 

78 

2001 Lorenz Macaque hCD55+CsA+CyP+CS 23 

2002 Garcia Babouin hCD55+Ig+CsA/Tacrolimus 

+MMF/Rapamycine+CS+TPC 

75 

2001 Vangerow Macaque hCD55+CyP+C1inh+St 68  

2002 Lam Macaque hCD55+CyP+CsA+MMF 

St+GAS194 

27 

2002 Holmes Macaque hCD55+CyP+CsA+Evero+MMF 

TPC+St 

60 

2003 Barth Babouin hCD55+Thymus+GAS914 

+antiCD3+CVF 

CyP+CsA+MMF+St 

229 

2004 Cozzi Macaque hCD55+GAS914+CyP 

+CsA+MMF+St 

37 

2005 Shimizu Babouin hCD55+Thymus+GAS914 

+ATG+antiCD3+CyP+CVF+MMF+anti-CD40 

30 

2006 Chen Babouin hCD55+ATG+GAS914+Tacro 

+MMF+LF15-0195 

hCD55+Rituxan+CVF+St 

75 

 

14 

 

 

Tableau 3c : Résultats des xénotransplantations rénales avec organes porcins transgéniques 

pour CD55 et/ou CD59 chez le primate non humain  

 

 

 

Année Auteurs Receveur Immunosuppression Survie 

(jours) 

2000 Ramirez Babouin hCD55+CyP+CsA+St 6 

2005 Ramirez Babouin hCD55+hCD59+CyP+CsA 

+MMF+CS+Rituximab 

+Daclizumab 

<1 

 
 

Tableau 3d : Résultats des xénotransplantations hépatiques avec organes porcins 

transgéniques pour CD55 et/ou CD59 chez le primate non humain  

 
 

 

 

 

2.3 Les xénoantigènes 

 

La plupart des mammifères possède une enzyme de glycosylation, l’alpha 1,3 

galactosyltranspférase (α1,3 GT), responsable de la synthèse d’un épitope Gal α1-3-βGal 

exprimé à la surface des cellules endothéliales. Chez les grands primates dont l’homme, cette 

enzyme n’existe plus, et ne possédant plus l’épitope Gal α1-3-βGal, ils développent alors des 
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anticorps naturels anti Gal dirigés contre cette épitope (Tableau 4). (Galili, Shohet et al. 

1988). 

 

Espèces Expression de l’épitope 

Gal 

Anticorps anti Gal 

naturels 

Mammifères non primates + - 

Singes du nouveau monde 

(Continent américain : 

marmouset, capucin, 

tamarin) 

+ - 

Singes de l’ancien monde 

(Continent Africain et Asie : 

Babouins,  Macaques, 

Macaque) 

- + 

Grands singes (Hommes, 

Gorille, Bonobo, 

Chimpanzé, Orang Outang, 

Gibbon) 

- + 

 

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

les mammifères  
 

 

L’idée fut donc de supprimer l’expression du motif Gal α1-3-βGal pour prévenir les 

xénorejets (Cooper, Koren et al. 1993). La technique de transfert de noyau apparue en 1996, a 

permis de produire en 2002 les premiers porcs homozygotes pour une forme inactive de l’ 

α1,3 GT (porc Gal-KO) (Phelps, Koike et al. 2003) . (Chen, Qian et al. 2005; Kuwaki, Tseng 

et al. 2005; Tseng, Kuwaki et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005; Griesemer, Hirakata et 

al. 2009; Bauer, Postrach et al. 2010; Lin, Ezzelarab et al. 2010; Kim, Schuetz et al. 2012). 

 

 

 

Année Auteurs Animal 

receveur 

Organe 

porcin 

Gal KO 

Immunosuppression Survie 

maximale 

(jours) 

2005 Chen Babouin Rein ATG+CVF+Tacrolimus 

+MMF+CS 

16 

2005 Kuwaki Babouin Coeur ATG+RdX+CVF+Ac antiCD154+St 90 

2005 Yamada Babouin Rein Thymus+St+ATG+LoCD2+ 

RdX+MMF+Ac anti-CD 154+CS 

90 

2005 Tseng Babouin Coeur Aucun <1 
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ATG+LoCD2+Thy RdX+CVF+Ac 

antiCD154+MMF+CS+rhAT 

180 

2009 Griesemer Babouin Rein Thymus+ATG+LoCD2+Rituximab 

+Ac antiCD 154+MMF+Tacro 

90 

2010 Ekser Babouin Foie hCD46+ATG+Tacro 

+MMF 

7 

2010 Lin Babouin Rein hCD46+ATG+Ac anti 

CD54+MMF+CS+CVF 

4-16 

2010 Bauer Babouin Cœur hCD46+IA+antiCD20 

+tacrolimus+Rapa+ MMF+CS 

50 

2012 Kim Babouin Foie ATG+RdX+CVF+Ac antiCD154+St 9 

 

Tableau 5 : Résultats des xénotransplantations avec organes porcins Gal-KO chez le primate 

non humain  

 

 

2.4 Rejet vasculaire aigu 

 

Lorsque le rejet suraigu peut être maitrisé, un autre mécanisme de rejet peut survenir en 

dépit d’une immunosuppression importante. Il s’agit du rejet vasculaire aigu (Mohiuddin, 

Corcoran et al.) dont la physiopathologie est distincte du rejet suraigu. L’élément central du 

RVA est l’activation endothéliale de type II en contraste avec l’activation endothéliale de type 

I observée dans le rejet hyperaigu. Les lésions histologiques de ce type de rejet sont : 

- Des lésions hémorragiques moins importantes que dans le rejet suraigu 

- Des thromboses intravasculaires 

- Un infiltrat intracellulaire peu abondant 

 

L’activation endothéliale correspond à l’acquisition par les cellules endothéliales d’un 

phénotype pro inflammatoire en réponse à une agression externe. 

Deux types d’activation des cellules endothéliales existent:  

 

- L’activation endothéliale type I, ne requiert pas de synthèse protéique de novo ou la 

régulation positive des gènes et se produit rapidement (quelques minutes). Elle est 

déclenchée par l’adhésion de ligands tels que l’histamine ou la thrombine. Les effets 

comprennent la rétraction des cellules endothéliales, l'expression de la sélectine P, la 

libération de facteur de von Willebrand, de monoxyde d’azote et de prostaglandines. 

Ces différentes protéines sont pour la plupart stockées dans les organelles de Weibel-
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Palade. Cette activation de type I, appelée aussi stimulation endothéliale conduit et 

prépare l’activation de type II. 

-  L’activation endothéliale type II, est une activation plus longue (quelques heures) 

induite par des cytokines, le TNF ou l’interleukine 1. Elle nécessite la transcription 

des gènes codant pour les molécules d'adhésion, des cytokines, et le facteur tissulaire. 

Les cellules endothéliales partagent un mécanisme commun de contrôle intracellulaire 

via l'activation des facteurs de transcription, y compris le facteur nucléaire κB. Un 

agent stimulant agissant à la surface des cellules endothéliales provoque l'activation du 

facteur cytoplasmique kB nucléaire. Une fois activé, le facteur nucléaire kB est 

transporté dans le noyau et se lie aux régions promotrices de gènes qui sont régulés 

positivement dans l'activation des cellules endothéliales. 

 

Ces deux réponses favorise l’adhésion des leucocytes à l’endothélium et conduisent à un état 

d’hyperperméabilité vasculaire permettant la transmigration. 

 

Le rejet vasculaire aigu est caractérisé par un infiltrat cellulaire composé en majorité de 

monocytes (70-80 %) et de cellules Natural Killer (NK) (10-20 %). Il est associé à l'activation  

des cellules endothéliales du greffon, qui est de type II, c'est-à-dire accompagnée d'une 

stimulation de la transcription. Les stimuli activateurs sont multiples et interviennent 

probablement de façon séquentielle. Les cellules endothéliales sont activées par les facteurs 

humoraux présents dans le sérum du receveur que sont les xénoanticorps, le complément, les 

cytokines produites par les monocytes activés (IL1alpha, TNFalpha), et également par le 

contact direct avec les monocytes et les cellules NK humaines. L'importance du rôle des 

macrophages et cellules NK dans le rejet est modulée par l'inefficacité des expériences de 

déplétion par anticorps monoclonaux, suggérant donc que l'infiltrat cellulaire participe mais 

n'initie pas le rejet vasculaire. En réalité, la pathogénie du rejet retardé, comme du rejet 

suraigu, est largement liée aux Ac xénogéniques anti-Gal. Mais, dans le cas du rejet retardé, il 

est associé à leur retour, d'où à nouveau l'activation des cellules endothéliales du greffon vers 

un phénotype procoagulant, et ce malgré l'absence de complément actif (Itescu, Kwiatkowski 

et al. 1998; Akiyoshi, Hirohashi et al. 2012). Cette activation de la coagulation est 

responsable d'un phénomène de coagulation intravasculaire disséminée associée au rejet 

vasculaire aigu observé avec les greffons transgéniques.  

 Il semble que l'isotype, immunoglobulines de type M (IgM) ou G (Wieselthaler, Schima et 

al.), mais également la spécificité des xénoAc auraient un rôle déterminant dans leur caractère 
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pathogène : les Ac qui sont délétères sont clairement des IgM. Quant au rôle des IgG, il 

représente une voie de recherche en voie d’exploration. 
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3. Complément et transplantation 

 

3.1 L’activation du complément 

 

Le complément représente un des éléments essentiels, avec les anticorps, du système 

humoral de défense contre les agents infectieux ou dans d’autres réponses immunes 

humorales comme l’alloimmunité. Il se compose d'une vingtaine de protéines circulantes 

capables d'interagir avec certaines membranes biologiques. Il n’est pas spécifique d’un 

antigène et est activé immédiatement par la présence d’un pathogène, il est donc considéré 

comme une partie de l’immunité innée. D’un autre côté, les anticorps activent certaines 

protéines du complément, ainsi l’activité du complément fait aussi partie de l’immunité 

acquise. Le complément stimule l’inflammation et l'opsonisation, facilite la phagocytose des 

antigènes, et lyse directement certaines cellules. Comme il est un puissant agent 

inflammatoire, son activité est étroitement régulée. Il y a trois voies biochimiques qui activent 

le système du complément : la voie classique, la voie alterne et la voie des lectines liant les 

mannoses (Figure 6). 

 

 

3.1.1 La voie classique 
 

 

La voie classique est activée par le complexe antigène-anticorps et est la principale voie 

mise en cause dans les rejets à composante humorale en transplantation. Seules les IgG1, 

IgG3, les IgM, et faiblement les IgG2 sont capables d'entraîner la cascade d’activation. La 

fixation d’un ou plusieurs anticorps sur sa cible permet à leur région Fc de fixer le C1, 

premier composant de cette voie, qui est lui-même composé de trois sous-composants : C1q, 

C1r et C1s. Quand le C1q lie le complexe antigène-anticorps, il active C1r, qui devient 

protéolytique, et clive C1s initiant la cascade de protéolyse. Le C1 activé clive alors le C4, qui 

à son tour va cliver le C2 pour former un complexe C4b2a, encore appelé C3-convertase. 

Cette convertase forme le C4b2a3b, ou C5-convertase, après avoir clivé le C3 en C3b (qui se 

lie de façon covalente à la surface de la cellule) et en C3a. Le fragment C3b fixé à la 

membrane (produit à la fois par les voies classique, alterne et des lectines), amorce la cascade 

de réactions qui conduit à la formation du complexe d'attaque membranaire (C5b-9), à partir  
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des composants tardifs du complément. Dès lors, la perméabilité de la cellule est altérée, les 

petites molécules pénètrent et sortent de la cellule, l'eau entre par osmose faisant augmenter 

son volume jusqu'à la lyse (Figure 6). 

 

3.1.2 La voie alterne 
 

La voie alterne est la première défense apparue au cours de l'évolution et est la première 

en jeu lors d'une infection par un germe inconnu de l'organisme infecté, avant une réponse 

immune spécifique. En effet, son activation n’est pas dépendante de la fixation des anticorps 

sur l’antigène. Elle est activée par les surfaces cellulaires des bactéries, des cellules infectées 

par un virus, de certaines levures et de parasites. La voie alterne d'activation résulte de la 

fixation du C3b sur un site accepteur. Le C3b fixé à une surface peut alors lier le facteur B qui 

est clivé par le facteur D en Bb et Ba, formant la C3-convertase alterne, ou C3bBb. Cette C3- 

convertase clive des molécules de C3 pour former un complexe C3bBbC3b, ou C5-convertase 

alterne. Cette dernière va à son tour cliver le C5 rejoignant ainsi la voie classique (Figure 6). 

 

3.1.3 La voie des lectines 
 

Une protéine globulaire, la Mannose Binding Protein (MBP) de la famille des 

collectines, peut interagir avec les résidus mannose ou N-acétylglucosamine (GlcNac) des 

microorganismes. Sa structure est homologue au C1q. Sa fixation sur des mannoses de 

bactéries active deux sérine-protéases MASP1 et MASP2 ou MASP3 qui clivent et activent 

C4 et C2, rejoignant ainsi la voie classique (Figure 6). 
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Figure 6 : L’activation du complément par la voie classique, alterne ou des lectines. 

(Figure issue de Walport 2001). 
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3.2 Les régulateurs naturels 
 

 

3.2.1 Le C1-inhibiteur 
 

 

Le C1-inhibiteur (C1-INH), ou inhibiteur de la C1 estérase, est un inhibiteur de 

protéases à sérine (serpin) et est le premier inhibiteur dans les cascades d’activation du 

complément. Il inhibe surtout la voie classique du complément en prévenant l’activation du   

C1r et en inactivant le C1 activé (dès la première étape de l’activation). Cependant de récentes 

études ont également montré qu’il peut inhiber, in vitro principalement, la voie des lectines 

par l’inhibition des MASP et la voie alterne par liaison avec le C3b (Jiang, Wagner et al. 

2001; Bos, Hack et al. 2002; Nielsen, Waage et al. 2007). Ce puissant inhibiteur naturel est 

utilisé en thérapeutique pour compenser sa déficience congénitale responsable des crises 

d’œdème angioneurotique (Cugno, Zanichelli et al. 2009). Il n’a que très peu intéressé la 

communauté de la transplantation jusqu’à présent, avec seulement des travaux en 

xénotransplantation à partir de C1-INH plasmatique issu de sérum humain (Vangerow, 

Hecker et al. 2001; Hecker, Lorenz et al. 2002; Poling, Oezkur et al. 2006). Outre son activité 

d’inhibition de la C1 estérase et donc son efficacité pour bloquer de manière très précoce 

l’activation du complément, la molécule de C1-INH présente de nombreuses propriétés 

intéressantes en vue d’une utilisation dans le contexte de la transplantation. En effet, plusieurs 

études montrent que cette molécule inhibe également l’activation des lymphocytes T (CD4+ 

et CD8+) en MLR et la génération de lymphocytes cytotoxiques. Il semblerait qu’il soit 

capable pour cela de cliver le CMH de classe I par une activité protéolytique (Eriksson and 

Sjogren 1995; Nissen, Bregenholt et al. 1998).  

L’action du C1-INH sur la lignée B n’a pa été clairement démontré. Les patients souffrant 

d’un déficit congénital en CI INH présente dans presque 50% des cas des auto-anticorps et 

dans 12% des maladies autoimmunes (Farkas, Gyeney et al. 1999). Ces patients semblent 

avoir des lymphocytes B activés circulants (Brickman, Tsokos et al. 1986). Kessel et al l’ont 

parfaitement montré chez un groupe de patients atteint de ce déficit (Kessel, Peri et al. 2012). 

En comparant le phénotype des lymphocytes B a un groupe de témoin, ils ont démontré que 

les lymphocytes B circulants chez ces patients étaient activés, exprimant CD69, CD5 et le 

TLR9 (Toll like receptor, activateur de l’immunité innée). Ils ont également démontré une 

activité phosphotyrosine augmentée, qui joue un rôle central dans les voies de communication 

intercellulaire, de régulation de la prolifération, de différentiation et d’adhésion. 
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En transplantation, il a été montré que le complément est un régulateur de l’activation B et de 

la production d’anticorps. Les produits de la cascade du complément sont biologiquement 

actifs et leurs liaisons à la surface des cellules B est corrélés à une production accrue 

d’anticorps. Fearon et al ont démontré que les antigènes portant deux ou trois molécules C3d 

sont 1.000 à 10.000 fois plus immunogène que l'antigène seul. Les effets de C3d dépendent 

donc de plusieurs variables dont le nombre ou la densité de C3d lié à l'antigène (Wasowska, 

Lee et al. 2007).  

Toutefois, bien que le déficit en C1 INH ou l’activation du complément aient une influence 

sur l’activation B et la production d’anticorps, la littérature n’a pas décrit les effets des 

traitements par C1 INH (recombinant ou non) sur la ligné B en transplantation. 

Le C1-INH est également capable d’inhiber l’activation endothéliale, l’apoptose des cellules 

endothéliales et  diminue l’expression de VCAM-1 inhibant l’adhésion lymphocytaire 

endothéliale (Zhang, Qin et al. 2007). Le C1-INH, mais également un dérivé inactif du C1-

INH sans site actif protéase (iC1-INH), peut se fixer aux E et P-sélectines des cellules 

endothéliales et inhibe ainsi l’adhésion leucocytaire in vitro et la transmigration in vivo 

(Davis, Cai et al. 2004; Cai, Dole et al. 2005). Le C1-INH montre également des effets 

protecteurs sur les organes contre les lésions d’ischémie-reperfusion (Storini, Rossi et al. 

2005; Arumugam, Magnus et al. 2006) avec notamment plusieurs études cliniques dans 

l’infarctus du myocarde (Schreiber, Heimisch et al. 2006; Thielmann, Marggraf et al. 2006; 

Fattouch, Bianco et al. 2007). Enfin, diverses études montrent également un rôle du C1-INH 

dans la protection contre le choc septique et endotoxinique (Jansen, Eisele et al. 1998; 

Wouters, Wagenaar-Bos et al. 2008). Cette action semble logiquement dépendre de 

l’inhibition de l’activation du complément et de l’inflammation liée aux nombreuses 

anaphylatoxines libérées, néanmoins une étude a mis en évidence que le C1-INH, mais 

également le dérivé inactif, prolongent la survie de souris dans un modèle de choc septique 

(Liu, Lu et al. 2007). Ils observent notamment une augmentation importante du nombre de 

bactéries tuées par les neutrophiles et macrophages in vivo. Ils observent également que le C1-

INH, et le iC1-INH, se fixent in vitro à la paroi des bactéries, que cette fixation ne modifie pas 

la prolifération bactérienne, mais augmente l’activité bactéricide des neutrophiles sanguins et 

des leucocytes du péritoine. 
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Figure 7 : Mécanisme d’action du C1 inhibiteur (Editorial comment ; P Heeger) 

 

 

3.2.2 Autres régulateurs  

 
Le complément est un puissant agent inflammatoire de l’immunité innée. Il est par 

conséquent étroitement régulé par d’autres inhibiteurs que le C1-INH. Un deuxième point de 

contrôle de l’activité du complément, en amont dans la cascade d’activation, est la C3-

convertase, de la voie classique (C4b2a) ou de la voie alterne (C3bBb). Les complexes 

enzymatiques de ces C3-convertases sont très instables à 37°C conduisant à une dissociation 

spontanée et une perte d’activité enzymatique irréversible. Cette dissociation spontanée est 

accélérée par le C4-bp qui par ailleurs sert de cofacteur au facteur I. Ce dernier est un enzyme 

capable de cliver le C3b et le C4b qui ne peuvent plus participer à la formation de la C3-



 

 

 
Introduction : Complément et transplantation 

 

  

40 

convertase classique. Le facteur H, cofacteur également de I, se lie spécifiquement au C3b en 

chassant le Bb de la C3- convertase alterne et en empêchant toute réassociation. De même, le 

CR1 et le CD46 (MCP), qui servent aussi de cofacteurs à I, et le CD55 (DAF : Decay 

Accelerating Factor), distribués à la surface de nombreuses cellules comme CD46 

(leucocytes, cellules épithéliales et endothéliales) accélèrent la dissociation spontanée des 

deux C3-convertases. Le troisième et dernier point de contrôle de l’activation du complément 

se situe au niveau de la formation et du dépôt du C5b-9 (le complexe d’attaque membranaire) 

à la surface des cellules. La vitronectine (ou protéine S) s’incorpore dans le C5b-7, le rend 

hydrophile, et lui confère ainsi une incapacité à s’enchâsser dans la membrane plasmatique. 

La clusterine est capable d’interagir avec les parties hydrophobes du C7, C8 et C9. Elle entre 

ainsi en compétition avec les composants de la bicouche lipidique des membranes. Ces deux 

régulateurs inhibent la déposition du complément terminale à la surface des cellules. Enfin, le 

CD59 est un inhibiteur tardif. Après liaison au C8α, il se lie à la première molécule de C9 se 

fixant sur le complexe C5b-8 empêchant son déploiement correct indispensable à son 

insertion dans la membrane plasmique et ainsi à la polymérisation du C9. 

 

 

3.3 Réponse cellulaire et complément 
 

 
Le complément est un système biologique complexe aux effets divers précédemment 

cités. Outre son activation qui conduit à la lyse directe du pathogène ou son opsonisation et à 

la production d’anaphylatoxines pro-inflammatoires et chimiotactiques, de nombreux travaux 

ont mis en évidence que ce système biologique est également impliqué directement dans la 

réponse cellulaire, notamment les lymphocytes T et les CPA comme le rappel Kemper dans sa 

revue (Kemper and Atkinson 2007). Certes, d’après certains travaux cités précédemment, le 

C1-INH par exemple peut inhiber la prolifération et la génération de lymphocytes 

cytotoxiques in vitro, les mécanismes impliqués demeurent cependant inconnus. Les 

lymphocytes T expriment quelques récepteurs pour le complément (faible répertoire), mais 

ces récepteurs sont fortement surexprimés après activation. En revanche, les CPA expriment 

un large répertoire de récepteurs pour le complément à leur surface, et leur engagement 

modifie la maturation et l’expression de cytokines par ces CPA. Il a été montré dès 1991 

qu’un anticorps anti-CD59 augmente l’activation T (Korty, Brando et al. 1991). Un modèle 

murin a montré que CD59 est surexprimé sur les lymphocytes T CD4+ après activation et que 

le blocage de CD59 in vitro augmente significativement les réponses polyclonale ou 
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spécifique d’un antigène des lymphocytes T, confirmant ainsi que CD59 régule la réponse 

cellulaire (Sivasankar, Donev et al. 2007). Les travaux de Peter Heeger sur CD55 (DAF) ont 

montré un rôle similaire de cet autre régulateur du complément (Heeger, Lalli et al. 2005). 

Ainsi, l’absence de DAF sur les CPA et les lymphocytes T conduit à une augmentation de la 

prolifération de ces lymphocytes et de la fréquence en lymphocytes T effecteurs induits. Ils 

mettent notamment en évidence que l’activation locale de la voie alterne est responsable de 

cette activité, puisqu’elle est dépendante du facteur D et, en partie, du C5. D’ailleurs, cette 

étude montre également que les facteurs de la voie alterne sont rapidement produits après 

contact des lymphocytes T avec les CPA et que DAF est sous-exprimé après ce contact. Un 

peu plus tard, l’équipe de Heeger a démontré que la production locale de complément 

augmente l’expansion des lymphocytes T en inhibant l’induction d’apoptose, via un 

mécanisme de surexpression de Bcl-2 dépendant de la PI3K et une sous-expression de la 

molécule Fas (Lalli, Strainic et al. 2007). Comme CD59, CD55 semble donc réguler la 

réponse T en inhibant certaines molécules de l’activation du complément qui, elles, sont 

responsables d’une costimulation des lymphocytes T. Par ailleurs, le complément produit 

localement durant le contact T-CPA, ne donne pas seulement l’augmentation de la 

prolifération et de la production de cytokines. Il permet également de maintenir la viabilité et 

la survie des lymphocytes T naïfs de manière constitutive (Strainic, Liu et al. 2008). D’après 

d’autres études, la stimulation du TCR et de CD46 (MCP) sur des lymphocytes T humains 

induit la génération de lymphocytes T régulateurs sécrétant de l’IL-10 et produisant du 

granzyme en grande quantité (Kemper, Chan et al. 2003). Enfin, le complément semble 

également agir directement sur les lymphocytes B, et confère un second signal d’activation 

lorsque ces lymphocytes B reconnaissent un antigène opsonisé via le complément 

(Barrington, Zhang et al. 2001). 

 

 

3.4 Inhibition du complément en transplantation 
 

Le complément jouant un rôle majeur en transplantation (ischémie-reperfusion, rejet à 

composante humorale, …) des stratégies, inhibant le complément à différentes étapes, ont été 

développées afin de traiter le receveur ou bien en agissant directement sur le greffon via le 

donneur. 

 

 



 

 

 
Introduction : Complément et transplantation 

 

  

42 

3.4.1 Chez le donneur 

 

Depuis plusieurs années, différentes lignées de porcs transgéniques pour des molécules 

humaines régulatrices du complément ont été générées pour la recherche en 

xénotransplantation. Ainsi des porcs, exprimant les molécules CR1 (CD35), MCP (CD46), 

DAF (CD55) ou CD59 directement dans le greffon, ont permis de prévenir en partie les rejets 

hyperaigus à composante humorale en xénotransplantation Preuve que la régulation locale du 

complément est importante et nécessaire lors des réponses humorales en transplantation (Le 

Bas-Bernardet, Anegon et al. 2008). Chez l’homme la thérapie génique du donneur n’est pas 

possible, mais l’anticipation par un prétraitement du greffon via les machines à perfusion 

pulsatiles, durant les 10-20 heures séparant le prélèvement de la transplantation, pourrait 

permettre la mise en place d’une régulation importante du complément au niveau du greffon, 

dès le déclampage. C’est ainsi qu’il a été montré que la perfusion d’un xénogreffon porcin par 

du C1- INH plasmatique humain concentré permet de retarder significativement le rejet 

hyperaigu dans un modèle ex vivo de perfusion par du sang humain (Fiane, Videm et al. 

1999). Enfin, le complément du donneur semble également une source importante dans la 

réponse immune et dans le rejet d’allogreffe. En effet, les cellules épithéliales et les tissus 

vasculaires sont sources de production locale de complément en présence d’inflammation 

(Andrews, Zhou et al. 1995). Il a été démontré en utilisant des donneurs de rein C3 KO, que 

l’absence de production de C3 dans le greffon est capable de prévenir le rejet d’allogreffe 

dans leur modèle murin et que la réponse des lymphocytes T est significativement atténuée in 

vivo et in vitro (Pratt, Basheer et al. 2002). Une étude clinique a par ailleurs permis de 

démontrer que le polymorphisme de C3 du donneur dans la greffe de rein influe de manière 

significative la fonction et le devenir du greffon, confirmant chez l’homme que la production 

de complément par le greffon est une source non négligeable et génératrice d’immunité 

(Brown, Kondeatis et al. 2006). Ce résultat a été néanmoins contesté par une autre étude 

démontrant, sur une plus grande cohorte, qu’il n’y a aucune différence de survie ou 

d’incidence de rejet en fonction du polymorphisme de C3 du donneur (Varagunam, Yaqoob et 

al. 2009). 
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3.4.2 Chez le receveur 

 

Le contrôle de l’activation du complément chez le receveur, à la manière du contrôle de 

l’activation T, est une stratégie thérapeutique grandissante en transplantation. En effet, le rejet 

humoral demeure toujours peu réversible avec l’immunosuppression actuelle, qui cible 

principalement les lymphocytes B et/ou la production d’immunoglobulines. De plus, la 

composante humorale dans le rejet chronique est maintenant bien établie et est diagnostiquée 

par la déposition au sein du greffon de fragments issus de l’activation du complément, le C4d 

(Mengel, Sis et al. 2012). De nombreuses stratégies inhibant, à différentes étapes, 

spécifiquement l’activation du complément ont été développées en transplantation, mais peu 

sont aujourd’hui disponible en pratique clinique. Ainsi, à partir de C1-INH concentré et 

extrait de plasmas humains, plusieurs études ont montré que bloquer l’activation du 

complément dès la première étape, avec une forte immunosuppression, permet de prévenir le 

rejet humoral hyperaigu en xénotransplantation chez le primate (Fiane, Videm et al. 1999; 

Vangerow, Hecker et al. 2001; Hecker, Lorenz et al. 2002). D’autres équipes se sont 

intéressées à inhiber le complément plus en amont, notamment au niveau de la C3-convertase. 

Le venin de cobra contient, entre autre dans ses toxines, du C3b (CVF= Cobra Venom 

Factor), activateur du complément qui est résistant à l’action des facteurs I et H humains. La 

C3-convertase ainsi formée C3b (cobra)- Bb (humain) est très stable et va consommer 

littéralement tous le C3 disponible, générant ainsi un déficit en facteurs nécessaires à 

l’activation du complément. Le CVF a été utilisé dans de nombreux protocoles de 

xénotransplantation ou de greffes ABO-incompatibles en Asie, et est probablement l’une des 

molécules les plus efficaces dans la prévention de l’activation du complément et dans 

l’induction d’accommodation (Leventhal, Dalmasso et al. 1993; Candinas, Lesnikoski et al. 

1996). Cependant, ce traitement génère des anaphylatoxines C3a et C5a,  ainsi que du C3b et 

C4b qui activent les macrophages et les neutrophiles, entrainant une inflammation systémique 

qui limite son utilisation. Cette molécule n’est pas approuvée pour une utilisation clinique en 

Europe et aux Etat-Unis. Le CR1 soluble (sCR1), qui se fixe au C3b et au C4b, et qui accélère 

la dégradation de la C3- et C5-convertase, a des effets protecteurs dans les modèles d’I/R, 

mais a beaucoup moins été étudié dans les modèles de transplantation. Des études chez le rat 

et le primate ont montré qu’une perfusion de sCR1 permet d’obtenir un léger retard du rejet 

en allo et xénotransplantation (Candinas, Lesnikoski et al. 1996; Pruitt, Bollinger et al. 1996; 

Pratt, Basheer et al. 2002). Enfin, une autre stratégie pour inhiber l’activation du complément 
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est d’agir encore plus en amont, de bloquer la conversion du C5, empêchant ainsi la formation 

de C5a et surtout du complexe d’attaque membranaire (C5b-9). Quelques études ont permis 

de montrer qu’un anticorps anti-C5, associé avec de la CsA, permet de prévenir le rejet 

humoral aigu dans des modèles de présensibilisation en allo ou xénogreffes chez le rongeur 

(Wang, Arp et al. 2007; Rother, Arp et al. 2008). Plus récemment, le groupe de Montgomery 

a introduit un anti-C5 (Eculizumab) en transplantation clinique : un seul cas, un individu 

développant un sévère AAMR réfractaire aux stéroïdes, a été traité avec l’anti-C5 associé aux 

IVIG, à l’anti-CD20 et une plasmaphérèse (Locke, Magro et al. 2009). Beaucoup plus 

récemment, un traitement préventif par eculizimab chez des patients possédant un taux élevé 

d’anticorps antidonneur, a permis de diminuer de façon significative le taux de rejet aigu 

(Stegall, Diwan et al. 2011). Enfin, comme le récepteur du C5a (C5aR) est surexprimé en 

transplantation rénale chez l’homme durant les épisodes de rejet, Gueler et coll. ont proposé 

d’injecter un antagoniste du C5aR, ce qui a pour conséquence de retarder le rejet dans 75% 

des cas dans leur modèle d’allogreffe murine, de réduire l’infiltration en macrophages et en 

neutrophiles et d’atténuer la réponse des lymphocytes T (Gueler, Rong et al. 2008). Une autre 

étude a démontré que la perfusion de greffons avec cet antagoniste du C5aR et une solution de 

conservation permet de prévenir les lésions de l’I/R (Lewis, Kohl et al. 2008).  

 

3.4.3 Le C1 inhibiteur en pratique clinique 

 

Son action thérapeutique ne semble pas limitée au traitement des déficits congénitaux en 

C1 inhibiteur responsable de l’angioœdème neurotique et son action a été explorée en 

transplantation dans de nombreux modèles cliniques de façon souvent empirique :  

- transplantation pulmonaire, avec amélioration des lésions de reperfusion (Struber, 

Hagl et al. 1999) 

- greffe de cœur et de poumon ABO incompatible (Mohacsi, Rieben et al. 2001; 

Pierson, Loyd et al. 2002) 

- traitement d’une thrombose hépatique après greffe de cellules souches (Heying, 

Nurnberger et al. 1998) 

- traitement des pancréatites aigues après greffe de moelle osseuse (Schneider, 

Nurnberger et al. 1999) 

- traitement d’un choc septique après transplantation hépatique (Marx, Nashan et al. 

1999) 
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- traitement du syndrome de fuite capillaire après transplantation hépatique 

(Nurnberger, Heying et al. 1997)   

De nombreuses expérimentations in vitro suggèrent un grand potentiel thérapeutique du C1 

inhibiteur en allo et xénotransplantation, d’autant plus qu’un recombinant humain du C1 

inhibiteur a été développé par le laboratoire Pharming, permettant de résoudre le problème de 

disponibilité de cette molécule auparavant extraite du plasma humain.  
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4. Les inhibiteurs du protéasome 

 

4.1 Mode d’action 

 

La plupart des protéines cellulaires ont une durée de vie courte : de quelques minutes à 

plusieurs semaines. Les protéines sont détruites par deux mécanismes différents : le système 

lysosomial (10-20% des protéines essentiellement superficielles) et le système du protéasome 

(près de 80% des protéines intracellulaires). Pour être détruites par le protéasome, les 

protéines sont d'abord liées à différents enzymes appelés ubiquitine, dont on distingue trois 

types E1, E2 et E3. Une fois « ubiquitinylée », la protéine est dégradée par une machinerie 

lytique : le protéasome composé de quatre anneaux comportant chacun 7 sous-unités. Trois 

d'entre elles ont une activité protéolytique connue : une unité dite pseudo-caspase, une unité à 

activité trypsine, une autre à activité chymotrypsine.  

Les inhibiteurs du protéasome se lie à la partie 26s du protéasome pour inhiber son 

fonctionnement. Tout d’abord développé pour traiter le myélome multiple, les inhibiteurs du 

protéasome, dont le chef de file est le Bortézomib, semblent avoir un intérêt notable en 

transplantation. Il existe quatre principaux effets physiologiques du protéasome dont 

l’inhibition apporte des effets immunomodulateurs et expliquent son efficacité dans le rejet à 

médiation humoral :  

- inhibition de l’activité de NF-kB (facteur de transcription impliqué dans la réponse immune) 

- inhibition de la prolifération cellulaire et induction de l'apoptose par arrêt du cycle cellulaire 

- induction de l'apoptose via le stress du Reticulum Endoplasmic  

- diminution de l’expression du CMH de classe I via la réduction de la production de peptides 

endogènes.  
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Figure 8 : Diagramme exposant le niveau d’action des thérapies du 

rejet aigu à médiation humoral 

 

4.2 Utilisation en transplantation  

 

4.2.1 Modèles animaux  

 

L’administration d’un inhibiteur du protéasome (DPBA : Dipeptide Boronic Acid)  dans 

un modèle d’allogreffe cardiaque chez la souris a permis de quintupler la survie des animaux 

(35 jours vs 7 jours pour les témoins) (Luo, Wu et al. 2001). La même équipe a également 

expérimenté l’effet du DPBA dans un modèle murin d’allogreffe d’ilots pancréatiques (Wu, 

Han et al. 2004), en obtenant 50% de survie des ilots à 60 jours contre 7 jours pour les 

témoins. Aucun effet délétère sur la fonction endocrine des ilots n’a été observé. Dans un 

autre modèle murin de greffe cardiaque, l’administration de bortezomib a permis de prévenir 

le rejet aigu à médiation humorale et d’allonger la survie des greffons. Les auteurs ont 

également constaté des niveaux inférieurs d’anticorps anti-CMH de classe I et II moins de 7 

jours après la transplantation. Dans cette même étude il a également été montré une 

diminution à long terme de la fibrose interstitielle et de la vasculopathie d’allogreffe (Ashton-

Chess, Mai et al. 2010). 
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4.2.2 Utilisation en pratique clinique 

 

Désensibilisation des receveurs immunisés par le Bortézomib : 

 

 

La première utilisation des inhibiteurs du protéasome dans un protocole de 

désensibilisation date de 2008 et a été décrite par Idica. Treize patients hyperimmunisés ont 

reçu un inhibiteur du protéasome (nombre de cycle non specifié) et 77% avaient une réduction 

de leurs taux de DSA (Idica, Kaneku et al. 2008). Trivedi a rapporté chez 11 patients en post-

transplantation, la diminution des taux d’anticorps avec un délai moyen, de 24 jours, en 

dehors du traitement d’un rejet aigu. Toutefois le traitement par inhibiteur du protéasome a été 

suivi par des plasmaphérèses et des traitements par stéroïdes. L'étude a suggéré que le 

bortézomib peut être utilisé pour diminuer les niveaux de DSA avec une toxicité minimale 

(Trivedi, Terasaki et al. 2009). Quatre des 11 patients ont eu réapparition de anticorps anti-

HLA, malgré une réduction initiale efficace avec un cycle de bortézomib. Les auteurs ont 

suggéré que certains patients peuvent avoir besoin de plus de un cycle de traitement pour 

diminuer cliniquement leur taux de DSA. Dans la série de cas de Wahrmann, deux cycles de 

bortézomib en pré-transplantation ont été utilisés pour désensibiliser deux receveurs 

hyperimmunisés. Chez les deux patients, les PRA ont diminué, passant de 87% à 80% chez le 

patient 1 et 37% à 13% chez le patient 2 (Wahrmann, Haidinger et al. 2010). Les inhibiteurs 

du protéasomes semblent donc avoir une ceratine efficacité pour diminuer l’ alloimmunisation 

avant la transplantation mais la plupart des publications rapportent des traitments adjuvants 

nécessaires comme la plamsaphérèse ou l’immunoadsorption. 

 

Traitement du rejet aigu humoral : 

 

Plusieurs études de cas et de petites séries ont été publiées concernant l'utilisation du 

bortézomib. Ces publications sont résumées dans le tableau 6. Everly a été le premier à 

décrire l’utilisation du Bortézomib pour traiter le rejet aigu à médiation humorale. Cette 

équipe a rapporté le traitement de six patients et ont observé une inversion rapide du rejet, la 

réduction des niveaux de DSA, une amélioration de la fonction rénale, et une diminution de la 

récidive du rejet (Everly, Everly et al. 2008). Le même groupe a décrit 2 ans après, le 

traitement de deux patients qui ont rapidement inversé leur rejet et dont les DSA ont disparu 

en 14 jours (Walsh, Everly et al. 2010). Toutefois il faut noter que le bortézomib a toujours 
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été associé aux traitements conventionnels du rejet aigu à médiation humorale : 

Plasmaphérèse, Corticostéroïde et injection d’immunoglobulines. Parfois le Bortezomib est 

associé ou comparé au rituximab. (Everly, Everly et al. 2008; Perry, Burns et al. 2009; 

Flechner, Fatica et al. 2010; Walsh, Everly et al. 2010; Hardinger and Murillo 2011; Waiser, 

Budde et al. 2012) 

 

Auteurs/année Nb de patients Traitement adjuvant  Résultats 

Waiser ; 2011 10 PP+IVIG Survie greffon 60% 

Hardinger ; 2011 7 PP+IVIG Survie greffon 5/7 

Flechner ; 2010 16 CS+PP+IVIG Survie greffon 85% 

Walsh ; 2010 2 PP+IVIG Survie greffon 100% 

Disparition DSA 

Mai ; 2009 3   

Perry ; 2009 4 NS Diminution DSA 

Everly ; 2008 6 Variable Diminution DSA 50% 

    

 

Tableau 6 : Etudes cliniques du traitement de l’AAMR par le Bortézomib en transplantation 

rénale  

 

Le bortézomib a donc été utilisé en pratique clinique sans études préliminaires chez le 

grand animal. La pharmacocinétique et la pharmacodynamie de cette molécule ont 

essentiellement été étudiées dans des modèles animaux ou chez l’homme atteint de myélome. 

L’effet des inhibiteurs du protéasome sur la ligné B est donc purement théorique. Cela 

souligne le dénuement des cliniciens pour traiter les épisodes de rejet aigu à médiation 

humorale.  



 

 

 
 Résultats : Projet 1  

 

  

Résultats 

  

1. Projet 1 

 

1.1 Objectifs 

 

Le manque d’efficacité thérapeutique lors d’un RVA peut s’expliquer, en partie, par un 

manque d’études précliniques sur des modèles animaux adéquats. De plus, la 

physiopathologie du RVA reste partiellement comprise, à l’inverse des rejets hyper aigus 

observés dans les contextes de greffe avec présence d’anticorps préformés dirigés contre le 

donneur (cross-match positif), d’incompatibilité ABO ou de xénogreffe. Un seul modèle a été 

décrit chez le porc (Poirier, Maillet et al. 2007) montrant la possibilité de construire ce modèle 

expérimental chez le primate. 

Dans cette première étude, nous nous sommes donc intéressés au développement, puis à 

l’étude d’un modèle expérimental de RVA chez le babouin. Puisque le RVA est 

principalement un rejet à médiation humorale, le but était de réaliser une transplantation 

rénale chez des animaux préalablement immunisés par des injections intradermiques de 

« lymphocytes périphériques » du donneur, afin d’obtenir un rejet précoce et ayant les 

caractéristiques histologiques et immuno-histologiques d’un RVA à composante humorale. 

Un tel modèle nous a permis ensuite d’étudier dans un second temps une intervention 

thérapeutique préventive par inhibition précoce du complément. En effet, l’inhibition par du 

C1 inhibiteur recombinant, de la cytotoxicité induite par des allo et xénoanticorps a été 

démontré in vitro (Poirier and Blancho 2008).  
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1.2 Article 1 

 

 

 

 

 

Le C1 inhibiteur recombinant humain prévient le 

rejet à médiation humoral chez le babouin 

alloimmunisé 

 

 

 

Article paru dans Kidney International en Janvier 2010 
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1.3 Résultats complémentaires 

 

1.3.1 Appariement des animaux 

 

Afin d’optimiser l’alloimmunisation des animaux, il a été décidé d’utiliser deux 

méthodes différentes : D’une part un typage HLA par PCR permettant de détecter les animaux 

ayant les mêmes haplotypes (frères ou cousins) (données non disponibles), et d’autre part une 

culture mixte lymphocytaire (figure 9) permettant de s’assurer de la prolifération 

lymphocytaire du receveur potentiel contre les cellules du donneur. Les couples de donneur-

receveurs ont été appariés en fonction de leur groupe sanguin  (chez le babouin : A ou B, pas 

de O), et de leur groupe HLA effectué par PCR (génotypage réalisé par BPRC, Rijswijk, Pays 

Bas). 

L’établissement de ces couples a été entériné par la réalisation de culture mixte 

lymphocytaire: Les cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) sont tout d’abord 

extraites par gradient de densité. Elles sont ensuite remises en suspension dans un milieu de 

culture dit « complet » : RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, UK), 1% d’une préparation de 

pénicilline-streptomycine, 1% de glutamine, 10 % de SVF décomplémenté, 1% d’HEPES, 1% 

de pyruvate de sodium et 1 % d’acides aminés non essentiels. Les cellules stimulatrices sont 

irradiées à une dose de 35 Gray délivrés en 319 secondes à la dose de 6,58 Grays/min 

(Etablissement Français du Sang, Nantes) afin d’inhiber toute capacité de prolifération sans 

altérer leur capacité de présentation. Dans une plaque à fond rond de 96 puits (Nunc Brand 

Products), 10
5
 cellules répondeuses de l’éventuel receveur sont déposées en triplicats à raison 

de 100µL/puits en co-culture avec 10
5 

cellules stimulatrices irradiées de l’éventuel donneur 

également à raison de 100µL/puits. Des témoins positifs sont utilisés en ajoutant aux cellules 

répondeuses seules de la concanavaline A à 10 µg/mL (ConA : lectine stimulatrice non 

spécifique des lymphocytes). Les témoins négatifs sont composés de cellules répondeuses ou 

stimulatrices seules dans du milieu. 

Les plaques sont ensuite incubées à 37°C pendant 5 jours dans un incubateur où l’air 

humidifié contient 5% de CO2. La prolifération des cellules répondeuses est mesurée par 

l’incorporation de thymidine tritiée (
3
H-Td) dans l’ADN. Pour cela, 8 heures auparavant, la 

3
H-Td est ajoutée à 1µCi/puits. Les cellules sont recueillies sur une plaque filtre cellulaire 

Unifilter (PerkinElmer, Boston, USA) et la radioactivité incorporée mesurée avec un 
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compteur à scintillation (Top count, Packard). Les résultats sont exprimés en moyenne des 

coups par minutes (CPM) +/- écart type. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Résultats des cultures mixtes lymphocytaires pour chaque choix donneur-   

receveur 

 

Ces deux méthodes semblent efficaces pour apparier les animaux puisque 100% des 

babouins se sont alloimmunisés. 

 

1.3.2 Pharmacocinétiques du rhC1 inhibiteur 

 

Les données pharmacocinétique connues chez l’homme ont été confirmées chez le 

babouin. La demi vie est d’environ 3 à 4 heures avec un retour au taux physiologique de 

C1inh (0,121 à 0,172 g/L) après huit heures. L’injection continue à la seringue électrique n’a 

pas permis d’élever le taux de C1inh au delà du taux physiologique. (Figure 10) 

Après plusieurs essais de différents modes d’administration, la stratégie thérapeutique a 

donc été une injection de 100 U/Kg toutes les 8 heures. 
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Figure 10 : Pharmacocinétique du rhC1inh chez le babouin. 
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1.4 Discussion et perspective 

 

L’augmentation prévisible des rejets vasculaires aigus à médiation humorale (AAMR : 

Acute Antibody Mediated Rejection), corrélée à des traitements de ces rejets qui restent peu 

efficaces, justifie la nécessité de développer un modèle pertinent préclinique pour étudier les 

mécanismes impliqués dans cette pathologie et tester de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Dans cette étude, nous décrivons un modèle primate de rejet aigu à médiation humorale qui se 

rapproche des rejets suraigus décrit chez les patients immunisés, ABO-incompatibles et en 

xénotransplantation. En outre, nous démontrons que le blocage rapide de la voie classique du 

complément, par le biais du rhC1INH, est efficace pour ralentir cette forme de rejet. Selon 

une précédente étude de notre équipe chez les porcs (Poirier and Blancho 2008), deux 

injections intradermiques de cellules mononuclées du donneur étaient suffisantes pour 

immuniser tous les receveurs avant la transplantation.  

Il a été décidé d’immuniser les receveurs avec des PBMC, car ces cellules sont faciles 

d’accès (prélèvements d’une quantité raisonnable de sang veineux : 10 mL/Kg maximum) et 

ce sont les cellules utilisées pour étudier les capacités de prolifération. Dans une étude 

préliminaire de notre laboratoire (Poirier, Maillet et al. 2007), l’injection de PBMC s’était 

avérée aussi efficace qu’une greffe de peau (Rother, Arp et al. 2008), plus compliquée et dont 

les aspects rejet ou nécrose sont toujours difficiles à clarifier. Puisque la voie d’administration 

dicte la localisation du contact de l’antigène avec les cellules immunocompétentes, lors d’une 

immunisation par voie intra-dermique (mais également en sous-cutanée ou intra-musculaire) 

l’antigène est emporté vers les ganglions lymphatiques régionaux de drainage, alors que lors 

d’une immunisation par voie intra-veineuse, ou intra-péritonéale chez les petits rongeurs, 

l’organe lymphoïde sollicité est surtout la rate. La voie intra-veineuse étant moins 

immunogène, nous avons opté pour l’injection intra-dermique qui s’est révélée appropriée. En 

effet la présence de cellules présentatrices d’antigène dans l’épiderme conduit à une 

alloimmunisation par les voies directes et indirectes. Enfin, nous avons choisi 2 injections à 

15 jours d’intervalle, pour accroître la spécificité et l’importance de la réponse immunitaire. 

Pour assurer un modèle rigoureux et reproductible de l'AAMR, nous avons préféré 

effectuer la transplantation à cross-match positif, lorsque les anticorps antidonneur atteignent 

leur plateau. Tous les animaux immunisés ont développé des anticorps anti-donneur 

spécifiques (IgG),  dirigés contre des molécules du CMH de classe I qui sont cytotoxiques en 

présence de complément. Par ailleurs, tous nos animaux immunisés ont développé une 
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réponse d’isotype IgG. Ceci correspond bien aux données de la littérature. Lors de la première 

rencontre avec un antigène, une réponse humorale se met en place avec une production 

d’immunoglobulines d’isotype IgM. Avec la deuxième confrontation avec le même antigène, 

la réponse va être amplifiée, avec notamment une production d’anticorps changeant d’isotype 

(commutation de classe) et de plus haute affinité (hypermutation somatique). Les anticorps 

(IgG) anti-donneur apparaissent à partir du 14
ième

 jour, atteignent un plateau maximal vers le 

35
ième

 ou 42
éme

 jour et commencent à décroître pour certain après le 49
ième

 jour post-injection. 

L’hétérogénéité du délai de formation des alloanticorps n’a pas trouvé de réponse dans la 

littérature. La seule hypothèse est peut être un manque de reproductibilité de l’injection 

intradermique de cellules mononuclées. 

Ce procédé a conduit à des rejets accélérés de l'organe du donneur, dans les 48-72h, par 

opposition à une semaine pour les babouins receveurs non traités non-immunisés. Sur les 

pièces de transplantectomie, les reins rejetés présentaient un oedème, des infiltrations 

hémorragiques, sans signes évidents de CIVD. L'histologie de ces greffons rejetés était 

compatible avec celle observée chez les patients présensibilisés ou hyperimmunisés. 

L’infiltration cellulaire étant peu probable au deuxième jour, elle ne peut contribuer aux 

processus de rejet. Une fixation C4d en dehors des capillaires peritubulaires est généralement 

considérée comme peu spécificique. Dans ce modèle, les dépôts des produits de dégradation 

du complément (C3c, C4d et C5b-9) étaient limités au mésangium, aux tubules et à 

l’endothélium capillaire. Seuls des dépôts de C3c a été constaté en immunohistochimie au 

niveau des capillaires peritubulaires. La spécificité des dépôts de C4d, critère diagnostic du 

rejet à médiation humoral chez l’homme, semble moins évidente chez le primate non humain. 

Etant donné le rôle central de l’activation du complément dans les lésions tissulaires du rejet 

aigu à médiation humoral, l’étude du blocage de la voie classique du complément semblait 

une voie thérapeutique intéressante, avec pour objectif d’associer d’autres thérapies anti-

humorale. Montgomery (Locke, Magro et al. 2009) a utilisé avec succès un anticorps dirigé 

contre la protéine C5 du complément (eculizumab) pour traiter des rejets aigus à médiation 

humorale.  

Le rhC1INH est actuellement étudié dans un essai de phase III dans le traitement de 

l’angioedème héréditaire, mais à ce jour n'a jamais été utilisé en transplantation. Cette 

molécule peut présenter l'avantage de bloquer spécifiquement la voie d'activation classique et 

en épargnant la voie alterne et la voie des lectines afin de préserver les mécanismes 

antibactériens. Comme décrit précédemment, cette molécule a été très efficace in vitro pour 

inhiber la cytotoxicité induite par les alloanticorps (Poirier and Blancho 2008). Des études 
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pharmacocinétiques chez le babouin ont été préalablement conduites pour optimiser 

l’administration du rhC1inh.  La concentration physiologique de base du C1 inh se situe 

autour de 125 mg/L, et le pic de concentration après injection de 100 U/Kg de rhC1inh atteint 

environ 700 mg/L soit 5,6 fois le taux physiologique. Ensuite un taux deux fois supérieur à la 

normale se maintient pendant environ 6 à 7 heures pour revenir au taux physiologique après 8 

heures. Il n’existe pas encore dans la littérature de cible thérapeutique permettant une 

inhibition optimale du complément. Cette question reste à résoudre. Toutefois, la dose de 100 

U/Kg toutes les 8 heures semble être la dose minimale à respecter. Les 6-8 heures de demi-vie 

du rhC1INH chez les babouins signifiaient que nous devions mettre en place un protocole de 

3 injections intra veineuses par jour minimum. Une telle posologie est difficilement 

envisageable en pratique clinique mais le but de l’étude était de traiter les receveurs 

immunisés pendant les 5 jours suivant la transplantation pour démontrer l’efficacité du 

blocage du complément pour prévenir le rejet humoral. Les concentrations plasmatiques de 

C1-inhibiteur atteintes dans notre modèle semblent avoir été efficaces dans la prévention de 

l’AAMR pendant la phase de traitement. Comme prévu, la plupart de nos animaux traités a 

rejeté leurs greffons au jour 6 ou 7, avec rejet humoral et quelques signes de lésions 

cellulaires. Cependant, l’analyse des biopsies du greffon à 3 jours, délai de rejet des animaux 

non traités, a montré une inhibition très efficace de dépôts de complément au sein des 

greffons sous traitement. Il est clair qu’une stratégie curative complète devrait associer une 

immunosuppression des lymphocytes T et B. Nous avons observé lors de l'utilisation du 

rhC1INH que, aussi longtemps que la molécule était en circulation, l'activation de la voie 

classique du complément était inhibée efficacement dans le sérum. Cependant, une fois le 

traitement suspendu, l'activité du complément est revenue à la normale, ce qui suggère que, 

conformément à la demi-vie de la molécule, une perfusion continue pourrait être envisagée 

pour de futures expériences ou des essais cliniques. Le C1-inhibiteur a également été décrit 

comme ayant une vaste gamme d'effets d'intérêt potentiel dans le contexte de la 

transplantation, comme l'inhibition de l'activation des lymphocytes T (Eriksson and Sjogren 

1995; Nissen, Bregenholt et al. 1998), l'inhibition de la transmigration des leucocytes, 

l'inhibition de l'activation endothéliale (Zhang, Qin et al. 2007), et la protection contre les 

dommages de l’ischémie-reperfusion (Arumugam, Magnus et al. 2006). Cela pourrait 

expliquer la survie prolongé de 14 jours d’un animal immunisé et ce sans aucun autre 

traitement immunosuppresseur.  

Un risque important de toute stratégie visant l’inhibition du complément, en particulier dans 

un contexte d'immunosuppression supplémentaire, est une susceptibilité potentiellement 
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accrue aux infections bactériennes qui dépendent des voies alternes et des lectines. Toutefois 

Une caractéristique intéressante de C1-inhibiteur est son rôle protecteur en cas de sepsis (Liu, 

Lu et al. 2007) grâce à l'amélioration de la phagocytose des bactéries et / ou la capacité 

bactéricide des phagocytes. En outre, nous pourrions envisager son utilisation pour traiter des 

pathologies rénales secondaires à des dépôts d’anticorps telles que la néphropathie lupique ou 

certaines vascularites.  

Ce modèle de rejet aigu à médiation humorale chez le primate non humain possède un grand 

potentiel et pourrait permettre, notamment, d’étudier l’action des inhibiteurs du protéasome. 

En effet, comme nous l’avons vu en introduction, leur utilisation relève de l’empirisme, 

servant de traitement de « sauvetage » lorsque les thérapeutiques classiques du RVA sont un 

échec.  

Les projets suivants seront donc de poursuivre l’étude de ce modèle en associant le rhC1INH 

et un inhibiteur du protéasome que ce soit en traitement préventif du rejet aigu en gardant le 

concept de greffe à cross match positif, ou en traitement de l’épisode de rejet, après avoir 

attendu la décroissance des anticorps anti donneur.  
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2.  Projet 2 

 

2.1 Objectifs 

 

Après les progrès spectaculaires observés dans les années 1990 avec la production de 

porcs transgéniques pour des protéines régulatrices du complément permettant de franchir la 

barrière du rejet suraigu, la xénotransplantation a connu une autre évolution majeure avec la 

nouvelle génération de porcs Gal KO. Les résultats obtenus en allotransplantation lors de 

l’étude précédente, nous ont conduit à explorer le traitement du rejet à médiation humorale 

par l’inhibition du complément dans un modèle de xénotransplantation. 

Dans cette étude, nous avons utilisé un modèle de transplantation de rein porcin chez le 

babouin. Les porcs portaient à la fois la modification génétique, Gal-KO et étaient 

transgéniques pour hCD55, hCD59, hCD39, et la fucosyltransferase humaine. L’objectif a été 

de franchir l’obstacle du rejet aigu à médiation humorale en inhibant le complément et en 

utilisant des inhibiteurs du protéasome pour bloquer la lignée B et les plasmocytes. 

 

2.2 Article 2 

 

Xénotransplantation de reins de porcs Gal KO, transgénique 

CD55, CD59, CD39 et Fucosyl Transférase chez le babouin 
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Article paru dans Transplantation Proceedings en Novembre 2011 
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Abbreviations: 

ACXR: Acute Cellular xenograft Rejection  

AHXR: Acute Humoral Xenograft Rejection 

AlloAb: Allo-antibodies 

rhC1-INH: recombinant human C1 Inhibitor 

CNI : Calcineurin inhibitor 

CNRS: Centre National de la Recherche Scientifique 

hCRP: human Complement Regulatory Proteins 

DXR: Delayed Xenograft Rejection 

ECM: Endothelial Cross-match 

FCCA: Flow Cytometry Complement-Mediated Cytotoxicity Assay  

Gal: Gal 1,3 Gal epitope 

GT-KO: Galactosyl-transferase knock-out 

HAR: Hyper Acute Rejection  

hHT: human Fucosyl-transferase 

IHF: Immuno-histofluorescence 

MMF: Mycophelate Mofetil  

NHP: Non Human Primates 

PAEC: Porcine Aortic Endothelial Cells 

PE: Plasma Exchange 

PERV: Porcine Endogenous Retrovirus 

RT: Room Temperature 

XenoAb: Xeno-antibodies 

XenoAg: Xenoantigens 

XT: Xenotransplantation 
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Abstract  

Galactosyl-transferase knock-out (GT-KO) pigs could help to solve the problem of pig 

xenograft rejection, particularly in the context of additional complement regulatory molecule 

transgenesis. Thus, we have performed kidney xenograft transplantations from GT-KO pigs 

also transgenic for human CD55, CD59 and CD39 into baboons. Four groups of recipients 

received immunosuppressive treatments associating corticosteroid, Tacrolimus, 

Mycophenolate Mofetil, recombinant human C1 Inhibitor (rhC1-INH) and Cyclophosphamid 

or Bortezomib, with or without plasma exchanges. Treated animals rejected between days 9 

and 15 with signs of acute humoral xenograft rejection (AHXR) in comparison to 2 controls 

who developed AHXR at d3 and 4. Immuno-histofluorescence analyses showed IgM, C3c, 

C5b-9 deposition and no C4d staining suggesting an efficient complement classical pathway 

blockade but a persistent alternate pathway. Moreover, monocytes/macrophages and CD4 T 

cells were clearly present in the interstitium as well as in glomeruli, contrasting with a low 

proportion of CD8 T cells and an absence of B cells under Bortezomib. Despite efficiency of 

Bortezomib and rhC1INH at blocking plasma/B cells and complement classical pathway 

respectively, pig GT-KO/CD55/CD59/CD39Tg xenografts were rejected through a combined 

aggressive response of monocytes/macrophages and T cells, a moderate xeno-antibodies 

recovery and activation of the complement alternate pathway, suggesting that the genetic 

modification of the pig could have opened other anti-pig responses and that 

immunosuppression remains a major challenge in xenotransplantation.  
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Introduction 

In our days, the number of patients in waiting lists of organ allo-transplantation grows 

much rapidly than the number of patients who receive grafts. To compensate the shortage of 

organ donors, a solution could be the xenotranplantation (XT) of heart, kidney, 

liver…However, the XT of pig vascularized organs in humans as in non human primates 

(NHP) leads to hyperacute rejection (HAR), mainly induced by the presence of natural xeno-

antibodies (XenoAb) directed against the major xenoantigen Gal  1,3 Gal epitope (Gal). In 

these conditions, genetically modified pigs were generated expressing human complement 

regulatory proteins (hCRP) or more recently with an invalidation of the galactosyl-transferase 

(GT) gene, responsible of the Gal synthesis (Dai, Vaught et al. 2002; Lai, Kolber-Simonds et 

al. 2002; Phelps, Koike et al. 2003; Kolber-Simonds, Lai et al. 2004; Nottle, Beebe et al. 

2007). The use of these organs in pig-to-NHP heart (Kuwaki, Tseng et al. 2005; Ezzelarab, 

Garcia et al. 2009) and kidney (Cozzi, Bhatti et al. 2000; Ashton-Chess, Roussel et al. 2003; 

Cozzi, Vial et al. 2003; Chen, Qian et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005; Ezzelarab, 

Garcia et al. 2009) XT led to a significant progress: the prevention of the HAR. The first use 

of GT knockout (GT-KO) pigs XT showed heart survivals were prolonged from 2 to 6 

months, with graft loss characterized by thrombotic microangiopathy associated with acute 

humoral xenograft rejection (AHXR) with Ig and complement deposition (Kuwaki, Tseng et 

al. 2005; Ezzelarab, Garcia et al. 2009). Kidney survival was different according to the 

therapeutic strategy applied to recipient. Yamada et al. (Yamada, Yazawa et al. 2005) showed 

in an induction of T- cell tolerance protocol, a thymo-kidney survival up to 3 months with no 

signs of rejection in comparison to kidney alone (with more conventional 

immunosuppression) which presented AHXR and acute cellular xenograft rejection (ACXR) 

between 1 and 4 weeks  (Chen, Qian et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005; Ezzelarab, 

Garcia et al. 2009). More recently, new strains of pigs were used as organ XT donors, 

combining multiples genetic modifications: GT-KO pigs transgenic for hCD55 (Tg) 

(McGregor, Ricci et al. 2012) or hCD46 (Mohiuddin, Corcoran et al. 2012) were used in  pig-

to baboons heart XT showing respectively some delayed xenograft rejections (DXR) from 15 

to 52 days (McGregor, Ricci et al. 2012) and a prolong heart survival up to 8 months with 

peri-transplant recipient B cell-depletion (Mohiuddin, Corcoran et al. 2012).                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                            

In this study, we performed XT of kidney from GT-KO pigs multitransgenic for human 

CD55, hCD59, hCD39, h fucosyl-transferase (HT) (GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg) 

in a life supporting transplant model in baboons and evaluated if additional genetic 
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modifications bring any advantage in comparison to pig organs simply GT-KO. Moreover, the 

recipients received combined therapeutic regimens (including the recombinant human C1 

inhibitor (rhC1 INH) and the Bortezomib to respectively) to block the activation of the 

complement and the Ab producing cells to reduce the production of XenoAb, both involved in 

the AHXR development. 

 

Materials and Methods: 

Animals, xenotransplantation and treatments: 

Genetically modified pigs (Sus scrofa), from 2 different strains were used as donors for 

kidney XT into baboons (Papio Anubis, from the Centre National de la Recherche 

Scientifique (CNRS) - primatology centre, Rousset, France). Recipients were prepared 3 

weeks before transplantation with an auto-transfusion protocol and erythropoietin injection 

(EPO, Eprex® 400 U/week subcutaneously). Pig kidneys were grafted into NHP in 

heterotopic position, followed by a bilateral nephrectomy as it was described in details (Zaidi, 

Schmoeckel et al. 1998), excepted in controls (n=2 untreated baboons). Actually, in order to 

follow and study the anti-pig immunization of these 2 recipients, they were kept alive after 

rejection: one autologous kidney was removed during surgery whereas the other one was kept 

with clamped ureter (under a powerful analgesia) to be declamped at rejection and graft 

removal. Four experimental groups were constituted according to the treatment or the donor 

strain. In all groups, recipients were splenectomised (excepted for 2 baboons in group#1) 

(Table 1). At the end of surgery, baboons were fitted with an internal jugular catheter 

allowing perfusions, IV treatment and blood harvesting without any anaesthesia within the 10 

first days. The clinical aspects and renal function was daily monitored by measurement of 

creatininemia, uraemia and diuresis as blood biochemistry. 

The NHP groups are described in details in Table1 according to the pig strain used as donor 

for xenografts and the immunosuppressive regimens given to recipients.  In brief, NHP from 

control group, groups#1, #2 and #3 were transplanted with a kidney from GT-

KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg pigs, generated by breeding of 3 different pig strains by 

Cowan et al. (Cowan, Aminian et al. 2000; Nottle, Beebe et al. 2007; Wheeler, Joseph et al. 

2012), whereas kidneys grafted in baboons from group#4 came from pig only GT-KO (kindly 

proved by Dr D. Sachs) (Kolber-Simonds, Lai et al. 2004) (Table 1). Recipients from 

group#1, (n=4), received a combined treatment slightly modified from the one used in our 

previous hCD55 transgenic pig-to baboon kidney XT (Ashton-Chess, Roussel et al. 2003; 
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Ashton-Chess, Meurette et al. 2004): rhC1INH (kindly provided by Pharming (Netherland) 

and already used in our alloAb-mediated rejection model (Tillou, Poirier et al. 2010)) at 

200U/Kg every 8 hours for 5 days, Cyclophosphamide at 40 mg/Kg at days (d) -1 and d0, 20 

mg/Kg at d2 and 10 mg/kg at d4, Mycophelate Mofetil (MMF) at 70 mg/kg/day, Tacrolimus 

at 0,2 mg/Kg/day (for a trough level objective > 20ng/ml), and corticosteroids at 1 mg/Kg/day 

for the entire duration of the XT. In group#2 (n=4) Bortezomib, molecule indicated in B 

lymphoma therapy, was given instead of Cyclophosphamide, at 1.3mg/m² (baboon body 

surface was estimated to 0.78m²), at d-17, -14, -10, -7, -4, -1 and d7, rhC1INH was given at 

200U/Kg for 2 NHP and at 400U/Kg for the 2 others every 8 hours from d5 to d9, MMF, 

Tacromilus and steroids remained unchanged. In addition, in this group two plasma 

exchanges (PE) were performed at d-4 and d-1 to remove preformed circulating xenoAb. 

Recipients from groups#3 (n=4) and #4 (n=2) received the same treatment that group#2 with 

small modifications: rhC1INH was given at 400U/Kg from d4 to d8 every 8 hours and an 

additional PE was performed at d3 (Table1). From group#2, protocol biopsies were performed 

at d4 under functioning graft and at rejection, grafts were removed for histological analysis 

and recipients were euthanized, excepted for controls that were euthanized 3 months later. All 

operations were performed under general anesthesia. This pig-to-primate kidney XT protocol 

was submitted to and approved by our regional ethical committee (governmental 

organization).  

 

Histological analyses: 

Paraffin-embedded tissues were cut into 4 mm-thick sections and stained with 

hematoxylin and eosin. A pathologist examined all sections in a blinded manner. Immuno-

staining was performed on biospsy and graft nephrectomy sections cut at a thickness of 10 

mm and fixed in acetone. Controls of gene inactivation (KO), transgene expression and 

immunological staining were performed on sections by incubations overnight at 4°C with 

Bandeiraea simplicifolia- Isolectin B4 (IB4)- fluorescein isothiocyanate (FITC) conjugate 

(Sigma, Saint-Louis, MI, USA), mouse anti-hCD55 (67), mouse anti-hCD59 (MEM-43), 

mouse anti-hCD39 (A1), rabbit polyclonal anti-hIgM  all from AbDSerotec (Oxford, UK), 

rabbit anti-hCD3, mouse anti-hCD20 (L26), mouse anti-hCD68 (KP1), rabbit anti-hC3c all 

from Dako (Glostrup, Denmark) , mouse anti-hCD4  (13B8.2) mouse anti-hCD8 ( B9.11), 

mouse anti-hCD11b (BEAR1) all from Beckman Coulter (Fullerton, CA, USA),  mouse anti-

hC4d (Quidel, San Diego, CA, USA) and mouse anti-hC5b-9 (aE11, Diatec, Oslo, Norway). 

After washing, sections were incubated with either Alexa568-labeled goat anti-mouse IgG 
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(Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) or FITC-labeled donkey anti-rabbit IgG (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA) for 90 min. at room temperature (RT). Sections 

were analyzed using a fluorescence microscope and Axion Vision software (Carl Zeiss, Le 

Pecq, France). All antibodies used for staining were previously checked for crossreactivity on 

baboon counterpart. 

 

Flow cytometry: 

Controls of gene inactivation (KO) and transgene expression were performed on porcine 

aortic endothelial cells (PAEC) isolated from donor aorta as it was previously described 

(Chatelais, Devalliere et al. 2011). Briefly 1 to 2x10
5
 PAEC, after 2 washes in cold FACS 

buffer, were incubated for 30 min. at 4°C with IB4-FITC, mouse anti-hCD55 (67), mouse 

anti-hCD59 (MEM-43) and mouse anti-hCD39 (A1) all from AbDSerotec. Then cells were 

washed 2 times, incubated with anti-mouse IgG-FITC (for 30 min. at 4°C), washed and 

resuspended in FACS buffer before analysis.  

The baboon serum xenoreactivity was assessed by flow endothelial cross-matches (ECM) in 

donor PAEC. Recipient sera were harvested at d-17, d-4 pre-PE, d-4 post-PE, d-1 pre-PE, d-1 

post-PE, d0, d1, d2, d3 pre-PE, d3 post-PE, d4, d7, d14, d21, d28, d35 and monthly thereafter. 

Briefly, heat inactivated sera were incubated for 30 min at RT with 1 to 2x10
5
 PAEC, cells 

were washed 2 times in cold FACS buffer, then incubated separately for 30 min at 4°C with 

rabbit polyclonal anti-hIgM  or anti-monkey IgG conjugated to FITC all for AbD Serotec. The 

anti-pig IgM was revealed using donkey anti-rabbit IgG conjugated to FITC (Jackson 

ImmunoResearch, West Grove, PA, USA). Cells were washed and resuspended in FACS 

buffer before analysis. 

The baboon serum cytotoxicity was measured by Flow Cytometry Complement-Mediated 

Cytotoxicity Assay (FCCA) on donor PAEC. Briefly, heat inactivated sera were incubated for 

30 min. at 4°C in 1 to 2x10
5
 PAEC, cells were washed 2 times in FACS buffer and incubated 

for 30 min at 37°C with 1:3 diluted rabbit complement. Then, cells were washed and 

propidium iodide was added to detected dead cells. Cells were washed and resuspended in 

FACS buffer before analysis. 

Cells were analyzed using a Canto-II Flow cytometer (Becton Dickinson, San Diego, CA, 

USA) with DIVA (Becton Dickinson) and FlowJo software (Tree stars, Ashland, OR, USA). 

 and then analyzed using a Canto-II Flow cytometer with DIVA and FlowJo software. All 

antibodies used for staining were previously checked for crossreactivity on baboon 

counterpart. 
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B-, T-lymphocytes, T Regulatory (TReg) and Natural Killer (NK) cells were monitored and 

quantified in peripheral blood, plasma cells in bone marrow and labeled with directly 

conjugated anti- human CD3 (SP34-2), CD4 (L200), CD8 (RPA-T8), CD16 (3G8), CD19 

(HIB19), CD20 (2H7), CD25 (M-A251), CD27 (M-T271), CD38 (OKT10), NHP- CD45 

(DO58-12083), CD127 (hIL-7R-M21), CD138 (MI15) (Becton Dickinson Bioscience, San 

Jose, CA, USA), FoxP3 (236A/E7, eBioscience, San Diego, CA, USA) and NKp46 (BAB281, 

Beckman Coulter). Briefly, blood was incubated with red blood cell lyses solution at RT for 8 

min., then was washed twice and incubated with Ab mix for 30 min. at 4°C in dark, washed 

twice and resuspended in FACS buffer. Cells for TReg staining were permeabilized according 

to manufacture recommendations, then incubated with anti-FoxP3 for 30 min. at 4°C in dark, 

washed twice, resuspended in FACS buffer  and analyzed using a Canto-II Flow cytometer 

with DIVA and FlowJo software.  

 

PERV detection:  

Serum samples were taken from control animals pre-xenograft, day 41, and month 3 

(euthanasia).  Serum samples were taken from treated animals pre xenograft and at 

euthanasia.  Viral RNA (vRNA) was extracted from baboon serum using the QIAmp viral 

RNA mini kit (Qiagen, Crawley, UK). The presence of PERV RNA was detected by RT-PCR 

amplification using primers corresponding to a region in the PERV pol gene and a method 

modified from that described by Paradis et al (Paradis, Langford et al. 1999). To determine if 

organ recipients presented microchimerism, DNA was first isolated from PBMC preparations 

from the recipient’s blood using the Blood and Cell Culture DNA mini kit (Qiagen, Crawley, 

UK). The DNA was then tested for the presence of porcine centromeric DNA and PERV as 

described previously (Paradis, Langford et al. 1999). 
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Results: 

 

Transgene expression and knocked-out in pig kidney 

The lacking of Gal synthesis and the expression of hCD55, hCD59 and hCD39 

transgenes were assessed by FACS on PAEC (Fig1A) and by immuno-histofluorescence 

(IHF) staining on pig kidney biopsies (Fig1B). Both analyses confirmed the non expression of 

Gal epitope, a high expression of hCD55, a moderate expression of hCD59 and almost no 

expression of hCD39 in PAEC and in pig kidney (no clear specific CD39 staining was shown 

in pig kidney biospsy despite a marked background (Fig1B)). 

 

Survival and histological analyses 

In any group of recipients transplanted with a GT-KO (+/- trangenes) kidney, we did not 

observe any clinical either histological sign of HAR (Table 2, Fig 2) confirming that the lack 

of Gal expression prevents from HAR and improves the xenograft survival, however pig 

kidneys were already rejected by NHP. In control group, the kidney survival did not exceed 

d4, showing histological signs of acute vascular rejection (Fig1a), suggesting (i) an important 

role of XenoAb in development of rejection and (ii) an insufficient expression of hCRP 

transgenes controlling the complement activation  due to XenoAb. In treated animals, 3 

kidneys were lost because of a technical failure at d3, 4 and 4, whereas the remaining eleven 

recipients rejected their xenograft between d9 and d15 post-transplantation (Table 2) (median 

12d; mean 12d). Although recipients from groups#3 and #4 did not show a significant 

different graft survival to others, they showed a better renal function, a better physiological, 

metabolic and compartmental state with a rapid degradation in the very last 2 days compared 

to others animals that showed more progressive renal function degradation (data not shown). 

The graft survival of GT-KO kidney in group#4 (d11, n=1) was not different from those of 

GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg kidneys in other groups (#1, 2, 3), suggesting that 

hCD55, hCD59 and hCD39 transgenes did not bring any advantage regarding to the graft 

survival in our study. In all cases, histological analysis showed some characteristic signs of 

acute vascular rejection with focal interstitial hemorrhage, glomerular and capillary thrombi, 

interstitial cellular infiltrate and edema qualified as AHXR and ACXR (Fig.1).  

 

Immuno- histolofluorescence analyses 

Immunostaining analyses showed a clear IgM deposition into the graft from d3 post-

transplantation in vascular and glomerular area in controlled (Fig3aA), as in treated animals 
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with (Fig3a.B and C) or without (Fig3a.D) multiple PE. These results suggest that only a few 

amount of circulating preformed anti-nonGal Ab could bind rapidly the vascular structure of 

xenograft and induce profound and early damages. Regarding the complement binding, IHF 

staining showed a C3c, C4d and C5b-9 deposition in similar kinetic than Ig when animals did 

not received (Fig3aA) and after the end of rhC1-INH treatment (Fig3aC: d12; D: d15). We 

observed a C3c and C5b-9 deposition with no C4d staining at d4 in a functioning graft 

(Fig3aB) when recipient#PA936G was under rhC1-INH treatment, suggesting an efficient 

complement classical pathway blockade by this molecule but a persistent alternate pathway. 

Moreover, this classical pathway blockade seems to be efficient only during the rhC1-INH 

treatment. In group#4, recipient#V906F who was stopped at d3 for technical failure, before 

the starting of rhC1-INH (Table1), displayed an equivalent feature of  IgM, C3c, C4d and 

C5b-9 deposition (data not shown) compared to recipients from control group (Fig 3aA) who 

rejected their xenograft at d3 and 4, whereas the main difference between these two groups at 

this point (excepted PE), is that donors from group#4 did not express hCRP transgenes 

(Table1). Taken together these findings suggest that the hCRP transgene no bring any 

advantage regarding the control of complement activation in our study. 

Regarding the cellular infiltrates of kidney xenograft, it was observed a modest B cell 

infiltration (CD20) in perivascular area in controls and group#1 animals (Fig.3b A & D), 

whereas this infiltrate was almost abrogated in biopsies of animals from groups#2, 4 (data not 

shown) and #3 (Fig.3b B & C), suggesting an efficient B cell blockade by the Bortezomib use. 

We observed in all groups an early (from d3, Fig.3bA) and massive monocytes/macrophages 

infiltrate (CD11b, CD68) in perivascular, glomerular aera as in peritubular interstitium and 

capillaries, suggesting an important part of innate cellular response in GT-KO xenogeneic 

rejection. Although we observed a marked infiltrate of CD4+ T cells in perivascular area in 

control recipients, this infiltrate decreased but did not disappear in xenograft from treated 

animals. By contrast, we only saw a low proportion of CD8+ T cell infiltration. 

 

Serum xenoreactivity and cytotoxicity 

The baboon serum xenoreactivity was assessed by flow ECM in donor PAEC, and most 

recipients displayed some IgM and IgG, but in fewer amount, preformed xenoAb (Fig.4A). In 

control group, since recipients were kept alive after xenograft rejection, we could measure 

immunization in a longer period than in others. Elicited IgM and IgG anti-nonGal grew up 

respectively from d6 and from d9 to reach a maximum around d21 and d28, to decrease after 

slowly. This kinetic was almost the same in recipients from group#1, with a maximum of 
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immunization at xenograft rejection. In this group, in most of the cases, we observed a 

decrease of IgM as IgG anti-nonGal Ab in the first three days post-XT suggesting a trapping 

of xenoAb inside the graft. The use of Bortezomib in pre-transplant treatment in animals 

(group#2, 3, 4) induced a modest reduction of preformed IgM (in 8/10 cases) and IgG (in 7/10 

cases). In addition to Bortezomib administration, each PE (groups#2, 3, 4) showed a 

supplementary and efficient decrease of the amount of peripheral preformed anti-nonGal Ab, 

but each time XenoAb, IgM as IgG, reappeared quickly in a rebound. After the last PE (d-1 

group#2, d3 group#3, 4), half of baboons showed no re-increase of IgM as IgG xenoAb.  

The analysis of serum complement dependant cytotoxycity (CDC) showed that in most of the 

case, this cytotoxicity correlated with the baboon xeno-immunization and even few amount of 

xenoAb was detectable in periphery, they presented a non negligible degree of CDC against 

donor cells (up to 75%) (Fig4B). Taken together, these findings plus the early deposition of 

xenoAb into the xenograft, our results confirm the quick and important involvement of anti-

nonGal Ab in inducing early damages into the graft contributing to the development of 

AHXR.  

 

Discussion: 

 

In this study, we performed XT of kidney from GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg 

pigs in a life supporting transplant model in baboons and evaluated if combined genetic 

modifications bring any advantage in comparison to organs simply GT-KO in a therapeutic 

strategy combining complement activation and Ab producing B cell blockage to control the 

AHXR development.  

Surprisingly, transgenic expression of hCD59 and hCD39 in the GT-

KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg pigs used as donor in our study, was lower of those 

observed in the original hCD55.hCD59.hHTTg (Cowan, Aminian et al. 2000) and hCD39Tg 

swine (Wheeler, Joseph et al. 2012)  bred together  with the GT-KO strain (Nottle, Beebe et 

al. 2007) to generate our kidney pig donor. This phenomenon could likely be explained by 

some epigenetic regulations as DNA methylation (variegation) and/or silencing occurring 

over the breeding of transgenic animals overexpressing a gene of interest (Hofmann, Kessler 

et al. 2006; Baup, Fraga et al. 2010). It is to note that the expression of hHTTg historically 

introduced in the genetic construction in the context of Gal expression and shown to be 

weak in the original hCD55.hCD59.hHTTg pig strain (Cowan, Aminian et al. 2000), 

represents no interest in the context of GT-KO. 
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In our study, we did not seen any sign of HAR of GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg and 

GT-KO organs in baboons with or without treatment confirming that the absence of Gal 

epitope improved clearly the xenograft, similarly to other groups (Chen, Qian et al. 2005; 

Kuwaki, Tseng et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005; Mohiuddin, Corcoran et al. 2012), 

even though some HAR were reported in GT-KO context (McGregor, Ricci et al. 2012). 

However, these survivals remained modest, up to 15 days in treated animals, showing no 

major difference between different treatments and genetic donor profiles suggesting that (i) 

the various tested immunosuppressive strategies remain insufficient and (ii) the additional 

transgenes do not seem to bring advantage regarding to the original GT-KO pigs, even if in 

this last group, results from only one animal were exploitable. Despite this strong 

immunosuppressive strategy (Ab producing cells and complement activation blockade, PE, 

anti-proliferative, anti-cytokinic and anti-inflammatory molecules), we have continued to 

observe the development of AXHR and AXCR in our baboons. However, AHXR and ACXR 

were already described in GT-KO heart (Hisashi, Yamada et al. 2008; Ezzelarab, Garcia et al. 

2009) as well as kidney XT (Chen, Qian et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005), developed 

only few days post-transplantation and remain some immunological hurdles to overpass. 

However cardiac and kidney xenografts are not completely comparable since heart is not 

transplanted in a life-supporting model, then their organ function is not assessed in a 

comparable manner.  

Our results have shown some circulating IgM and IgG preformed anti-nonGal Ab in baboons 

as it was also demonstrated by others (Chen, Qian et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005; 

Ezzelarab, Garcia et al. 2009; McGregor, Ricci et al. 2012), their early deposition into the 

graft, an induction of peripheral elicited anti-nonGal Ab but depending of treatment, their non 

negligible cytotoxic power, even in modest amount, suggesting their quick and important 

involvement in the development of AHXR, without inducing HAR in treated as well as 

untreated recipients. Moreover, as it was clearly shown in controls, GT-KO xenograft induced 

IgM as well as IgG elicited anti-nonGal Ab, and their CDC was correlated with animal 

immunization. As it was already described (Chen, Qian et al. 2005; Ezzelarab, Garcia et al. 

2009) this finding was also observed in treated animals, but we described different profiles of 

xenoreactivity and cytotoxicity even more with treatment using PE and Bortezomib. Actually, 

the peri-transplant treatment of Bortezomib to reduce Ab producing cells induced a decrease 

of bone marrow plasma cells but only a modest reduction of circulating preformed IgM/G 

xenoAb. The multiple pre- and post-XT PE were efficient in reducing circulating preformed 

xenoAb, but each time we observed their rebound in following days, suggesting a 
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mobilization of Ab producing cells to “normalize” their circulating level. Taken together these 

results suggest that desensitization and B cell blockade strategy needs to be improved to better 

control elicited xenoAb. Others groups have used Rituximab (anti-CD20 Ab) (Mohiuddin, 

Corcoran et al. 2012) to control B cell line (from the pre-B to the mature B cells) however this 

treatment could not deplete plasma cells which not express CD20.  

Actually, and despite the use of GT-KO donors, preformed and elicited anti-nonGal Ab seem 

to be a new immunological barrier in vascularized XT, since their powerful CDC leading to 

the Ab-mediated rejection. An important objective is to identify the nonGal targets, helping 

the development of new strategies preventing their Ab-mediated rejection. Several 

biochemical analyses investigated the specificity of targets recognized by anti-nonGal Ab in 

different xenograft models at protein level (Suyama, Li et al. 2000; Ezzelarab, Hara et al. 

2006; Byrne, Stalboerger et al. 2008; Burlak, Wang et al. 2012) as well as 

glycolipids/carbohydrates level (Diswall, Angstrom et al. 2010; Byrne, Stalboerger et al. 

2011). Anti-N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) Ab were found among anti-nonGal Ab in 

human sera (Zhu and Hurst 2002), however, this finding could not explain some of anti-

nonGal reactivity in NHP who, like the majority of mammalians, express Neu5Gc.  

As our results showed, the preformed and elicited anti-nonGal Ab presented a strong CDC 

actvity, even in low level, supporting the idea that control of complement activation remains 

an important hurdle in controlling the Ab-mediated rejection. Our first strategy to control the 

complement activation was the transgenic expression of hCRPs (hCD55 and hCD59) by the 

donor. However, we have seen, in controls (GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg pig 

kidney)  as in treated recipients from group#4 ( GT-KO pig kidney)  in absence of rhC1-INH 

treatment in first post-transplantation days, an equivalent feature of C3c, C4d and C5b-9 

deposition in the xenografts suggesting that the hCRP transgenes in our model did not bring  

any advantage compared to GT-KO alone. These results suggest, in consistence with 

hypothesis advanced in GT-KO.hCD55Tg (McGregor, Ricci et al. 2012) as well as GT-

KO.hCD46Tg (Mohiuddin, Corcoran et al. 2012) heart XT model, either that transgenic 

expression was too low, what is clearly the case for hCD59, and/or their expression could be 

efficient only a short time post-XT, and thereafter would be exceeded by the cytotoxic power 

of preformed plus elicited xenoAb. Our second strategy was to use the rhC1-INH. Their use, 

even partially effective during treatment (do not block the alternate pathway), could not 

protect the xenograft after treatment interruption, requiring a more efficient complement 

blockade molecule.  
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Taken together these results emphasize the importance to control the humoral response  by 

targeting the two essential parameters (i) preformed and elicited xenoAb by desensibilization 

of recipients prior XT and blockade of xenoAb producing cells prior to and during XT,  but 

also (ii) the complement activation (in all pathways) resulting from xenoantigens (xenoAg) - 

Ab recognition/binding. Regarding the complement blockade, Eculizumab (anti-C5 Ab, 

indicated in the treatment of paroxysmal nocturnal hemoglobinuria as in atypical hemolytic-

uremic syndrome) could be a new therapeutic strategy to block together the classical and 

alternate pathway. Regarding the anti-nonGal immunization, it would be possible that GT-KO 

as transgene expression perturb glycoprotein expression in pig endothelium and emphasize 

the original humoral as cellular xenogeneic responses. Then, we could hypothesize than new 

antigens appeared or nonGal antigens were expressed in higher proportion that favorites 

another type of xenogeneic response.  

As it was already showed in GT-KO heart (Hisashi, Yamada et al. 2008; Ezzelarab, Garcia et 

al. 2009) and kidney XT (Ezzelarab, Garcia et al. 2009), we observed a strong 

monocytes/macrophages xenograft infiltrate in all groups of baboons independently of 

treatment, as it was already observed in xenogeneic organs expressing Gal. Regarding the 

importance of infiltration, in number as in localization, it seems to be important, in addition to 

humoral response, to consider a new immunosuppression approach to control also this innate 

cellular xenogeneic response. Ide et al. (Ide, Wang et al. 2007) have shown in an in vitro 

study than a human CD47-Fc fusion protein inhibits partially the porcine cell phagocytose by 

human macrophages. Another approach could be the generation of new genetically modified 

pigs expressing the hCD47 able to interact with SIRP  of NHP, in contrast with porcine 

CD47, and then contribute to control the macrophage-mediated xenograft rejection (part of 

ACXR). A second aspect would be to block the xenoAg processing and (direct and indirect) 

presentation by macrophages as antigen presenting cells (APC) to control the adaptative 

response.  

In addition to macrophages infiltrate, we have also observed some CD4 and few CD8 T cells 

infiltrate in all groups of baboons independently of treatment.  Another strategy would be to 

block the co-stimulation by the use of antagonist anti-CD28 as it was used in kidney allo-

transplantation in baboon (Poirier, Azimzadeh et al. 2010).  In this model, we have shown that 

CD28 blockade (i) increases intragraft and peripheral blood Treg cells (ii) prevents graft 

rejection and vasculopathy in synergy with calcineurin inhibitor (CNI), and (iii) inhibits the 

induction of elicited alloAb when combined with CNI. Moreover, it was already shown in a 

pig transgenic for hCD55 or hCD46 cardiac xenograft model in baboons that the co-
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stimulation blockade targeting CD154 and CD28/B7 (by a CTLA4-Fc) blocked the AXCR 

and modulated the induced anti-nonGal Ab response in a context of donor Gal expression 

(Wu, Pfeiffer et al. 2005). Then, we could hypothesize that combined with CNI, already used 

in our XT model; a selective blockade of co-stimulation by an antagonistic anti-CD28 Ab 

could control both one part of AXCR by reducing T cell infiltrate and AXHR by controlling 

induction of elicited anti-nonGal Ab. 

This study provides one of the first results of multiple hCRP expression in GT-KO kidney 

XT. We showed a modest graft survival due to AHXR with circulated xenoAb and with Ab 

and complement deposition in graft, suggesting that the hCRP transgenes expression brought 

only a limited protection to the graft but did not prolong the xenograft survival. We also 

showed the existence of a pre-immunization with the presence nonGal Ab at a low titer but 

highly cytotoxic. Despite efficiency of  Bortezomib and rhC1-INH at blocking plasma/B cells 

and complement classical pathway respectively, pig GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg 

xenografts were rejected through a combined aggressive response of monocytes/macrophages 

and T cells, a moderate xenoAb recovery and activation of the complement alternate pathway, 

suggesting that the genetic modification of the pig could have opened other anti-pig responses 

and that immunosuppression and desensibilization remains a major challenge in 

xenotransplantation. 
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Table 1: Recipient conditioning or Animals and treatments 

 

Groups Recipients Pig donor Splenectomy 
Plasmatic 

exchange 
Treatment 

Control V9910C 
GT-KO, tg 

hCD55, 

hCD59, 

hCD39, hHT 

+ - - 

 
V857I + - - 

Treated 

#1 

V893AA 
GT-KO, tg 

hCD55, 

hCD59, 

hCD39, hHT 

- - 

MMF, CS, 

Tacrolimus 

 

Cyclophosphamid 

rhC1INH 

200U/kg              

d0 to d5 

PA956E - - 

V907J + - 

PA936H + - 

Treated 

#2 

PA997C 

GT-KO, tg 

hCD55, 

hCD59, 

hCD39, hHT 

+ 

d -4, -1 Bortezomib 

rhC1INH 

200U/kg               

d5 to d9 V9912B + 

O22VB + 

rhC1INH 

400U/kg                       

d5 to d9 

O22VC + 
 

Treated 

#3 

PA936G GT-KO, tg 

hCD55, 

hCD59, 

hCD39, hHT 

+ 

d -4, -1, 3 Bortezomib 

rhC1INH 

400U/kg                             

d4 to d8 

PA936F + 

K24E + 

K921F + 

Treated 

#4 

K13F 
GT-KO 

+ 
d -4, -1, 3 Bortezomib 

rhC1INH 

400U/kg                                 

d4 to d8 V906F + 

GT-KO: Galactosyl-transferase knock-out, tg : transgenic, HT : Fucosyl-transferase, MMF: Mycophenolate Mofetil, CS: 

corticosteroids, rhC1INH : recombinant human C1 Inhibitor. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 
Résultat : Projet 2 

 

  

Table 2: Survival of xenogeneic kidney. 

 

Groups Recipients Survival (in days) Diagnosis 

Control V9910C 4 AHXR & ACXR 

 
V857I 3 Id. 

Treated #1 V893AA 15 AHXR & ACXR 

 
PA956E 13 Id. 

 
V907J 12 Id. 

 
PA936H 4 Technical failure 

Treated #2 PA997C 9 AHXR & ACXR 

 
V9912B 9 Id. 

 
O22VB 11 Id. 

 
O22VC 4 Technical failure 

Treated #3 PA936G 12 AHXR & ACXR 

 
PA936F 14 Id. 

 
K24E 12 

Id. (+ fracture 

capsulaire) 

 
K921F 14 Id. 

Treated #4 K13F 11 AHXR & ACXR 

 
V906F 3 Technical failure 

AHXR: Acute Humoral Xenograft Rejection, ACXR: Acute Cellular Xenograft Rejection. 
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Résultat : Projet 2 

 

  

 

 

 
 

 

Figure 1: Transgene expression and knockout in Pig cells and Tissue. The expression of Gal 

epitope, hCD55, hCD59 and hCD39 was assessed by FACS on GT-KO and transgenic 

porcine aortic endothelial cells (PAEC) (A): negative control (black dashed line) and 

PAEC#006 (black plane line); and by immune-histofluorescence staining on GT-KO and 

transgenic pig#006 kidney biospsies (B). 

 

 

 

 

 

Figure 2: Histological analyses of animals from control group (a: V857I) and from group#3 

(K921F: b, c)). a (x20), c (x10) showed kidney biopsies at rejection respectively at day 3 and 

d14 whereas b (x20) showed protocol biopsies at d4 in functioning graft. 
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Figure 3a 
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Résultat : Projet 2 

 

  

Figure 3b : 

 

Figure 3: Immuno-histofluorescence analyses. Immunoglobulin M, C3c, C4d, C5b-9 staining  

(3a) and cellular staining (3b): B cells (CD20), monocytes/macrophages (CD11b, CD68): 

yellow star is emphasizing the presence of monocytes/macrophages in glomerular capillaries, 

CD4 and CD8 T cells, were performed in frozen kidney biopsies from recipients A: control 

group (V857) at rejection d3, B from group#1 at rejection at d15 (V893AA), C from group# 2 

at rejection at d9 (PA997C), D & E: from group#3 (PA936G) respectively at d4 in 

functioning graft (D) and at rejection at d12 (E), and F: from group#4 (V906F) at d3 in 

functioning graft.  
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Résultat : Projet 2 

 

  

 

Figure 4: Baboon serum xenoreactivity (A) and cytotoxicity (B) were assessed by FACS. A: 

IgM and IgG anti-nonGal antibodies were assessed by crossmatch on donor PAEC by FACS; 

B: Serum complement dependant cytotoxicity was assessed by a Flow cytometry 

Complement-mediated Cytotoxic Assay (FCCA) on donor PAEC. 
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2.4 Donnée complémentaire : Pharmacocinétique du 

Bortezomib  

 

Les études publiées sur la pharmacocinétique et la pharmacodynamie des inhibiteurs du 

protéasome ont été essentiellement réalisées chez les patients atteints d’un myélome 

(Schwartz and Davidson 2004). Aucunes données n’étaient donc disponible sur l’effet objectif 

ce cette classe thérapeutique sur la lignée B plasmatique ainsi que les plasmocytes circulants 

et sur la ligné B au sein de la moelle osseuse. Cette étude a donc été réalisée chez le babouin. 

Cinq injections intraveineuses de Bortézomib à la dose de 1,3 mg/m
2
 ont donc été faite à J0, 

3, 7, 10, 14 et 21. Le babouin traité avait une surface corporelle estimée à 0,78 m
2
. Les taux 

plasmatiques de lymphocytes T, B et NK ont été mesurés par cytométrie de flux à J0, 3, 7, 10, 

14, 21, 24, 28, 31, 39, 46, 53 et 62 (Figure 11). La thrombopénie est un effet indésirable du 

traitement par inibiteur du protéasome. Pouvant compliquée les xénotransplantations prévues, 

le taux deplaquette a également été observé. Les taux de plasmocytes dans la moelle osseuse 

ont été mesurés à J0, 7, 14, 21, 28, 39, 46, 53 et 62 par cytométrie de flux (Figure 12). Au 

préalable, les différents phénotypes des lymphocytes B et des plasmocytes au cours de leur 

maturation ont été discutés avec les médecins hématologues du laboratoire de biologie du 

CHU de Nantes. Cela a permis de mettre au point les marquages nécessaires pour le 

monitorage cellulaire lors cette étude pharmacodynamique. Le phénotype des plasmocytes dit 

normaux (hors myélome) est CD38
high

, CD138+, CD19+, CD 27+, CD45
high

, CD56-. 
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Figure 10: Effet du Bortézomib sur les taux plasmatiques des lymphocytes T, B, NK, des 

monocytes et des plaquettes. 

 

On constate que les inhibiteurs du protéasome font globalement chuté les taux 

périphériques de lymphocytes et de monocytes. Toutefois cet effet n’est pas durable car dès 

J25, soit après la dernière injection de Bortézomib, ces différents taux reviennent à la normal. 

Il n’a pas été obervé de toxicité plaquettaire.  
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Figure 11: Effet du Bortézomib sur le taux de plasmocytes dans la moelle osseuse. 

 

L’effet du Bortézomib semble plus nettement marqué et plus durable sur le taux de 

plasmocytes présents dans la moelle osseuse. Ces résultats étaient satisfaisant compte tenu de 

l’objectif de l’étude. En diminuant fortement le taux de plasmocytes, nous esperions diminuer 

la réponse humorale aux xénoantigènes.  L’effet étant obtenu à partir de J10, la stratégie a 

donc consisté à traiter les animaux par deux cycles et demi (6 injections de J - 17 à J7) de 

Bortézomib. 
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2.5 Discussion et perspective 

 

Tout d’abord, l’étude pharmacocinétique du Bortézomib chez le babouin a pour la 

première fois donnée des informations objectives de l’effet des inhibiteurs du protéasome sur 

les leucocytes du sang périphérique et les plasmocytes de la moelle osseuse. En 

transplantation d’organe l’utilisation de cette classe thérapeutique est basée sur les effets 

observés dans les lymphomes B, ou dans des situations d’impasse thérapeutique des rejets 

aigus humoraux en transplantation d’organe. Une des informations que fournie cette étude, est 

l’absence d’effet durable sur le taux de leucocytes périphériques car leur taux se normalise à 

l’arrêt du traitement. Par contre, l’effet apoptotique sur les plasmocytes de la moelle confirme 

l’interêt de ce type de molécule pour le traitement des rejets aigus à médiation humorale. 

Les premiers résultats expérimentaux ont montré qu’aucun receveur n’a développé de 

rejet suraigu après transplantation de rein porcin Gal-KO, comme cela a déjà été montré dans 

d’autres publications (Chen, Qian et al. 2005; Kim, Schuetz et al. 2012). Toutefois ces 

organes étaient également transgéniques pour hCD55 (Decay Accelerating Factor  (DAF), 

régulateur du complément), hCD59 (Protectine, regulateur du complexe d’attaque 

membranaire), et hCD39 (Apyrase, inhibiteur membranaire de l’agrégation plaquettaire). 

Malgré la présence de ces transgènes humains, les receveurs ont présenté des rejets aigus à 

médiation humorale (AHXR). Ce fut inattendu car ces greffons transgéniques Gal-Ko 

représentent une évolution majeure pour limiter le rejet aigu en xénotransplantation. En effet 

la survie de ces greffons a été la même voir inférieure à celles observées avec des greffons 

porcins transgénique hCD55 seul. Yamada (Yamada, Yazawa et al. 2005) a obtenu des 

survies de 30 à 83 jours en utilisant des greffons Gal-Ko et une greffe thymique associée. 

Toutefois, ce modèle constitue une situation immunologique particulière qui ne peut être 

comparée à une transplantation rénale seule. L’utilisation de rein Gal-Ko multitransgénique 

ne semble pas avoir également apporté d’avantages.  

En ce qui concerne la réponse immunitaire des receveurs, nos résultats ont montré une rapide 

et puissant réaction humorale anti-porcine dirigée contre les épitopes non-Gal exprimés par 

l'endothélium du greffon. Les anticorps non Gal préformés et induits ont conduit à un dépôt 

d’IgM au sein du greffon et une activation du complément aussi bien pour les animaux 

contrôles que les animaux traités. Toutefois, à ce stade, on ne peut exclure que d'autres 

mécanismes tels qu’une cytotoxicité cellulaire anticorps dépendante, aient joué un rôle dans le 
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rejet, compte tenu du niveau d’infiltration macrophagique. Aucuns troubles de la coagulation 

n’ont été observés. Ces données suggèrent que les épitopes non-Gal, cibles majeures des IgM 

préformés induisent la formation des xénoanticorps anti porcs IgG. L’expression de hCD55 

n’a apporté qu’une protection limitée des greffons. La stratégie d’immunosuppression reste 

donc un problème critique pour le succès des xénogreffes.  

Tous les animaux se sont révélés négatifs pour l'infection PERV. La détection de PERV dans 

un hôte était probablement due à la présence de cellules porcines (microchimérisme) qui est 

un phénomène bien connu dans la xénotransplantation (Denner, Schuurman et al. 2009) et 

n'indique pas une vraie transmission de ces rétrovirus. 

L’étape suivante  de cette étude était donc de mieux caractériser les réponses de rejet et 

d'optimiser le traitement immunosuppresseur pour mieux contrôler les réponses humorales et 

du complément. Une stratégie simple peut s’appuyer sur des plasmaphérèses 

prétransplantation et l’injection d’inhibiteur du protéasome déjà utilisés de façon empirique en 

pratique clinique pour bloquer la synthèse d’anticorps en ciblant les plasmocytes. Le chef de 

file des inhibiteurs du protéasome est le Bortézomib. Plusieurs publications ont montré son 

intérêt pour traiter les rejets aigus à médiation humorale en pratique clinique. Toutefois son 

utilisation est basée sur des données théoriques et aucune étude expérimentale ne vient 

appuyer ce choix thérapeutique. Notre étude pharmacocinétique a donc confirmer ce choix 

empirique. Cette étude a donc été poursuivie et les résultats ont été comparés à ceux déjà 

obtenus. Ils font l’objet d’une publication en cours de rédaction. 

Nous avons donc réalisé des xénotransplantations de rein de porcs GT-

KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg chez des babouins, et nous avons évalué si des 

modifications génétiques combinées apportent un avantage par rapport aux organes GT-KO 

seul. De plus nous avons évalué plusieurs stratégies thérapeutiques associant le blocage du 

complément et le blocage de la production d’anticorps afin de contrôler l’apparition d’un rejet 

aigu humoral (AHXR). 

L'expression transgénique de hCD59 et hCD39 chez les porcs GT-

KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg utilisés comme donneurs dans notre étude, était inférieur à 

celles observées chez les porcs hCD55.hCD59.hHTTg d'origine et les porcs hCD39Tg 

(Cowan, Aminian et al. 2000; Wheeler, Joseph et al. 2012) accouplés avec la souche GT-KO 

(Nottle, Beebe et al. 2007) pour générer les donneurs de notre étude.  
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Ce phénomène est expliqué par des régulations épigénétiques comme la méthylation de 

l'ADN. De nombreuses études ont montré la variabilité d’expression des transgènes au cours 

d’une lignée et au sein même d’un individu (Hofmann, Kessler et al. 2006; Baup, Fraga et al. 

2010). Il sera donc nécessaire, après de multiples reproductions, de sélectionner des lignées 

exprimant de façon stable et pan cellulaire les transgènes souhaités. Dans notre étude, nous 

n'avons pas observé de rejet hyper aigu (HAR) des organes GT-KO et GT-

KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg chez le babouin avec ou sans traitement confirmant que 

l'absence d'épitope Gal améliore nettement les xénogreffes, à l'instar d'autres études (Chen, 

Qian et al. 2005; Kuwaki, Tseng et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005; Mohiuddin, 

Corcoran et al. 2012). Toutefois, les survies sont restées modestes, jusqu'à 15 jours chez les 

animaux traités, ne montrant aucune différence majeure entre les différents traitements et les 

profils génétiques des donneurs suggérant que les diverses stratégies d’immunosuppression 

restent insuffisantes et les transgènes supplémentaires ne semblent pas apporter d’avantage en 

ce qui concerne les porcs GT-KO.  

En dépit d’une immunosuppression lourde associant plasmaphérèse, anti plasmocytes, 

inhibiteur du complément, inhibiteur de la calcineurine, inhibiteur de la synthèse des purines, 

stéroïdes, nous avons encore observé des AXHR et des xénorejets aigus cellulaires (AXCR). 

Cependant ces rejets ont été décrits dans des modèles de xénogreffes cardiaque (Hisashi, 

Yamada et al. 2008; Ezzelarab, Garcia et al. 2009) ou rénales (Chen, Qian et al. 2005; 

Yamada, Yazawa et al. 2005), seulement quelques jours après la transplantation.  

Nous avons également montré la circulation d'IgM et IgG anti-nonGal préformés chez le 

babouin comme cela été démontré par d'autres équipes (Chen, Qian et al. 2005; McGregor, 

Davies et al. 2005; Yamada, Yazawa et al. 2005; Ezzelarab, Garcia et al. 2009). Leur dépôt 

précoce dans le greffon et une puissance cytotoxique non négligeable, même en faible 

quantité, suggèrent leur implication rapide et importante dans le développement d’AHXR, 

sans induire d’HAR que ce soit chez les receveurs traités ou non. De plus, chez les receveurs 

témoins de reins GT-KO, la xénogreffe induit des anticorps IgM et Ig G et leur cytoxicité 

complément dépendent était corrélée au degré d’immunisation des animaux. Comme cela a 

déjà été démontré (Chen, Sun et al. 2006; Ezzelarab, Garcia et al. 2009), ces résultats ont 

aussi été observés chez les animaux traités mais avec des profiles de cytotoxicité différent 

surtout pour les animaux traités par plasmaphérèse et bortézomib. Le traitement par 

bortézomib a réduit de façon significative le taux de cellules productrices d’anticorps dans la 

moelle osseuse (ligné B), mais avec une faible diminution du taux d’anticorps préformés 

IgM/G. Seules les plasmaphérèses pré-transplantation ont été efficaces pour réduire le taux 
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circulant de xénoanticorps préformés, mais à chaque fois nous avons observé leur rebond dans 

les jours suivants, ce qui suggère une mobilisation des cellules productrices d'Ab afin de 

«normaliser» leur taux. Pris ensemble, ces résultats suggèrent que la stratégie de 

désensibilisation associée au blocage de la ligné B ne suffit pas à contrôler les réponses 

humorales xénogéniques. D'autres équipes ont utilisé le rituximab (Anticorps anti-CD20) 

(Mohiuddin, Corcoran et al. 2012) pour contrôler la lignée cellulaire B (des cellules pré-B 

jusqu’aux cellules B matures) mais ce traitement pourrait ne pas détruire les cellules 

plasmatiques qui n’expriment pas CD20. Malgré l'utilisation d’organes GT-KO, les anticorps 

préformés anti-nonGal semblent être une nouvelle barrière immunologique dans les 

xénogreffes vascularisées. L’étape suivante est donc d'identifier les cibles non Gal, pour 

développer de nouvelles stratégies visant à prévenir les rejets à médiation humorale.  

Byrne et al. (Byrne, Stalboerger et al. 2008) par Western blot et analyse protéomique ont 

identifié des anticorps anti-nonGal. Dans un modèle de xénotransplantation de cœur porcin 

Gal-KO chez le primate, cette équipe a identifié des xénoanticorps IgG liés à la fibronectine, 

MG-160 (protéine de l’appareil de Golgi), diverses protéines cytoplasmiques, plusieurs 

protéines de choc thermique, l'annexine, et la vimentine. Irie et Saethre ont identifié l’antigène 

Hanganutziu-Deicher (Ide, Wang et al.), l'acide N-glycolylneuraminique (Neu5Gc), qui est un 

acide sialique présent sur des cellules de mammifère, mais absents des cellules chez l'homme. 

L’absence de Neu5Gc est due à une mutation dans le gène codant pour la CMP-NeuAc-

hydroxylase, une enzyme nécessaire à sa synthèse. Il a été démontré que les anticorps anti-HD 

activent les cellules endothéliales Gal-KO suggérant que le xéno-antigène HD peut être une 

cible pertinente des anticorps anti-nonGal (Miwa, Kobayashi et al. 2004). Les résidus 

glucidiques αGal est un autre xéno-antigène suspecté. Il a été montré qu'un faible niveau 

d'expression de glucides αGal chez des souris déficientes en galactosyltransférase (Milland, 

Yuriev et al. 2007) entraine une réponse xénogénique. Comme nous l'avons vu avec les 

greffes contrôles (rein de porc GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg), les receveurs traités 

du groupe  4 (rein de porc GT-KO), qui ne reçoivent pas de rhC1inh les premiers jours de la 

transplantation présentent des dépôts identiques de C3c, C4d et C5b-9 au sein des greffons 

suggérant que le transgène hCRP n'a apporté aucun avantage par rapport aux organes GT-KO 

seul. Ces résultats suggèrent, en cohérence avec de précédentes études utilisant des organes 

GT-KO.hCD55Tg (McGregor, Davies et al. 2005), ou GT-KO.hCD46Tg (Mohiuddin, 

Corcoran et al. 2012) dans un modèle de xénotransplantation cardiaque, soit que l'expression 

transgénique était trop faible, ce qui était clairement le cas pour hCD59, et / ou que leur 
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expression était efficace que peu de temps après la transplantation, et par la suite serait 

dépassé par la puissance cytotoxique des xéno anticorps préformés et produits.  

Notre deuxième stratégie consistait à utiliser le rhC1inh. Son utilisation n'a pas pu protéger la 

xénogreffe au delà de l'interruption du traitement, ce qui nécessite une molécule inhibitrice du 

complément ayant une puissance et une cinétique plus efficace.  

Ces résultats soulignent l'importance de contrôler la réponse humorale en ciblant les deux 

paramètres essentiels: d’abord « dépleter » les receveurs des xéno anticorps préformés et 

produits secondairement, en bloquant efficacement les cellules productrices d’anticorps avant 

et pendant la xéno transplantation, mais aussi inhiber l’activation du complément résultant de 

la reconnaissance des xénoantigènes par les anticorps. Une stratégie à explorer est l’utilisation 

de l’eculizumab, anticorps anti-C5, indiqué dans le traitement de l'hémoglobinurie 

paroxystique nocturne et dans le syndrome hémolytique et urémique atypique (Bauters, 

Bordon et al. 2012; Zuber, Quintrec et al. 2012) pour bloquer plus efficacement la voie 

classique et alterne du complément. En ce qui concerne l’immunisation anti-nonGal, il est 

possible que le statut GT-KO, comme l'expression d’un transgène, perturbent l’expression des 

glycoprotéines de l'endothélium porcin et accentuent des réponses humorales et cellulaires 

non spécifiques. Une autre hypothèse, est que de nouveaux antigènes soit impliqués et que ces 

antigènes non Gal soient surexprimés favorisant le xénorejet. Comme cela a déjà été montré 

dans des modèles de greffe de cœur porcin GT-KO (Hisashi, Yamada et al. 2008; Ezzelarab, 

Garcia et al. 2009) et de reins GT-KO (Ezzelarab, Garcia et al. 2009), nous avons observé une 

forte infiltration de monocytes et macrophages dans les greffons dans tous les groupes de 

babouins indépendamment du traitement. L’importance de cette activation de l’immunité 

innée, souligne la nécessité de contrôler, en plus de la réponse humorale, la réponse cellulaire 

xénogénique innée par de nouvelles stratégies immunosuppressives. Ide et al. (Ide, Wang et 

al. 2007) ont montré dans une étude in vitro qu'une protéine de fusion CD47-Fc humain 

inhibe partiellement la phagocytose de cellules de porc par les macrophages humains. Une 

autre approche pourrait être la création de nouveaux porcs génétiquement modifiés exprimant 

la hCD47 capable d'interagir avec des SIRPα (Signaling Regulatory Protein) des primates non 

humains, permettant ainsi de contrôler le rejet de xénogreffe « médié » par les macrophages. 

Un deuxième aspect serait de bloquer directement la reconnaissance des xénoantigénes 

(directe et indirecte) présentés par les macrophages (les cellules présentatrices d'antigènes) 

pour contrôler la réponse adaptative.  

En plus de l’infiltration macrophagique, nous avons aussi observé quelques lymphocytes T 

CD4 et CD8 s'infiltrer dans tous les greffons de tous les groupes de babouins 
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indépendamment du traitement. Une autre stratégie serait donc de bloquer la co-stimulation 

par l'utilisation d'un antagoniste de l'anti-CD28 comme il a été utilisé en allo-transplantation 

chez le babouin (Poirier, Azimzadeh et al. 2010) (Annexe). Dans ce modèle, notre équipe a 

montré que le blocage CD28 favorise l’apparition au sein du greffon et dans le sang de 

lymphocyte T régulateur (Treg) inhibant le rejet du greffon et la diminuant la vasculopathie 

d’allogreffe en synergie avec les inhibiteurs de la calcineurine (CNI). Par ailleurs, il a déjà été 

démontré dans un modèle de xénogreffe cardiaque de porc transgénique pour hCD55 ou 

hCD46 chez les babouins que le blocage de la co-stimulation ciblant CD154 et CD28/B7 (par 

un CTLA4-Fc) permet de bloquer l'AXCR et de moduler la réponse humoral anti-nonGal 

(Wu, Pfeiffer et al. 2007). Combiné avec un CNI, déjà utilisé dans notre modèle 

d’allotransplantation (Poirier, Azimzadeh et al. 2010), un blocage sélectif de la co-stimulation 

par un anticorps anti-CD28 pourrait contrôler à la fois la première partie de l’AXCR en 

réduisant l’infiltration T et l’AXHR en contrôlant leur activation induite par les anticorps anti-

nonGal. 
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Conclusion 

 
En transplantation rénale, la recherche de nouvelles thérapeutiques du rejet aigu 

humoral s’inscrit dans un contexte d’une augmentation du nombre de patients immunisés qui 

relèvent ou vont relever de plus en plus d’une deuxième voire troisième transplantation. 

La première partie de ce travail a consisté à développer un modèle préclinique du rejet 

aigu à médiation humorale en allotransplantation, afin de tester de nouvelles stratégies 

thérapeutiques. En effet, un tel modèle n’existait pas, alors que cette physiopathologie 

demeure toujours mal comprise en pratique clinique, avec en particulier un arsenal 

thérapeutique disponible qui n’est que partiellement efficace. Nous avons donc immunisé les 

receveurs par deux injections consécutives de PBMC du donneur avant transplantation. Les 

animaux immunisés développent ainsi des anticorps cytotoxiques IgG, dirigés spécifiquement 

contre les molécules du CMH de classe I du donneur. Ces animaux immunisés, après 

transplantation rénale, développent un rejet violent très rapidement, avec une histologie 

évocatrice de rejet humoral, comprenant des dépôts d’Ig et de complément dans la 

microvascularisation. Bien que le complément semble être le bras effecteur de ce type de 

rejet, aucune thérapeutique actuelle de transplantation ne permet de le bloquer 

spécifiquement. Nous nous sommes donc intéressés à la molécule recombinante humaine du 

C1-inhibiteur (rhC1INH) qui permet de bloquer, dès les premières étapes, l’activation de la 

voie classique du complément tout en laissant indemne les voies alternes et des lectines 

notamment pour les défenses anti-microbiennes. Une simple monothérapie avec du rhC1INH 

dans ce modèle, de transplantation à « cross-match » positif, permet de prévenir efficacement 

le rejet aigu à médiation humorale au moins pendant le temps du traitement et jusqu'à 

l’apparition d’un rejet cellulaire. Ce rejet pourrait être contrôlé par une immunosuppression 

du lymphocyte T. Par ailleurs, la faible demi-vie de cette molécule en fait un traitement de la 

crise de rejet ou d’induction après transplantation mais en aucun cas un traitement d’entretien. 

Il sera également intéressant de l’associer à une stratégie permettant une déplétion efficace 

des lymphocytes B et, surtout, des plasmocytes de la moelle pour faire chuter le titre en 

alloanticorps.  

Ce fut donc l’objet du travail suivant explorant un modèle de xénotransplantation de 

reins de porcs transgéniques chez le babouin. Il constitue l'un des premiers résultats de l'étude 

de reins GT-KO multitransgéniques pour des protéines humaines de régulation du 

complément en xénotransplantation. Les traitements associant inhibition du complément et 
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blocage de la lignée B, précédés de plasmaphérèses, n’ont pas permis d’obtenir des survies 

plus longues que dans la littérature. Le rejet aigu à médiation humoral avec dépôt de 

xénoanticorps et de complément n’a pu être contrôlé dans ce modèle. L’expression de 

transgènes de protéines régulatrices du complément n’a pas permis de protéger les greffons. 

Toutefois nous avons montré l'existence d'une pré-immunisation avec la présence d’anticorps 

nonGal à un titre faible, mais hautement cytotoxique. Malgré l'efficacité du bortézomib et du 

rhC1-INH pour bloquer la lignée B et la voie classique du complément, les xénogreffes de 

porc GT-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg ont été rejetées par une réponse immune 

combinant une infiltration du greffon par des monocytes / macrophages et les lymphocytes T, 

un dépôt de xénoanticorps et l'activation de la voie alterne du complément, ce qui suggère que 

les modifications génétiques des porc auraient ouvert d'autres réponses immunologiques 

xénogéniques anti-porc et que l'immunosuppression et la désensibilisation prégreffe restent un 

défi majeur en xénotransplantation.  

A chaque obstacle franchi, il semble se dresser d’autres mécanismes de rejet mais 

l’étude de ces modèles permet de mieux connaître les mécanismes immunologiques impliqués 

dans le rejet aigu à médiation humorale que ce soit en xénotransplantation mais aussi en 

allotransplantation. 
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Etude des mécanismes du rejet vasculaire aigu à médiation humorale et application 

d’immunointervention innovante dans un modèle pré clinique chez le babouin et en 

xénotransplantation 
 

En transplantation rénale, la recherche de nouvelles thérapeutiques du rejet aigu humoral s’inscrit dans un 

contexte d’augmentation du nombre de patients immunisés. La première partie de ce travail a consisté à 

développer un modèle préclinique du rejet aigu à médiation humorale en allotransplantation, afin de tester de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. Les animaux immunisés par deux injections consécutives de PBMC du 

donneur avant transplantation, développent des anticorps cytotoxiques IgG, dirigés spécifiquement contre les 

molécules du CMH de classe I du donneur. Une simple monothérapie avec un inhibiteur du Complément 

(rhC1INH) dans ce modèle de transplantation à « cross-match » positif, a permis de prévenir efficacement le 

rejet aigu à médiation humorale pendant le temps du traitement et jusqu'à l’apparition d’un rejet cellulaire. Le 

travail suivant a donc été d’explorer un modèle de xénotransplantation de reins Gal-KO multitransgéniques pour 

des protéines humaines de régulation du complément. Les traitements associant inhibition du complément et 

blocage de la lignée B par un inhibiteur du protéasome, précédés de plasmaphérèse n’ont pas permis d’obtenir 

des survies plus longues que dans la littérature. Nous avons montré l'existence d'une pré-immunisation avec la 

présence d’anticorps nonGal à un titre faible, mais hautement cytotoxique. Malgré l'efficacité du bortézomib et 

du rhC1-INH, les xénogreffes de porc Gal-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg ont été rejetées par une réponse 

immune combinant une infiltration du greffon par des monocytes / macrophages et les lymphocytes T, un dépôt 

de xénoanticorps et l'activation de la voie alterne du complément. L’étude de ces modèles a permis de mieux 

connaître les mécanismes immunologiques impliqués dans le rejet aigu à médiation humorale que ce soit en 

xénotransplantation mais aussi en allotransplantation. 
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Study of the mechanisms of acute humoral vascular rejection and innovative 

immunointervention application in a preclinical model in baboons and in  

xenotransplantation 
 

 

In kidney transplantation, the growing number of immunized patients is a motor for the development of new 

therapeutic management in acute humoral rejection. Part of this work was to develop a preclinical model of 

humoral acute rejection in allotransplantation to test new therapeutic strategies. Baboons were immunized by 

two consecutive injections of donor PBMC before transplantation, and developed cytotoxic IgG antibodies 

specifically directed against the donor’s MHC class I. A simple monotherapy with an inhibitor of complement 

(rhC1INH) in this model  (positive "cross-match" transplantation) effectively prevented acute humoral rejection 

during the time of treatment and until cellular rejection occured. The following work was therefore to explore a 

model of Gal-KO multitransgenic for human complement regulatory proteins, in kidney xenotransplantation. 

Treatments involving inhibition of complement and blocking the B cells line by a proteasome inhibitor, preceded 

by plasmapheresis, failed to obtain longer survival rates than in the literature. Nevertheless we showed the 

existence of a pre-immunization with nonGal antibodies at small but highly cytotoxic levels. Despite the efficacy 

of bortezomib and rhC1-INH, pig xenografts Gal-KO.hCD55.hCD59.hCD39.hHTTg were rejected by an 

immune response combining graft infiltration by monocytes / macrophages and T lymphocytes, xenoantibodies 

deposits and activation of the alternative complement pathway. The study of these models gives us a better 

understanding of the immunological mechanisms involved in acute humoral rejection whether in 

xenotransplantation or in allotransplantation. 
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