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1 Immunologie de la transplantation 

La transplantation d’organes ou greffe de cellules est la seule issue thérapeutique pour 

beaucoup de pathologies qui entraînent une perte de fonction irréversible d’organes vitaux 

(cœur, foie, rein, poumons…). On distingue plusieurs types de greffe qui diffèrent suivant le 

degré de disparité génétique entre le donneur et le receveur. Dans le cas d’une autogreffe, le 

donneur et le receveur sont un seul et même individu. La greffe syngénique (ou isogreffe) est 

réalisée entre deux individus génétiquement identiques (cas de jumeaux monozygotes). 

L’allogreffe caractérise la greffe entre deux individus de la même espèce mais génétiquement 

différents, alors qu’une xénogreffe désigne le cas où donneur et receveur appartiennent à deux 

espèces différentes. Dans ces deux derniers cas, le greffon est perçu comme un élément 

étranger, n’appartenant pas « au soi », ce qui déclenche une réponse immunitaire visant à son 

élimination. 

1.1 Historique de la transplantation 

Dès 1902, le Français Alexis Carrel tente des transplantations de reins, de cœurs, 

d’intestins et de membres chez l’animal. Ce chirurgien obtiendra le Prix Nobel en 1912 en 

reconnaissance de son travail sur les sutures vasculaires et la transplantation de vaisseaux 

sanguins et d’organes. Il met également en évidence l’intérêt du froid pour la conservation des 

organes et des tissus. En 1906, Mathieu Jaboulay, professeur de chirurgie à Lyon, échoue 

dans sa tentative de xénogreffe de rein de porc chez une femme urémique. Près de trente ans 

plus tard, le Russe Serguey Voronoy réalise la première greffe rénale à partir d’un donneur 

cadavérique. Quatre jours après la greffe, la patiente décède mais un nouveau pas a été 

accompli, la notion de rejet immunologique voit le jour. S’ensuit une longue période de 

sommeil durant l’épisode de Seconde Guerre mondiale. Puis les recherches reprennent et se 

concentrent sur la transplantation rénale, aidée par de nets progrès chirurgicaux. L’année 1952 

sera marquée par la première tentative de transplantation rénale à partir d’un donneur vivant, 

réalisée par les médecins Jean Hamburger et Jean Vaysse de l’Hopital Necker (MICHON et 

al., 1953). Le patient survivra 21 jours seulement après la greffe du rein de sa mère. 

Parallèlement, d’autres tentatives sont effectuées à Boston par David Hume (Peter Bent 

Brigham Hospital)(Hume et al., 1955). En 1954, une nouvelle avancée est faite : à Boston, les 

équipes des professeurs Murray (récompensé par le prix Nobel en 1990 pour la greffe du 

rein), Merrill et Harrison parviennent à réaliser avec succès une greffe rénale entre deux 

jumeaux homozygotes (MERRILL et al., 1956). En 1958, Jean Dausset (prix Nobel de 
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médecine en 1980) identifie l’expression tissulaire du complexe majeur d’histocompatibilité 

de l’Homme (CMH), le système HLA (Human Leucocyte Antigen) (DAUSSET, 1958). La 

recherche de compatibilité donneur-receveur avant transplantation est rendue possible mais 

cette avancée ne suffit pas encore à prévenir le rejet d’allogreffe. Afin de réaliser des greffes 

entre individus non apparentés, les médecins ont compris la nécessité d’un traitement 

immunosuppresseur pour contrôler la réponse immunitaire. Ainsi, en 1956, sont effectuées 

des greffes rénales entre faux jumeaux avec irradiation du receveur et administration de 

corticoïdes. Cette période signe l’entrée dans l’ère des immunosuppresseurs. L’aziathropine, 

utilisée pour la première fois en 1962 (Murray et al., 1963), donne des résultats prometteurs et 

améliore la survie des patients greffés. Lors des dix années suivantes, des tentatives de greffes 

de foie, de poumon, de pancréas et même de cœur seront réalisées.  L’année 1972 marque une 

avancée considérable avec la découverte des propriétés immunosuppressives de la 

ciclosporine par le biologiste suisse Jean-François Borel. Cette molécule, synthétisée 

artificiellement dès 1980, diminue significativement la perte des greffons rénaux et améliore 

considérablement le pronostic des greffes de foie et de cœur. Dans les dernières décennies du 

20ème siècle, d’autres drogues immunosuppressives verront le jour, telles le tacrolimus, le 

mycophenolate mofetil (MMF), le sirolimus. En 100 ans, les progrès considérables effectués 

ont fait de la transplantation une thérapie de choix pour de nombreuses pathologies. Bien que 

considérée comme l’un des miracles de la médecine du 20ème siècle (Morris, 2004), la 

transplantation se confronte néanmoins à plusieurs limites. 

1.2 Les limites actuelles de la transplantation d’organes 

1.2.1 La pénurie d’organes 

D’année en année, le nombre de patients nécessitant une greffe d’organe ne cesse 

d’augmenter, atteignant 16 371 malades inscrits sur liste d’attente dans l’année 2011 (données 

de l’Agence de la Biomédecine).  4945 patients ont été greffés au cours de cette même année, 

représentant seulement 30% des malades en attente. Ces chiffres éloquents soulignent un 

problème majeur, la pénurie d’organe. De plus, environ la moitié seulement des donneurs en 

état de mort encéphalique recensés sont prélevés, sans que cette situation n’évolue 

favorablement au cours des ans (49% prélevés en 2011 contre 53% en 1997). Plusieurs 

facteurs expliquent ce phénomène : l’opposition au prélèvement d’organe du défunt ou 

médico-légale, les antécédents du donneur ou un incident médical (problèmes de maintien de 

l’homéostasie du donneur). Diminuer le taux d’opposition au prélèvement, élargir les critères 
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de prélevabilité des donneurs, améliorer le prélèvement et promouvoir le don sont des enjeux 

majeurs actuels pour augmenter la disponibilité des greffons. Parallèlement, la 

xénotransplantation est une stratégie thérapeutique potentielle pour pallier au manque 

d’organes et concentre l’activité de nombreux chercheurs dans le monde. Malgré 

l’amélioration du pronostic de la greffe à court terme, la survie à long terme est restée 

relativement inchangée, impliquant le recours à des greffes itératives pour la majorité des 

patients (Lodhi et al., 2011). Un des objectifs majeurs actuels est donc de mieux contrôler la 

réponse immune afin d’augmenter la durée de vie des greffons à long terme.  

1.2.2 Le recours à l’immunosuppression chronique 

Les traitements immunosuppresseurs visent à prévenir et inhiber la réponse immunitaire 

des cellules du receveur contre les cellules du donneur. Ils ont contribué à l’essor de la 

transplantation et sont aujourd’hui indispensables à la réussite de toute allogreffe. La 

déplétion de lymphocytes, l’inhibition de leur activation ou prolifération via le blocage des 

voies de signalisation lymphocytaires constituent différentes voies d’immunosuppression. Les 

drogues utilisées existent sous différentes formes : des petites molécules (inhibiteurs de la 

calcineurine, sirolimus, mycophénolate mofétil), des protéines (anticorps déplétants anti-

CD3/CD52/CD20 ou non déplétants anti-CD25, protéines de fusion CTLA-4-Ig (Cytotoxic T-

Lymphocyte Antigen 4-Immunoglobuline)), des immunoglobulines intraveineuses et des 

glucocorticoïdes (Figure 1)(Halloran, 2004).  

Ces drogues empêchent la survenue du rejet aigu d’allogreffe dans la majorité des cas et 

permettent des survies extrêmement bonnes des greffons dans les trois premières années qui 

suivent la transplantation. Cependant, elles sont dénuées de spécificité pour les antigènes du 

donneur et inhibent toutes les défenses immunitaires du receveur, y compris l’immunité anti-

infectieuse et anti-tumorale, entraînant une augmentation de l’incidence de cancers et 

d’infections chez les patients greffés, comme le syndrome lymphoprolifératif post-greffe 

(Opelz and Döhler, 2004). De plus,  ces produits possèdent une toxicité intrinsèque non 

immune, touchant de nombreux tissus (néphrotoxicité, neurotoxicité, symptômes gastro-

intestinaux, etc.).  
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Figure 1 : Drogues immunosuppressives et sites d’action. 
D’après  (Halloran, 2004). La ciclosporine et le tacrolimus répriment la transcription de différents 
gènes (dont l’interleukine-2 (IL-2), indispensable à l’activation T) via l’inhibition de la calcineurine. 
Les corticostéroides ciblent les facteurs de transcription AP-1 et NF-kB, abrogeant ainsi l’expression 
de nombreuses cytokines, incluant l’IL-1, IL-2, IL-3, et l’IL-6. L’anticorps anti-CD25 (chaîne  du 
récepteur à l’IL-2) déplète les lymphocytes T activés et inhibe la prolifération T induite par l’IL-2. Le 
sirolimus, en complexe avec FKBP12, bloque la prolifération T induite par l’IL-2, via l’inhibition de 
la voie mTOR initiatrice du cycle cellulaire. Le MMF bloque la synthèse de purines nécessaires à la 
réplication, empêchant ainsi la différenciation et prolifération des lymhocytes T et B. La molécule de 
fusion CTLA-4-Ig, en se liant à B7, inhibe la signalisation via CD28 et la transduction du signal 2 de 
costimulation. AP-1: activating protein 1, mTOR: mammalian target of rapamycin, NF-kB: nuclear 
factor-kB 
 

A ces limites s’ajoute un autre problème majeur : malgré la diminution nette de 

l’incidence du rejet aigu, ces traitements immunosuppresseurs ne permettent pas d’enrayer la 

survenue du rejet chronique à long terme d’allogreffe, responsable de la perte des greffons. 

1.2.3 Les dysfonctions chroniques de l’allogreffe 

Les dysfonctions chroniques du greffon sont progressives et irréversibles malgré 

l’administration d’immunosuppresseurs. Elles se développent des mois voire des années après 

la greffe. Depuis le début des années 1980, la survie des greffons à un an a augmenté de 

manière très significative (plus de 90 % à un an). Néanmoins, les résultats à long terme ont 

peu changé. Le pourcentage de greffons perdus chaque année après la première année n’a pas 

évolué (Meier-Kriesche et al., 2004). L’âge du patient, le tabac, l’alcool, l’hypertension, 

l’hypercholestérolémie, l’ischémie reperfusion de l’organe sont autant de facteurs contribuant 

aux lésions de rejet chronique. De plus, les épisodes répétés de rejet cellulaire et/ou humoral 

altèrent la fonction du transplant au cours du temps.  
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Dans ce contexte, l’identification de biomarqueurs pronostiques, associés au rejet et/ou 

à la tolérance, dans les échantillons biologiques non invasifs de patients, permettrait d’adapter 

les traitements immunosuppresseurs à des stades précoces, avant l’atteinte irréversible de la 

fonction du greffon, et limiterait les effets indésirables occasionnés.  

D’autre part, le développement de stratégies visant à améliorer les traitements anti-rejets 

de manière plus spécifique et non toxique est devenu un objectif majeur en transplantation, 

avec pour but ultime d’atteindre un état dit de tolérance. La tolérance à l’allogreffe se définit 

comme l’acceptation à long terme du greffon chez un hôte immunocompétent, sans lésion de 

rejet chronique et en l’absence de traitement immunosuppresseur. L’induction d’une tolérance 

immunitaire dite opérationnelle représente une issue de choix face à la situation actuelle en 

transplantation. Ainsi, de nombreux protocoles ont été testés chez l’animal avec des résultats 

prometteurs, ouvrant la voie à de nouvelles thérapies chez l’Homme.  

Cette thèse s’intéresse aux cellules T régulatrices (Tregs) CD8+ induites chez le rat 

après transplantation par un blocage de la voie de costimulation CD40/CD40L, qui est une des 

nombreuses stratégies d’induction de tolérance à l’étude. Dans un premier temps, j’exposerai 

les mécanismes de la réponse allogénique et du rejet de greffe, suivis par les caractéristiques 

et rôles de la reconnaissance du complexe CMH/peptide (CMHp) par le TCR (récepteur des 

cellules T), pour ensuite aborder les mécanismes de la tolérance et en particulier les Tregs. 

Dans un deuxième temps, je présenterai les résultats obtenus au cours de ma thèse, portant sur 

l’étude de la spécificité antigénique et le répertoire des Tregs CD8+CD45RClow spécifiques 

d’alloantigènes induites dans notre modèle. 

 

1.3 Le rejet de greffe 

Le rejet aigu d’allogreffe reste un problème majeur en transplantation d’organes solides 

car il peut conduire à une perte de fonction de la greffe, aiguë ou chronique. Deux 

mécanismes immunologiques généraux sont mis en jeu au cours du rejet aigu d’allogreffe : la 

réponse innée non spécifique, qui prédomine dans la phase précoce de la réponse immune, et 

la réponse adaptative, spécifique du donneur et résultant de la reconnaissance des 

alloantigènes par les lymphocytes T (LTs) du receveur. 

1.3.1 La réponse immunitaire innée 

La réponse immunitaire innée se caractérise par son absence de spécificité antigénique, 

sa rapidité d’intervention dans la phase précoce post-transplantation et survient quelque soit le 
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degré de compatibilité génétique entre donneur et receveur. Elle ne peut à elle seule entraîner 

un rejet mais contribue au processus global de destruction du greffon. Les cellules de 

l’immunité innée expriment des PRRs (pattern recognition receptor), composés des récepteurs 

Toll-like (TLR), NOD-like (NLR), RIG-like (RLR) et récepteurs des lectines de type C 

(CLR). Ces récepteurs peuvent être membranaires, cytoplasmiques ou endosomiaux, 

permettant ainsi une surveillance efficace de tous les compartiments cellulaires. Les ligands 

des PRRs sont des produits de pathogènes, les PAMPS (pathogen associated molecular 

patterns), et des produits de lésion tissulaire, les DAMPS (damage-associated molecular 

patterns). Différents facteurs tels que la mort cérébrale du donneur (Bos et al., 2007), l’acte 

chirurgical et le phénomène d’ischémie reperfusion, à savoir la diminution de l’apport sanguin 

dans le greffon suivi de la restauration d’un flux suffisant, génèrent un grand nombre de 

DAMPS, incluant des protéines de stress Hsp (Heat Shock Protein), des ROS (reactive 

oxygen species), l’héparine sulfate et le fibrinogène. La reconnaissance de ces signaux de 

danger par les PRRs entraîne la production de cytokines proinflammatoires, incluant l’IL-1, 

l’IL-6, le Tumor Necrosis Factor (TNF), l’interféron (IFN) de type I, de radicaux libres et 

l’expression de molécules d’adhésion par les cellules endothéliales (CEs) (Land, 2005, 2012a, 

2012b). Ces évènements font du transplant un site de lésion et d’inflammation, entraînant une 

modification de la perméabilité et de la viabilité des vaisseaux, un relargage d’antigènes, un 

recrutement de leucocytes inflammatoires au niveau du greffon mais aussi la migration des 

cellules présentatrices d’antigènes (CPAs) du donneur vers les organes lymphoïdes 

secondaires (OLS) du receveur. De nombreux polynucléaires neutrophiles sont recrutés, 

attirés par les chimiokines CXCL10, RANTES, IL-17 et MCP-1 (monocyte chemotactic 

protein-1), et adhèrent aux CEs du greffon activées via les molécules d’adhésion ICAM-1 

(Intracellular Adhesion Molecule), E- et P-sélectines. Les neutrophiles vont à leur tour 

produire des médiateurs pro-inflammatoires et des chimioattractants (CXCL-1, 2, 3 et 8), 

attirant ainsi d’autres leucocytes tels que les monocytes, les macrophages et les cellules 

dendritiques (DCs), qui vont maintenir un environnement inflammatoire local. Les DAMPS 

peuvent aussi activer directement le sytème du complément, ce qui induit de rapides lésions 

du greffon. Les DCs sont à l’interface entre les réponses immunes innée et adaptative (Nace et 

al., 2012). Après activation, elles vont devenir matures et déclencher la réponse immunitaire 

adaptative spécifique. 
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1.3.2 La réponse immunitaire adaptative 

1.3.2.1  Les cellules dendritiques : des CPAs professionnelles 

Les CPAs désignent les monocytes, les macrophages, les lymphocytes B (LBs) et les 

DCs. Cependant, seules les DCs sont capables de stimuler la réponse primaire aux LTs et 

d’initier la réponse adaptative, ce sont les cellules pivots du système immunitaire. Elles sont 

présentes dans les organes lymphoïdes et à l’interface entre le corps et l’environnement, au  

niveau de la peau, des voies aériennes et de l’intestin. Initialement décrites en 1868 par P. 

Langerhans, il a fallu attendre 1973 pour que Steinman et Cohn décrivent les DCs comme une 

nouvelle classe de globules blancs avec de nombreuses caractéristiques et fonctions 

différentes (Steinman and Cohn, 1973). Elles jouent le rôle de sentinelles en parcourant 

l’organisme à la recherche d’éléments étrangers (bactéries, virus, toxines…), suite à quoi elles 

activent l’immunité cellulaire T. Elles jouent aussi un rôle dans l’immunité des LBs et des 

cellules Natural Killer (NK). Il existe de nombreuses sous-populations de DCs se distinguant 

par leur origine, leur localisation, leur spécialisation fonctionnelle et leur phénotype. Leurs 

caractéristiques communes sont la capture, la présentation d’antigènes et l’activation des 

cellules effectrices de la réponse immunitaire adaptative. On distingue les DCs 

conventionnelles (cDCs), les DCs inflammatoires et les DCs plasmacytoïdes (pDCs) (Merad 

et al., 2013).  

Les cDCs sont générées en périphérie à partir d’un précurseur myéloïde issu de la 

moelle osseuse et sont largement distribuées au sein de l’organisme. Les cDCs dites 

résidentes sont localisées dans les organes lymphoïdes et les cDCs dites migratoires se 

trouvent au sein des tissus dont la peau et les muqueuses. Elles se caractérisent par 

l’expression de l’intégrine  CD11c. Les populations de cDCs diffèrent phénotypiquement 

chez l’Homme, la souris et le rat (Miller et al., 2012; Segura et al., 2012). Chez le rat en 

particulier, les cDCs sont caractérisées par l’expression des marqueurs CD11c+, CD103, 

CMH-II. Le marqueur CD4 identifie deux populations spléniques distinctes : les cDCs CD4+ 

et les cDCs CD4- (Trinité et al., 2000). Les cDCs CD4-, de très courte durée de vie, produisent 

en grande quantité les cytokines proinflammatoires IL-12 et TNF- et induisent une déviation 

Th1, tandis que les cDCs CD4+ produisent peu d’IL-12, pas de TNF- et génèrent des 

réponses Th1 et Th2 (Voisine et al., 2002). Chez la souris, les cDCs interstielles résidentes se 

divisent en populations CD8+ et CD8-CD11b+ (Shortman and Heath, 2010). Enfin, parmi les 

cDCs des tissus non lymphoïdes, on distingue les cDC CD103+CD11b- (Helft et al., 2010), les 
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cDC CD11b+ (Bogunovic et al., 2009) ou encore les cellules de Langerhans. Premières cDCs 

décrites, ces dernières se trouvent au niveau de l’épiderme de la peau, expriment très 

fortement une C-lectine, la langérine (CD207), impliquée dans la formation de granules de 

Birbeck dans le cytoplasme (Merad et al., 2008).  

Le terme de DCs inflammatoires regroupe les populations de DCs qui n’apparaissent 

qu’au cours d’une infection ou d’une inflammation et ne sont pas observables en condition 

homéostatique (Naik et al., 2006). Parmi elles, les TipDCs (TNF and iNOS producing DCs) 

ont été mises en évidence après infection par Listeria Monocytogenes et produisent comme 

leur nom l’indique du TNF- et iNOS (inducible Nitric-Oxide synthase) (Serbina et al., 

2003). Les DCs inflammatoires proviennent majoritairement de la différenciation des 

monocytes du sang circulant en cellules exprimant des marqueurs de DCs (CD11clow/intCMH-

IIint) et sont donc également appelées MO-DCs (Monocyte-derived dendritic cells) 

(Domínguez and Ardavín, 2010). Ces cellules partageraient les mêmes propriétés 

fonctionnelles que les DCs classiques (Cheong et al., 2010) et sont à l’origine de réponses T 

effectrices contre les pathogènes (León et al., 2007; Nakano et al., 2009).  

Les pDCs se développent dans la moelle osseuse à partir d’un progéniteur 

plasmacytoïde, et s’accumulent principalement dans le sang et les tissus lymphoïdes. Elles 

expriment un nombre limité de PRRs, incluant les TLR-7 et TLR-9, qui après stimulation par 

de l’acide ribonucléique (ARN) ou l’acide désoxyribonucléique (ADN) viral, déclenchent une 

sécrétion importante d’IFN de type I ( et ) (Cella et al., 1999). Morphologiquement, elles 

ne ressemblent pas aux cDCs qui arborent de longues dendrites. Ce sont de petites cellules (8 

à 10m) rondes avec un noyau excentré et un large cytoplasme faisant penser à des 

plasmocytes, d’où leur dénomination originelle de cellules T plasmacytoïdes ou monocytes 

plasmacytoïdes. En revanche, elles changent de morphologie (acquisition de dendrites, 

surexpression des molécules du CMH et de costimulation) pour ressembler à une DC mature 

typique après stimulation via leurs TLRs et sont capables de capter, d’apprêter et de présenter 

des antigènes aux LTs.  

Chez la souris, les pDCs sont caractérisées par les marqueurs Ly6C+B220+CD11clow 

CD4+CD8a-CD11b- et produisent de l’IL-12 et l’IFN (Asselin-Paturel et al., 2001). Chez 

l’Homme, au sein de la population CD4+MHC-II+CD11c-, les pDCs expriment fortement 

CD123 (chaîne  du récepteur à l’IL-3) et CD45RA, ILT-7 (Ig-like transcript 7)(Rissoan et 

al., 2002), BDCA-2 et -4 (Dzionek et al., 2000), LAIR-1 (Leukocyte-Associated Ig-like 

Receptor-1)(Bonaccorsi et al., 2010)  et CD2. Enfin, chez le rat, une population CD4+CHM-
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II+CD11b-CD3- homologue aux pDCs humaines et murines a été identifiée par le groupe de 

Josien. Elle exprime CD45R, CD45RC, CD5, CD90, CD161a, CD200, CD172a, CD32, 

CD86, TRANCE/RANK-L mais ni CD11b, CD11c ni CD103 (Anjubault et al., 2012; Hubert 

et al., 2004). Après activation, les pDCs de rat produisent de l’IFN de type 1, de l’IL-12p40 et 

de l’IL-6.  

Dans notre modèle d’allogreffe cardiaque incompatible pour le CMH chez le rat, les pDCs 

jouent un rôle prédominant dans les processus tolérogènes mis en jeu. Le traitement des 

receveurs par un adénovirus codant pour la molécule de fusion CD40Ig (CD40 murin+ 

fragment Fc d’une IgG humaine) le jour de la greffe induit une prolongation de survie 

indéfinie (Guillot et al., 2002) grâce à la génération de Tregs CD8+CD45RClow allospécifiques 

(Guillonneau et al., 2007a). Notre groupe a récemment montré que l’accumulation de Tregs 

CD8+ tolérogènes et de pDCs dans la rate et le greffon est associée à l’induction de tolérance, 

suggérant des interactions privilégiées in vivo entre ces deux populations. De plus, in vitro, les 

Tregs CD8+CD45RClow inhibent plus efficacement la prolifération des LTs CD4+ lorsqu’elles 

sont en contact avec des pDCs versus des cDCs allogéniques (Li et al., 2010). Les pDCs ont 

donc été utilisées préférentiellement pour étudier in vitro la spécificité antigénique des Tregs 

CD8+CD45RClow dans cette thèse. 

 

En l’absence d’infection, les DCs situées en périphérie sont à l’état immature et jouent 

un rôle dans le maintien de la tolérance périphérique aux antigènes du soi (Ohnmacht et al., 

2009). Lors d’une infection ou d’une transplantation, les DCs vont détecter les signaux de 

danger via leur nombreux PRRs et capter l’antigène, ce qui déclenche les processus de 

maturation et de migration. La maturation s’accompagne de modifications majeures 

d’expression de plusieurs centaines de gènes de la DC. Elle se traduit par des changements 

phénotypiques et fonctionnels importants : 

 un changement de morphologie avec réorganisation du cytosquelette entraînant la 

formation de dendrites et l’acquisition d’une forte mobilité cellulaire 

 une diminution de la capacité d’endocytose et de phagocytose 

 une augmentation considérable d’expression des CMH-II et une meilleure stabilité des 

complexes CMHp à la membrane 

 une augmentation de l’expression des molécules de costimulation B7 et d’adhérence 
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 la sécrétion de cytokines proinflammatoires et chimiokines qui vont permettre la 

différenciation des LTs et dont la nature dépend du stimulus initial reçu par les DCs via 

les PRRs  

 la modification de l’expression des récepteurs aux chimiokines (Buckwalter and Albert, 

2009). Grâce à l’expression de CCR7 (et la perte de CCR1 et CCR6), récepteur des 

chimiokines CCL19 et CCL21, les DCs migrent vers les zones riches en LTs des 

ganglions lymphatiques drainants (Sozzani, 2005), où elles présentent l’antigène apprêté 

sur les CMHs aux LTs naïfs.  

En transplantation, il existe différentes voies de reconnaissance des complexes CMHp 

étrangers présentés par les DCs activées, appelées voies d’alloreconnaissance. 

1.3.2.2 Les voies d’alloreconnaissance 

L’alloreconnaissance désigne les mécanismes par lesquels le système immunitaire du 

receveur reconnaît comme « étranger » un tissu provenant d’un individu de la même espèce, 

mais génétiquement différent. Les alloantigènes reconnus se classent en plusieurs familles : 

les antigènes érythrocytaires ABO, les antigènes des molécules du CMH de classe I ou II, les 

antigènes mineurs d’histocompatibilité (AgmH) ou plus rarement les antigènes non 

polymorphiques, type collagène ou récepteur à l’angiotensine II (Zhang and Reed, 2010).  

Chez l’Homme, les molécules du CMH sont appelées HLA : HLA-I d’isotype A, B ou 

C et HLA-II, d’isotype DP, DQ, DR et HLA non classique d’isotype -E, -F, -G. Chez le rat, le 

CMH, appelé RT1, se compose de  RT1.A (classe I), RT1.B et RT1.D (classe II), et RT1.C, 

RT1.E, RT1.M (classe I non classique). Les CMHs-I sont exprimés par presque toutes les 

cellules nucléées alors que les CMHs-II sont principalement restreints aux CPAs. La structure 

détaillée de ces molécules sera abordée dans le chapitre 2 de cette thèse.  

Les AgmH, comme MICA, MICB (MHC class I polypeptide-related sequences A et B) 

et H-Y, sont présents notamment sur les CEs, les monocytes et sont associés à l’augmentation 

du risque de rejet (Pabón et al., 2011; Sumitran-Holgersson, 2008). 

La reconnaissance des molécules du CMH allogéniques ou d’allopeptides dérivés 

présentés par les CMHs du « soi », par le TCR des LTs effecteurs du receveur, va induire une 

réponse immunitaire très forte et conduire au rejet de la greffe. Il existe différentes voies 

d’alloreconnaissance qui diffèrent par les mécanismes cellulaires mis en jeu et leur 

implication dans le rejet au cours du temps (Figure 2).  
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1.3.2.2.1 La voie directe de reconnaissance 

La voie directe se définit comme la reconnaissance directe, par les LTs du receveur, de 

complexes CMHp intacts à la surface des cellules du donneur dérivées de l’allogreffe. La 

présentation directe a été mise en évidence par une expérience du groupe de Talmage. La 

déplétion des leucocytes du greffon prévenait le rejet d’allogreffe thyroïdienne, alors que 

l’injection de CPAs du donneur (macrophages essentiellement) le restaurait (Talmage et al., 

1976). Lors de l’allogreffe, les CPAs du donneur sont activées au sein du greffon et migrent 

vers les OLS du receveur où elles activent fortement les LTs (Larsen et al., 1990). Bien que 

les LTs soient sélectionnés dans le thymus contre des complexes CMHp du « soi », la réponse 

développée contre les CMHs étrangers est très forte. La voie directe de reconnaissance viole 

la règle de restriction au CMH du soi et peut être expliquée par la cross-réactivité des TCRs. 

La fréquence en LTs alloréactifs pré-existants est très élevée, de l’ordre de 1:100 à 1:100 000 

chez l’Homme (Benítez and Najafian, 2008; Hornick et al., 1998) et jusqu’à 1 :10 chez la 

souris (Suchin et al., 2001). Différentes hypothèses non exclusives ont été formulées pour 

expliquer les mécanismes moléculaires de cette forte réponse alloréactive directe. Dans un 

cas, les LTs sont capables de reconnaître directement les résidus polymorphiques des 

molécules du CMH du donneur, indépendamment du peptide présenté (Lombardi et al., 1991; 

Müllbacher et al., 1991). Dans l’autre cas, les LTs alloréactifs sont spécifiques d’un peptide 

individuel présenté par une molécule du CMH allogénique (Eckels et al., 1988; Weber et al., 

1995). Ces deux modèles et leur contribution respective seront détaillés en partie 2. La 

présentation directe semble jouer un rôle prépondérant dans l’initiation de la réponse 

allogénique et dans le rejet aigu à court terme lors de greffes incompatibles pour le CMH 

(Braun et al., 1993). Elle est majoritaire sur une courte période après la greffe puis diminue 

rapidement avec la mort des CPAs du donneur (Figure 2). Différentes études ont montré une 

diminution de la fréquence des LTs avec une spécificité directe pour le donneur dans les mois 

suivant la transplantation (Hornick et al., 1998). Cependant, le groupe de Kreisel a décrit un 

mécanisme alternatif d’alloreconnaissance directe où les CEs du greffon, via leur CMH-I, 

continueraient à activer les LTs CD8+ cytotoxiques allogéniques par cette voie (Kreisel et al., 

2002). 



INTRODUCTION-IMMUNOLOGIE DE LA TRANSPLANTATION 

21 
 

1.3.2.2.2 La voie indirecte de reconnaissance 

La voie indirecte définit la reconnaissance par les LTs du receveur de peptides 

allogéniques dérivés des CMHs du donneur et présentés par les CPAs du receveur. Les 

peptides antigéniques dominants présentés par la voie indirecte sont issus des régions 

hypervariables de liaison au peptide des CMHs allogéniques.  

Les travaux d’Auchincloss ont démontré l’existence de cette voie in vivo. Dans son modèle de 

greffe de peau, des souris déficientes en LTs CD8+ rejettent rapidement le greffon provenant 

de souris déficientes pour le CMH-II (Auchincloss et al., 1993). Les LTs CD4+ du receveur 

ont donc reconnu des antigènes du donneur issus des CMHs-I allogéniques et présentés sur les 

CMHs-II des CPAs du receveur. Contrairement à la voie directe, la présentation indirecte 

nécessite la capture et l’apprêtement des alloantigènes sur les CMHs du soi à la surface des 

CPAs. Une source potentielle d’alloantigènes est la migration et la mort des DCs du donneur 

dans les OLS (Garrod et al., 2010). Egalement, les CPAs du receveur peuvent infiltrer le 

greffon et y capturer des antigènes, notamment par l’acquisition de fragments de membrane 

de fibroblastes, de cellules épithéliales et de CEs en apoptose (Samsonov et al., 2012). Les 

CPAs vont ensuite migrer vers les ganglions drainants pour activer les LTs spécifiques. Une 

étude récente de P. Bousso utilisant la microscopie biphotonique a mis en évidence ce 

phénomène in vivo (Celli et al., 2011). Elle a permis de visualiser une infiltration rapide des 

greffes de peau chez la souris par les DCs et les monocytes inflammatoires du receveur, qui 

migrent ensuite vers les ganglions drainant la greffe et présentent les alloantigènes captés aux 

LTs alloréactifs. La fréquence endogène des LTs alloréactifs préexistants spécifiques pour la 

voie indirecte est plus faible que pour la voie directe, en moyenne de 1:100 000 à 1 :1 000 000 

des LTs (Baker et al., 2001; Hornick et al., 2000).  

De façon générale, la capture d’un antigène exogène par les CPAs résulte en une 

présentation sur le CMH-II et une activation des LTs CD4+ alloréactifs. Cependant, la 

présentation croisée sur les CMHs-I par les DCs et CEs est possible (Joffre et al., 2012) et 

permet d’activer les LTs CD8+ alloréactifs qui participent alors à la phase effectrice du rejet 

(Celli et al., 2011; He and Heeger, 2004; Valujskikh et al., 2002).  

La voie indirecte est également nécessaire à la fonction des LBs. Leur activation dépend 

de l’aide des LTs CD4+ stimulés via l’alloreconnaissance indirecte (Steele et al., 1996). De 

plus, la présentation indirecte des alloantigènes par les LBs du receveur joue un rôle important 

dans le rejet aigu d’allogreffes cardiaques chez la souris (Noorchashm et al., 2006). 
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Une fois l’organe greffé, la source d’alloantigènes disponibles est inépuisable. Ainsi, la 

voie indirecte d’alloreconnaissance est initiée rapidement après transplantation, gagne en 

intensité et se maintient durant toute la vie de l’allogreffe (Figure 2). Elle a été associée au 

rejet aigu d’allogreffe chez le rongeur (Fangmann et al., 1992; Brennan et al., 2009) et chez 

l’Homme (Liu et al., 1996) mais également et surtout au rejet chronique (Benichou, 1999; 

Bestard et al., 2008). En effet, la fréquence des LTs avec une allospécificité indirecte 

augmente au cours du temps chez des patients présentant un rejet chronique à la suite d’une 

greffe de cœur, de foie ou de rein  (Hornick et al., 2000; Liu et al., 1996; Vella et al., 1997).  

Par ailleurs, Stanford a montré qu’après une greffe de poumon, les patients en rejet chronique 

ne répondent plus à la voie directe mais deviennent hyper-réactifs à la voie de présentation 

indirecte des alloantigènes, et conclut que cette voie est associée au rejet chronique (Stanford 

et al., 2003).  

1.3.2.2.3 La voie semi-directe 

Cette voie d’alloreconnaissance réfère à la capture de complexes CMHp allogéniques 

intacts à la surface des cellules du donneur par les CPAs du receveur, qui en retour les 

présentent et activent de façon directe les LTs alloréactifs. La présentation semi-directe 

implique le phénomène de trogocytose, à savoir l’échange de fragments de membrane entre 

cellules en contact. Le groupe de R. I. Lechler a été le premier à mettre en évidence ce 

phénomène dans une étude en 2004. Ils ont montré qu’après injection chez la souris, des DCs 

KO pour le CMH (CMH0) captent des complexes CMHp intacts par contact avec des DCs et 

des CEs activées et sont capables ex vivo d’induire la prolifération de LTs allospécifiques 

(Herrera et al., 2004). Plus récemment, dans un modèle de transplantation chez la souris, 

Brown a décrit in vivo la présence de DCs, mais aussi de LBs et macrophages, qui expriment 

à la fois des molécules du CMHs-I/II intactes du donneur et un allopeptide apprêté sur leur 

CMH-II propre, du « soi » (Brown et al., 2011). Cette configuration implique la possibilité 

pour les LTs CD4+ activés par la voie indirecte de réguler les LTs CD4+ activés de façon 

directe par la même cellule, ou de fournir une aide à l’activation directe des LTs CD8+ 

(Figure 2). La même équipe a également montré un transfert bidirectionnel du CMH-II, les 

cellules du donneur pouvant aussi capter et présenter des complexes CMHp du receveur 

(Brown et al., 2008). Ce mode de présentation semi-directe délivre un nouveau regard sur 

certaines études, comme celle de Lee montrant la capacité des LTs CD4+ de spécificité 

indirecte à amplifier la réponse cytotoxique des LTs CD8+ de spécificité directe (Lee et al., 

1994). Les LTs sont également capables de présentation semi-directe. En effet, Tsang et 
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collègues ont montré que les LTs CD4+ peuvent acquérir des complexes CMH-IIp par 

coculture avec des CPAs allogéniques, et induire l’apoptose et l’anergie de LTs CD4+ naïfs de 

même spécificité antigénique (Tsang et al., 2003). De plus, l’acquisition de molécules du 

CMH-II fonctionnelles par les LTs CD8+ chez la souris permet une interaction directe avec 

les LTs CD4+, fournissant ainsi une aide aux LTs CD8+ (Romagnoli et al., 2013). 

La présentation semi-directe semble intervenir rapidement après la greffe et se prolonger sur 

une longue période (Figure 2) (Brown et al., 2008; Toyokawa et al., 2008). Cependant, sa 

contribution relative au rejet de greffe reste inconnue à ce jour.  

 
Figure 2 : Les différentes voies d’alloreconnaissance, directe, semi-directe et indirecte et leur 
intensité relative après transplantation.  
D’après (Sagoo and Lombardi, 2012). Les cellules et molécules (CMH et peptide) du donneur sont 
représentées en rouge alors que celles du receveur sont représentées en gris. 
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1.3.2.3 L’activation des lymphocytes T 

Comme décrit précédemment, l’alloreconnaissance est la base de la réponse 

immunitaire adaptative en transplantation et induit l’activation des LTs alloréactifs pré-

existants. En réalité, trois signaux indépendants et ordonnés sont nécessaires pour garantir une 

réponse cellulaire T efficace.  

1.3.2.3.1 Le signal de reconnaissance antigénique : signal 1 

Le premier contact entre une CPA et un LT s’effectue non spécifiquement via des 

molécules d’adhésion présentes à la surface de chacune des cellules. Le TCR des LTs va 

ensuite interagir spécifiquement avec le complexe CMHp porté par la CPA puis s’associer de 

façon non covalente avec le complexe CD3, ce qui déclenche une cascade de signalisation 

nécessaire à la transduction du signal antigénique. La structure du TCR et le complexe 

TCR/CD3 seront détaillés dans la partie 2. Les signaux délivrés par le complexe TCR/CD3 

seul ne sont pas suffisants pour activer pleinement les LTs naïfs.  

1.3.2.3.2 Le signal de costimulation : signal 2 

Un second signal essentiel est apporté par l’interaction de molécules dites de 

costimulation. La liaison de ces molécules présentes sur les CPAs avec leurs ligands 

respectifs à la surface des LTs va renforcer l’avidité de l’interaction et amplifier le signal 1 

induit par l’engagement du TCR. En l’absence de ce signal, les LTs sont incapables de 

proliférer en réponse à une nouvelle stimulation antigénique, état d’anergie qui peut être levé 

par un apport exogène d’IL-2 (Beverly et al., 1992). Enfin, cette interaction induit un signal 

intracellulaire aux LTs influençant la réponse cellulaire, indépendamment des sous-unités 

CD3 (Bjorndahl et al., 1989). Les signaux de costimulation sont un ensemble 

extraordinairement complexe d’interactions qui peuvent agir simultanément ou à des temps 

différents et ont des effets additifs ou opposés sur l’activation et la différenciation des LTs. 

Il existe trois grandes familles de molécules de costimulation : la superfamille des Igs, 

la superfamille des récepteurs au TNF et la famille émergente TIM pour T cell Ig and mucin 

containing domain (Figure 3). Une classification additionnelle existe selon la nature du signal 

transduit, activateur ou inhibiteur pour la cellule T. En effet, alors que certaines molécules de 

costimulation induisent l’activation des LTs naïfs et la génération de LTs mémoires, d’autres 

inhibent l’activation T et induisent l’anergie ou l’apoptose. De plus, l’effet engendré peut être 

différent selon le type cellulaire, entre LTs effecteurs et Tregs. La compréhension des signaux 
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de costimulation dans leur complexité est fondamentale et d’intérêt thérapeutique pour 

l’induction de tolérance en transplantation. 

 
Figure 3 : Les différentes molécules de costimulation.  
D’après (Li et al., 2009b). Elles sont représentées par ordre d’expression sur les LTs (milieu) : 
constitutive (haut), après activation précoce (milieu) et sur les LTs effecteurs ou mémoires (bas). Les 
ligands exprimés par les CPAs (gauche), par les CEs activées (haut droite), par les cellules 
parenchymales (bas droite) ou les deux (milieu droite) et par les LTs activés eux-mêmes (milieu 
droite) sont également représentés.  
 

Les membres les plus connus de la superfamille des Ig sont CD28 et CTLA-4. CD28 est 

constitutivement exprimé par les LTs (Figure 3) et se lie aux membres de la famille B7, 

CD80 et CD86 sur les CPAs. Les signaux engendrés abaissent le seuil d’activation des LTs, 

augmentent la stabilité de l’ARNm codant pour l’IL-2 et donc son expression et favorisent la 

prolifération T et la résistance à l’apoptose. Après activation, les LTs surexpriment CTLA-4, 

molécule inhibitrice de forte affinité pour CD80 et CD86, qui entre en compétition avec CD28 

et agit comme un régulateur négatif de la réponse immune. La signalisation via CD28 entraîne 

également l’expression d’autres molécules de costimulation par les LTs activés dont la plus 

connue est le CD154 (CD40L), membre de la famille TNF/TNFR et ligand de CD40. 

 

La molécule CD40 est une protéine transmembranaire de la superfamille des récepteurs 

au TNF. Elle est exprimée par les DCs activées, les macrophages, les LBs, les cellules 

épithéliales et CEs, les plaquettes et les progéniteurs hématopoïétiques (van Kooten and 

Banchereau, 1997; Kooten and Banchereau, 2000).  Son ligand, le CD40L (également appelé 
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gp39 ou CD154), membre de la famille du TNF, existe sous forme membranaire ou soluble, 

cette dernière forme pouvant jouer le rôle de cytokine sur les cellules CD40+ distantes 

(Ludewig et al., 1996). Il est exprimé par  les LTs CD4+ et une fraction des LTs CD8+ activés, 

ainsi que sur les éosinophiles (Gauchat et al., 1995), les basophiles, les CEs, les macrophages 

(Mach et al., 1997), les DCs (Pinchuk et al., 1996) et les LBs (Grammer et al., 1995). 

Récepteur et ligand peuvent être exprimés par la même cellule, permettant ainsi la génération 

de signaux bidirectionnels. 

La liaison du CD40 sur les LBs induit leur prolifération, leur différenciation et 

augmente leur capacité de présentation antigénique et la production d’anticorps, ce qui 

favorise la réponse immune humorale et la survenue du rejet aigu et chronique (van Kooten 

and Banchereau, 1997). Par ailleurs, l’activation dépendante de CD40 permet l’expression de 

molécules d’adhésion et de costimulation (ICAM, CD23, CD80, CD86) et la production de 

cytokines (IL-6, IL-10, TNF-) par les LBs (Figure 4). 

La liaison du CD40 sur les DCs et monocytes augmente leur survie (Foy et al., 1996), 

leur sécrétion de cytokines (IL-1, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12, TNF-, Macrophage inflammatory 

protein 1 alpha MIP1) et leur expression  de molécules de costimulation (CD80, CD86, 

ICAM-1, lymphocyte function-associated antigen 3 (LFA-3)). L’interaction CD40/CD40L est 

donc primordiale pour la maturation et la fonction des CPAs et par conséquent pour 

l’activation des LTs. 

En effet, les souris déficientes pour le CD40L présentent un défaut de réponse 

lymphocytaire Th1, qui résulterait d’un défaut de production d’IL-12 par les CPAs (Campbell 

et al., 1996). De plus, l’interaction CD40-CD40L entre CPAs et LTs CD4+ confère aux CPAs 

la capacité de stimuler les réponses T CD8+ cytotoxiques (Bennett et al., 1998; Ridge et al., 

1998; Schoenberger et al., 1998a) via la liaison du CD27 des LTs CD8+ par le CD70 des 

CPAs (Feau et al., 2012). D’autre part, l’engagement direct du CD40L permet l’activation et 

la sécrétion de cytokines de type Th1 (IFN, IL-2, TNF-) et de type Th2 (IL-4, IL-5, IL-10) 

par les LTs (Blair et al., 2000; Peng et al., 1996). 

Enfin, les interactions CD40-CD40L sont importantes pour l’activation des CEs 

(Hollenbaugh et al., 1995), des fibroblastes (Sempowski et al., 1998) et des plaquettes (Inwald 

et al., 2003), conduisant au recrutement et à l’activation des LTs aux sites de l’inflammation.  
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Figure 4 : Conséquences fonctionnelles de l’interaction CD40-CD40L sur différents types 
cellulaires.  
Schéma adapté de la thèse de C. Guillonneau. 

 

Du fait de l’importance de la voie CD40-CD40L dans l’activation de nombreux 

médiateurs du rejet d’allogreffe, de nombreuses équipes se sont intéressées au blocage de 

cette voie par différentes stratégies pour empêcher la survenue du rejet du transplant. De 

prime abord, les chercheurs ont pensé que la monothérapie avec un anticorps anti-CD40L 

serait efficace à elle seule car elle limiterait la maturation des CPAs, modulerait l’interaction 

B7-CD28 et entraînerait l’anergie des LTs. Plusieurs équipes ont donc testé des anticorps 

anti-CD40L pour inhiber le rejet d’allogreffe dans des modèles expérimentaux variés. Ainsi, 

le blocage via des anticorps anti-CD40L peut prévenir du rejet d’allogreffe cardiaque chez la 

souris (Larsen et al., 1996a), d’allogreffe rénale et d’îlots pancréatiques dans le foie chez le 

primate non humain (Kenyon et al., 1999a, 1999b; Kirk et al., 1999). Cependant, malgré ces 

résultats prometteurs, l’anticorps anti-CD40L n’induit pas de tolérance complète dans ces 

modèles et ne peut prévenir du rejet de greffe de peau chez la souris (Larsen et al., 1996b) 
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induit par la population de LTs CD8+ alloréactifs, qu’en association avec des anticorps anti-

CD8 (Honey et al., 1999). En effet, Jones a montré que le blocage de CD40L n’a pas d’effet 

sur l’activation, la prolifération, la différenciation, le recrutement au niveau du greffon 

cardiaque et la production de cytokines des LTs CD8+ médiateurs du rejet d’allogreffe 

cardiaque (Jones et al., 2000). De plus, les interactions CD40-CD40L sont essentielles pour 

l’activation des LTs CD8+ naïfs et leur différenciation en LTs cytotoxiques mais pas pour 

celle des LTs mémoires activés (Zhai et al., 2002). D’autre part, les infections virales de 

souris peuvent modifier la réponse au blocage de CD40L en induisant des cellules mémoires 

alloréactives capables de cross-réactivité avec les antigènes du donneur (Adams et al., 2003).   

Afin d’améliorer ces résultats, le blocage de la voie CD40-CD40L a été associé à 

d’autres stratégies thérapeutiques. Ainsi, le blocage de la voie de costimulation B7-CD28 

grâce au CTLA4-Ig (portion extracellulaire du CTLA-4 fusionnée au fragment Fc d’une IgG) 

agit en synergie avec les anticorps anti-CD40L pour induire la survie à long terme 

d’allogreffe de peau et inhiber le rejet chronique de cœur chez la souris (Larsen et al., 1996b) 

et prolonger la survie d’allogreffe de rein chez le primate (Kirk et al., 1997). De même, la 

combinaison d’anticorps anti-CD40L et anti-CD86 induit la prolongation de survie de 

l’allogreffe cardiaque via l’action de Tregs CD4+ (Coenen et al., 2006) chez la souris. 

L’association des anti-CD40L avec la transfusion de sang du donneur (DST) induit également 

la survie à long terme de l’allogreffe cardiaque chez la souris, soit associée à l’augmentation 

de cytokines de type Th2 (IL-4 et IL-10) dans le greffon et l’inhibition de l’expression de 

CD80 (Hancock et al., 1996), soit dépendante de l’expression de l’Hème Oxygénase 1 (HO-1) 

(Yamashita et al., 2006) ou via des NKs qui régulent l’activation et l’infiltration de monocytes 

et macrophages dans le greffon (van der Touw et al., 2012). 

L’association du blocage de la voie CD40-CD40L avec des drogues 

immunosuppressives a également été testée. L’utilisation de la ciclosporine A ne semble pas 

favorable car elle diminue l’expression de CD40L (Fuleihan et al., 1994) et inhibe la 

prolifération, l’apoptose et donc la délétion des LTs alloréactifs, nécessaire à l’induction 

d’une tolérance périphérique (Li et al., 1999b). En revanche, dans cette même étude, la 

combinaison de la rapamycine avec des anticorps anti-CD40L et CTLA4-Ig induit une 

apoptose massive de ces LTs alloréactifs et une tolérance à la greffe de peau chez la souris. 

Chez le primate non humain, l’administration d’un traitement combiné DST/rapamycine/anti-

CD40L permet d’induire une survie à long terme d’une allogreffe de peau (Xu et al., 2003) et 

prévient le rejet d’allogreffe rénale avec induction de tolérance opérationnelle chez certains 

receveurs (Preston et al., 2005). Enfin, la rapamycine permet de contrôler les LTs mémoires 
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alloréactifs responsables du rejet observé dans un modèle murin de greffe de moelle osseuse 

en dépit du blocage de la costimulation avec des anti-CD40L et CTLA4-Ig (Ramsey et al., 

2013). 

La survenue de complications thromboemboliques lors d’essais cliniques d’anti-CD40L 

pour le traitement de maladies autoimmunes (MAIs) a freiné l’engouement des chercheurs 

pour ces anticorps. Dans le cas du lupus systémique érythémateux, les thromboses observées  

pourraient résulter de l’action des anticorps sur les plaquettes et les CEs (Sidiropoulos and 

Boumpas, 2004). L’administration d’anticoagulants tels que l’héparine et le kétorolac permet 

de diminuer l’incidence des thromboses associées avec le traitement anti-CD40L chez le 

primate (Kawai et al., 2000; Koyama et al., 2004). Afin d’éviter les complications, des 

approches alternatives se sont développées avec l’utilisation de nouveaux agents bloquants 

comme la molécule de fusion CD40Ig (portion extracellulaire du CD40 murin fusionné au 

fragment Fc d’une IgG) ou les anticorps anti-CD40. 

Ainsi, le traitement par administration d’un adénovirus codant pour CD40Ig 

(AdCD40Ig) a été développé et permet une production localisée et à long terme de la 

molécule. Chez le rongeur, il permet l’induction de tolérance à la greffe de foie (Nomura et 

al., 2002), prolonge la survie de greffe d’îlots (Rehman et al., 2007) et de cœur (Masunaga et 

al., 2005) et induit la survie à long terme de l’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillot et al., 

2002), via la génération de Tregs CD8+CD45RClow (Guillonneau et al., 2007a). L’association 

du traitement AdCD40Ig avec un anticorps anti-CD28 diminue les lésions de rejet chronique 

observées avec l’AdCD40Ig seul (pas de lésions chez 60% des receveurs), inhibe totalement 

la production d’alloanticorps et modifie les mécanismes régulateurs (Guillonneau et al., 

2007b). De même, l’association avec un anticorps anti-ICOS ou la molécule de fusion Rank-

Ig (receptor-activating NF-kB) contribue à diminuer les lésions de rejet chronique 

(Guillonneau et al., 2004, 2005). Toutefois, le traitement avec un adénovirus associé (AAV) 

codant CD40Ig ne prévient pas le rejet d’allogreffe rénale chez le primate (Angin et al., 

2012). 

Une deuxième alternative aux anti-CD40L est le blocage de la molécule CD40. 

Plusieurs anticorps ont été récemment testés chez le primate avec des résultats encourageants. 

En effet, un anticorps anti-CD40 humain (4D11) prolonge significativement la survie de 

greffe de rein en monothérapie d’induction et de maintenance (Aoyagi et al., 2009), sans 

complications thromboemboliques. Un autre anticorps anti-CD40 (ASKP1240) en 

monothérapie pendant 6 mois inhibe efficacement les réponses cellulaires et humorales 

alloimmunes et prévient le rejet d’allogreffes hépatiques (Oura et al., 2012). La combinaison 
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avec d’autres agents et immunosuppresseurs améliore grandement les résultats dans plusieurs 

modèles. Ainsi, l’association Belatacept (variant de CTLA4-Ig)/anti-CD40 (Chi220) ou 

rapamycine/anti-IL-2/anti-CD40 non déplétant (3A8 ou 2C10) prolonge la survie d’allogreffe 

d’îlots chez le primate (Adams et al., 2005; Badell et al., 2012; Lowe et al., 2012).  

 

Les mécanismes impliqués dans l’ensemble de ces études sont multiples et incluent la 

délétion de LTs CD8+ alloréactifs (Iwakoshi et al., 2000), de LTs CD4+ alloréactifs par 

apoptose (Blair et al., 2000) ou par l’activation du complément et l’engagement des récepteurs 

au fragment Fc des anticorps anti-CD40L (Monk et al., 2003), l’anergie des LTs CD4+ 

(Quezada et al., 2005), l’inhibition de la sécrétion de cytokines proinflammatoires par les DCs 

(IL-6, TNF, IL1, IL-12)(Ferrer et al., 2012) et le développement de Tregs permettant un 

mécanisme de régulation actif. En effet, le blocage avec des anticorps anti-CD40L génère des 

Tregs CD4+CD25+ spécifiques d’alloantigènes capables à la fois de prévenir les rejets de 

greffe de peau (Maurik et al., 2002) et de cœur (Zhai et al., 2006), induits par des LTs CD8+ 

alloréactifs, mais aussi capables de tolérance infectieuse dans un modèle de greffe de peau 

chez la souris (Graca et al., 2000). Une étude récente de thérapie anti-CD40L dans un modèle 

de greffe de poumon chez la souris a également montré une fréquence augmentée de Tregs 

CD4+CD25+FoxP3+ au niveau du greffon associée à une atténuation du rejet aigu cellulaire 

(Dodd-o et al., 2011). Dans un modèle murin transgénique, l’association DST/anti-CD40L 

induit la conversion en périphérie de LTs CD4+FoxP3- alloréactifs spécifiques de 

l’ovalbumine (OVA) en Tregs FoxP3+CD25high allospécifiques s’accumulant dans la greffe de 

peau OVA+ dont la survie est alors prolongée (Ferrer et al., 2011). Enfin, dans notre modèle 

de greffe cardiaque au laboratoire, le traitement AdCD40Ig génère des Tregs 

CD8+CD45RClow qui sécrètent de l’IFN, stimulant à son tour la production d’indoléamine 

2,3-dioxygénase (IDO) par les CEs et les DCs du greffon (Guillonneau et al., 2007a). Plus 

particulièrement, l’absence de contact in vitro entre les Tregs CD8+CD45RClow et les LTs 

CD4+ effecteurs induit une suppression dépendante d’IDO. En revanche, le contact direct 

avec les LTs CD4+ génère des mécanismes alternatifs de suppression impliquant l’IFN et la 

fibroleukin 2 (FGL2) (Li et al., 2010).  

1.3.2.3.3 Le signal cytokinique : signal 3 

Après la liaison du TCR et des molécules de costimulation, trois voies complexes de 

signalisation intracellulaire sont activées : la voie de la protéine kinase C (PKC), la voie des 

calcineurines et la voie des MAPK (Mitogen-activated protein kinase) qui activent 
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respectivement les facteurs de transcription NF-kB, NFAT (Nuclear factor of activated T 

cells) et AP-1. L’action de ces facteurs entraîne une progression des LTs dans le cycle 

cellulaire, la production d’IL-2 et la surexpression de la chaîne  de haute affinité du 

récepteur à l’IL-2 (CD25). La production de grosses quantités d’IL-2 et d’autres cytokines 

constitue le signal 3 et agit de façon autocrine et paracrine sur les LTs. La transduction des 

signaux délivrés par l’IL-2 conduit les LTs jusqu’à la mitose et initie l’expansion clonale et la 

différenciation des LTs pleinement activés. Certains immunosuppresseurs comme la 

ciclosporine et le tacrolimus inhibent la voie des calcineurines nécessaire à la synthèse de 

l’IL-2 et donc la prolifération des LTs (Clipstone and Crabtree, 1992). 

1.3.2.3.4 La polarisation lymphocytaire 

Après activation, les LTs CD4+ naïfs Th0 vont se différentier en cellules effectrices T 

CD4+ « helper » (Th) ou en Tregs, caractérisées par leur facteur de transcription, leur 

signature cytokinique et leurs capacités fonctionnelles (Figure 5). De nombreux facteurs vont 

influencer cette différenciation, parmi lesquels le statut immunologique et le traitement 

immunosuppresseur du receveur, les lésions induites par l’ischémie reperfusion et le degré de 

disparité entre le donneur et le receveur. Ces éléments influent sur la sécrétion de cytokines et 

chimiokines et sur le recrutement de différents types cellulaires dans le microenvironnement 

lié à l’activation T. La polarisation est également dépendante des signaux de costimulation 

délivrés par les CPAs. Cette déviation vers un profil particulier n’est toutefois pas définitive. 

Les LTs gardent une certaine plasticité et sont capables de dévier vers un autre type de helper 

sous l’influence des cytokines du microenvironnement ou de la costimulation. 

La production d’IL-12 par les DCs activées et d’IFN par les DCs, NKs, NKTs et les 

LTs entraîne la différenciation des LTs CD4+ Th0 en LTs Th1 via la signalisation par STAT4 

(Signal Transducer and Activator of Transcription 4). Ces cellules expriment le facteur de 

transcription Tbet (T-box expressed in T cells), qui active le programme génétique Th1 et 

réprime les facteurs de différenciation Th2 (Szabo et al., 2000), et sécrètent de l’IFN, de 

l’IL-2 et du TNF- principalement. Ces cytokines induisent une différenciation Th1, l’activité 

cytotoxique des T CD8+, l’activation des NK, la production d’IgG2a par les LBs et la réaction 

d’hypersensibilité retardée par les macrophages. La liaison de LFA-1 à ICAM favoriserait 

également la différenciation Th1 (Smits et al., 2002). Les cellules Th1 sont associées à des 

maladies inflammatoires et autoimmunes dont le diabète (Csorba et al., 2010). En 

transplantation, elles sont impliquées à la fois dans le rejet aigu (D’Elios et al., 1997) et 

chronique de l’allogreffe (Obata et al., 2005). 
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A l’inverse, l’IL-4 sécrétée par les LTs Th2, les mastocytes, les basophiles et les DCs 

favorise la différenciation en LTs Th2 via la signalisation par STAT6 (Shimoda et al., 1996). 

Par ailleurs, la présence d’IL-33 ou une forte costimulation de CD28 semble favorable au 

développement d’une réponse Th2 (Rodríguez-Palmero et al., 1999; Schmitz et al., 2005). Les 

cellules Th2 expriment le facteur de transcription GATA-3 (GATA-binding-factor 3) (Zheng 

and Flavell, 1997) et sécrètent elles-mêmes de l’IL-4, IL-5, IL-9, IL-10 et IL-13. Elles sont 

impliquées dans la réponse immune humorale et entraînent une commutation isotypique en 

faveur des IgG1 et IgGE (Rizzo et al., 1995) ; elle activent également les mastocytes et 

éosinophiles (Goldman et al., 2001), médiateurs du rejet d’allogreffe. Les Th2 sont 

prédominants dans l’asthme et l’allergie et sont classiquement associés au rejet chronique en 

transplantation (Illigens et al., 2009; Nocera et al., 2004) ou à l’induction de tolérance 

(Amarnath et al., 2011; Waaga-Gasser et al., 2009; Yin et al., 2010) selon les études.   

La cytokine immunosuppressive TGF- (transforming growth factor) permet la 

génération de Tregs CD4+CD25+FoxP3+ sécrétrices d’IL-10 et de TGF- et inhibe la 

différenciation Th1 et Th2. 

Le TGF-en association avec l’IL-4, conduit également à la différenciation en cellules 

Th9 proinflammatoires, qui comme leur nom l’indique, sécrètent majoritairement de l’IL-9 et 

recrutent des mastocytes (Tan and Gery, 2012). Elles sont associées aux MAIs et à l’allergie ; 

leur rôle en transplantation reste à étudier. 

La présence de TGF-, d’IL-6 et d’IL-23 dans le microenvironnement favorise la 

différenciation en cellules Th17, décrites en 2005 pour la première fois (Harrington et al., 

2005), exprimant le facteur de transcription RORt (retinoic acid-related orphan receptor 

gamma t) et sécrétant de l’IL-17, IL-21, IL-22, IL-6 et TNF. L’IL-17 est proinflammatoire in 

vivo, stimule la granulopoïèse et le recrutement des neutrophiles au niveau du greffon et induit 

des lésions précoces après une allotransplantation hétérotopique de trachée chez la souris 

(Lemaître et al., 2013a). Les Th17 proinflammatoires sont associées aux MAIs et au rejet aigu 

d’allogreffe (Antonysamy et al., 1999; Li et al., 2006; Tang et al., 2001). Les patients 

présentant un rejet aigu d’allogreffe de foie ont des taux sériques d’IL-23 et d’IL-17 plus 

élevés, suggérant un rôle des Th17 dans l’attaque précoce du greffon (Fábrega et al., 2009). 

D’autres études suggèrent une implication des Th17 dans le rejet chronique d’allogreffe, 

notamment dans la survenue de vasculopathie chronique d’allogreffe chez la souris (Yuan et 

al., 2008) et dans la physiopathologie de la bronchiolite oblitérante chez l’Homme 
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(Vanaudenaerde et al., 2008) et la souris traitée avec de la ciclosporine A (Lemaître et al., 

2013b). 

L’association IL-6 et IL-21 proinflammatoires induit des lymphocytes Tfh folliculaires, 

exprimant le facteur de transcription Bcl-6 (B cell lymphoma 6) et sécrétant de l’IL-4 et de 

l’IL-21. Les Tfh se trouvent dans les follicules des OLS et sont importants pour la maturation 

des cellules B et la production durable d’alloanticorps, jouant ainsi un rôle dans le rejet 

humoral (Conlon et al., 2012). 

Enfin, la combinaison des cytokines proinflammatoires IL-6 et TNF-induit la 

polarisation en lymphocytes Th22 sécréteurs d’IL-22. Ces cellules ont été identifiées en 2009 

chez l’Homme dans un contexte d’inflammation de la peau (Trifari et al., 2009). Leur 

implication dans le rejet de greffe n’a pas été démontrée.  

 

 
Figure 5 : La différenciation des LTs CD4+ naïfs en sous-populations effectrices.  
D’après (Liu et al., 2013c). 
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Les LTs CD8+ se différencient quant à eux en lymphocytes T cytotoxiques (CTL), en 

cellules cytotoxiques Tc2, en Tc9, en Tregs, ou en Tc17 (Figure 6) producteurs d’IL-17 (Burrell 

and Bishop, 2010). 

La production d’IL-12 par les DCs, activées via l’engagement de leur TLRs ou de 

CD40 par les Th CD4+ activés (Schoenberger et al., 1998b), entraîne la différenciation des 

LTs CD8+ naïfs en CTLs (ou Tc1) (Filatenkov et al., 2005). Ces cellules expriment les 

facteurs de transcription Tbet et Eomes et sécrètent de l’IFN et du TNF-. Après activation, 

les CTLs vont proliférer et acquérir des fonctions effectrices cytotoxiques impliquées dans le 

rejet de greffe (cf § 1.3.2.4.1 La réponse cellulaire cytotoxique). 

L’IL-4 favorise la différenciation en LTs Tc2, qui sécrètent de l’IL-5, IL-4, IL-13, IL-6 

et IL-10 (Sad et al., 1995) et possèdent une activité cytotoxique (Halverson et al., 1997). 

Comme leurs homologues Th2, les Tc2 sont impliqués dans la pathogénèse de l’asthme (Betts 

and Kemeny, 2009). En transplantation, les Tc2 inhibent le rejet d’allogreffe de moelle 

osseuse et la réaction du greffon contre l’hôte (GvHD)(Erdmann et al., 2004; Fowler and 

Gress, 1998) mais sont aussi impliqués dans le rejet d’allogreffe cardiaque chez la souris par 

recrutement d’éosinophiles dans le greffon (Delfs et al., 2001). 

Comme pour la différenciation Th17, la présence de TGF-, IL-23 et IL-6 dans le 

microenvironnement favorise la différenciation en cellules Tc17 récemment décrites, 

exprimant le facteur de transcription RORt (Huber et al., 2009) et sécrétant de l’IL-17, IL-21 

et IL-22. Les Tc17 proinflammatoires sont associées aux MAIs (diabète, arthrite rhumatoïde, 

colite, sclérose multiple…) et au cancer. Les Tc17 ont également été associés à des lésions 

tissulaires de la peau en cas de GvHD chez l’Homme (Lai et al., 2012). 

Le TGF-en association avec l’IL-4, conduit à la différenciation en cellules Tc9 

proinflammatoires, qui sécrètent majoritairement de l’IL-9 et sont impliquées dans 

l’inflammation des voies aériennes induite par les Th2 (Visekruna et al., 2013).  

Enfin, les cytokines immunosuppressives TGF- et IL-15 permettent la génération de 

Tregs CD8+ sécrétrices d’IL-10, de TGF- et d’IFNcf. § 3.3.1 Les lymphocytes T 

régulateurs). 
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Figure 6 : La différenciation des LTs CD8+ naïfs en sous-populations effectrices. 
 

1.3.2.4 Les mécanismes effecteurs du rejet de greffe 

La phase effectrice de destruction du tissu transplanté implique une grande variété 

d’acteurs et de mécanismes cellulaires. Les LTs CD4+ Th précédemment décrits jouent un 

rôle crucial dans l’initiation de la réponse immunitaire adaptative conduisant au rejet de 

greffe, car ils activent différentes populations de cellules effectrices, notamment les CTLs, les 

NKs, les macrophages et les LBs. 

1.3.2.4.1 La réponse cellulaire cytotoxique 

Après activation, les CTLs migrent au niveau du greffon et lient par leur TCR les 

CMHs-I allogéniques portés par les CEs et les CPAs. Elles relarguent alors des granules 

contenant des molécules cytotoxiques telles que la perforine qui s’insère à la membrane et 

facilite l’import de granzyme B (Metkar et al., 2002). Cette chaîne d’évènements est connue 

sous le nom de la voie d’exocytose des granules et aboutit à l’apoptose de la cellule cible via 

l’activation de la voie des caspases. Les CTLs surexpriment également Fas Ligand (FasL) qui, 

après engagement de Fas, induit l’apoptose et la lyse de la cellule cible (Ju et al., 1994). 

Enfin, les CTLs sécrètent des médiateurs solubles tels que le TNF-, le TNF- et 

l’IFNparticipant à l’activation des macrophages. En l’absence de Th CD4+, la cytotoxicité 

exercée par les CTLs et le rejet du transplant sont induits exclusivement par la voie TNF-
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/TNFR (Zimmerer et al., 2012). Malgré un rôle prouvé de l’activité cytotoxique par les 

CTLs dans le rejet aigu, des études montrent qu’elle n’est pas indispensable (Selvaggi et al., 

1996) et que les molécules cytotoxiques peuvent aussi jouer un rôle immunorégulateur en 

induisant l’apoptose des cellules du receveur (Bose et al., 2003). Les LTs CD4+ peuvent 

également exercer une activité cytotoxique par les systèmes perforine/granzyme ou Fas/FasL 

(Brown, 2010). 

Les cellules NKs, dites cellules « tueuses naturelles », sont des lymphocytes granulés 

qui partagent certaines caractéristiques fonctionnelles avec les CTLs et qui sécrètent des 

médiateurs proinflammatoires (IFN, TNF-). Après activation par l’IL-2 produite par les 

Th1, elles peuvent lyser leurs cibles de façon non spécifique de l’antigène et ne requièrent ni 

signaux de costimulation ni signaux de différenciation. Plusieurs études récentes démontrent 

un rôle des NKs dans le rejet de greffe. Chez la souris, les NKs contribuent au rejet aigu de 

greffe de peau induit par les LTs CD4+ activés par la voie indirecte (Ito et al., 2008). Une 

autre étude montre que la vasculopathie chronique de l’allogreffe de cœur induite par des 

anticorps anti-donneur (DSA) est dépendante des NKs et non du complément (Hirohashi et 

al., 2012). Chez l’Homme, la proportion de NKs et de transcrits associés est augmentée dans 

les biopsies de patients transplantés rénaux présentant un rejet humoral, suggérant un rôle des 

NKs dans l’atteinte vasculaire du greffon (Hidalgo et al., 2010; Sellarés et al., 2013). 

Cependant, une proportion augmentée de NKs en périphérie est également décrite chez des 

patients opérationnellement tolérants (Sagoo et al., 2010). D’après une autre étude, les NKs 

analysés dans le sang périphérique de patients transplantés rénaux sont caractéristiques de 

l’efficacité de l’immunosuppression et pourraient informer sur le statut immunitaire du patient 

en terme de rejet ou de tolérance post-greffe (Neudoerfl et al., 2013).   

1.3.2.4.2 L’hypersensibilité retardée (DTH) 

La DTH est un mécanisme effecteur non spécifique induit par la sécrétion de cytokines 

proinflammatoires par les Th, classiquement Th1, et caractérisé par un influx massif de 

cellules inflammatoires activées dont les monocytes et macrophages au niveau du greffon. Ce 

phénomène induit une amplification de la production de cytokines et chimiokines, la 

génération de médiateurs non spécifiques comme le monoxyde d’azote (NO), les ROS et les 

dérivés de l’acide arachidonique (prostaglandines E2, thromboxane, leukotriènes), perpétuant 

une réponse inflammatoire locale. Les macrophages activés maintiennent un environnement 

inflammatoire par sécrétion de médiateurs solubles et exercent leur activité phagocytaire et de 

cytotoxicité (Rowshani and Vereyken, 2012). Dans un contexte d’activation plutôt à profil 
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Th2, les éosinophiles recrutés relarguent des granules contenant des protéines toxiques pour 

les tissus (Major Basic Protein MBP, eosinophil cationic protein ECP, eosinophil peroxydase 

EPO). La DTH, en altérant la perméabilité, la tonicité vasculaire et l’intégrité des tissus,  

affecte le fonctionnement du transplant et joue un rôle dans les rejets aigu et chronique.  

1.3.2.4.3 La réponse humorale et du complément 

La réponse anticorps dirigée contre les antigènes du donneur est une composante 

majeure du rejet d’allogreffe (Colvin and Smith, 2005). Elle est induite par les LBs, dont la 

fonction principale est la production d’anticorps spécifiques. Toutefois, ces cellules jouent 

aussi un rôle de CPA via les molécules du CMH et de costimulation qu’elles expriment. Elles 

possèdent également des récepteurs au complément leur permettant de lier les cellules 

opsonisées. La contribution des LTs de type Th2 est impérative pour l’activation, la 

différenciation et la production d’anticorps par les LBs.  

Les LBs expriment des Ig de surface (sIg) ou BCR (B cell receptor), d’isotype IgM ou 

IgG, spécifiques pour un antigène unique. Lors de la greffe, les antigènes du donneur sont 

drainés par la lymphe jusqu’aux OLS et sont alors accessibles aux LBs. Au sein des follicules, 

la rencontre des LBs avec leur antigène spécifique déclenche un premier signal d’activation. 

Les LBs captent et apprêtent l’antigène sur leur CMH-II puis migrent au niveau de l’interface 

follicule/zone T. L’interaction avec des LTs Th2 préalablement activés et de même spécificité 

antigénique, et la production de cytokines par les Th2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10), fournit un 

second signal d’activation aux LBs (Garside et al., 1998)(Figure 7, 1). Ces derniers migrent 

dans la région centrale du follicule où ils prolifèrent rapidement (Figure 7, 2) et, par un 

mécanisme de recombinaison de classe des Ig, orientent la commutation isotypique vers la 

production d’Ig de classe utile pour la réponse humorale IgG, IgA ou IgE, de même paratope 

que les sIg des LBs primordiaux. Les LBs activés peuvent alors se différencier en 

plasmocytes extrafolliculaires producteurs d’anticorps de courte durée de vie, en cellules B 

mémoires précoces de longue durée de vie, ou en centroblastes qui prolifèrent et forment une 

structure appelée centre germinatif (GC) (Goodnow et al., 2010). Grâce au phénomène 

d’hypermutations somatiques introduisant des mutations dans la partie variable des Ig, les 

nouveaux LBs générés (centrocytes) expriment des Ig avec une diversité et une affinité 

augmentées (Figure 7, 3). Les centrocytes recevant un signal de survie par les Th (de type 

Tfh) se différencient ensuite en cellules de longue durée de vie de type mémoire ou en 

plasmocytes sécréteurs d’anticorps de haute affinité (Figure 7, 4) (Allen et al., 2007; Victora 

et al., 2010). Les plasmocytes dérivés des GC migrent vers la moelle osseuse et la rate et sont 
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responsables de la production et du maintien du taux d’anticorps circulant en périphérie. Les 

cellules mémoires permettront une réponse accélérée, plus efficace et plus affine, lors d’une 

deuxième rencontre avec l’antigène (cas d’une deuxième greffe) en se différenciant 

rapidement en plasmocytes sécréteurs d’anticorps de forte affinité.  

 
Figure 7 : L’activation et la différenciation des LBs dans les OLS.  
D’après (Goodnow et al., 2010). 

 

L’action des anticorps dépend principalement de deux mécanismes : l’activation de la 

cascade protéolytique du complément et le mécanisme de "cytotoxicité cellulaire dépendant 

des anticorps" (ADCC). La liaison des DSAs sur les CMHs-I et II des CEs du greffon active 

la voie classique du complément et aboutit à l’activation des CEs, qui expriment alors à leur 

surface des molécules d’adhérences et relarguent des facteurs procoagulants (tel que le facteur 

von Willebrand (vWF)). La formation du complexe d’attaque membranaire détruisant les 

cellules endothéliales expose le sous-endothélium auquel vont se fixer les plaquettes. Ceci 

aboutit à la thrombose des artères et à la nécrose hémorragique du greffon. Certains fragments 

solubles du complément, les anaphylatoxines C3a, C4a et C5a, ont une action directe sur la 

perméabilisation cellulaire, la chimiotaxie et le recrutement des leucocytes inflammatoires 

dans le greffon ; d’autres produits (C3b, C4b) se fixent aux cellules cibles et aux DSA, un 

processus appelé opsonisation, favorisant ainsi la destruction du greffon par les cellules 
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phagocytaires et la présentation antigénique puis l’activation T par les LBs portant les 

récepteurs au complément. 

Le fragment Fc des DSAs peut également être reconnu par les NKs et les macrophages 

exprimant les récepteurs aux fragments Fc, ce qui engendre une lyse des cellules cibles via la 

voie granzyme/perforine par les NKs et la production de médiateurs pro-inflammatoires tels 

que NO, ROS et TNF-α par les macrophages.  

 

1.3.2.5 Les phases cliniques du rejet de greffe 

D’un point de vue clinique, on distingue plusieurs phases de rejet qui sont fonction de la 

rapidité de sa manifestation, des lésions histologiques induites et des mécanismes 

immunologiques responsables de son déclenchement. 

1.3.2.5.1 Le rejet hyperaigu 

Le rejet hyperaigu apparaît dans les quelques minutes ou quelques heures suivant 

l’introduction du greffon dans l’organisme et concerne uniquement les organes vascularisés. Il 

est dû à la présence chez le receveur d’anticorps préformés naturels dirigés contre les 

molécules A et B des groupes sanguins, ou acquis dirigés contre les molécules du CMH 

(HLA) du donneur (Williams et al., 1968). Ces DSAs se sont formés après une première 

transplantation, une transfusion sanguine ou une immunisation foeto-maternelle lors d’une 

grossesse non menée à terme. Comme décrit précédemment, les DSAs, en se fixant aux CEs 

du greffon, activent la cascade du complément, ce qui induit la libération de médiateurs 

proinflammatoires et le recrutement de neutrophiles et monocytes libérant des enzymes 

lytiques. De plus, la sécrétion, entre autres, du vWF pro-coagulant par les CEs activées 

provoque l’adhésion et l’agrégation des plaquettes. Cette série de réactions va alors engendrer 

une thrombose intravasculaire aboutissant à la formation de lésions et à la perte du greffon. La 

réalisation systématique de tests de « cross-match », vérifiant la présence de DSAs, et la 

recherche de compatibilité HLA entre donneur et receveur, ont permis de maîtriser ce type de 

rejet, devenu rarissime. Les patients hyperimmunisés, ayant des titres élevés de DSAs, 

peuvent bénéficier de traitements de désensibilisation (Salvadori and Bertoni, 2012) mais leur 

accès à la greffe reste à ce jour difficile.  
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1.3.2.5.2 Le rejet aigu 

Le rejet aigu survient dans la première semaine ou les premiers mois suivant 

l’allogreffe. Le diagnostic est réalisé par biopsie de l’organe greffé. Les lésions observées sont 

classées selon la classification internationale de Banff, régulièrement revisitée (Solez and 

Racusen, 2013). Grâce aux traitements immunosuppresseurs, il survient dans moins de 15% 

des transplantations chez le patient non immunisé. On distingue les rejets aigus à médiation 

cellulaire, dépendant des LTs CD4+ de type Th1 et des CTLs, et à médiation humorale, 

dépendant des LBs, qui peuvent survenir seuls ou ensemble.   

En clinique, le rejet aigu à médiation cellulaire est plus ou moins rapide et violent, 

suivant l’immunosuppression en cours, et se caractérise par une infiltration interstitielle, 

tubulaire (pour le rein) et vasculaire, plus ou moins dense de LTs et de macrophages auxquels 

peuvent s’associer, dans certains rejets de grade élevé, des polynucléaires neutrophiles et 

éosinophiles. Ce type de rejet est très largement prévenu par la prise d’immunosuppresseurs et 

peut être traité par une augmentation des doses administrées. 

Le rejet aigu à médiation humorale, quant à lui, associe, dans la plupart des cas, la 

présence de DSAs cytotoxiques et de lésions tissulaires particulières : atteintes de la 

microvascularisation avec des lésions de type capillarite ou endothélite conduisant 

globalement à une dégradation des greffons évoluant vers des phénomènes de 

microthromboses et d’ischémie. Les DSAs de novo sont le plus souvent dirigés contre des 

molécules du CMH-I ou moins fréquemment de classe II (30% des rejets à composante 

humorale), et de façon plus rare contre les antigènes érythrocytaires du système ABO, les 

antigènes mineurs ou spécifiques du tissu. L’activation de la cascade du complément par 

liaison des DSAs endommage l’endothélium, qui entre dans un état proinflammatoire et 

procoagulant, marqué par l’expression de chimioattractants (IL-1, IL-8, CCL5), de 

molécules d’adhésion (vascular cell adhesion molecule VCAM, ICAM, E-Selectin), du vWF, 

du facteur tissulaire (TF) et d’inhibiteurs du plasminogène. Les NKs, macrophages et 

polynucléaires recrutés induisent la lyse des CEs par ADCC (Figure 8). Ces mécanismes 

entraînent des lésions hémorragiques, des microthromboses, un infiltrat leucocytaire péri-

vasculaire (non interstitiel) important, conduisant à terme à l’ischémie et à la nécrose du 

greffon. 
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Figure 8 : Mécanismes du rejet aigu à médiation humorale.  
D’après (Farkash and Colvin, 2012) 

 

Au niveau immuno-histologique, la médiation humorale de ces rejets se révèle notamment par 

le dépôt de facteurs de dégradation du complément au sein du greffon, tels que le C4d, devenu 

le marqueur histologique majeur dans les capillaires péritubulaires, en association avec la 

présence de DSAs circulants (Solez et al., 2008). Cependant, certaines biopsies rénales 

présentant des signes de rejet humoral n’ont pas ou très peu de dépôts de C4d (Haririan et al., 

2009; Takeda et al., 2012), montrant que l’absence de dépôt ne peut exclure l’implication des 

DSAs dans le rejet. D’autres outils de diagnostic ont été proposés par l’équipe d’Halloran : la 

modification de l’expression des gènes liés notamment à la dysfonction et l’activation des 

CEs (ENDATs: endothelial associated transcripts) et la présence de signes inflammatoires de 

la microcirculation tels que la glomérulite et la capillarite péritubulaire dans les biopsies 

rénales (Sis et al., 2009, 2012).  
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1.3.2.5.3 Le rejet chronique 

Le rejet chronique se développe des mois voire des années après la greffe. Il se 

manifeste par un épaississement fibreux de l’intima des artères, lié à une accumulation de 

matrice extracellulaire et à la prolifération de cellules myofibroblastiques, et/ou une fibrose 

interstitielle. S’ensuivent une occlusion lente et progressive des vaisseaux, une ischémie puis 

une nécrose et fibrose du greffon. La compréhension des mécanismes impliqués dans la 

survenue du rejet chronique a progressé mais reste incomplète. Différents facteurs, à la fois 

d’origine immunologique et non-immunologique, contribuent au développement des 

dysfonctions chroniques du greffon (Pascual et al., 2012). Ainsi, l’âge du donneur, 

l’hypertension artérielle, les infections, l’ischémie reperfusion et la toxicité des 

immunosuppresseurs sont autant de facteurs non immuns associés à la survenue du rejet 

chronique (Pratschke et al., 2008). Le rejet chronique peut être à médiation cellulaire T, 

caractérisé par une fibrose de l’intima des artères associée à un infiltrat de la néo-intima par 

des LTs, essentiellement CD4+, et des macrophages activés (Solez et al., 2007). D’autre part, 

l’implication des DSAs dans le rejet chronique a été suggérée par plusieurs groupes mettant 

en évidence une corrélation négative entre leur apparition et la survie à long terme de l’organe 

greffé (Piazza et al., 2001; Sis et al., 2007). La fixation des DSAs sur les molécules HLA des 

CEs entraîne l’activation de la cascade du complément ou la transduction directe de signaux 

intracellulaires proinflammatoires et de prolifération (Li et al., 2009a), aboutissant au 

développement d’une néo-intima épaisse : l’artériosclérose du greffon caractéristique des 

greffons rejetés de façon chronique. Ce rejet chronique à médiation humorale est la cause 

majeure de perte de l’allogreffe. La compréhension fine de ses mécanismes et sa détection 

précoce permettront le développement de nouvelles approches thérapeutiques et/ou 

préventives en transplantation d’organes. 
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2 La reconnaissance du complexe CMH/peptide par le 

TCR 

Comme décrit précédemment, les LTs du receveur, via leur TCR, reconnaissent les 

alloantigènes présentés par les molécules du CMH-I et CMH-II à la surface des CPAs du 

donneur (reconnaissance directe) ou du receveur (reconnaissance indirecte ou semi-directe), 

ce qui déclenche la réponse immunitaire adaptative spécifique. D’un point de vue génétique, 

structural et biologique, la compréhension de cette interaction reste très complexe. D’une part, 

les complexes CMHp des CPAs s’associent et adoptent des structures variées selon le type de 

CMH, la nature et la longueur du peptide présenté. D’autre part, les TCRs des LTs sont 

recombinés aléatoirement lors du développement thymique, afin de créer une diversité 

maximale du répertoire en périphérie. L’interaction moléculaire entre les deux parties 

intervient selon des « règles » générales de restriction et de liaison, qui sont toutefois 

modulées par la cross-réactivité inhérente aux TCRs et la flexibilité conformationnelle de 

l’interaction. La nature et les caractéristiques de l’interaction sélectionnent un répertoire T 

spécifique particulier et induisent un biais de la réponse immune, pouvant influencer la qualité 

de la réponse enclenchée. Les propriétés de cette interaction TCR/CMHp seront détaillées 

dans cette deuxième partie. 

 

2.1 Les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité 

2.1.1 Architecture du complexe CMHp 

La molécule du CMH est un hétérodimère formé d’une chaîne lourde  et d’une chaîne 

légère non polymorphique, la 2-microglobuline (2m) pour la molécule du CMH-I et de 

chaînes polypeptidiques et pour la molécule du CMH-II (Figure 9). La chaîne du 

CMH-I est constituée de trois domaines extracellulaires 1, 2 et 3, d’une région 

transmembranaire et d’une région intracytoplasmique. Les domaines 1 et 2, à la suite du 

repliement tridimensionnel, dessinent une cavité qui forme le site de fixation du peptide 

antigénique. Le sillon peptidique du CMH-II est formé quant à lui par l’assemblage des deux 

chaînes lourdes 1 et 1. L’architecture globale est identique pour les deux molécules : huit 

feuillets  antiparallèles forment le plancher du sillon peptidique et les parois sont formées 

par deux longues hélices  arrangées symétriquement (Rudolph et al., 2006). Chez l’Homme, 
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les molécules du CMH sont encodées au sein du locus HLA, localisé sur le chromosome 6, 

qui est la région la plus polymorphique de tout le génome. Bien que chaque individu 

n’exprime pas plus de six allèles de chaque classe, on dénombre plus de 7000 allèles de 

CMH-I et 2000 allèles de CMH-II dans la population humaine (Robinson et al., 2013). Les 

résidus polymorphes sont situés sur le pourtour et à l’intérieur de la poche peptidique et 

contribuent à la diversité des peptides présentés aux LTs (Figure 9). Les molécules du CMH-I 

accommodent généralement des peptides longs de 8 à 11 acides aminés (AAs), dont les 

résidus N- et C-terminaux (N-term et C-term) sont ancrés dans les repliements profonds A et 

F du sillon du CMH, qui diffèrent d’un allèle à l’autre (Madden et al., 1993). Ce mode de 

fixation du peptide expose les chaînes latérales des AAs centraux, qui sont accessibles pour 

l’interaction directe avec le TCR. Des peptides plus longs peuvent s’arrimer soit par extension 

C-term en dehors du sillon (Collins et al., 1994), soit par formation d’un bombement hors de 

la poche qui augmente la surface de contact pour le TCR (Speir et al., 2001; Tynan et al., 

2005a). Les molécules du CMH-I de rat RT1.Aa accommodent des peptides particulièrement 

longs (9 à 15 AAs) (Stevens et al., 1998a), comme démontré par Speir et ses collègues avec la 

cristallisation d’un complexe RT1.Aa/AgmH, où l’épitope MTF-E est formé par 13 résidus 

(Speir et al., 2001). Le sillon des molécules du CMH-II est quant à lui ouvert de chaque côté 

et accommode des peptides plus longs (12 à 25 AAs). Seuls 9 AAs de ces peptides sont logés 

dans le sillon, les autres dépassant des extrémités.  
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Figure 9 : Architecture tridimentionnelle des molécules du CMH avec leurs ligands peptidiques.  
D’après (Blum et al., 2013). (a,b) Structure d’un complexe CMH-Ip : HLA-A2/peptide de l’influenza 
matrix protéine. (c,d) Structure d’un complexe CMH-IIp : HLA-DR1/peptide de l’influenza 
hémagglutinine. Les panels a et c repésentent l’organisation des domaines des molécules du CMH-I et 
CMH-II. Les panels b et d offrent la vue du sillon dans la perspective du TCR. Pour le CMH-I, les 
hélices 1 et 2  referment les extrémités de la poche, fixant les résidus N-term et C-term du peptide. 
Pour le CMH-II, les hélices sont plus courtes et moins courbées permettant au peptide de déborder de 
la poche. Les résidus hautement polymorphiques sont colorés en jaune. 
 

2.1.2 Apprêtement des antigènes sur les molécules du CMH 

L’apprêtement des antigènes sur les molécules du CMH par les CPAs s’effectue selon 

différentes voies et nécessite la protéolyse de protéines en peptides dans le cytosol (Figure 

10). De façon générale, les molécules du CMH-I lient des peptides générés par la dégradation 

de protéines cytosoliques endogènes, provenant de composants de la cellule elle-même ou de 

virus intracellulaires. Les protéines sont d’abord ubiquitinylées puis dégradées en peptides par 

le protéasome (Maupin-Furlow, 2012). Les peptides courts générés sont alors transloqués du 

cytosol vers le réticulum endoplasmique (RE) via le transporteur TAP (Transporter 

Associated with Antigen Processing) pour s’associer avec les molécules du CMH-I (Schölz 

and Tampé, 2009). TAP peut transloquer dans le RE des peptides plus longs que la taille 
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habituelle de 8 à 11 AAs pour le chargement sur un CMH-I (Koopmann et al., 1996). Ces 

peptides sont alors raccourcis par des aminopeptidases (ERAAP, ERAP1) contenues dans le 

RE. L’assemblage, la stabilisation et la liaison des CMHs-I avec les peptides de forte affinité 

dans le RE impliquent des protéines chaperonnes telles que la calnexine, la calréticuline et la 

tapasine (Sadasivan et al., 1996). Une fois le complexe CMH-Ip formé et stabilisé, il est 

transporté à la membrane plasmique via le Golgi à l’aide de vésicules.  

Pour l’apprêtement sur les molécules du CMH-II, les peptides sont classiquement 

générés par la protéolyse lysosomale de protéines exogènes (virales, bactériennes, du donneur 

d’organe), internalisées via les voies d’endocytose et de phagocytose. Les protéines 

endocytées entrent dans des compartiments vésiculaires d’acidité et d’activité protéolytique 

croissantes, classiquement nommés endosomes précoces, endosomes tardifs et lysosomes 

(Huotari and Helenius, 2011). Les particules internalisées par phagocytose suivent la même 

voie, aboutissant à la formation de phagolysosomes. Les lysosomes et phagolysosomes ont un 

pH acide de 4 à 4.5 et contiennent des protéases appelées cathepsines (Watts, 2004) qui 

dégradent les protéines en peptides. Les sous-unités  et des molécules duC 

s’assemblent dans le RE et s’associent avec la chaîne invariante CD74 (chaîne I). Ce 

complexe transite alors vers les endosomes matures acides au sein desquels la chaîne I est 

dégradée en un résidu peptidique CLIP (Class II-associated Invariant Chain Peptide), qui 

s’insère au niveau du site de liaison au peptide et empêche la liaison des peptides antigéniques 

(Riberdy et al., 1992). Finalement, le peptide CLIP se dissocie du CMH-II et est remplacé par 

les peptides antigéniques issus de la dégradation protéique. Enfin, les complexes CMH-IIp 

nouvellement formés sont exportés à la membrane.  

En plus des voies classiques d’apprêtement, les deux molécules du CMH peuvent se 

complexer avec des peptides dérivés d’antigènes exogènes et endogènes. Ainsi, les CMHs-II 

peuvent présenter des peptides dérivés de protéines cytosoliques et nucléaires endogènes, qui 

rejoignent le réseau lysosomal par le phénomène de macroautophagie. De même, des peptides 

dérivés de protéines exogènes internalisées par endocytose et phagocytose peuvent être 

apprêtés par les molécules du CMH-I, selon un processus appelé présentation croisée ou 

« cross-présentation » (Joffre et al., 2012). Certains types de DCs sont spécialisés dans la 

cross-présentation et activent par ce biais les LTs CD8+ naïfs. 
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Figure 10 : Apprêtement des antigènes sur les molécules du CMH : voies classiques et exceptions. 
D’après (Blum et al., 2013). 
 

 Le récepteur à l’antigène des LTs 

2.2.1 Le complexe TCR 

Le TCR, responsable de la spécificité conjointe pour un antigène étranger et pour la 

molécule du CMH, s’associe avec le complexe CD3 et les corécepteurs CD8 ou CD4 pour la 

transduction des signaux aux LTs. 

2.2.1.1 Structure du TCR 

Le TCR est un hétérodimère constitué de deux chaînes polypeptidiques glycosylées ( 

et ouet liées par un pont disulfure (Davis and Bjorkman, 1988). Ces chaînes sont 

composées de domaines de type Ig constants et variables, suivis d’un domaine 

transmembranaire hydrophobe et d’une courte queue intracytoplasmique. Les domaines 

variables de chaque chaîne du TCR sont situés à l’extrémité N-term et contiennent trois 

domaines hypervariables nommés CDRs (complementary determining region). L’association 
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de la partie variable des deux chaînes du TCR forme le site de reconnaissance du complexe 

CMHp. Le TCR permet la reconnaissance spécifique de l’antigène mais ne possède qu’un 

court domaine intracytoplasmique dépourvu de toute activité enzymatique intrinsèque. La 

transduction du signal après interaction est donc assurée par le complexe multimérique CD3. 

2.2.1.2 Association du complexe TCR-CD3 

Le CD3 est un complexe protéique composé de quatre chaînes polypeptidiques 

invariantes distinctes : une chaîne CD3, une chaîne CD3 et deux chaînes CD3, qui 

s’associent à la fois avec le TCR et avec un homodimère de chaîne CD3 pour former le 

complexe TCR-CD3 (Kuhns and Badgandi, 2012). Ces chaînes font partie de la superfamille 

des Igs. Elles sont constituées d’un domaine cytoplasmique extracellulaire de type Ig, suivi 

d’un domaine transmembranaire chargé négativement permettant l’association avec le TCR 

chargé positivement, et enfin d’un long domaine intracellulaire carboxyterminal. Les 

extrémités intracellulaires contiennent des séquences renfermant des motifs activateurs 

intracellulaires de type ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motif). Après 

phosphorylation, ces ITAMs servent de point d’ancrage pour des protéines importantes de la 

signalisation (ZAP70) et exercent un rôle clé dans la transduction du signal initié par la 

reconnaissance TCR/CMHp (Guy and Vignali, 2009).  

2.2.1.3 Association avec les corécepteurs CD4 et CD8 

Les molécules accessoires membranaires CD4 et CD8 exprimées par les LT matures 

jouent un rôle important dans la reconnaissance du complexe CMHp, sa stabilisation et la 

transduction du signal (Mariuzza, 2013). Elles augmentent d’un facteur 100 la sensibilité du 

TCR pour le complexe CMHp. Le corécepteur CD8 est composé de deux chaînes,  et  ou  

et , liées par un pont disulfure et contenant chacune un domaine de type Ig. Le CD8 interagit 

avec les domaines 2 ou 3 du CMH-I (Sun et al., 1995). Le CD4 est une molécule 

monomérique formée de quatre domaines extracellulaires de type Ig et lie les domaines 2 ou 

2 des CMHs-II (König et al., 1995). La tyrosine kinase LCK s’associe aux domaines 

intracellulaires des deux corécepteurs et phosphoryle les ITAMs du complexe CD3, ce qui 

enclenche la signalisation des LTs conduisant à leur activation, prolifération et 

différenciation. Des expériences utilisant des tétramères de complexes CMHp ont montré que 

les interactions CD8/CMH-I ou CD4/CMH-II peuvent influencer ou non la fixation du TCR 

au tétramère (Crawford et al., 1998; Daniels and Jameson, 2000; Hamad et al., 1998). Ainsi, 
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l’utilisation d’anticorps anti-CD8 et anti-CD4 peut affecter le marquage par les tétramères 

(Wooldridge et al., 2003, 2006). 

2.2.2 Constitution de la diversité du répertoire TCR 

Afin de se prémunir au mieux face à l’immense diversité des agents pathogènes, 

l’organisme génère aléatoirement la spécificité des TCRs pour les peptides antigéniques. 

Ainsi, la taille et la diversité du répertoire des LTs naïfs sortant du thymus sont maximisées. 

Les chaînes  et  du TCR sont formées lors du développement intrathymique des cellules T 

selon un processus séquentiel précis, et très similaire à celui utilisé pour les réarrangements 

des chaînes lourdes et légères des Igs au cours de la lymphopoïèse B. Depuis la cellule pro-T 

jusqu’à la cellule T CD4+ ou CD8+ rejoignant la périphérie, les évènements de recombinaison 

somatique permettent d’établir un répertoire T varié capable de reconnaître un grand nombre 

d’antigènes différents.  

Le domaine variable (V) de la chaîne  est formé par l’assemblage de segments 

géniques dits variable (V), de diversité (D) et jonctionnel (J), alors que le domaine V de la 

chaîne  est codé par les éléments V et J uniquement (Figure 11). Chez l’Homme, le locus 

TCR est situé sur le chromosome 14 et compte 42 segments V, 2 D et 12 J tandis que le 

locus TCR se trouve sur le chromosome 7 et compte 43 segments V et 58 J (Lefranc et 

al., 1999). Chez la souris, le locus TCR contient 35 segments géniques fonctionnels V, 2 D, 

12 J, 71 V et 51 J. Enfin chez le rat, on dénombre 20 segments V, 2 D, 12 J et au 

moins 33 V et 23 J (Shirwan et al., 1995). Les segments géniques V(D)J se recombinent et 

sont épissés avec la région constante (C) pour former un TCR fonctionnel , chaque LT 

exprimant uniquement un type de TCR. Cet assemblage au hasard des segments géniques puis 

des chaînes  et  constitue une première source de diversité du répertoire T, appelée 

diversité combinatoire. Au sein de chaque domaine V, trois régions hypervariables ou CDRs 

ont été identifiées. Les CDR1 et CDR2 sont codés somatiquement par les segments V, tandis 

que la jonction CDR3 est créée par la juxtaposition des segments V(D)J (Pannetier et al., 

1993), associée à d’importantes modifications des extrémités codantes des segments 

réarrangés (Figure 11). La réaction de recombinaison est menée par un complexe 

enzymatique, incluant les protéines recombinases RAG (recombination activating gene). 

L’ADN est clivé au niveau de sites spécifiques flanquant les segments V, D et J : les 

séquences signal de recombinaison (SSR) (Tonegawa, 1993). La cassure et la phase de 

réparation de l’ADN sont des processus relativement imprécis et génèrent soit des extrémités 
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codantes complètes, soit des délétions à la fin de la partie codante, soit encore l’addition de 

nucléotides palindromiques dérivés du brin non codant. Les extémités codantes peuvent 

également subir un processus exonucléasique qui entraîne un réduction importante des 

segments V(D)J. De plus, un nombre variable de nucléotides non germinaux (N) peut être 

ajouté aléatoirement par la polymérase TdT (terminal deoxynucleotidyl transferase) aux 

extrémités codantes (Cabaniols et al., 2001) (Figure 11). L’ensemble de ces évènements 

génère une diversité jonctionnelle énorme au niveau des CDR3s, impliquant une vaste 

hétérogénéité de longueur et de séquence de ces domaines. Les réarrangements des gènes du 

TCR préservent ainsi l’information germinale encodée dans les régions V interagissant avec 

les molécules du CMH (Scott-Browne et al., 2009), tout en maximisant la diversité de la 

jonction CDR3 qui contacte les antigènes présentés. Enfin, il existe une diversité 

interindividuelle des TCRs due aux polymorphismes des gènes, avec de nombreuses 

variations alléliques pour les segments V et V (Robinson, 1989; Wright et al., 1991).  

L’estimation mathématique théorique de la diversité potentielle des TCRs est d’environ 

1012 à 1015 TCRs différents chez un même individu. Toutefois, les évènements de sélection 

thymique diminuent la taille du répertoire périphérique naïf TCR chez un individu, à 

approximativement 2.106 TCRs chez la souris (Casrouge et al., 2000) et 2.107 TCRs chez 

l’Homme (Arstila et al., 1999). 

 
Figure 11 : Génération de la diversité du TCR par recombinaison somatique. 
D’après (Turner et al., 2006). a) Exemple de réarrangement des loci  et  du TCR. b) Localisation 
des CDRs sur le domaine V du TCR. 
 

Ce réarrangement des chaînes du TCR s’opère dans un ordre bien défini lorsque les 

cellules progénitrices arrivent dans le thymus. Tout d’abord, les précurseurs précoces doubles 

négatifs (DN, TCR-, CD3-, CD4-, CD8-) pénètrent dans la région sous-capsulaire, réarrangent 

et expriment la chaîne  du TCR qui s’associe de manière covalente à une chaîne nommée 
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pré-T et à la molécule CD3 pour former le pré-TCR (Saint-Ruf et al., 1994). Lorqu’une 

chaîne  fonctionnelle est produite, le phénomène d’exclusion allélique permet la répression 

du réarrangement de l’autre allèle (Brady et al., 2010). Le pré-TCR transmet alors un signal 

aux thymocytes immatures induisant l’expression des corécepteurs CD8 et CD4 et le 

réarrangement de la chaîne . Lorsqu’une chaîne  fonctionnelle est réarrangée et exprimée 

conjointement à la chaîne , les cellules ont alors un TCR fonctionnel et spécifique, sur la 

base duquel vont s’effectuer les processus de sélections thymiques positive et négative, ainsi 

que le choix du lignage CD4 ou CD8 par le thymocyte en maturation (cf § 3.1 La tolérance 

centrale). Dans la majorité des cas, un seul TCR est exprimé par cellule. Cependant, le 

phénomène d’exclusion allélique n’est pas total pour la chaîne  et il arrive que deux chaînes 

 soient exprimées à la surface d’une cellule T donnée. Ainsi, 3 à 10% des LTs expriment 

deux TCR à leur surface (Corthay et al., 2001; Heath et al., 1995), constituant dès lors un 

facteur d’autoimmunité (Sarukhan et al., 1998).  

 

2.3 Aspects structuraux de l’interaction TCR/CMHp 

2.3.1 Structure du TCR en complexe avec son ligand  

Grâce aux co-structures cristallographiques TCR/CMHp toujours plus nombreuses, 

notre compréhension des interactions spécifiques TCR-CMHp s’améliore et révèle un mode 

conservé d’interaction. D’une part, le complexe TCR/CMHp est constitué d’une seule 

molécule de TCR interagissant avec une seule molécule du CMH et un seul peptide. D’autre 

part, le TCR interagit avec le complexe CMHp via la juxtaposition de ses CDRs. Enfin, 

l’orientation de la molécule du TCR par rapport au complexe CMHp est partiellement 

conservée, avec des zones privilégiées d’interaction entre ces deux molécules (Figure 12). 

Généralement, le TCR est orienté en diagonale par rapport au sillon peptidique (Garboczi et 

al., 1996; Garcia et al., 1996). Le domaine V du TCR est fréquemment positionné sur 

l’hélice 2 ou 1 et la partie N-term du peptide, alors que le domaine V est plus souvent 

positionné sur l’hélice 1 du CMH et la partie C-term du peptide. De façon simpliste, ce 

positionnement du TCR permet aux domaines CDR3 des chaînes  et  du TCR d’interagir 

principalement avec le peptide. Les domaines CDR1 et CDR2 interagissent quant à eux 

préférentiellement avec les hélices  formant les bords de la poche peptidique, 

exceptionnellement avec le peptide (Cole et al., 2009), et contrôleraient le biais de la 
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restriction au CMH (Christopher Garcia et al., 2009; Marrack et al., 2008)(Figure 12). En 

réalité, le rôle des boucles CDRs et leur contribution à l’énergie de l’interaction (Borg et al., 

2005) varient selon les complexes CMHp.  

Les études structurales des TCRs dans leur conformation libre ou liée au ligand CMHp 

montrent un large degré de plasticité des régions CDR, indiquant l’adaptation possible du 

TCR à des ligands structurellement divers (Housset and Malissen, 2003; Reiser et al., 2002). 

De plus, Tynan a montré qu’un peptide faisant saillie peut montrer une certaine flexibilité 

dans le sillon peptidique lors de l’interaction avec la face rigide du TCR, fournissant la 

plasticité principale de cette interaction (Tynan et al., 2007). Par ailleurs, Liu et al. ont 

comparé le mode d’arrimage de trois TCRs humains distincts sur un complexe CMH-Ip, 

présentant un peptide viral dit « super-bulged » ou dépassant du sillon (Liu et al., 2013b). Ils 

ont mis en évidence des stratégies d’arrimage imprévisibles et atypiques pour la 

reconnaissance de ce peptide spécifique de 13 AAs, démontrant la capacité du répertoire T 

humain à s’accomoder de déterminants longs. 

En dépit des nombreuses études structurales réalisées, aucun point de contact fixe ne 

semble exister entre les zones conservées des hélices  du CMH et les résidus conservés du 

TCR. Plusieurs groupes ont tenté de définir la base structurale de la restriction par le CMH et 

le biais germinal du TCR (Christopher Garcia et al., 2009). Deux études concernant des TCRs 

murins utilisant une chaîne V8.2 conservée et liant une molécule du CMH unique ont montré 

l’existence de « codons d’interaction », qui sont des interactions moléculaires spécifiques 

conservées réalisées par le V du TCR (Dai et al., 2008; Feng et al., 2007). Dans une autre 

étude, Tynan et collègues ont déterminé la structure d’un peptide long de 13 AAs présenté par 

la molécule HLA-B*3508 (Tynan et al., 2005b). Comme le peptide déborde largement du 

sillon, l’interaction du TCR avec le CMH est minime et ces contacts limités représenteraient 

ceux essentiels pour la reconnaissance des CMHs par le TCR. Trois résidus du CMH, formant 

une triade de restriction, sont en effet contactés dans toutes les structures déterminées à ce 

jour et conforteraient la théorie de coévolution des gènes variables du TCR et du CMH. A ce 

jour, il apparait clairement que les interactions TCR/CMHp ne sont pas conservées de façon 

rigide mais présentent une flexibilité considérable, dans la limite de règles générales 

d’orientation et de fixation. 

Par ailleurs, les co-structures résolues à ce jour impliquent des TCRs de LTs effecteurs. 

Les modes de reconnaissance utilisés par les Tregs restent à élucider. Seul le complexe 

Qa1/Qdm, reconnu par le TCR des Tregs CD8+ et le ligand CD94/NKG2D a été 
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récemment cristallisé (Zeng et al., 2012). Il est structurellement homologue au complexe 

équivalent HLA-E humain et favorable à la présentation de groupes conservés de peptides 

pour la reconnaissance par des récepteurs invariants qui régulent les réponses immunes 

innées. 

 
Figure 12 : Structure générale d’un complexe TCR/CMHp de classe I (à gauche) et empreinte du 
TCR sur la surface moléculaire de complexe CMHp de classe I et II (à droite). 
D’après (Gras et al., 2011; Sewell, 2012). Dans le panel de droite, la molécule du CMH est 
représentée en gris et le peptide en bâtonnets rouges. L’arrimage en mode diagonal du TCR sur le 
complexe CMHp est conservé. Les couleurs indiquent l’empreinte des six boucles CDR du TCR sur le 
CMHp. 
 

2.3.2 Spécificité de l’interaction TCR/CMHp allogénique 

Durant le développement, les LTs subissent la sélection thymique et sont éduqués pour 

interagir spécifiquement avec les molécules du CMH du soi. Le répertoire T mature 

sélectionné est tolérant aux complexes CMH du soi/peptide du soi et capable d’organiser une 

réponse immunitaire conventionnelle contre des peptides étrangers dans le contexte du CMH 

du soi. Ceci définit le concept de restriction de la reconnaissance antigénique par le CMH. 

Cependant, cette règle est mise à mal lors des maladies auto-immunes (rupture de la tolérance 

au soi) et par le phénomène d’alloréactivité qui survient lors de transplantation d’organes. 

L’alloréactivité désigne la capacité des LTs du receveur à reconnaître des molécules du CMH 

allogéniques, le peptide présenté étant généralement un ligand cellulaire endogène 
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(D’Orsogna et al., 2013), qui n’ont pas été rencontrées lors du développement thymique, et se 

manifeste cliniquement par le rejet du transplant et la GvHD. L’alloréactivité est une 

conséquence directe de la cross-réactivité inhérente des TCRs, à savoir qu’un TCR unique 

peut reconnaître plusieurs peptides différents qui n’ont pas nécessairement une forte 

homologie (Reiser et al., 2003). Initialement, la théorie de sélection clonale postulait que le 

système immunitaire était capable de générer un TCR unique pour chaque peptide 

antigénique. Cependant, des estimations du répertoire peptidique ont montré qu’il existe 

beaucoup plus de peptides immunogéniques potentiels dans l’environnement que de LTs chez 

un individu à un instant donné (Mason, 1998; Sewell, 2012). Le concept de la cross-réactivité 

du TCR a donc été évoqué comme un moyen d’augmenter la taille du répertoire TCR. Cette 

hypothèse de Mason a été validée par plusieurs études utilisant des librairies de peptides 

synthétiques, montrant qu’un TCR unique peut reconnaître plus d’un million de peptides 

individuels différents dans le contexte d’une molécule du CMH unique (Hiemstra et al., 1999; 

Wooldridge et al., 2012). De plus, d’après une étude très récente, cette exceptionnelle cross-

réactivité des TCRs serait limitée à des peptides de même longueur, révélant une limite claire 

de la plasticité des TCRs (Ekeruche-Makinde et al., 2013).  

Le phénomène de cross-réactivité, bien que permettant la protection de l’organisme 

contre la très vaste étendue d’agents infectieux, se révèle néfaste dans le cadre de la 

transplantation, où la réponse alloimmune est très forte. La fréquence des LTs alloréactifs est 

estimée jusqu’à 10% du pool T, approximativement 100 à 1000 fois supérieure à la fréquence 

des LTs spécifiques de complexes classiques CMH du soi/peptide étranger (Lindahl and 

Wilson, 1977; Suchin et al., 2001). La raison de ce nombre élevé de cellules alloréactives a 

été longuement débattue. Historiquement, deux théories principales ont été proposées : la 

densité des déterminants antigéniques, centrée sur le CMH, et la fréquence des déterminants 

antigéniques, centrée sur le peptide. Le premier modèle propose que les cellules T 

alloréactives reconnaissent, indépendamment du peptide, des résidus polymorphes présents 

sur les hélices  des CMH allogéniques. La densité de l’antigène reconnu sur les CPAs est 

dès lors très importante et donne lieu à une interaction de très forte avidité, susceptible de 

compenser la faible affinité du TCR pour le CMH allogénique (Bevan, 1984). Le deuxième 

modèle propose que les LTs alloréactifs reconnaissent une multitude de complexes CMHp, de 

façon spécifique du peptide, et exploitent les similarités plutôt que les différences structurales 

entre les CMHs du soi et étranger (mimétisme). Les LTs alloréactifs sont ainsi nombreux car 

chaque molécule du CMH allogénique présente une quantité très importante de déterminants 

« étrangers », qui sont des peptides endogènes nouveaux (entre 2000 et 10 000 peptides 



INTRODUCTION-LA RECONNAISSANCE DU COMPLEXE CMHp PAR LE TCR 

55 
 

estimés par cellule), différents du répertoire peptidique restreint au CMH du soi rencontré au 

cours de la sélection négative (Matzinger and Bevan, 1977). Ce second modèle est soutenu 

par les données structurales disponibles, montrant que les TCR alloréactifs contactent toujours 

à la fois le peptide et les hélices  du CMH, de façon similaire à la reconnaissance 

conventionnelle de peptides étrangers (Reiser et al., 2000)(voir paragraphe précédent). De 

plus, de nombreuses études ont clairement démontré l’existence de LTs alloréactifs fortement 

spécifiques de peptides (Felix et al., 2007; Mendiratta et al., 1999; Udaka et al., 1992). Depuis 

plus de 15 ans, les chercheurs tentent de comprendre et d’expliquer les mécanismes 

structuraux de l’alloreconnaissance T. Comment les LTs, éduqués contre des complexes 

CMHp du soi, contactent-ils les CMHs allogéniques ? D’un point de vue structural, les 

interactions TCR/CMHp conventionnelles et allogéniques sont-elles identiques ou existe-t-il 

différents modes de liaison du TCR expliquant l’alloréactivité ? 

2.3.3 Bases structurales de l’alloreconnaissance 

Les études structurales de TCRs alloréactifs ont été largement freinées par le nombre 

limité de systèmes où les complexes conventionnels (CMH du soi/peptide étranger) et 

allogéniques (CMH étranger/peptide du soi) reconnus ont été identifiés. En effet, les peptides 

endogènes présentés dérivent du protéome entier de l’hôte, rendant leur identification 

difficile. En outre, ces études concernent des TCRs de LTs effecteurs et non régulateurs. 

Récemment, deux groupes ont déterminé comment un TCR unique se lie à son complexe 

CMH-Ip conventionnel et à un complexe CMH-Ip allogénique. Les structures d’un TCR de 

souris, nommé TCR 2C, en complexe avec son ligand de sélection positif, H2-Kb-dEV8, et 

avec son ligand allogénique H2-Ld-QL9 et des variants peptidiques, ont été déterminées 

(Bowerman et al., 2009; Colf et al., 2007; Garcia et al., 1998). Le TCR 2C adopte deux modes 

d’arrimage différents lors de la liaison avec les complexes du soi et allogénique, avec très peu 

de contacts partagés entre les deux structures, démontrant un rôle limité du mimétisme 

moléculaire dans cette interaction. De façon plus générale, cette étude demontre qu’un TCR 

particulier n’utilise pas nécessairement la même stratégie d’arrimage pour crossréagir avec 

des ligands structurellement similaires. 

Le groupe de McCluskey et Rossjohn a identifié un autre mécanisme d’alloréactivité 

grâce à l’étude du TCR LC13, qui reconnaît un CMH du soi HLA-B*08 :01 complexé avec 

un peptide viral FLR (dérivé de l’Epstein Barr Virus EBV) et cross-réagit avec l’allotype 

proche HLA-B*44 :05 présentant un peptide endogène dérivé de l’ABCD3 (ATP-binding 

cassette)(Burrows et al., 1994; Macdonald et al., 2009). Les structures des deux complexes 
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sont très similaires, tant dans le mode d’arrimage du TCR que dans la nature et le nombre des 

contacts entre le TCR et le complexe CMHp. L’alloréactivité s’explique ici par un phénomène 

de mimétisme moléculaire dépendant du peptide (Figure 13). De façon surprenante, le 

peptide viral et l’allopeptide présentent des conformations similaires uniquement après liaison 

par le TCR LC13, démontrant un changement structural induit par l’engagement du TCR 

(mécanisme dit de « induced-fit »). Ce mimétisme structural, plutôt inattentu au vu des 

différences entre les deux molécules HLA, est associé à la spécificité fine du TCR, qui ne 

cross-réagit pas avec l’allotype proche HLA-B*4403 (Macdonald et al., 2009).  

 
Figure 13 : Comparaison de l’interaction du TCR LC13 avec le peptide du complexe allogénique 
(en gris) et le peptide viral FLR (en marron). 
D’après (Gras et al., 2011). Les boucles CDR1, CDR3 et CDR3 sont colorées en violet, jaune et 
orange respectivement et révèlent un mode de liaison similaire du TCR sur les deux complexes CMHp 
différents. 
 

Le mimétisme moléculaire serait également responsable de l’alloréactivité du TCR JL9, 

spécifique du HLA-B*08:01 du soi, envers la molécule HLA-B*35 :01 allogénique (Archbold 

et al., 2006; Gras et al., 2012). La résolution d’un plus grand nombre de structures 

conventionnelles et alloréactives sera nécessaire pour établir les rôles relatifs du mimétisme et 

des modes d’arrimage différents dans le phénomène d’alloréactivité. De plus, il devient 

important d’élucider dans quelle mesure le mimétisme moléculaire pourrait être prévisible 

avant la transplantation, ceci afin d’évaluer les combinaisons donneur/receveur optimales. 

En effet, la sélection de couples donneur/receveur repose sur la recherche de donneurs 

potentiels avec des variations génétiques minimales des molécules du CMH. Grâce à 

l’algorithme HLAMatchmaker, la comparaison des résidus polymorphiques des HLAs permet 

de prédire la potentielle immunogénicité de la greffe quant au rejet humoral, déclenché par les 

DSAs spécifiques (Duquesnoy, 2011). En revanche, l’impact des résidus polymorphiques sur 

l’alloréactivité des LTs est plus complexe. En effet, alors que la plupart des alloréponses 

décrites impliquent des allotypes différents de HLA, une différence d’un seul AA entre des 
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sous-types d’HLA peut entraîner un rejet de greffe (Fleischhauer et al., 1990). Ce phénomène 

pourrait être expliqué par le mimétisme moléculaire précédemment décrit. En effet, comme 

prédit par Lechler et Lombardi, la sélection positive thymique sélectionne les LTs de l’hôte 

interagissant avec les CMHs du soi, entraînant paradoxalement de fortes alloréponses T 

envers des allotypes proches de CMHs allogéniques par mimétisme moléculaire (Lechler et 

al., 1992; Lombardi et al., 1989). Sur cette base, augmenter la diversité entre les allotypes du 

HLA du donneur et du receveur réduirait donc les risques de cross-réactivité des TCRs. 

Heemskerk et collègues ont ainsi montré que l’augmentation du nombre de résidus 

polymorphiques entre les allotypes de HLA diminue l’alloréactivité in vitro et augmente les 

taux de survie des patients après greffe de moelle osseuse (Heemskerk et al., 2005, 2007). 

 

2.4 Etude du répertoire T 

Les réponses T spécifiques d’antigènes induites aussi bien par la transplantation, les 

infections ou l’autoimmunité sont caractérisées par des cellules exprimant des profils biaisés 

des TCRs, sélectionnés à partir d’un répertoire naïf et divers (cf § 2.2.2 Constitution de la 

diversité du répertoire TCR). Les biais générés sont de différentes natures et peuvent être 

influencés par plusieurs facteurs, dont la structure du complexe CMHp reconnu. A l’aide de 

différentes approches expérimentales, l’étude du répertoire T spécifique d’antigène permet 

d’analyser les cellules recrutées au cours de la réponse immune, l’impact de la diversité sur la 

protection de l’hôte et pourrait constituer un biomarqueur intéressant du statut de la greffe. 

2.4.1 Les différents biais du répertoire  

Comme décrit précédemment, les boucles CDR3 du TCR interagissent essentiellement 

avec le peptide présenté et concentrent la spécificité fine des LTs. Ainsi, l’étude des variations 

de longueur et de séquence en AAs du CDR3 permet une mesure de la diversité dans un 

répertoire T spécifique d’antigène et une analyse des LTs exprimant des profils biaisés du 

TCR. Les chaînes V et V du TCR sont toutes deux impliquées dans l’interaction et 

combinent biais et diversité du répertoire sélectionné (Day et al., 2011). L’étude des CDR3 

et CDR3 est donc complémentaire.  

Le biais du répertoire TCR peut être défini comme une déviance par rapport à un 

répertoire T naïf, impliquant l’usage préférentiel de combinaisons des segments géniques 

formant le domaine V du TCR en réponse à un antigène. Ainsi, la reconnaissance d’antigènes 
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après transplantation induit la sélection et l’expansion de LTs spécifiques, générant un 

répertoire dit « biaisé », « restreint », « limité », ou encore « immunodominant ».  

Ces biais peuvent être classés en trois groupes principaux (Turner et al., 2006)(Figure 14) :  

- Le biais de type 1 du TCR est caractérisé par la sélection préférentielle d’une région V 

unique, généralement une région V particulière (Price et al., 2004).  Les régions 

CDR3 ou J ne sont pas ou très peu conservées. 

- Le biais de type 2 du TCR implique la sélection fréquente d’AAs conservés ou de 

motifs dans la séquence CDR3 des chaînes V ou V du TCR (Cose et al., 1995). Des 

variations dans la région CDR3 sont encore présentes dans ce biais. L’exemple de la 

figure 14 utilise un motif WG de 2 AAs. 

- Le biais de type 3 du TCR est moins commun et caractérisé par la sélection 

reproductible de séquences TCR clonales (Argaet et al., 1994). Le répertoire TCR est 

alors défini par une chaîne V et/ou V unique, avec une séquence CDR3 et une 

région J conservées. 

 

 
Figure 14 : Exemple de différents types de biais du TCR au sein de répertoires T spécifiques 
d’antigènes. 
Adapté de (Turner et al., 2006). Panel de gauche : TCR V27, spécifique d’un peptide dérivé de Gag 
chez des macaques infectés par le SIV. Panel du centre : TCR V4, spécifique d’un peptide dérivé de 
la glycoprotéine B chez des souris infectées par le HSV. Panel de droite : TCR V7-6, spécifique d’un 
peptide dérivé de EBNA3 chez l’Homme infecté par l’EBV. SIV=simian immunodeficiency virus, 
HSV=herpes simplex virus, EBV=Epsein-Barr virus. 

 

Ces biais s’appliquent aux TCRs spécifiques d’un antigène donné chez un même 

individu. L’analyse du répertoire T spécifique chez différents individus apporte un niveau 

additionel de complexité. Ainsi, les concepts de répertoire privé ou public ont été introduits 

pour différencier les phénomènes spécifiques à l’individu de ceux partagés par l’ensemble 

d’une population. Un répertoire privé décrit une situation où les TCRs répondant à un même 

complexe CMHp sont différents d’un individu à l’autre. En revanche, un répertoire public 
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correspond à l’utilisation commune par tous les individus d’un TCR unique et clonal (pour la 

chaîne ,  ou les 2) spécifique du complexe CMHp étudié. 

2.4.2 Approches expérimentales de l’étude du répertoire T 

Les groupes de TCRs sélectionnés lors d’une réponse immune peuvent être étudiés sous 

un angle quantitatif et/ou qualitatif. L’étude quantitative renseigne sur la proportion relative 

d’un groupe de TCRs par rapport à un autre. L’analyse qualitative est basée sur l’étude de la 

clonalité. Un clone est un ensemble de LTs identiques, issu de la sélection et de l’expansion 

d’un LT unique de forte affinité pour l’antigène, et caractérisé par un TCR unique. Trois 

niveaux de clonalité du répertoire T sont définis : 

- la polyclonalité, illustrée par un grand nombre de LTs avec des TCRs différents et par 

l’absence de clones majoritaires 

- l’oligoclonalité, caractérisée par la présence conjointe de plusieurs clones de TCRs 

- la monoclonalité, liée à la sélection d’un clone majoritaire unique 

 

La diversité du répertoire TCR spécifique d’épitope peut être mesurée à différents 

niveaux. La caractérisation des différentes familles du TCR à la surface des LTs a été initiée 

par le biais du développement des anticorps monoclonaux, pour la chaîne V en particulier. 

Peu d’anticorps sont toutefois disponibles chez le rat, limitant l’analyse par cytométrie en 

flux. La caractérisation des transcrits du TCR permet une analyse plus fine de la diversité, par 

la détermination des séquences nucléotidiques et en AAs des régions CDR3s du TCR. Si la 

séquence de chaque TCR est l’information ultime, l’analyse de longueur de la boucle CDR3 

est une première étape dans l’étude du biais d’un répertoire TCR. Les technologies 

Immunoscope ou Spectratyping, développées dans les années 90, révèlent la distribution des 

longueurs de la boucle CDR3 en fonction des gènes V(D)J qui la composent (Currier and 

Robinson, 2001). Cette méthode repose sur l’amplification de régions CDR3 particulières 

grâce à l’utilisation combinée d’une amorce pour chaque gène V et d’une amorce spécifique 

des régions C du TCR (Figure 16A). Les transcripts obtenus sont amplifiés et marqués lors 

d’une deuxième PCR avec une amorce C fluorescente. Chargés sur un gel d’électrophorèse, 

les fragments migrent en fonction de leur longueur pour former un « spectratype » (une 

succession de bandes espacées de 3 nucléotides), qui une fois digitalisé se présente sous la 

forme d’un spectre d’électrophorèse, avec différents types de profils. Une distribution 

gaussienne classique est caractéristique du répertoire TCR naïf d’individus sains, de rats ou de 
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souris naïves et témoigne d’une population polyclonale de LTs (Figure 15A). Les profils 

altérés présentent un ou plusieurs pics dominants, suggérant respectivement la présence d’une 

population oligoclonale ou clonale de LTs utilisant des TCRs avec une même longueur de 

CDR3 (Figure 15B et C). Toutefois, ces cellules n’ont pas nécessairement la même séquence 

de CDR3 et seul le séquençage permet de déterminer le degré de biais du répertoire (cf § 

précédent). 

 
Figure 15 : Exemples de profil Immunoscope de longueur CDR3. 
D’après (Miqueu et al., 2007). 
 
Alors que les premières études de répertoire étaient généralement réalisées sur des 

populations lymphocytaires totales au cours de la réponse immune, le développement de la 

technologie de tétramères de complexes CMHp a permis l’étude du répertoire de LTs 

spécifiques d’antigènes (Lim et al., 2002). Avec cette approche, les LTs tetramère+Vbx
+ 

peuvent être triés, puis l’ARN extrait, rétrotranscrit et amplifié pour les segments V. Les 

produits V positifs sont ensuite clonés dans un vecteur de type TOPO et séquencés (Figure 

16B). Cette technique est particulièrement appropriée pour les réponses T utilisant plus d’un 

segment V. Une approche alternative est le tri unicellulaire par le tétramère, suivi par la 

synthèse d’ADNc et une PCR pour amplifier les régions V d’intérêt. Les produits de PCR 

sont migrés sur un gel et les bandes positives sont séquençées (Figure 16C). 

 
Figure 16 : Différentes approches expérimentales de l’analyse du répertoire TCR. 
D’après (Kedzierska et al., 2008). 



INTRODUCTION-LA RECONNAISSANCE DU COMPLEXE CMHp PAR LE TCR 

61 
 

2.4.3 Facteurs influençant le biais du TCR 

La diversité potentielle théorique du TCR se situe entre 1012 et 1015 combinaisons 

TCR et . Or, le nombre réel de TCRs exprimés est bien moindre après sélection thymique. 

Les répertoires T matures naïfs sont donc déjà limités en diversité à la sortie du thymus. En 

effet, la sélection thymique influence le biais du TCR, à la fois en limitant (sélection négative) 

et en façonnant (sélection positive préférentielle de régions V du TCR pour l’interaction avec 

le CMH) le répertoire T naïf.  

Lors d’une réponse immune contre un antigène donné, certaines cellules du pool de LTs 

naïfs s’activent après interaction avec leur complexe CMHp, ce qui conduit à leur expansion 

clonale et à l’apparition d’un biais dans le répertoire T. Les précurseurs T naïfs doivent 

d’abord atteindre un certain seuil d’avidité du TCR pour être sélectionnés dans le répertoire 

immun spécifique. Lors de la phase précoce de la réponse immune, des TCRs de faible et 

forte affinité, avec des chaînes V plus ou moins adaptées au complexe, peuvent être 

sélectionnés. En revanche, l’exposition prolongée à l’antigène sélectionne des clonotypes 

particuliers, avec une structure et une avidité optimales, conduisant à une réponse effectrice 

mature dominée par les TCRs de plus forte affinité (Malherbe et al., 2004; Zehn et al., 2009). 

Par voie de conséquence, la diversité du répertoire T spécifique d’antigène devrait se 

restreindre progressivement, sauf si des mécanismes de compensation reposant sur les 

corécepteurs CD8 et CD4 se mettent en place. En effet, la liaison des corécepteurs pourrait 

servir à stabiliser les interactions TCR/CMHp moins optimales (Ely et al., 2006) et ainsi 

réduire le seuil d’activation T (Laugel et al., 2007). Le biais du répertoire T sélectionné par un 

antigène lors d’une réponse immune est donc fonction de l’avidité de l’interaction 

TCR/CMHp et du rôle joué par les corécepteurs associés.  

D’un point de vue structural, les caractéristiques conformationnelles du peptide dans 

le sillon de la molécule du CMH influencent de façon déterminante la diversité des TCRs 

sélectionnés. Ainsi, un complexe CMHp présentant une surface plane et lisse (« featureless ») 

au TCR génère une diversité nulle ou limitée du répertoire T mature, à caractère public 

(Turner et al., 2005) (Figure 17). D’une part, la surface d’interaction disponible est 

insuffisante pour la plupart des TCRs, et d’autre part, la sélection négative a éliminé les TCRs 

naïfs pouvant potentiellement reconnaître ces complexes CMHp plats et sans relief, proches 

des complexes CMHp du soi. De la même manière, un peptide long (>12 AAs), qui provoque 

une courbure au centre de la poche peptidique avec un renflement en dehors du sillon 

(« bulged »), limite les contacts du TCR avec les hélices  du CMH et sélectionne un 
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répertoire limité (Miles et al., 2005). Tynan et ses collègues ont ainsi rapporté que le peptide 

LY13, dérivé de l’EBV et long de 13 AAs, en se liant au CMH-I HLA-B*3508 dans une 

conformation protubérante et rigide, induit un biais de type 3 du TCR et un répertoire public 

(Tynan et al., 2005a). Enfin, les peptides conventionnels dits « featured » ont une longueur 

typique de 8 à 10 AAs et exposent plusieurs chaînes latérales aux TCRs spécifiques, qui 

tendent à être plus nombreux et divers (Meijers et al., 2005; Turner et al., 2005). Toutefois, 

des exemples contraires existent. Ainsi, un répertoire restreint et public peut également être 

sélectionné par un peptide « featured », où le TCR présente une forte complémentarité 

structurale avec le peptide entier, avec une focalisation sur trois points précis (Gras et al., 

2009).   

 
Figure 17 : La structure des complexes CMHp peut directement influencer la diversité du répertoire 
TCR. 
D’après (Turner et al., 2006). 

 

En résumé, la sélection thymique, l’éventail de TCRs disponibles initialement dans le 

pool naïf, la présence continue de l’antigène, la charge antigénique, et la nature du complexe 

CMHp reconnu, sont autant de facteurs qui influencent les caractéristiques du répertoire TCR 

sur le long terme. 

2.4.4 Implications fonctionnelles de la diversité du TCR 

A ce jour, relativement peu d’informations sont disponibles sur les conséquences 

fonctionnelles d’un biais du TCR durant les maladies infectieuses, la transplantation ou 

l’autoimmunité (Picarda et al., 2011). Plusieurs études réalisées dans le cas d’infections 

virales ont permis de montrer que la diversité du répertoire TCR influence la qualité de la 

réponse immune (Turner et al., 2009). Ainsi, chez le macaque infecté par le SIV, un répertoire 

public et restreint pour le TCRV6-5 spécifique du peptide TL8 échoue à contrôler l’infection 

en cas de mutation du peptide viral. En revanche, l’échappement viral est contrôlé par le 
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TCRV27 présentant un répertoire privé et plus divers, donc plus flexible pour s’adapter à des 

variations structurelles mineures (Price et al., 2004). Une diversité augmentée du TCR 

favorise donc le phénomène de cross-réactivité à des complexes CMHp similaires. Cependant, 

bien qu’un répertoire divers soit important pour la reconnaissance de variants d’épitopes 

viraux, il ne confère pas un avantage fonctionnel aux LTs CD8+ répondant à leur complexe 

CMHp spécifique (La Gruta et al., 2008). Concernant les Tregs, une étude récente a montré 

qu’une grande diversité du répertoire TCR assure une fonction suppressive optimale des 

Tregs CD4+FoxP3+ et leur homéostasie dans un modèle de GvHD expérimentale chez la 

souris (Föhse et al., 2011). D’autre part, dans un modèle de transfert adoptif chez la souris 

nouveau-née déficiente en FoxP3, seul le co-tranfert de Tregs FoxP3+ naturelles (nTregs) et 

de LTs conventionnels FoxP3- se différenciant en Tregs in vivo, établit une tolérance 

mucosale et empêche l’inflammation chronique et l’autoimmunité (Haribhai et al., 2011). 

Bien que les signatures transcriptionnelles de ces deux populations soient très proches, leur 

répertoire TCR est majoritairement distinct. Ainsi, les Tregs induites par conversion de LTs 

conventionnels sont complémentaires des nTregs pour l’induction de tolérance dans ce 

modèle, sur la base du cumul des répertoires TCR et donc de l’augmentation de la diversité au 

sein des réponses régulatrices.  

Miqueu et ses collègues ont analysé le répertoire TCR des LTs du sang périphérique 

chez des patients transplantés rénaux stables et sous immunosuppression (Miqueu et al., 

2010), révélant la présence de répertoires hétérogènes, allant de non biaisé à très restreint. En 

revanche, les répertoires de patients opérationnellement tolérants et de patients en probable 

rejet humoral chronique sont très différents, polyclonaux et très biaisés respectivement. Ainsi, 

la nature du répertoire TCR semble corréler avec l’issue de la greffe rénale. L’étude de la 

diversité du répertoire T pourrait être envisagée comme biomarqueur potentiel du statut 

clinique de la greffe (Naesens and Sarwal, 2010). De la même façon, un répertoire CD8 

restreint ou clonal après une greffe de moëlle osseuse allogénique est associé avec une GvHD 

(Du et al., 2007). 
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3 La tolérance en transplantation 

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

vis d’antigènes particuliers, notamment les antigènes du « soi ». La rupture de cette tolérance 

aboutit au développement de l’auto-immunité. La tolérance en transplantation correspond à 

l’acceptation du greffon chez un hôte immunocompétent, sans signe de rejet chronique et en 

l’absence de traitement immunosuppresseur prolongé, tout en conservant une réponse normale 

vis-à-vis d’autres antigènes. Seuls quelques rares cas de tolérance spontanée à l’allogreffe 

rénale et hépatique ont été décrits chez des patients ayant arrêté leur traitement 

immunosuppresseur suite à une non compliance ou à l’apparition de cancer. L’obtention d’un 

état de tolérance devrait permettre, chez l’homme, de supprimer les traitements 

immunosuppresseurs connus pour entraîner de nombreux effets secondaires, et de prévenir la 

survenue du rejet chronique. Deux types de tolérance existent : la tolérance dite centrale et la 

tolérance dite périphérique. Les mécanismes de tolérance des LTs, acteurs majeurs du rejet 

d’allogreffe, seront décrits ci-après. 

3.1 La tolérance centrale 

Initialement décrite dans les années 1950 (BILLINGHAM and MEDAWAR, 1953), la 

tolérance centrale consiste en l’élimination des LTs autoréactifs, c’est-à-dire capables de 

reconnaître les antigènes du soi (Figure 18). Dans le cortex profond du thymus, les 

thymocytes précurseurs doubles positifs (DP, TCR+ CD3+CD4+CD8+), exprimant à leur 

surface le TCR issu du réarrangement aléatoire de ses gènes (cf § 2.2.2 Constitution de la 

diversité du répertoire TCR), vont interagir avec les cellules épithéliales corticales thymiques 

(cTECs) qui expriment des complexes CMHp du soi (Hogquist and Bevan, 1996). Seuls les 

thymocytes DP possédant un TCR capable de reconnaître un peptide présenté par un CMH du 

soi avec une avidité moyenne vont recevoir un signal de survie (Daniels et al., 2006), et 

perdre l’expression d’un des deux corécepteurs CD8 ou CD4 suivant la classe de CMH 

reconnue. Les cellules n’interagissant pas avec les complexes du soi ou avec une avidité trop 

faible meurent par négligence ou apoptose dans le cortex thymique (Starr et al., 2003). Après 

cette première étape de sélection positive, les thymocytes simples positifs TCR+CD3+CD8+ou 

CD4+ (représentant moins de 5% du pool de thymocytes DP) migrent vers la médulla du 

thymus, guidés par un gradient de chimiokines (Kwan and Killeen, 2004; Ueno et al., 2004). 

Pendant quatre à cinq jours, ils y scannent activement les CPAs du thymus (Le Borgne et al., 

2009), qui sont des cellules épithéliales médullaires thymiques (mTECs) et des DCs 
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thymiques, présentant un CMH du soi complexé à un antigène spécifique de tissus 

(TSA)(Derbinski et al., 2001; Gallegos and Bevan, 2004). Selon le modèle de sélection sur 

l’avidité, la sélection négative se produit lorsque le TCR d’un thymocyte engage un 

complexe CMHp avec une trop forte avidité, conduisant à la mort cellulaire par apoptose 

(Baldwin et al., 1999). Ce mécanisme élimine donc les cellules potentiellement autoréactives 

et génère un répertoire de LTs relativement tolérant au soi. L’expression des TSAs par les 

mTECs est contrôlée par le gène AIRE (AutoImmune REgulator) (Gavanescu et al., 2007; 

Perniola, 2012; Zuklys et al., 2000). Chez la souris, des mutations au niveau de ce gène AIRE 

génèrent une dysfonction du système de sélection négative et l’apparition de MAIs (Anderson 

et al., 2002; Kuroda et al., 2005). Chez l’Homme, la déficience du gène AIRE engendre le 

syndrome autoimmun monogénique APECED (Autoimmune Polyendocrinopathy Candidiasis 

Ectodermal Dystrophy) caractérisé par la perte de la tolérance au soi dans de multiples 

organes (Aaltonen et al., 1994; Gallo et al., 2013). Cependant, l’expression des TSAs peut se 

faire de façon indépendante de AIRE, comme le montre l’étude de Derbinski qui a mis en 

évidence l’expression de gènes codant pour des TSA dans des cellules mTEC provenant de 

souris KO pour le gène AIRE (Derbinski et al., 2001). Les lymphocytes T ayant franchi ces 

étapes de sélection (environ 3%) quittent le thymus et migrent vers les OLS en périphérie 

(Goldrath and Bevan, 1999).  

 
Figure 18 : Sélections positive et négative dans le thymus. 
D’après (Griesemer et al., 2010). 
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L’autoréactivité des LTs échappant à la sélection négative est contrôlée par de 

nombreux mécanismes périphériques, parmi lesquels la délétion clonale, l’induction d’un état 

anergique, l’ignorance et l’inhibition fonctionnelle active par les Tregs. 

 

La sélection positive dans le thymus permet aussi de générer des Tregs dites naturelles 

(nTregs)(Hsieh et al., 2012; Romagnoli and van Meerwijk, 2010). Les Tregs expriment un 

TCR d’avidité moyenne à forte pour les antigènes du soi, sous le niveau conduisant à la 

sélection négative et au dessus du niveau de sélection positive (Hsieh et al., 2012; Jordan et 

al., 2001; Romagnoli et al., 2002). Plusieurs modèles ont été proposés pour expliquer les 

mécanismes impliqués dans la génération de ces cellules, basés sur l’autoréactivité du TCR, la 

signalisation cytokinique et l’interaction avec les CPAs thymiques. Initialement décrites 

comme provenant de cellules DP (CD4+CD8+) dans le cortex (Bensinger et al., 2001; Liston 

et al., 2008), il semble que les nTreg soient principalement issues de thymocytes immatures à 

l’état SP CD4+ dans la médulla (Lee and Hsieh, 2009). Des observations in vitro proposent 

que les DCs intrathymiques CD11c+CD11b-, activées par la lymphopoiétine stromale 

thymique (TSLP) exprimée par les corpuscules de Hassal, permettent la différenciation des 

LTs CD4+CD8-CD25- en CD4+CD25+FoxP3+ (Liu, 2006; Watanabe et al., 2005). Les mTECs 

favorisent également l’expression de FoxP3 par les précurseurs des cellules CD4+FoxP3+ 

(Aschenbrenner et al., 2007; Hinterberger et al., 2010)(Figure 19). En plus du rôle majeur 

joué par la reconnaissance spécifique par le TCR (Picca et al., 2006), les signaux de 

costimulation ont un rôle essentiel dans le développement des nTregs. En effet, des études 

montrent qu’une déficience pour certaines molécules de costimulation telles que CD40, CD28 

ou B7, diminue le nombre de Tregs CD4+CD25+ dans le thymus et en périphérie (Salomon et 

al., 2000; Tai et al., 2005). Certaines cytokines, telles que l’IL-2, IL-7 ou IL-15, semblent 

également impliquées voire nécessaires au développement de ces nTregs (Burchill et al., 

2008; Vang et al., 2008). Les nTregs quittent le thymus plus tardivement que les LTs 

conventionnels (Romagnoli et al., 2012) et migrent dans les OLS et dans d’autres organes tels 

que le foie ou la peau. En périphérie, l’homéostasie et la survie des nTregs sont 

principalement assurées par la présence d’IL-2 (Fontenot et al., 2005). Le rôle des nTregs 

consiste notamment à inhiber les LTs effecteurs autoréactifs ayant échappé à la sélection 

thymique et potentiellement responsables de MAIs. 
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Figure 19 : Génération de nTregs dans le thymus (identifiés FoxP3+ tTregs). 
D’après (Josefowicz and Rudensky, 2009). 
 

En transplantation, une tolérance centrale peut être obtenue à la suite du développement 

d’un chimérisme hématopoïétique, correspondant à la colonisation du thymus par des cellules 

hématopoïétiques du donneur qui vont participer à la sélection du répertoire lymphocytaire, 

après une greffe de moelle osseuse allogénique. Les thymocytes capables de reconnaître les 

autoantigènes, mais également les antigènes du donneur comme éléments du « soi », meurent 

ainsi par apoptose suite à la sélection négative dans le thymus. De nombreuses études 

montrent que l’établissement d’un chimérisme hématopoïétique en allotransplantation conduit 

à un état de tolérance immunologique, non seulement chez le rongeur, mais aussi chez le porc, 

le primate et chez l’Homme (Bühler et al., 2002; Kawai et al., 1995, 2008; Sachs et al., 2011). 

Malgré la toxicité des traitements d’induction (irradiation totale ou thymique, anticorps 

déplétants, drogues immunosuppressives…) et le nombre d’études limité, cette stratégie 

d’induction de tolérance est prometteuse et à l’étude pour une application clinique large (Page 

et al., 2012). 
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3.2 La tolérance périphérique 

 Malgré l’activité du facteur de transcription AIRE, tous les TSAs ne sont pas exprimés 

dans la médulla du thymus ou le sont en quantité insuffisante. L’organisme a donc développé 

des mécanismes de tolérance périphérique pour pallier à la présence de LTs autoréactifs 

matures circulant en périphérie. Ils peuvent être de nature passive (délétion clonale, ignorance 

ou anergie) (Figure 20) ou active (suppression par les Tregs), et agir de manière isolée ou en 

synergie. Ces mécanismes, empêchent la réponse autoimmune, limitent également les 

réponses immunitaires trop fortes contre des antigènes étrangers (allergie, asthme) et 

permettent une tolérance foeto-maternelle. 

 
Figure 20 : Les mécanismes de tolérance passive. 
 

3.2.1 La délétion clonale/l’apoptose 

Plusieurs mécanismes d’apoptose sont impliqués dans la délétion clonale des 

LTs (Brenner et al., 2008):  

- l’apoptose passive (activated-T cells autonomous death, ACAD) lors de la privation de 

facteurs de croissance (IL-2, IL-4, IL-9, IL-15, IL-21), induite par le facteur 

proapoptotique Bim et la baisse d’expression du facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Hildeman 

et al., 2002) 

- l’apoptose active induite par des stimulations répétées du TCR et de fortes concentrations 

en antigène (activation induced cell death ou AICD), ce qui entraîne l’expression de FasL 

à la surface des LTs activés (Brunner et al., 1995). En se liant à Fas lui aussi exprimé par 

les LTs, FasL transduit un signal de mort et l’activation de caspases. En plus de sa 
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fonction de facteur de survie, l’IL-2 est également nécessaire à l’induction d’AICD lors de 

l’expansion des LTs (Lenardo, 1991) et favoriserait l’expression de FasL.  

Néanmoins, d’autres mécanismes d’apoptose des LTs en périphérie, impliquant l’activation 

de NF-kB, existent et induisent une tolérance à l’allogreffe cardiaque chez la souris déficiente 

pour Fas (Li et al., 1999a). L’ACAD contrôle l’homéostasie des LTs en réponse aux antigènes 

étrangers alors que l’AICD est plutôt impliquée dans le contrôle de la réponse aux antigènes 

du soi et permet d’éliminer les LTs autoréactifs. Ainsi, des mutations du gène Fas chez 

l’Homme entraînent une dérégulation de l’homéostasie lymphocytaire et le développement de 

maladies lymphoprolifératives autoimmunes (Worth et al., 2006). 

3.2.2 L’ignorance 

L’ignorance immunologique consiste en l’absence de rencontre entre les CPAs et les 

LTs. L’importance de ce phénomène a été démontrée en utilisant des souris exprimant un 

TCR transgénique reconnaissant un peptide viral particulier (Ohashi et al., 1991). En les 

croisant avec des souris transgéniques exprimant le peptide à la surface des îlots 

pancréatiques, les auteurs ont remarqué qu’elles ne développaient pas de diabète, et ce malgré 

une forte réactivité des LTs vis-à-vis du peptide in vitro. En revanche, l’injection du peptide 

viral en périphérie active les LTs qui détruisent alors les îlots. Cette expérience a permis de 

montrer que les LTs autoréactifs demeurent présents et fonctionnels mais ignorent la présence 

de l’antigène. La faible quantité d’antigène, la séquestration ou séparation physique 

d’antigènes par des barrières anatomiques (barrière hématoencéphalique, œil, testicules) sont 

des causes d’ignorance immunologique. Ce mécanime est peu important en transplantation. 

Toutefois, le blocage de l’infiltration du greffon, de la migration des DCs ou de la sortie des 

LTs activés des OLS pourraient constituer une certaine forme d’ignorance. 

3.2.3 L’anergie 

L’anergie est caractérisée par l’incapacité fonctionnelle des LTs à proliférer et à 

produire de l’IL-2 après réactivation par leur antigène (Jenkins and Schwartz, 1987; Schwartz, 

1990). Elle résulte de l’activation incomplète des LTs en l’absence de costimulation. Cet état 

peut être levé par apport exogène d’IL-2 (Beverly et al., 1992) ou sous des conditions 

proinflammatoires (infections) (Knoechel et al., 2006; Röcken et al., 1992). L’anergie des LTs 

se développe sous différentes conditions : 

- un défaut de costimulation par les CPAs 
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- une interaction de faible affinité entre le TCR et le complexe CMHp (Sloan-Lancaster et 

al., 1996) 

- une interaction inhibitrice via CTLA-4/B7. Ce ligand est exprimé tardivement par les LTs 

après activation, lie les molécules B7 avec une forte affinité, transduit un signal négatif et 

stoppe la progression dans le cycle cellulaire. Les souris déficientes pour CTLA-4 

développent une autoimmunité spontanée (Tivol et al., 1995; Waterhouse et al., 1995) et 

les LTs CD4+ CTLA-4-/- sont réfractaires à l’induction d’anergie (Greenwald et al., 2001) 

- une interaction inhibitrice via PD-1 (Programmed Death-1)/PDL-1 (Chikuma et al., 2009). 

Certaines CPAs, comme les macrophages (Hoves et al., 2006) et les DCs tolérogènes 

(Rutella et al., 2006; Torres-Aguilar et al., 2010), immatures ou maturées sous des conditions 

spécifiques, ont la capacité de rendre les LTs anergiques par la sécrétion de cytokines 

suppressives et par une costimulation inadéquate. En transplantation, les LTs rendus 

anergiques in vitro, par contact avec des CPAs du donneur en présence d’anticorps anti-

CD80/CD86, sont capables de transférer la tolérance à l’allogreffe de rein chez le primate 

non-humain (Bashuda et al., 2005). 

3.2.4 La suppression/régulation 

La tolérance périphérique peut être induite par des cellules dites régulatrices ou 

suppressives inhibant l’activation ou les fonctions effectrices des cellules avoisinantes. La 

régulation ou suppression est un mécanisme actif impliquant des contacts cellulaires ou la 

sécrétion de cytokines suppressives. Après la transplantation d’organes, il est essentiel de 

contrôler à la fois la réponse immunitaire innée, induite par les dommages tissulaires, et la 

réponse immunitaire adaptative, stimulée par l’allogénicité du greffon, pour permettre la 

survie et la fonction du transplant à long terme. Différentes populations leucocytaires peuvent 

promouvoir la tolérance immune lors de la transplantation et sont donc la cible de nombreuses 

stratégies thérapeutiques. Les cellules régulatrices incluent les Tregs, les LBs régulateurs 

(Bregs), les DCs tolérogènes, les macrophages, les cellules myéloïdes suppressives (MDSCs) 

ou encore les cellules mésenchymales stromales (MSCs) (Wood et al., 2012). 

3.3 Les cellules régulatrices  

A l’heure actuelle, les cellules dites régulatrices ont été et sont toujours largement 

étudiées du fait de leur implication en transplantation mais aussi dans d’autres pathologies 

telles que les MAIs, les allergies ou le cancer. 
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3.3.1 Les lymphocytes T régulateurs 

3.3.1.1 Les Tregs CD4+ 

Le concept de la suppression de la réponse immune par les LTs a été largement 

développé dans les années 1970 (Gershon and Kondo, 1970, 1971; Gershon et al., 1972) puis 

abandonné en l’absence de caractérisation précise de ces cellules. La « résurrection » de ce 

concept a eu lieu en 1995 par Sakaguchi qui a décrit le rôle d’une sous-population de LTs 

CD4+CD25+ dans le contrôle des réactions autoimmunes de la souris (Sakaguchi et al., 1995; 

Shevach, 2011). Les Tregs les plus étudiées et donc les mieux caractérisées sont les nTregs 

CD4+CD25+FoxP3+, sélectionnées par des interactions de haute avidité dans le thymus. Les 

deux dernières décennies ont été le théatre de la découverte de nombreux types différents de 

Tregs incluant les Tregs CD8+, les LTs doubles négatifs CD3+CD4-CD8-, les NKT, les LTs 

, ces différentes populations restant cependant moins étudiées en comparaison aux Tregs 

CD4+. Il existe deux sous-types de Tregs : les nTregs, représentant 5 à 10% du répertoire des 

LTs CD4+ (Itoh et al., 1999), et les Tregs induites (iTregs). Alors que les nTregs se 

développent comme une lignée distincte dans le thymus, les iTregs dérivent de LTs 

conventionnels naïfs en périphérie, préférentiellement émigrés récemment du thymus (Paiva 

et al., 2013), et peuvent être générées in vitro (Curotto de Lafaille and Lafaille, 2009).  

3.3.1.1.1 Les Tregs CD4+CD25+FoxP3+ 

Depuis l’identification du marqueur CD25 par Sakaguchi, de nombreux autres 

marqueurs de surface ont été proposés pour mieux définir les Tregs tels que GITR 

(Glucocorticoid-Induced Tumor necrosis factor Receptor family-related protein)(Shimizu et 

al., 2002), CTLA-4 (Takahashi et al., 2000), CD62L (Szanya et al., 2002), CD103 ( 

Integrin) et LAG-3 (Huang et al., 2004). L’expression de ces marqueurs n’est cependant pas 

spécifique et est modifiée après activation, rendant alors impossible la distinction entre les 

Tregs et les LTs conventionnels. L’utilisation de CD127 (chaîne alpha du récepteur à l’IL-7) 

couplé au marqueur CD25 (CD127lowCD25high) permet une meilleure discrimination des 

Tregs par rapport aux cellules activées (Liu et al., 2006). Une avancée majeure dans la 

biologie des Tregs a été la découverte de l’expression constitutive du facteur de transcription 

FoxP3 (forkhead box P3), nécessaire pour leur développement, leur identité et leur fonction 

(Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003). La mutation du gène FoxP3 entraîne un désordre 

lymphoprolifératif chez la souris (Brunkow et al., 2001) et un syndrome IPEX (Immune 

dysregulation Polyendocrinopathy Enteropathy X linked), associant déficit immunitaire et 
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MAIs chez l’Homme (Bacchetta et al., 2006). Le gène Foxp3 reste aujourd’hui un des 

marqueurs les plus fiables pour identifier les Tregs CD4+, même si chez l’Homme, son 

expression peut augmenter de façon transitoire dans les LTs activés sans pour autant leur 

conférer des fonctions régulatrices (Morgan et al., 2005). Les marqueurs Helios et Nrp-1 

(neuropilin-1) ont été proposés pour distinguer les nTregs des Tregs induites en périphérie 

(Thornton et al., 2010; Yadav et al., 2012). Cependant, ils reflèteraient surtout différents états 

d’activation des deux types cellulaires et leur fiabilité est remise en question (Akimova et al., 

2011). En revanche, la spécificité du TCR distingue les nTregs des iTregs (Lee et al., 2012). 

Les nTregs sont sélectionnées positivement dans le thymus pour des antigènes du soi, 

notamment les TSAs, et sont susceptibles de rencontrer une source constante de leur antigène 

spécifique en périphérie. Cette présence continue de l’antigène pourrait expliquer leur 

expression constitutive de molécules considérées comme des marqueurs d’activation chez les 

non-Tregs tels CD25, GITR et CTLA-4 et jouerait un rôle dans leur longévité et stabilité. Au 

contraire, les iTregs sont dérivées de LTs naïfs sélectionnés dans le thymus, ayant une faible 

affinité pour les antigènes du soi et une affinité plus forte pour les antigènes étrangers, qui 

induisent leur développement en périphérie. Une fois l’antigène étranger éliminé, par exemple 

lors du rejet d’allogreffe, les iTregs peuvent manquer d’une stimulation suffisante de leur 

TCR pour leur maintien continu ou leur stabilité. 

Les mécanismes à l’origine de l’induction de Tregs en périphérie in vivo et in vitro sont 

nombreux (Schmitt and Williams, 2013). Ainsi, chez la souris, la conversion in vitro de LTs 

CD4+CD25- naïfs des OLS et du sang périphérique en Tregs CD25+FoxP3+ requiert la 

présence de TGF-1 et d’IL-2 (Chen et al., 2003; Davidson et al., 2007). D’autres études 

montrent le développement de iTregs in vivo dans des conditions tolérogènes ou durant une 

inflammation chronique, de type asthme (Weiss et al., 2012) ou colite (Haribhai et al., 2009). 

L’absence d’une costimulation optimale accompagnant la rencontre avec l’antigène favorise 

l’induction de iTregs, notamment dans les cas d’infusion d’antigènes par des mini-pompes 

osmotiques (Apostolou and von Boehmer, 2004) ou des injections intraveineuses 

(Thorstenson and Khoruts, 2001), ou par administration d’anticorps bloquants anti-CD4 

(Cobbold et al., 2004). Dans des modèles murins d’allotransplantation, les iTregs sont 

générées par le traitement du receveur avec une DST en combinaison avec un anticorps anti-

CD4 non déplétant (Kingsley et al., 2002) ou des anti-CD40L (Burrell and Bromberg, 2012). 

Alors qu’une forte costimulation de CD28 ou le blocage de CTLA-4 empêchent l’induction de 

FoxP3 de novo, la signalisation via PDL-1 supporte l’induction et le maintien des iTregs chez 
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la souris (Francisco et al., 2009). Enfin, de faibles doses de ligands de forte affinité favorisent 

l’expression de FoxP3 dans les LTs CD4+ conventionnels (Gottschalk et al., 2010; 

Kretschmer et al., 2005). Le microenvironnement et les conditions de la présentation 

antigénique influent donc largement sur l’induction de Tregs in vivo. 

Plusieurs mécanismes moléculaires de suppression par les Tregs ont été identifiés et se 

classent en trois grandes catégories : la suppression induite par contact cellulaire, les 

perturbations métaboliques, et la sécrétion de cytokines inhibitrices (Figure 21). 

La suppression par contact cellulaire s’effectue par l’intermédiaire des molécules 

CTLA-4 et LAG-3 exprimées par les Tregs, qui modulent les capacités immunostimulatrices 

des DCs (Figure 21.1). La liaison de CTLA-4 à B7 permet notamment de diminuer 

l’expression de CD80-86 par les CPAs (Wing et al., 2008) et de moduler le catabolisme du 

tryptophane par surexpression d’IDO dans les DCs (Mellor et al., 2004). IDO est une enzyme 

qui permet la dégradation du tryptophane et entraîne la production de métabolites pro-

apoptotiques induisant la suppression des LTs effecteurs (Fallarino et al., 2003).  Par ailleurs, 

l’interaction LAG3/CMH-II inhibe la maturation  des DCs, empêchant ainsi l’activation des 

LTs (Liang et al., 2008). De plus, les Tregs induisent l’apopotose des cellules effectrices par 

cytolyse via un contact cellulaire et la sécrétion de molécules cytotoxiques telles que les 

granzymes B, de façon dépendante ou non de la perforine (Gondek et al., 2005; Grossman et 

al., 2004). La voie PD-1/PD-L1 est également utilisée par les Tregs pour exercer leur fonction 

suppressive, en induisant notamment l’apoptose des LBs autoréactifs (Gotot et al., 2012). 

La suppression par perturbations métaboliques consiste à modifier l’environnement 

biochimique ou cytokinique extracellulaire ou parfois intracellulaire, le rendant délétère pour 

les cellules cibles. Certaines études ont mis en évidence l’implication de l’ATP (adénosine 

triphosphate) et de l’AMPc (adénosine monophosphate cyclique) dans la fonction suppressive 

des Tregs (Figure 21.2). L’AMPc est un puissant inhibiteur de la prolifération cellulaire et de 

la synthèse d’IL-2 par les LTs. L’étude de Bopp a ainsi mis en évidence le transport 

intercellulaire du facteur suppressif AMPc des Tregs vers les cellules effectrices à travers les 

jonctions GAP (Bopp et al., 2007) formées entre les deux types cellulaires. Par ailleurs, les 

ectoenzymes CD39 et CD73 des Tregs de souris sont capables de convertir l’ATP 

inflammatoire extracellulaire (relarguée lors de dommages cellulaires) en AMP puis en 

adénosine anti-inflammatoire, qui se lie au récepteur à l’adénosine A2A des LTs effecteurs et 

augmente l’AMPc intracellulaire inhibant leur fonction (Deaglio et al., 2007). Une étude chez 

l’Homme a notamment mis en évidence la diminution d’une population de Tregs 
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Foxp3+CD39+ chez des patients en phase de rechute de sclérose multiple, suggérant 

l’importance de ces cellules dans le contrôle des MAIs chez l’Homme (Borsellino et al., 

2007). Enfin, les Tregs peuvent induire l’apoptose des LTs effecteurs par compétition pour la 

consommation d’IL-2, en les privant de leur facteur de croissance (Pandiyan et al., 2007; de la 

Rosa et al., 2004). 

Par ailleurs, les cytokines immunosuppressives IL-10 (Asseman et al., 1999), TGF- 

et IL-35 ont été impliquées dans la fonction suppressive des Tregs (Figure 21.3). Le rôle de 

l’IL-10 dans la régulation par les Tregs a été mis en évidence dans différents modèles murins 

d’autoimmunité, d’infection, de transplantation et d’inflammation (Sakaguchi, 2004). L’IL-10 

est particulièrement importante pour la fonction des Tregs aux interfaces avec 

l’environnement (colon, poumon, peau)(Rubtsov et al., 2008) et contrôle les Th17 et une 

population unique de profil Th1+Th17 dans un modèle de colite intestinale (Huber et al., 

2011). Chez la souris, le TGF- sécrété par les Tregs inhibe la prolifération des LTs effecteurs 

activés et induit la génération de novo de LTs CD4+FoxP3+ à partir de précurseurs naïfs, 

phénomène qualifié de tolérance infectieuse (Andersson et al., 2008). De façon similaire, les 

Tregs sécrètent constitutivement la cytokine hétérodimérique Ebi3-IL-12, appelée IL-35, qui 

inhibe la prolifération des LTs effecteurs (Collison et al., 2007). En son absence, les Tregs 

sont inefficaces à endiguer la prolifération homéostatique de LTs transférés dans un animal 

immunodéficient et à protéger du développement de la colite. De plus, le traitement de LTs 

naïfs murins et humains avec l’IL-35 induit une population de Tregs qui exercent leur 

suppression via l’IL-35, indépendamment de l’IL-10 et du TGF-, et sont capables de 

tolérance infectieuse in vitro et in vivo (Collison et al., 2010). Enfin, la production d’IL-35 par 

des Tregs ICOS+ inhibe la production d’IL-17 et l’allergie des voies aériennes déjà établie 

chez la souris (Whitehead et al., 2012). 

Plus généralement, les Tregs CD4+CD25+ sont impliquées dans l’induction et/ou le 

maintien de la tolérance en transplantation, en agissant sur de multiples effecteurs du rejet. 

Dans un modèle murin transgénique de greffe de peau, les Tregs inhibent l’activation des LTs 

CD8+ naïfs effecteurs dans les ganglions drainant la greffe puis, plus tardivement, empêchent 

la génération de LTs CD8+ mémoires spécifiques du donneur dans le greffon (Carvalho-

Gaspar et al., 2008). De plus, les Tregs peuvent inhiber la fonction lytique des CTLs (Mempel 

et al., 2006), la réaction DTH, l’activation des CEs et le recrutement des leucocytes durant 

l’inflammation (Maganto-García et al., 2011). Les Tregs localisées dans les centres 

germinatifs chez la souris et l’Homme peuvent réguler l’immunité humorale, en inhibant la 
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maturation de l’affinité des anticorps et la différenciation en plasmocytes (Chung et al., 2011). 

Enfin, les Tregs suppriment un large panel de réponses immunitaires à travers la suppression 

« bystander » non spécifique (Karim et al., 2005), indépendante de l’antigène, et maintiennent 

un état d’immunosuppression stable à travers la tolérance infectieuse (Andersson et al., 2008; 

Qin et al., 1993). Par ce biais, les Tregs expandent leur capacité suppressive et favorisent le 

développement de iTregs de spécificité antigénique distincte. 

 
Figure 21 : Mécanismes de suppression par les Tregs CD4+CD25+FoxP3+. 
D’après (Schmitt and Williams, 2013). 
 

De la même manière que pour le maintien de la tolérance envers les antigènes non 

pathogènes qui permet d’éviter les réponses auto-immunes, la balance entre les Tregs et les 

LTs effecteurs en transplantation va influencer le devenir du greffon vers le rejet ou la 

tolérance. Chez un receveur d’allogreffe, la présence de nTregs n’est pas suffisante pour 

inhiber l’action des LTs alloréactifs et éviter le rejet. L’induction de tolérance requiert donc 

l’expansion des nTregs et/ou l’induction de iTregs avant la transplantation. Un sous-type ou 

les deux sous-types de Tregs sont également nécessaires au maintien de la tolérance. 

L’importance des Tregs dans ces phénomènes a été mise en évidence dans de nombreux 

modèles animaux (Feng et al., 2008; Francis et al., 2011; Golshayan et al., 2007; Graca et al., 



INTRODUCTION-LA TOLERANCE EN TRANSPLANTATION 

76 
 

2002a, 2002b; Tsang et al., 2009). Chez l’homme, le rôle des Tregs en transplantation n’est 

pas encore clairement établi, bien que l’étude des patients dits "opérationnellement tolérants" 

permette à présent de mieux le caractériser. Ces patients possèdent une fonction stable du 

greffon, bien qu’ils ne soient plus sous immunosuppression suite à un arrêt de traitement. 

Certaines études suggèrent que la présence de Tregs serait associée à la tolérance et pourrait 

éventuellement servir de biomarqueur pour prédire le risque de rejet et identifier les patients 

tolérants. Ainsi, plusieurs études ont détecté une augmentation de la proportion de Tregs 

CD4+FoxP3+ par rapport aux LTs CD4+ totaux, et une augmentation de leur nombre absolu, 

dans le sang périphérique de patients tolérant leur greffe de foie, par rapport aux patients 

stables sous immunosuppression, à des volontaires sains ou à des patients en phase de rejet 

(Li et al., 2004; Martínez-Llordella et al., 2007; Pons et al., 2008). De plus, les patients 

transplantés rénaux opérationnellement tolérants possèdent un profil d’expression de gènes 

associés aux Tregs tels que Foxp3, le TGF-β et son récepteur (Moraes-Vieira et al., 2012). 
Enfin, d’après une étude de notre laboratoire, les patients en rejet chronique possèdent moins 

de Tregs CD4+CD25highFoxp3+ que les patients tolérants ou les volontaires sains, suggérant 

que le maintien du nombre de Tregs en périphérie est important pour la tolérance (Braudeau et 

al., 2007).  

Toutefois, certains patients ne présentent pas d’augmentation de Tregs dans le sang 

périphérique mais une accumulation principalement dans l’organe greffé. Shan et al ont 

récemment compilé 20 études cliniques corrélant la présence de Tregs humaines avec l’issue 

de greffes de foie, de cœur, de poumon et de rein (Shan et al., 2011). Des niveaux élevés de 

Tregs dans le greffon, détectés par l’augmentation relative de cellules FoxP3+ ou de l’ARNm, 

sont généralement positivement corrélés avec une meilleure fonction de la greffe, alors que le 

nombre de Tregs circulant, plus aisément analysable, ne corrèle pas systématiquement avec le 

résultat de la transplantation. De même, l’étude de Bestard a montré que les patients 

transplantés rénaux, ne répondant quasiment pas contre leur donneur après transplantation, 

présentent un nombre plus élevé de Tregs CD4+FoxP3+ au sein de l’allogreffe en comparaison 

aux patients toujours alloréactifs (Bestard et al., 2007). Enfin, des niveaux élevés d’ARNm 

FoxP3+ ont été détectés dans les biopsies d’allogreffes de patients opérationnellement 

tolérants ayant recu une greffe combinée de moelle osseuse et de rein (Kawai et al., 2008). Le 

recrutement des Tregs au sein du greffon joue donc un rôle important dans le contrôle du rejet 

(Taflin et al., 2010) et l’induction de tolérance mais son étude nécessite une biopsie de 

l’organe greffé.  
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3.3.1.1.2 Les Tregs CD4+HLA-DR+ 

Chez l’Homme, Jonuleit et collègues ont montré l’expression de la molécule du CMH-

II, HLA-DR, par les nTregs CD4+CD25+ et sa surexpression après activation (Jonuleit et al., 

2001). La molécule HLA-DR identifie une population de nTregs CD4+CD25high mature 

fonctionnellement très active (Baecher-Allan et al., 2006). La population de Tregs HLA-DR+ 

représente environ 30% du pool de Tregs CD4+CD25highCD62Lhigh. Fonctionnellement, en 

condition de stimulation polyclonale anti-CD3/anti-CD28, les Tregs HLA-DR+ surexpriment 

fortement FoxP3 et inhibent précocement et par contact la prolifération des LTs CD4+ et la 

sécrétion d’IFN, d’IL-4 et d’IL-10, alors que les Tregs DR- exercent une suppression plus 

tardive corrélant avec l’induction de FoxP3, via le contact ou la sécrétion d’IL-10, et 

n’inhibent pas la sécrétion d’IL-4 et d’IL-10 (Baecher-Allan et al., 2006). L’activité 

régulatrice des Tregs HLA-DR+ est modulée par les LTs CD4+ répondeurs fortement activés 

qui induisent l’apoptose des Tregs via la sécrétion de granzyme B (Ashley and Baecher-Allan, 

2009). D’après une autre étude, le blocage de la molécule du CMH-II sur les nTregs 

CD4+CD25+FoxP3+, activées préalablement par des mo-DCs allogéniques, abroge leur 

capacité à inhiber la prolifération de LTs CD4+ effecteurs stimulés polyclonalement, 

suggérant un rôle potentiel de la molécule du CMH-II dans le contact avec les LTs effecteurs 

et la fonction des Tregs (Peiser et al., 2007).  

Les Tregs CD4+CD127low/-CD25+FoxP3+HLA-DR+ sont impliquées dans 

l’accouchement prématuré lors d’une grossesse et dans le rejet aigu de greffe de rein 

(Kisielewicz et al., 2010). Dans ces deux situations, le niveau d’expression de HLA-DR 

(Mean Fluorescence Intensity) parmi les Tregs FoxP3+HLA-DR+ diminue fortement, 

suggérant une élimination des Tregs HLA-DRhigh+ de la circulation, conduisant alors à une 

baisse de l’activité suppressive globale du pool de Tregs CD4+CD127low/-CD25+FoxP3+, en 

comparaison aux grossesses normales et aux transplantés stables. Une autre étude du même 

groupe a analysé les différences dans la composition du pool total de Tregs CD4+CD127low/-

FoxP3+ (selon les marqueurs HLA-DR et CD45RA) entre des patients greffés rénaux stables 

et des patients en rejet. Ils ont ainsi démontré la disparition de la population de Tregs HLA-

DRhigh+CD45RA- chez les patients en rejet aigu, causant une diminution de l’activité 

suppressive du pool total de Tregs, et pouvant constituer un outil prédictif du rejet de greffe 

(Schaier et al., 2012). En effet, la détermination de la MFI HLA-DR des Tregs HLA-DR+ du 

sang permet une discrimination sensible, spécifique et non-invasive entre les patients rejetant 

ou non leur greffe rénale (Schaier et al., 2013). Ce même groupe a également montré que le 
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traitement des patients en rejet aigu avec la methylprednisolone induit une augmentation 

temporaire du pourcentage des Tregs HLA-DRhigh+CD45RA- (Seissler et al., 2012). 

Chez le rat et dans notre modèle de transplantation cardiaque associée à un traitement 

AdCD40Ig, environ 30% des Tregs CD8+CD40Ig expriment la molécule du CMH-II RT1.B, 

qui identifie une sous-population phénotypiquement distincte et capable de transférer la 

tolérance (résultats non publiés). 

3.3.1.1.3 Les cellules Tr1 

Les cellules Tr1 sont une population de Tregs induites en périphérie qui se développent 

en présence d’IL-10 et régulent les réponses effectrices à travers la sécrétion d’IL-10 et de 

TGF- (Battaglia et al., 2006a) ou via la cytotoxicité dépendante de granzyme B et perforine 

(Magnani et al., 2011). L’induction in vivo de cellules Tr1 par une combinaison d’IL-10 et de 

rapamycine chez la souris permet d’établir une tolérance spécifique à long terme à une 

allogreffe d’îlots pancréatiques (Battaglia et al., 2006b). Des études cliniques de thérapie 

cellulaire utilisant les Tr1 pour la prévention de la GvHD sont actuellement en cours en Italie, 

avec des premiers résultats encourageants (Battaglia and Roncarolo, 2011a; Roncarolo and 

Battaglia, 2007). 

 

3.3.1.2 Les Tregs CD8+ 

Les Tregs CD8+ jouent un rôle majeur dans le maintien de l’homéostasie immune et 

sont impliquées dans le contrôle d’un large panel de réponses immunes telles que l’immunité 

intestinale, l’autoimmunité, le privilège immun de l’œil, la tolérance orale, la prévention de la 

GvHD et du rejet de greffe (Pomié et al., 2008). Grâce aux études phénotypiques et 

fonctionnelles récentes, plusieurs populations de Tregs CD8+ se distinguent chez la souris, le 

rat et l’Homme. 

3.3.1.2.1 Les Tregs CD8+CD45RClow 

Le CD45 (ou LCA pour Leucocyte common antigen) est une tyrosine phosphatase 

transmembranaire, essentielle pour la signalisation par les récepteurs TCR et BCR après 

reconnaissance antigénique (Hermiston et al., 2003). Le CD45 régule notamment les kinases 

Src nécessaires à la transduction des signaux. Plusieurs isoformes du CD45 peuvent être 

générées par l’épissage alternatif de trois exons, conduisant à des changements dans le 

domaine extracellulaire de la molécule : les isoformes ABC, AB, BC, B et O, reconnues par 
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des anticorps dirigés contre les domaines CD45RA (clone OX33), CD45RB, CD45RC (clone 

OX22) et CD45RO (Figure 22).  

L’expression des différentes isoformes du CD45 par un LT évolue lors de son activation  

(Birkeland et al., 1989) et permet de dissocier les LTs naïfs des LTs mémoires. En effet, de 

façon générale, les LTs naïfs expriment les isoformes les plus longues et sont généralement 

positifs pour CD45RA alors que les LTs activés et mémoires expriment l’isoforme la plus 

courte, CD45RO, facilitant l’activation T.  

 
Figure 22 : Représentation schématique des isoformes CD45RABC et CD45RO. 
D’après (Hermiston et al., 2003). 
 

Chez le rat, le niveau d’expression de l’isoforme CD45RC divise les LTs CD4+ et CD8+ 

en deux populations distinctes, aux caractéristiques différentes. De même, chez l’Homme, son 

niveau d’expression distingue deux populations parmi les LTs CD4+ et trois populations 

parmi les LTs CD8+. Chez le rat, les LTs CD45RChigh produisent préférentiellement des 

cytokines de type Th1 (IFN, IL-2) alors que la production de cytokines anti-inflammatoires 

de type Th2 (IL-4, IL-13, IL-10) est restreinte aux LTs CD45RClow (Subra et al., 2001; 

Xystrakis et al., 2004a). Au sein des LTs CD4+ et des LTs CD8+, la proportion relative des 

populations CD45RClow ou CD45RChigh varie entre les souches de rats et est génétiquement 

contrôlée par les mêmes régions chromosomiques que celles influençant la susceptibilité aux 

MAIs (Fournié et al., 2001; Subra et al., 2001). Les LTs CD45RClow sont prépondérants chez 

les rats Brown Norway, susceptibles aux MAIs de type Th2 alors que LTs CD45RChigh sont 

majoritaires chez les rats LEWIS (LEW), susceptibles aux MAIs à réponse Th1.  
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Les LTs CD4+CD45RClow sont impliqués dans les maladies inflammatoires. Chez 

l’Homme, l’équipe de Saoudi a montré que les patients atteints de vasculite associée à ANCA 

en rémission présentent une augmentation de la proportion des LTs CD4+CD45RClow 

comparés aux patients atteints de lupus érythémateux systémique ou aux individus sains 

(Ordonez et al., 2009). Chez le rat, les LTs CD4+CD45RClow préviennent du diabète 

autoimmun (Fowell and Mason, 1993). De plus, dans un modèle d’arthrite, le traitement avec 

un anticorps superagoniste anti-CD28 induit une diminution du ratio 

CD4+CD45RChigh/CD4+CD45RClow dans le sang et protège de la maladie (Rodríguez-Palmero 

et al., 2006). En transplantation, les LTs CD4+CD45RClow ont été associés à la tolérance. La 

tolérance spécifique à l’allogreffe cardiaque chez le rat LEWIS.1A induite par la DST corrèle 

avec la diminution de la population CD4+CD45RChigh dans le greffon (Josien et al., 1995). De 

plus, Xystrakis et al. ont montré que les LTs CD4+CD45RChigh peuvent induire une GvHD 

aiguë et chronique contrairement aux LTs CD4+CD45RClow (Xystrakis et al., 2004b). 

Toutefois, ces dernières ne sont pas efficaces pour prévenir de la GvHD. 

 

Les réelles propriétés régulatrices des LTs CD45RClow ont été décrites dans le 

compartiment CD8+ chez le rat par Xystrakis et collègues en 2004 (Xystrakis et al., 2004c). Ils 

ont décrit une population de nTregs CD8+CD45RClow chez le rat LEW, présentant une plus 

forte expression d’ARNm FoxP3 et CTLA-4 que les LTs CD8+CD45RChigh, et produisant de 

l’IL-4, IL-10 et IL-13 après stimulation in vitro. D’après une autre étude de Han et collègues, 

2.6% seulement des Tregs CD8+CD45RClow d’animaux LEW naïfs expriment la protéine 

FoxP3 (Han et al., 2007). Chez l’Homme, l’analyse de l’expression du marqueur CD45 chez 

des individus sains permet d’identifier trois sous-populations : CD8+CD45RClow, 

CD8+CD45RCint et CD8+CD45RChigh, dont les proportions sont très variables selon les 

individus (Ordonez et al., 2009, 2013). Les sous-types CD45RChigh et int contiennent une 

majorité de cellules naïves CD45RA+RO−CCR7+ alors que les CD45RClow contiennent 

majoritairement des cellules mémoires effectrices CD45RA−RO+CCR7− ou centrales 

CD45RA−RO+CCR7+. Après stimulation allogénique in vitro, les LTs CD8+CD45RClow 

produisent les plus fortes quantités d’IL-17, IL-4, IL-5 et IL-10 alors que les LTs 

CD8+CD45RCint ont une production intermédiaire des mêmes cytokines et d’IFN(Ordonez 

et al., 2013).  

Fonctionnellement, les mécanismes de suppression des nTregs CD8+CD45RClow in 

vitro sont peu décrits. Ils inhibent la sécrétion d’IFNet la prolifération des LTs 

CD8+CD45RChigh naïfs syngéniques en coculture avec des splénocytes semi-allogéniques 
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déplétés en LTs (Xystrakis et al., 2004c). Des expériences de blocage des cytokines IL-4, IL-

10 et TGF- avec des anticorps neutralisants et de coculture en transwell suggèrent un 

mécanisme de suppression dépendant d’un contact cellulaire et non par la sécrétion de 

facteurs solubles. De plus, l’existence d’un mécanisme de cytotoxicité a été écartée. In vivo, le 

tranfert de nTregs CD8+CD45RClow inhibe la GvHD induite par le transfert de LTs CD4+ 

(Xystrakis et al., 2004c). De même, les Tregs CD8+CD45RClow sont associées à la rémission 

des rats atteints d’uvéite auto-immune expérimentale, par comparaison aux rats atteints de la 

forme récurrente, et peuvent prévenir de la maladie (Han et al., 2007). 

Notre équipe a par ailleurs décrit une population de Tregs CD8+CD45RClow (appelées 

Tregs CD8+CD40Ig), induites in vivo par la transplantation et le blocage de l’interaction 

CD40/CD40L avec un AdCD40Ig. Les Tregs CD8+CD40Ig présentent une augmentation de 

l’expression des transcrits GITR, TGF-, IL-2, CD25 par rapport aux nTregs 

CD8+CD45RClow (Guillonneau et al., 2007a). Parmi les deux populations, environ 40% 

expriment CD62L, 20% expriment CD161 et CD28 et moins de 10% expriment CD25, OX40, 

CD103, CD122. De plus, 30% des Tregs CD8+CD40Ig expriment la molécule du CMH-II 

RT1B (appelé CMH-II pour plus de clarté par la suite). Enfin, environ 36% des Tregs 

CD8+CD40Ig sécrètent de l’IFN après stimulation. L’étude du répertoire TCR des Tregs 

CD8+CD45RClow de la rate par Immunoscope révèle un répertoire naïf polyclonal et non 

biaisé alors que les Tregs CD8+CD40Ig présentent un répertoire altéré pour la chaîne V11 du 

TCR, avec un pic à la même longueur de CDR3 (9 AAs) pour les quatre animaux étudiés. La 

quantification relative des transcrits V11 dans la rate montre une accumulation onze fois 

plus importante chez les Tregs CD8+CD40Ig que chez les nTregs CD8+CD45RClow. Par 

ailleurs, l’analyse Immunoscope des Tregs infiltrant le greffon démontre un biais du répertoire 

et une surexpression des transcrits pour les chaînes V11 et V18 du TCR (Picarda et al, en 

révision). Une analyse plus fine du répertoire par séquençage de la région CDR3 a mis en 

évidence un répertoire de type privé pour les chaînes V11 et V18 du TCR (Picarda et al, en 

révision).  

Fonctionnellement, les Tregs CD8+CD40Ig induisent in vitro l’expression d’IDO par les 

CEs du donneur via leur sécrétion d’IFN(Guillonneau et al., 2007a).Elles  inhibent plus 

efficacement in vitro la prolifération de LTs CD4+ effecteurs, stimulés par des  pDCs 

allogéniques, que les nTregs CD8+CD45RClow. Des expériences de culture en système de 

transwell montrent l’existence de mécanismes de suppression à la fois à distance impliquant 

IDO, et dépendants d’un contact celullaire impliquant l’IFN et FGL2 (Li et al., 2010)(Bézie, 
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Picarda et al., en révision). L’IL-34 sécrétée par les Tregs CD8+CD40Ig est également 

impliquée dans leur fonction suppressive (Bézie, Picarda et al., en préparation). De plus, les 

Tregs CD8+CD45RClow semblent capables de cytotoxicité lors d’une stimulation allogénique 

par les pDCs (Picarda et al., résultats non publiés). In vivo, la génération de Tregs 

CD8+CD40Ig par la combinaison du traitement CD40Ig et de la transplantation induit une 

survie à long-terme de l’allogreffe cardiaque (Guillonneau et al., 2007a). De plus, les Tregs 

CD8+CD40Ig sont capables de transférer itérativement et jusqu’à quatre fois la tolérance par 

transfert adoptif chez des receveurs secondaires naïfs irradiés. Plus précisément, le transfert 

des Tregs CD8+CD40IgCMH-II+ induit une survie à long terme, suggérant un rôle crucial de 

cette sous-population dans l’activité des Tregs (résultats non publiés). Le transfert des Tregs 

CD8+CD40Ig augmente l’expression d’IFN et d’IDO dans le greffon des receveurs, et le 

blocage de chacune de ces molécules abroge la prolongation de survie du greffon après 

transfert adoptif (Guillonneau et al., 2007a). La greffe d’un coeur tierce-partie de type BN, 

d’haplotype du CMH différent, à un receveur primaire déjà greffé ou à un receveur secondaire 

transféré adoptivement avec les Tregs CD8+CD40Ig, est rejetée, indiquant l’existence d’une 

tolérance spécifique du donneur dans notre modèle. De plus, le traitement combiné 

AdCD40Ig et anticorps anti-CMH-I induit un rejet de greffe (Guillonneau et al., 2007a). La 

génération de Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du donneur requiert donc une interaction du 

TCR avec un complexe CMH-I. Par ailleurs, les Tregs CD8+CD40Ig peuvent être stimulées in 

vitro par la voie directe ou indirecte d’alloreconnaissance des alloantigènes respectivement 

sur les pDCs allogéniques ou syngéniques chargées avec un lysat de cœur du donneur (Li et 

al., 2010). Nous avons analysé la spécificité antigénique fine des Tregs CD8+CD40Ig, en 

testant in vitro une librairie d’allopeptides dérivés des molécules du CMH du donneur 

(Picarda et al., 2011)(Picarda et al., en révision). 

Les données accumulées sur d’autres populations de Tregs CD8+, récemment décrites 

chez le rat, la souris et l’Homme dans des modèles d’auto-immunité, de cancer, d’infection et 

de transplantation, participent à la compréhension des mécanismes d’action, de l’importance 

de la spécificité antigénique, et du potentiel des Tregs CD8+, en particulier les Tregs 

CD8+CD45RClow, en transplantation d’organes solides (Guillonneau et al., 2010). 

3.3.1.2.2 Les Tregs CD8+CD28- 

Chez l’Homme, les Tregs CD8+CD28- peuvent être générés in vitro via la stimulation de 

cellules mononuclées du sang périphérique par des peptides synthétiques ou des protéines 

solubles (Jiang et al., 1998b), via plusieurs cycles de stimulation par des CPAs allogéniques 
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(Liu et al., 1998), possiblement combinées aux cytokines IL-2, IL-7 et IL-15 (Yu et al., 2011) 

ou via la stimulation par des CPAs xénogéniques (Ciubotariu et al., 1998). Chez l’Homme, 

ces Tregs expriment Foxp3, GITR, CTLA-4, CD62L (Scotto et al., 2004), elles sont 

restreintes aux molécules du CMH-I (Liu et al., 1998), sont spécifiques d’antigènes et 

expriment un TCR V biaisé (Ciubotariu et al., 1998; Jiang et al., 1998b). Toutefois, une 

étude récente a remis en question l’expression de FoxP3 par les Tregs CD8+CD28- de patients 

transplantés rénaux (Korecka-Polak et al., 2011). A l’aide d’un modèle murin transgénique 

pour le TCR, Renner et collègues ont montré que la reconnaissance spécifique de l’antigène 

par le TCR des Tregs CD8+CD28- améliore la fonction suppressive de ces cellules (Renner et 

al., 2010). De plus, chez la souris, les nTregs CD8+CD28- agissent potentiellement à travers la 

sécrétion d’IL-10 et de TGF- pour prévenir du développement de la colite (Ménager-Marcq 

et al., 2006). 

Les Tregs CD8+CD28- inhibent la surexpression de CD80-86 (Liu et al., 1998) et CD40 

(Jiang et al., 1998b) par les CPAs, de CD40L par les Th (Ciubotariu et al., 1998) et induisent 

la surexpression des récepteurs inhibiteurs ILT3 et ILT4 (Immunoglobulin-Like Transcript 3 

& 4) sur les DCs, les monocytes et les CEs (Chang et al., 2002; Manavalan et al., 2004). Les 

CPAs deviennent alors tolérogènes et inhibent l’activation des LTs CD4+ effecteurs 

spécifiques d’antigène et peuvent convertir les LTs CD4+CD45RO+CD25+ anergiques en 

Tregs (Manavalan et al., 2003). 

Les Tregs CD8+CD28- sont associées à la tolérance en transplantation. Chez la souris, 

l’infusion continue d’un peptide mâle HY à l’aide de mini pompes osmotiques chez une 

souris femelle induit un délai significatif du rejet de greffe de peau mâle à travers la 

génération de Tregs CD8+CD28- (Sireci et al., 2009). Chez le rat, le traitement d’animaux 

naïfs avec la DST induit des Tregs CD8+CD28- qui inhibent le rejet aigu après transfert 

adoptif chez un receveur de greffe de foie allogénique (Liu et al., 2007). De même, Wang et 

al. ont montré que la vaccination avec des cellules T active fortement les Tregs CD8+CD28- 

dont le transfert adoptif inhibe le rejet de xénogreffe de cornée chez le rat (Wang et al., 2008). 

Chez l’Homme, les Tregs CD8+CD28- sont présentes dans la circulation de patients greffés 

cardiaques (Colovai et al., 2003; Manavalan et al., 2004). Par ailleurs, les patients transplantés 

rénaux en phase aiguë de rejet possèdent moins de Tregs CD8+CD28-FoxP3+ que les patients 

ne rejettant pas leur greffe (Karczewski et al., 2010). Enfin, d’après une étude de notre 

laboratoire, les LTs CD8+CD28- sont caractérisés par une forte expression de granzyme A et 

de perforine et ont un profil plutôt cytotoxique que suppresseur chez des patients greffés 

rénaux en rejet chronique (Baeten et al., 2006). 
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 Les Tregs CD8+

Les Tregs CD8+ sont probablement la population de nTregs CD8+ la mieux 

caractérisée (Lu and Cantor, 2008). Ces cellules expriment un TCR hétérodimérique  et 

une molécule de CD8 homodimérique . Elles interagissent avec la molécule du CMH de 

classe Ib non classique Qa-1, qui est l’équivalent de HLA-E chez l’Homme et de RTBM-1 

chez le rat. Qa-1 présente deux peptides dominants : un peptide Qdm dérivé de la séquence 

signal des CMH de classe Ia (Aldrich et al., 1992), et un peptide Hsp60p216 dérivé de la 

protéine Hsp60 (associée aux infections et à l’inflammation)(Davies et al., 2003). De plus, des 

peptides additionnels se liant à Qa-1 ont été décrits, incluant un peptide dérivé de la 

préproinsuline, des peptides dérivés de bactéries et des peptides dérivés de séquences V du 

TCR (Jiang et al., 1995, 1998a; Tang et al., 2006b). Qa-1 est principalement exprimé sur les 

LTs activés, les LBs et les DCs, et lie deux récepteurs avec des fonctions opposées. 

L’engagement du TCR par le complexe Qa-1/peptide conduit à l’activation et l’expansion de 

LTs CD8+ spécifiques d’antigènes, alors que l’engagement du récepteur CD94/NKG2A 

exprimé par les LTs CD8+, les NKs et NKTs par le ligand Qa-1/Qdm inhibe l’activité de ces 

cellules. Les LTs CD8+ n’expriment pas FoxP3, ils surexpriment les récepteurs inhibiteurs 

des NKs et LAG3 (Denning et al., 2007), sécrètent des cytokines de type Th1 hormis l’IL-2 

(Tang et al., 2006b), sécrètent plus de FGL2 et de TGF- que les LTs CD8+ (Denning et 

al., 2007) et expriment majoritairement le TCR V6 (Tang et al., 2007). Le groupe de Kumar 

a récemment analysé le profil global d’expression de gènes de ces Tregs CD8+ (Fanchiang 

et al., 2012). Elles possèdent une signature liée à l’immunité innée, surexpriment CD200, des 

récepteurs des NKs (Ly49, DAP12) et des molécules de la superfamille du TNF.  

Chez la souris, les Tregs CD8+ contrôlent l’EAE en induisant l’apoptose des LTs 

CD4+ pathogéniques après la reconnaissance du complexe Qa-1/[peptide dérivé du TCR] à 

leur surface (Smith and Kumar, 2008; Tang et al., 2006b, 2007). Elles sont également 

impliquées dans le contrôle de la kératite stromale et du diabète autoimmun 

(Panoutsakopoulou et al., 2004). La cytotoxicité exercée par ces Tregs est dépendante de 

l’IFN et de la perforine (Beeston et al., 2010; Lu et al., 2008). Dans un modèle murin 

d’arthrite autoimmune, le groupe de Cantor a récemment décrit l’inhibition du développement 

de la maladie par les Tregs CD8+ spécifiques du complexe Qa-1/Hsp60p216, mais pas du 

complexe Qa-1/Qdm (Leavenworth et al., 2013). Dans cette étude, les Tregs éliminent 

efficacement les Tfh et Th17 pathogéniques, responsables des réponses inflammatoires et 

humorales observées, par une voie dépendante de la perforine. L’immunisation in vivo avec 
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des DCs chargées avec Hsp60p216 induit l’expansion de Tregs CD8+ spécifiques qui 

empêchent efficacement le développement de l’arthrite. Enfin, le transfert in vivo de Tregs 

CD8+, sélectionnées avec un tétramère de complexe Qa-1/Hsp60p216 et expandues in vitro 

avec de l’IL-15 complexé, inhibe efficacement la progession de la maladie. 

Chez l’Homme, les Tregs CD8+ spécifiques du complexe HLA-E (homologue humain 

de Qa-1)/Hsp60sp sont impliquées dans le développement et le contrôle du diabète de type 1 

(Jiang et al., 2010) et le contrôle de la sclérose en plaque (Correale and Villa, 2008). Aucune 

étude à ce jour ne rapporte leur rôle potentiel en transplantation. 

3.3.1.2.4 Les Tregs CD8+CD122+ 

Les LTs CD8+CD122+ sont une population de nTregs nécessaire au maintien de 

l’homéostasie immune chez la souris (Rifa’i et al., 2004). Récemment, il a été montré que la 

population naturelle de LTs CD8+CD122+ peut être soit régulatrice soit mémoire, suivant 

l’expression de PD-1 et sa spécificité antigénique. Ainsi, les Tregs sont CD8+CD122+PD-1+ et 

inhibent le rejet d’allogreffe de peau in vivo alors que les LTs CD8+CD122+PD-1- spécifiques 

d’antigènes sont des LTs mémoires (Dai et al., 2010). 

Les Tregs CD8+CD122+ sécrètent de l’IL-10 (Endharti et al., 2005), qui inhibe la 

prolifération et la sécrétion d’IFN par les LTs CD8+ et CD4+ (Rifa’i et al., 2004). La 

suppression par les Tregs implique la reconnaissance préalable directe des LTs activés via les 

interactions TCR/CMH-Ip conventionnelles (Rifa’i et al., 2008), CD80-86/CD28 (Shi et al., 

2008) et PD-1/PD-L1 (Dai et al., 2010). Par ailleurs, Okuno et collègues ont étudié le 

répertoire TCR des Tregs CD8+CD122+CD49dhighIL-10+, en le comparant au répertoire des 

LTs naïfs conventionnels CD8+CD122- (Okuno et al., 2013). Par cytométrie en flux et 

Immunoscope, ils ont ainsi mis en évidence l’utilisation préférentielle de la chaîne V13 du 

TCR, suggérant une expansion clonale des Tregs matures en périphérie. De plus, le 

séquençage du CDR3 du TCR V13 a permis d’identifier un clonotype particulier de 13 AAs, 

partagé entre deux animaux. 

Le transfert de Tregs CD8+CD122+ in vivo prévient le développement de la colite 

induite par les LTs CD4+CD45RBhigh, de façon dépendante de l’IL-10 (Endharti et al., 2011), 

et réduit les symptômes de l’EAE (Lee et al., 2008). De plus, dans un modèle murin de la 

maladie autoimmune de Graves, la déplétion in vivo des Tregs CD8+CD122+ augmente 

l’incidence de l’hyperthyroidisme (Saitoh et al., 2007). Chez l’Homme, les LTs 

CD8+CXCR3+ seraient l’équivalent des Tregs CD8+CD122+ murines (Shi et al., 2009). De 
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façon similaire, ils inhibent in vitro la prolifération et la sécrétion d’IFN des LTs 

CD8+CXCR3- via la sécrétion d’IL-10. 

3.3.1.2.5 Les Tregs CD8+CD103high 

Le marqueur CD103 définit un sous-type de LTs CD8+ humains induits par des 

alloantigènes et qui possèdent les caractéristiques fonctionnelles de Tregs (Uss et al., 2006). 

Les Tregs CD8+CD103high humaines peuvent être générées in vitro par stimulation avec des 

mDCs allogéniques en présence de TGF-(Koch et al., 2008) et de rapamycine, cette dernière 

favorisant leur expansion (Uss et al., 2007). Elles produisent du TGF- et de grandes 

quantités d’IL-10 (Uss et al., 2006) et exercent leur fonction suppressive via un mécanisme 

dépendant d’un contact cellulaire (Koch et al., 2008; Uss et al., 2006).  

Chez le rat, Lu et collègues ont montré que l’expression du CD103 par les LTs CD8+ 

est augmentée in vivo chez des rats tolérants spontanément une allogreffe hépatique (Lu et al., 

2009). Comme chez l’Homme, les LTs CD8+CD103+ peuvent être générés in vitro après 

stimulation avec des alloantigènes de foie ou du TGF- et exercent une fonction suppressive 

dépendante d’un contact cellulaire. 

Chez la souris, une population de Tregs CD8+CD103highCD44-, produisant du TGF- et 

inhibant la prolifération des LTs CD4+ in vitro, régule l’inflammation dans un modèle d’iléite 

chronique in vivo (Ho et al., 2008). Egalement, une nouvelle population de Tregs induites 

CD8+FoxP3-CD103+ vient d’être décrite chez la souris (Liu et al., 2013a). Enfin, une 

population de Tregs CD8+FoxP3+, exprimant fortement CD103, est induite durant la GvHD et 

limite sa sévérité lors d’une greffe de moelle osseuse chez la souris (Beres et al., 2012). 

3.3.1.3 Le rôle de la spécificité antigénique dans la suppression par les Tregs 

La nécessité d’une interaction TCR spécifique pour l’activation et la fonction des Tregs 

fait débat dans la communauté scientifique. Des expériences in vitro ont montré que les Tregs 

requièrent l’activation par leur TCR pour l’exercice de leur fonction (Takahashi et al., 1998; 

Thornton and Shevach, 1998), bien que ce prérequis soit contesté par l’étude du groupe de 

Vignali (Szymczak-Workman et al., 2009). De plus, plusieurs études in vitro et in vivo 

démontrent que les Tregs activées par leur antigène spécifique peuvent inhiber la prolifération 

de Th conventionnels de même spécificité ou de spécificité antigénique différente, 

suppression qualifiée de « bystander » indépendante de l’antigène (Corthay, 2009). Toutefois, 

un frein majeur à la compréhension du rôle de la spécificité antigénique des Tregs, c’est-à-

dire le rôle de leur TCR, est la difficulté à identifier les cibles antigéniques et à isoler et 



INTRODUCTION-LA TOLERANCE EN TRANSPLANTATION 

87 
 

expandre les Tregs spécifiques d’antigènes de la périphérie. Une alternative est de modifier in 

vitro par transfert de gènes la spécificité des Tregs, en les dotant d’un nouveau TCR. Les 

modèles générés permettent alors d’étudier les conditions d’activation nécessaires et les 

mécanismes de suppression spécifique de l’antigène des Tregs. 

 

Chez la souris, Tsang et collègues ont démontré le potentiel thérapeutique des Tregs 

modifiées génétiquement pour leur TCR (Tsang et al., 2008). Ainsi, les nTregs CD4+CD25+ 

dotées d’une allospécificité directe, mais aussi indirecte par transduction d’un TCR spécifique 

d’un complexe CMH du soi/peptide allogénique, induisent plus efficacement la survie à long 

terme d’une allogreffe cardiaque incompatible que les Tregs reconnaissant les CMHs-II 

allogéniques par voie directe uniquement (Tsang et al., 2008). Chez l’Homme, des études 

récentes ont montré que les Tregs humaines peuvent être génétiquement modifiées in vitro par 

transduction avec des constructions lentivirales codant pour un TCR de spécificité antigénique 

connue (Brusko et al., 2010; Plesa et al., 2012; Tsang et al., 2008; Wan et al., 2013). Ainsi, les 

groupes de Bluestone et Riley ont transduit des nTregs humaines CD4+CD25+ avec 

respectivement un TCR de forte avidité pour le complexe HLA-A*0201/melanoma antigen 

tyrosinase et de faible affinité pour HLA-A2/NY-ESO-1 (cancer testis antigen), conférant 

ainsi une spécificité antigénique précise à une population de nTregs polyclonales (Brusko et 

al., 2010; Plesa et al., 2012). Ces Tregs s’expandent in vitro au contact de CPAs artificielles 

et, après stimulation spécifique via leur TCR, inhibent la prolifération soit de LTs CD4+ 

conventionnels de même spécificité antigénique ou de spécificité différente (Brusko et al., 

2010), soit de LTs CD8+ de spécificité différente à condition que les deux antigènes soient 

présentés par la même CPA (Plesa et al., 2012). Au contraire, les Tregs génétiquement 

modifiées de l’étude de Wan, activées de façon spécifique de l’antigène, conservent leur 

capacité de suppression lorsque les LTs effecteurs sont stimulés par un antigène différent 

présenté sur une CPA distincte (Wan et al., 2013). De plus, la présence de DCs, en tant que 

CPAs ou cellules « bystander » autologues, est indispensable à l’activité suppressive des 

Tregs stimulées spécifiquement. Ces approches constituent des outils puissants pour la 

compréhension de la biologie des Tregs humaines avec pour but l’optimisation des stratégies 

de transfert adoptif de Tregs en transplantation et dans le traitement des MAIs. 

 

De nombreuses populations de Tregs CD4+ ou CD8+ spécifiques d’alloantigènes, 

générées ex-vivo, ont été décrites chez la souris et l’Homme (Tableau 1). Plusieurs études 

chez le rongeur, dans des modèles d’allotransplantation de peau et de cœur, ont montré que 
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les Tregs spécifiques d’alloantigènes induisent une survie indéfinie de l’allogreffe (Golshayan 

et al., 2007; Joffre et al., 2008; Tsang et al., 2009) et sont plus efficaces que les Tregs 

polyclonales. Le groupe de Van Meerwijk a rapporté que le transfert de Tregs spécifiques du 

donneur chez la souris prévient du rejet d’allogreffe de moelle osseuse, puis de peau et de 

cœur du même donneur (Joffre et al., 2008) et que cette tolérance à long terme implique les 

Tregs FoxP3+ de l’hôte, alors que les Tregs injectées disparaissent (Pasquet et al., 2013). Dans 

un modèle murin de xénotransplantation humanisé, Sagoo et collègues ont montré que le 

transfert de nTregs humaines CD4+ d’allospécificité directe, sélectionnées sur la base de la 

coexpression des marqueurs d’activation CD69 et CD71 et expandues in vitro contre des 

mDCs allogéniques plus de l’IL-2, prévient plus efficacement le rejet de greffe de peau 

humaine que les Tregs polyclonales (Sagoo et al., 2011). Par ailleurs, des nTregs humaines 

CD4+ allospécifiques, stimulées par des CPAs allogéniques ou syngéniques chargées avec un 

lysat allogénique en présence de rapamycine, d’IL-2 et d’IL-15, inhibent les réponses 

allospécifiques cent fois plus efficacement que les Tregs non expandues ou polyclonales 

(Veerapathran et al., 2011). Les études cliniques de tolérance opérationnelle d’allogreffes de 

foie ou de rein publiées à ce jour suggèrent que les nTregs spécifiques du donneur sont 

impliquées dans la régulation des alloréponses précoces post-transplantation et dans 

l’induction de tolérance (Sagoo and Lombardi, 2012). En particulier, une étude a montré une 

expansion de Tregs dites naïves CD4+CD25++CD45RA+ donneur-spécifiques dans le sang de 

patients opérationnellement tolérants, avec des propriétés suppressives augmentées (Nafady-

Hego et al., 2010). 

En plus de leur fort potentiel suppresseur, l’utilisation de Tregs spécifiques d’antigènes 

en thérapie cellulaire adoptive présente d’autres avantages. L’exercice de leurs fonctions 

immunomodulatrices se concentre aux sites de la source d’alloantigènes ou d’activation, 

évitant ainsi une immunosuppression large indésirable induite par des Tregs polyclonales, 

distribuées de façon plus systémique (Dijke et al., 2008; Golshayan et al., 2009; Tang et al., 

2006a). De plus, un nombre moins important de Tregs spécifiques d’antigènes est nécessaire 

pour inhiber l’expansion de LTs effecteurs alloréactifs in vivo (Tang et al., 2004; Tarbell et 

al., 2004). La question de la spécificité directe ou indirecte des Tregs est également 

importante pour l’utilisation en thérapeutique. L’alloreconnaissance des antigènes du donneur 

par les Tregs via les deux voies simultanées ou la voie indirecte seule semble être le plus 

favorable à l’induction de tolérance à l’allogreffe (Sánchez-Fueyo et al., 2007; Tsang et al., 

2008, 2009).  
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Concernant les Tregs CD8+, une population de Tregs humaines CD8high spécifique 

d’alloantigènes, générée ex vivo à partir de précurseurs naïfs par stimulation avec des LBs 

activés via CD40, contrôle la GvHD de façon allospécifique dans un modèle de greffe de 

moëlle osseuse chez la souris humanisée (Zheng et al., 2013). Par ailleurs, des Tregs 

CD8+FoxP3+ spécifique du donneur, induites par stimulation ex vivo de LTs naïfs avec des 

DCs allogéniques en présence d’IL-2, TGF-1 et acide rétinoïque (RA), sont capables 

d’induire des Tregs CD4+FoxP3+ dans les ganglions drainant la greffe et d’inhiber un rejet de 

greffe de peau chez la souris (Lerret et al., 2012). De plus, une population de Tregs 

CD8+FoxP3+ est induite in vivo après une allogreffe de moelle osseuse chez la souris et inhibe 

la prolifération de LTs répondeurs de façon spécifique des alloantigène et plus efficacement 

que les Tregs CD4+ (Robb et al., 2012). 

Enfin, plusieurs études suggèrent que la présence continue d’alloantigènes du donneur 

est nécessaire au maintien de la tolérance à l’allogreffe (Chen et al., 1996; Hamano et al., 

1996; Scully et al., 1994). Ainsi, le maintien de la présentation des alloantigènes, via la voie 

semi-directe ou indirecte, permettrait l’activation spécifique de l’antigène, l’expansion ou la 

survie de Tregs spécifiques du donneur induites in vivo ou transférées adoptivement 

(Sánchez-Fueyo et al., 2006; Walker et al., 2003), potentiellement capables de stimuler 

d’autres processus de regulation spécifiques d’alloantigènes.  
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Tableau 1 : Liste non exhaustive des Tregs spécifiques d’alloantigènes en transplantation. 
(Nishimura et al., 2004; Raimondi et al., 2010) 

 



INTRODUCTION-LA TOLERANCE EN TRANSPLANTATION 

91 
 

3.3.1.4 Le répertoire des Tregs 

La capacité à discriminer le soi du non-soi est une caractéristique importante des Th 

conventionnels. Afin de prévenir de l’autoimmunité, les LTs avec des TCR fortement réactifs 

au soi sont éliminés du répertoire et sont sélectionnés pour la reconnaissance du non-soi. Les 

nTregs en charge de maintenir la tolérance au soi seraient quant à elles préférentiellement 

autoréactives (Hsieh et al., 2004; Romagnoli et al., 2002; Takahashi et al., 1998). Des Tregs 

autoréactives ont été notamment observées dans différents modèles de MAIs. Les Tregs 

spécifiques de la chaîne  de l’insuline ou d’un autoantigène des îlots pancréatiques protègent 

du diabète de type 1. Par ailleurs, la présence de Tregs spécifiques de la MBP et PLP  est 

associée à la prévention de l’EAE. Toutefois, de nombreuses études décrivent des Tregs 

spécifiques d’antigènes étrangers dérivés de bactéries, de champignons, de parasites, 

d’allergènes ou d’alloantigènes (Corthay, 2009).  

Plusieurs études, basées sur des souris génétiquement modifiées avec un répertoire TCR 

limité, ont tenté de mesurer la diversité et la spécificité du répertoire TCR exprimé par les 

Tregs CD4+. Les répertoires des Tregs et des LTs conventionnels ont un niveau de diversité 

similaire mais le degré de chevauchement entre les TCRs des deux populations, bien que 

variable selon les études, reste assez faible (Hsieh et al., 2004, 2006; Pacholczyk et al., 2006; 

Wong et al., 2007a). Ce recoupement correspondrait aux Tregs et LTs effecteurs spécifiques 

d’antigènes du soi. D’après une étude récente de Relland et collègues chez une souris 

transgénique pour la chaîne V du TCR, le répertoire des Tregs spécifique d’un antigène 

étranger est plus restreint et clonalement distinct du répertoire des LTs conventionnels de 

même spécificité (Relland et al., 2012). Contrairement à l’autoréactivité supposée des nTregs, 

les iTregs, dérivées du pool de LTs conventionnels, sont spécifiques d’antigènes étrangers. En 

ce sens, le répertoire des iTregs est majoritairement distinct du répertoire des nTregs 

(Haribhai et al., 2011). La combinaison des deux répertoires contribue alors à augmenter la 

diversité des TCRs du pool global de Tregs et permet un meilleur contrôle des MAIs (cf. § 

2.4.4 Implications fonctionnelles de la diversité du répertoire TCR).   

Même en l’absence d’inflammation ou de maladie, différents lieux de drainage des 

tissus lymphatiques contiennent des Tregs avec des répertoires distincts. Ces Tregs présentent 

un biais dans l’usage de leur TCR, avec une spécificité enrichie pour les antigènes locaux 

restreints aux tissus, impliquant donc que la spécificité du TCR gouverne la localisation des 

Tregs (Lathrop et al., 2008). Dans les MAIs, les Tregs répondeuses sont également enrichies 

sur la base de leur réactivité pour le tissu (Liu et al., 2009; Nguyen et al., 2010). Par ailleurs, 
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un recoupement minime entre les répertoires TCR des Tregs et des LTs conventionnels au 

niveau des différents sites suggère un recrutement des Tregs plutôt que leur induction. En 

effet, la formation de iTregs au niveau du système nerveux central de souris atteinte d’EAE 

(Liu et al., 2009) ou dans le pancréas de souris diabétique (Wong et al., 2007b) apparaît 

limitée. Bien que le biais des Tregs pour le soi soit contesté (Pacholczyk et al., 2007), ces 

cellules forment un groupe bien distinct des LTs CD4+ effecteurs. 

En ce qui concerne le répertoire des Tregs CD8+, peu d’études sont disponibles. Comme 

décrit précédemment, les Tregs CD8+ spécifiques d’un peptide dérivé du TCR V8.2, 

apprêté par Qa-1, et les Tregs CD8+CD122+, présentent respectivement un biais vers 

l’utilisation de la chaîne V6 et V13 du TCR, et sont impliquées dans la protection contre  

l’EAE chez la souris (Okuno et al., 2013; Tang et al., 2007). En outre, les Tregs CD8+CD28- 

de souris « Wild Type » ou AIRE-déficientes (AIRE0) présentent des répertoires TCR très 

divers et similaires, avec toutefois un pic altéré à la même longueur de CDR312 chez les 

Tregs AIRE0 (Pomié et al., 2011) 

3.3.2 Les cellules dendritiques tolérogènes 

Même si les DCs sont connues pour être immunogènes, elles ont aussi la capacité 

remarquable d’être tolérogènes. Elles jouent un rôle primordial dans les mécanismes de 

tolérance centrale et périphérique. En effet, dans le thymus, les LTs autoréactifs meurent par 

apoptose lors de la délétion clonale induite par des DCs thymiques. De plus, la déplétion des 

DCs chez la souris entraîne une diminution du nombre de Treg CD4+CD25+Foxp3+, corrélée à 

une augmentation de LTs producteurs d’IL-17 et d’IFN-γ, et une augmentation du risque de 

MAI (Darrasse-Jèze et al., 2009), soulignant leur rôle dans la tolérance périphérique.  

Le terme de DCs tolérogènes englobe des DCs exprimant une ou plusieurs molécules 

immunosuppressives (IL-10, IDO, TGF-Hème Oxygénase 1 HO-1), ayant une expression 

réduite des molécules immunostimulatrices (CMH, CD80, CD86) et/ou ayant la capacité de 

générer des Tregs ou l’incapacité à induire une réponse T. Les propriétés tolérogéniques des 

DCs dépendent de plusieurs facteurs tels que leur état de maturation, l’exposition à des agents 

anti-inflammatoires et immunosuppresseurs, les stimuli microbiens perçus, et les signaux 

fournis par l’environnement (Manicassamy and Pulendran, 2011). De nombreux protocoles 

ont été développés pour générer des DCs tolérogènes par traitement pharmacologique, dans le 

but de les utiliser comme outil thérapeutique pour l’induction d’une tolérance spécifique 
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d’antigènes dans le traitement de MAIs ou en transplantation (Maldonado and von Andrian, 

2010).  

Initialement, les cDCs (ou DCs myéloïdes) immatures exprimant faiblement les 

molécules du CMH-II et de costimulation ont été identifiées comme le type de DC dominant 

ayant la capacité à induire une tolérance T (Lu et al., 1995). En effet, une injection unique de 

DCs immatures du donneur sept jours avant la transplantation allonge la survie de l’allogreffe 

de cœur chez la souris (Fu et al., 1996) ou la prolonge indéfiniment (Lutz et al., 2000). 

D’autre part, l’injection de DCs autologues immatures combinée à une immunosuppression 

sous-optimale induit la production d’IFN par les LTs DN CD4-CD8- dans la rate via EBI3 et 

une survie à long terme de l’allogreffe cardiaque chez le rat (Hill et al., 2011). Une autre 

étude de notre laboratoire a rapporté que la molécule HO-1 est capable de bloquer la 

maturation des DCs, conduisant à l’inhibition des réponses immunitaires pro-inflammatoires 

et allogéniques, en préservant néanmoins leur production d'IL-10 (Chauveau et al., 2005). 

Toutefois, les DCs semi-matures (Lutz, 2012) ou matures possèdent dans certains cas un 

potentiel tolérogène important. Ainsi, des DCs matures mais incapables de produire des 

cytokines proinflammatoires, induisent une tolérance périphérique in vivo et protègent contre 

l’EAE (Jiang et al., 2007). 

 

Un nombre important d’études ces dernières années démontre un rôle des pDCs dans la 

régulation de l’induction ou du maintien de la tolérance aux allogreffes d’organes solides ou 

de moelle osseuse, leurs fonctions tolérogènes restant toutefois moins bien définies que pour 

les cDCs (Rogers et al., 2013). Les pDCs ont une fonctionnalité double d’immunogénicité et 

de tolérogénicité suivant la liaison des récepteurs et le statut de maturation. Dans un modèle 

murin de tolérance à l’allogreffe cardiaque associant DST et anti-CD40L, les pDCs induisent 

la génération de Tregs CD4+CD25+FoxP3+ spécifiques d’alloantigènes dans les ganglions 

drainant la greffe (Ochando et al., 2006). A l’inverse, leur déplétion empêche le 

développement de Tregs et l’induction de tolérance. Chez l’Homme, des pDCs allogéniques 

stimulées via le TLR-9 seul, les TLR-9 et -7 ou via le CD40, induisent respectivement la 

génération de Tregs CD4+CD25+ (Moseman et al., 2004), de Tregs CD8+LAG-

3+FoxP3+CTLA-4+ (Boor et al., 2011) et de Tregs CD8+ productrices d’IL-10 (Gilliet and Liu, 

2002), capables d’inhiber in vitro les réponses T allogéniques. Une augmentation in vivo du 

ratio pDC/cDC, de l’expression de PDL-1 par les pDCs et de la population de Tregs 

CD4+CD25+FoxP3+ est constatée chez des patients greffés hépatiques opérationnellement 
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tolérants par rapport aux patients sous immunosuppression de maintenance (Tokita et al., 

2008). Les pDCs contribuent donc à la régulation immune chez les patients transplantés. 

Fonctionnellement, la surexpression d’ICOS-L (Ito et al., 2007) et d’IDO (Chen et al., 

2008) par les pDCs en maturation conduit à la génération de Tregs CD4+CD25+. D’autre part, 

les pDCs matures sont capables de stimuler la prolifération et d’abroger l’anergie des Tregs 

CD4+CD25+FoxP3+, par contact cellulaire et de façon partiellement dépendante de CD86, 

contrairement aux cDCs matures et pDCs et cDCs immatures (Ouabed et al., 2008). Par 

ailleurs, d’après l’étude de Mellor et ses collègues, un sous-type de pDCs potentielles 

spléniques chez la souris exprime fortement IDO après blocage de l’interaction B7/CD28 par 

administration in vivo de CTLA4-Ig, ce qui bloque la prolifération T induite par des 

alloantigènes (Mellor et al., 2003). Par ailleurs, une étude récente a rapporté l’implication 

d’IDO dans le maintien de pDCs tolérogènes phénotypiquement stables après exposition au 

TGF-, et ce de façon indépendante de son activité enzymatique (Pallotta et al., 2011). 

Dans notre modèle d’allogreffe cardiaque combinée à un traitement CD40Ig, les pDCs 

allogéniques stimulent préférentiellement les capacités régulatrices des Tregs 

CD8+CD45RClow en comparaison aux cDCs (Li et al., 2010). En effet, in vitro, les Tregs 

requièrent un contact avec les pDCs pour inhiber la prolifération des LTs CD4+ effecteurs 

stimulés allogéniquement, suppression qui, lorsqu’elle est indépendante d’un contact, 

implique la production d’IDO par les pDCs. In vivo, la colocalisation des pDCs avec les Tregs 

et la nécessité d’IDO dans l’induction et le maintien de la survie témoignent de la 

tolérogénicité des pDCs de rat dans notre modèle (Guillonneau et al., 2007a; Li et al., 2010). 

 

Comme décrit précédemment, les Tregs sont capables de conférer aux DCs des 

propriétés tolérogènes, notamment grâce à l’expression de la molécule CTLA-4. En effet, 

elles peuvent modifier l’expression de molécules de maturation sur les DCs ou induire 

l’expression de molécules tolérogènes (IDO, ILT3, ILT4) et ainsi modifier leur fonction. 

D’autre part, il a été montré que les DCs générées in vitro en présence de vitamine A, de 

vitamine D, de prostaglandine E2, d’IDO (par infection avec un virus exprimant IDO), d’IL-

10, de TGF-β, de rétinoïdes ou de glucocorticoïdes, présentaient des propriétés tolérogéniques 

qui pouvaient supprimer l’apparition de maladies autoimmunes (Manicassamy and Pulendran, 

2011). Enfin, l’engagement de plusieurs récepteurs sur les DCs comme le FcRIIB (Desai et 

al., 2007), les récepteurs ILT-3 et ILT-4 et un récepteur à activité tyrosine kinase, MerTK 

(Mer Tyrosine Kinase)(Wallet et al., 2008), peuvent les rendre tolérogènes. 
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L’importance des DCs dans l’établissement et le maintien d’une tolérance en 

transplantation est démontrée, puisque les différents traitements inducteurs de tolérance 

développés dans notre laboratoire, tels que la DST, l’utilisation de LF15-0195 (un analogue 

de la déoxyspergualine), de CD40Ig, ou d’anticorps anti-CMH-II du donneur, semblent 

dépendants de l’activité des DCs (Chiffoleau et al., 2002; Degauque et al., 2006; Josien et al., 

1998; Li et al., 2010). 

3.3.3 Les autres cellules régulatrices 

L’intérêt pour le rôle des Bregs en transplantation est né des données cliniques plutôt 

qu’expérimentales. En effet, en dépit de l’absence de DSAs, des niveaux augmentés du 

nombre de LBs et de l’expression de gènes associés, tels CD20 et CD79B, ont été retrouvés 

chez des patients greffés rénaux opérationnellement tolérants (Newell et al., 2010; Pallier et 

al., 2010; Sagoo et al., 2010). A la différence des Tregs, la caractérisation phénotypique des 

Bregs reste imprécise. Chez la souris, les Bregs expriment fortement CD1d, CD21, CD24 et 

IgM et modérément CD19 (Mauri and Blair, 2010). Chez l’Homme, une population de Bregs 

humaines, CD19+CD24highCD38high, a été décrite et partage certaines propriétés avec son 

équivalent murin, dont un phénotype immature. Une caractéristique majeure des Bregs est 

leur capacité à sécréter la cytokine régulatrice IL-10 (Bouaziz et al., 2012). L’engagement du 

BCR, la coopération avec les LTs, la signalisation via CD40L et IFN dérivé de DCs 

tolérogènes (Qian et al., 2012), la stimulation des TLRs (Fillatreau et al., 2008; Yanaba et al., 

2009) et du CD40 (Blair et al., 2010) conduisent à l’activation des Bregs et à la production 

d’IL-10. L’activité régulatrice des Bregs sécréteurs d’IL-10 a été démontrée en premier lieu 

dans les maladies autoimmunes (Yang et al., 2013). Les mécanismes d’action des Bregs sont 

multiples et impliquent l’inhibition de la prolifération des LTs CD4+ et de la différenciation 

Th1, l’inhibition de l’activation des monocytes et de la fonction des CPAs, l’anergie des LTs, 

l’induction de Tregs (Chen et al., 2009; Tu et al., 2008) et l’expansion de NKTs (Wei et al., 

2005). En transplantation, le rôle des Bregs a été mis en évidence dans un modèle de tolérance 

à l’allogreffe cardiaque induit par un anticorps anti-CD45RB chez la souris (Huang et al., 

2008). D’après une récente étude, la liaison de TIM-1 sur les LBs induit l’expansion et les 

fonctions régulatrices des Bregs TIM-1+, alors capables de transférer la tolérance à 

l’allogreffe d’îlots, et pourrait constituer une stratégie thérapeutique pour augmenter leur 

nombre in vivo (Ding et al., 2011). Par ailleurs, une étude de notre laboratoire a montré que 

les LBs IgM+, mais non IgG+, forment des agrégats au sein du greffon cardiaque des rats 

tolérants, indiquant la présence de LBs avec une activité régulatrice (Le Texier et al., 2011). 
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De plus, ces Bregs issus d’animaux tolérants sont capables de transférer la tolérance à 

l’allogreffe cardiaque. Enfin, le traitement in vivo avec un adénovirus associé codant pour 

FGL2 prévient du rejet aigu d’allogreffe cardiaque chez le rat, par la génération de LBs 

régulateurs capables de transférer la tolérance de manière infectieuse (Bézie, Picarda et al, en 

révision). 

 

En transplantation, l’activation des macrophages se produit en réponse aux dommages 

tissulaires associés à l’ischémie-reperfusion et contribue à la destruction précoce du greffon 

(Mannon, 2012). Cependant, il existe une population de macrophages activés de façon 

alternative par des cytokines de type Th2 comme l’IL-4 et l’IL-3, qui inhibent la production 

de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages activés de façon classique, et 

contribuent à la réparation tissulaire (Broichhausen et al., 2012). Ces fonctions opposées ne 

sont pas le résultat d’une différenciation mais d’une plasticité remarquable qui leur permet 

d’adapter leur phénotype et leur fonction selon l’environnement (Fleming and Mosser, 2011). 

Les macrophages régulateurs peuvent être induits par interaction avec des Tregs (Tiemessen 

et al., 2007) et ont la capacité d’induire à leur tour des Tregs via la sécrétion d’IL-10 (Liu et 

al., 2011). En transplantation, contrairement aux DCs, la réduction du pool de macrophages 

chez une souris recevant une allogreffe de cellules souches hématopoiétiques favorise 

l’expansion des LTs du donneur et aggrave la GvHD, alors que leur expansion avec du CSF-1 

provoque l’effet inverse (Hashimoto et al., 2011). Les macrophages régulateurs humains 

isolés du sang périphérique sont caractérisés par leur morphologie, des marqueurs spécifiques 

bien que non stables et leur capacité à inhiber la prolifération T in vitro (Wood et al., 2012). 

Dans une étude clinique pilote, l’administration de macrophages régulateurs dérivés du 

donneur à des patients transplantés rénaux a permis la survie du greffon sans signe de rejet un 

an après la greffe sous immunosuppression réduite (Hutchinson et al., 2011a). 

 

Enfin, les MDSCs sont une population hétérogène de cellules progénitrices 

hématopoiétiques immatures présentant de nombreuses fonctions immunes suppressives, 

notamment l’induction de tolérance aux alloantigènes dans des modèles d’allogreffe de cœur 

et d’îlots chez la souris, et de rein chez le rat (Dilek et al., 2012; Van Rompaey and Le Moine, 

2011). Les MSCs, quant à elles, sont une sous-population de cellules multipotentes de la 

moelle osseuse qui soutiennent l’hématopoïèse et possèdent des propriétés de réparation et 

immunomodulatrices importantes, notamment en transplantation (Casiraghi et al., 2013). 
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3.3.4 Applications cliniques en transplantation 

Au regard des expériences menées chez l’animal, l’utilisation du potentiel tolérogène 

des cellules régulatrices semble être une stratégie prometteuse pour induire la tolérance en 

transplantation d’organes chez l’Homme. Bien que plusieurs stratégies d’immunothérapie 

incluant les anticorps anti-CD3, anti-CD52 (alemtuzumab), le traitement ATG et la 

rapamycine soient favorables au développement et à la fonction des Tregs in vivo, 

l’administration de Tregs générées ou expandues in vitro semble plus prometteur en 

transplantation clinique (McMurchy et al., 2011). 

Le potentiel thérapeutique du transfert adoptif de Tregs en transplantation humaine a 

notamment été démontré par les études récentes du groupe de K. Wood. Grâce à des modèles 

de souris humanisées, ils ont ainsi décrit que les Tregs expandues in vitro de façon 

polyclonale (anti-CD3/CD28 + IL-2) sont capables d’inhiber le rejet de greffe de peau 

allogénique humaine (Issa et al., 2010) et empêchent le développement de l’artériosclérose 

d’artères humaines greffées (Nadig et al., 2010), action qui peut être potentialisée par un 

traitement sous-optimal avec de la rapamycine (Hester et al., 2012). Par ailleurs, une méthode 

de sélection et d’expansion de Tregs humaines allospécifiques ex vivo, a été développée par 

Sagoo et ses collègues (Sagoo et al., 2011). Après stimulation directe par les cDCs du 

donneur, les Tregs allospécifiques sont enrichies et sélectionnées sur la base de la 

coexpression des marqueurs CD69 et CD71, et expandues in vitro avec de l’IL-2. De façon 

intéressante, ces cellules inhibent plus efficacement le rejet d’allogreffe de peau humaine in 

vivo, suggérant le potentiel des Tregs spécifiques d’alloantigènes dans une approche de 

thérapie ciblée. L’ensemble de ces résultats met en évidence le potentiel thérapeutique des 

Tregs humaines en transplantation. L’infusion de Tregs humaines a déjà été testée dans des 

cas de greffes de moelle osseuse, avec des résultats encourageants (Schlieer et al., 2012) 

(Tableau 2). De manière intéressante, une étude très récente rapporte pour la première fois la 

détection de Tregs CD4+ humaines spécifiques d’AgmH, qui sont clonées et expandues in 

vitro en présence d’IL-2, IL-15 et rapamycine en nombre suffisant pour une application 

clinique, et exercent une suppression antigène spécifique (Veerapathran et al., 2013). Basé sur 

ces résultats, un essai clinique de phase I pour la prévention de la GvHD aiguë après greffe de 

moelle osseuse entre individus identiques pour les HLAs est prévu. En l’absence de consensus 

actuel sur un protocole optimal de thérapie cellulaire, plusieurs paramètres importants sont 

susceptibles de varier : la technique d’isolation et d’expansion, l’immunosuppression associée 
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(rapamycine, ATG préférentiellement), le timing d’administration, le nombre de Tregs à 

injecter et le nombre d’injections. 

Notre laboratoire participe actuellement à une étude clinique internationale de phaseI/II, 

The ONE Study, 7th Frame Program, European Comission (www.onestudy.org), constituant 

une approche unifiée d’évaluation de l’immunothérapie cellulaire en transplantation. Basée 

sur les résultats encourageants obtenus chez l’animal, l’objectif de cette étude multicentrique 

est d’étudier l’efficacité et l’absence de toxicité du transfert de cellules régulatrices humaines 

(DCs tolérogènes, nTregs CD4+FoxP3+ expandues, Tr1, macrophages régulateurs) comme 

outil de thérapie cellulaire en transplantation d’organes solides. Les cellules seront injectées à 

des patients insuffisants rénaux recevant une première transplantation à partir de donneur 

vivant, sous traitement immunosuppresseur minimisé. Les patients du groupe contrôle sont 

transplantés en 2013 et les patients infusés le seront en 2014. Les résultats sont très attendus et 

permettront de savoir si cette stratégie est efficace et envisageable en routine. D’autre part, 

des essais cliniques sont actuellement en planification pour évaluer la sécurité et l’efficacité 

du transfert de Tregs expandues polyclonales ou spécifiques des alloantigènes du donneur, en 

combinaison avec la déplétion des LTs alloréactifs et une immunosuppression de court terme 

chez des patients transplantés hépatiques (Safinia et al., 2013). 
 

 
Tableau 2 : Etudes cliniques publiées et en cours utilisant la thérapie cellulaire en transplantation. 
D’après (Issa and Wood, 2012). BMT : bone marrow transplantation, HSCT : hematopoietic stem cell 
transplantation, UCB : umbilical cord blood, Mregs : macrophages régulateurs. 
(Battaglia and Roncarolo, 2011b; Brunstein et al., 2011; Edinger and Hoffmann, 2011; Hutchinson et 
al., 2011b; Di Ianni et al., 2011; Trzonkowski et al., 2009) 



INTRODUCTION-LA TOLERANCE EN TRANSPLANTATION 

99 
 

Les stratégies évoquées ne permettent pas actuellement de s’affranchir des 

immunosuppresseurs. Néanmoins, ils permettent d’envisager une diminution des doses 

utilisées ou l’utilisation de traitements moins toxiques. L’induction de tolérance dans une 

population très hétérogène de patients transplantés requiert à ce jour une meilleure 

compréhension des variabilités de réponse entre les patients, une meilleure connaissance des 

mécanismes immunologiques de la tolérance et du rejet en transplantation et une approche 

personnalisée, avec l’utilisation équilibrée des techniques d’induction de tolérance centrale et 

périphérique. 
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Comme décrit en introduction, le blocage des voies de costimulation est une stratégie 

efficace pour prévenir du rejet d’allogreffe chez l’animal et prometteuse pour l’induction de 

tolérance. Notre équipe a développé un modèle d’allogreffe cardiaque utilisant deux souches 

de rats congéniques de fond génétique Lewis, incompatibles pour l’ensemble du CMH (classe 

I, classe II, classe I non classique). Le donneur est un rat LEW.1W d’haplotype RT1u et le 

receveur un rat LEW.1A d’haplotype RT1a. En l’absence de traitement, les animaux rejettent 

leur greffon sous 7 jours. Dans ce modèle, notre groupe a combiné l’injection d’un adénovirus 

codant pour la molécule CD40Ig à la transplantation dans le but d’induire une tolérance à 

l’allogreffe. Guillot a ainsi montré que le blocage de l’interaction CD40/CD40L par injection 

de l’AdCD40Ig directement dans l’apex du cœur greffé, le jour de la transplantation, induit 

une prolongation de survie indéfinie de l’allogreffe cardiaque chez 83% des receveurs, mais 

ne prévient toutefois pas du rejet chronique (Figure 23) (Guillot et al., 2002).  

 
Figure 23 : Transplantation cardiaque d’un donneur LEW.1W à un receveur LEW.1A avec 
injection intramyocardique de l’AdCD40Ig au moment de la greffe. 

Afin d’étudier le caractère allospécifique de l’immunosuppression induite, la présence 

d’alloanticorps dirigés contre les antigènes du donneur et d’anticorps dirigés contre les 

antigènes étrangers du KLH (keyhole limpet hemocyanin), injectés dans la patte de l’animal 

avec un adjuvant complet de Freund 120 jours après la greffe, a été analysée. Une inhibition 

des réponses humorales alloimmunes mais une réponse humorale normale contre les antigènes 

étrangers ont été observées, indiquant une immunosuppression spécifique du donneur 

induite par le traitement CD40Ig. De plus, les rats présentant une survie du greffon de plus de 

120 jours (dits rats long terme) ont été retransplantés une seconde fois, soit avec un cœur de 

même type que lors de la première greffe (LEW.1W), soit avec un greffon tierce partie (BN, 

haplotype RT1n). L’acceptation du greffon de même haplotype et le rejet d’un greffon tierce 

partie démontre que le traitement AdCD40Ig induit une inhibition des réponses immunitaires 

dirigées contre le donneur. 

Par la suite, des expériences de transfert adoptif de splénocytes ou de sous-populations 

cellulaires déplétées ou enrichies ont été réalisées. Guillonneau a montré que le transfert de 

2.5 millions de Tregs CD8+CD45RClow (ou CD8+CD40Ig), provenant de rats long terme 

traités avec CD40Ig, est nécessaire et suffisant pour induire une prolongation de survie 
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indéfinie de l’allogreffe chez des receveurs secondaires naïfs irradiés, et ce de façon itérative 

(Guillonneau et al., 2007a). A l’inverse, le transfert de la population de nTregs 

CD8+CD45RClow issue de rats naïfs ou de la population de LTs CD8+CD45RChigh issue de 

rats traités avec CD40Ig n’inhibe pas le rejet aigu d’allogreffe. Par ailleurs, un greffon de type 

tierce partie est rapidement rejeté chez des receveurs secondaires naïfs irradiés, transférés 

avec des Tregs CD8+CD40Ig, démontrant l’induction d’une « tolérance » spécifique du 

donneur dans notre modèle. Guillonneau a également montré un biais dans le répertoire TCR 

des Tregs CD8+CD40Ig de la rate, avec l’utilisation préférentielle de la chaîne V11 du TCR 

possédant un CDR3 de 9 AAs, suggérant une expansion oligoclonale des Tregs 

allospécifiques. Enfin, le traitement combiné des animaux avec l’AdCD40Ig et un anticorps 

bloquant anti-CMH-I à compter du jour de la greffe empêche l’induction d’une survie à long 

terme du greffon, démontrant la nécessité d’une interaction TCR/CMH-Ip pour l’induction 

de tolérance. 

Afin de mieux caractériser les Tregs CD8+CD40Ig, leur cinétique d’apparition, leur 

localisation, les interactions cellulaires et les mécanismes de suppression de ces cellules ont 

été étudiés. Les travaux de Li réalisés au sein de l’équipe ont mis en évidence l’accumulation 

des Tregs dans le greffon la première semaine suivant la greffe puis la colonisation de la rate 

durant le premier mois (Li et al., 2010), cette dernière étant nécessaire pour le maintien à long 

terme de la tolérance. L’analyse de différents sous-types de DCs in vivo a montré que ce sont 

des pDCs qui s’accumulent dans le greffon et la rate et colocalisent in vivo avec les Tregs 

CD8CD40Ig, suggérant des interactions privilégiées entre ces deux types cellulaires. Des 

tests de coculture ont alors été réalisés in vitro pour tester la capacité suppressive des Tregs 

CD8+CD45RClow en présence de différents types de DCs. Les Tregs CD8+CD45RClow 

inhibent la prolifération des LTs CD4+CD25- syngéniques préférentiellement lorsqu’elles sont 

en contact avec les pDCs, et de manière plus efficace lors de la stimulation par des pDCs du 

type du donneur versus des pDCs tierce partie, en accord avec l’allospécificité des Tregs 

CD8+CD40Ig déjà démontrée par Guillonneau (Li et al., 2010). De plus, les Tregs 

CD8+CD40Ig sont capables d’inhiber les réponses alloimmunes directes, stimulées par des 

pDCs du donneur, et indirectes, stimulées par des pDCs syngéniques du receveur chargées 

avec un lysat de cellules du donneur. Guillonneau a décrit que les Tregs CD8+CD40Ig 

produisent de l’IFN, qui induit à son tour l’expression d’IDO par les CEs du greffon 

(Guillonneau et al., 2007a). Afin d’identifier d’autres médiateurs impliqués dans la 

suppression exercée par les Tregs, les transcriptomes des Tregs CD8+CD40Ig versus nTregs 
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CD8+CD45RClow ont été comparés par des puces pangénomiques. Trois cent quarante neuf 

gènes présentent une expression différentielle (pour un fold change > 2) et codent pour des 

protéines impliquées dans diverses fonctions, liées ou non au système immunitaire, ou de 

fonction inconnue (Angin, Le Mauff, non publié). Plusieurs molécules potentiellement 

régulatrices sont surexprimées par les Tregs CD8+CD40Ig, parmi lesquelles FGL2 et IL-34 

dont le rôle a été étudié in vitro. Ainsi, les Tregs CD8+CD40Ig utilisent in vitro des 

mécanismes de suppression dépendant d’un contact, impliquant IFN et FGL2, mais aussi 

indépendant impliquant IDO (Li et al., 2010) (Bézie, Picarda et al., en révision). La cytokine 

IL-34 sécrétée par les Tregs CD8+CD40Ig est également impliquée dans leur fonction 

suppressive in vitro (Bézie, Picarda et al., en préparation). Par ailleurs, les gènes codant pour 

les molécules du CMH-II, notamment les chaînes  et  du RT1.B, sont surexprimés par les 

Tregs CD8+CD40Ig. Environ 30% des Tregs CD8+CD40Ig expriment la molécule du CMH-II 

à leur surface et constituent une sous-population de Tregs dont j’ai étudié le phénotype et la 

fonction ex vivo (Picarda et al., résultats non publiés). Toutefois, le temps consacré à ce projet 

ayant été minoritaire, je ne développerai pas les résultats obtenus dans une section à part 

entière mais les abordererai brièvement dans la partie discussion/perspectives. 

L’ensemble de ces résultats accumulés au cours de 10 ans de recherche suggère un rôle 

important du TCR dans le développement et la fonction des Tregs CD8+ allospécifiques, 

générées par la transplantation et un blocage de la costimulation. La caractérisation et la 

compréhension du rôle de l’interaction TCR/CMHp spécifique des Tregs permettrait une 

meilleure définition de leurs mécanismes moléculaires, une étude approfondie de la 

population allospécifique générée, et pourrait fournir une aide précieuse au développement de 

thérapies spécifiques d’antigènes pour inhiber ou réguler les réponses alloimmunes en 

transplantation. De plus, ce modèle offre l’opportunité d’étudier l’influence de l’interaction 

TCR/CMHp sur la sélection et la diversité du répertoire, ces facteurs influant eux-mêmes la 

qualité de la réponse immune après transplantation. En ce sens, mon travail de thèse s’est 

attaché à caractériser l’interaction TCR/CMHp des Tregs CD8+CD40Ig et son rôle potentiel 

dans l’induction, l’expansion et la fonction de ces cellules. Ainsi, j’ai étudié in vitro 

l’allospécificité antigénique du TCR des Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du donneur et le 

répertoire TCR sélectionné dans la rate et le greffon lors de la transplantation. Par la suite, j’ai 

analysé le phénotype et la fonction suppressive des Tregs spécifiques d’alloantigènes in vitro, 

mais également leur proportion in vivo. Enfin, j’ai exploré le potentiel de l’administration in 

vivo d’allopeptides dans la génération de Tregs CD8+ et l’induction de tolérance à l’allogreffe 

cardiaque. 
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Article I 

 

 

 

 

 

 

Un peptide dérivé d’une molécule du CMH  

du donneur, reconnu par des Tregs CD8+ 

biaisées pour le TCR, inhibe le rejet d’allogreffe 
 

 

 
 
Elodie Picarda, Severine Bézie, Aurélie Delhumeau, Klara Echasserieau, 
Emmanuel Merieau, Karine Renaudin, Sophie Brouard, Karine 
Bernardeau, Vanessa Venturi, Ignacio Anegon and Carole Guillonneau 
 

 

 

Article en révision pour resoumission dans ―Journal of Clinical Investigation” 

 

 

 

 

Titre original : Donor MHC-derived peptide recognized by TCR biased-CD8+ 
Tregs suppress organ rejection 
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Résumé de l’article I 

 

Dans un modèle d'allogreffe cardiaque chez le rat, nous avons précédemment montré 

que le traitement avec CD40Ig entraîne une survie indéfinie de l’allogreffe par l’induction de 

Tregs CD8+CD45RClow (Tregs CD8+CD40Ig), notamment grâce à l'interaction privilégiée 

avec les pDCs. Le rôle exact de l'interaction TCR/CMH/peptide dans l'activité des Tregs reste 

à ce jour mal connu et sujet à débat. Dans cette étude, nous avons identifié un peptide dérivé 

du CMH de classe II du donneur (appelée Du51), reconnu par les Tregs CD8+CD40Ig avec un 

TCR biaisé, et activant ces cellules aussi bien au niveau de leur phénotype que dans leur 

fonction suppressive. Nous avons généré un tétramère de complexe RT1.Aa/Du51 pour 

identifier les LTs spécifiques du Du51 et analyser leur localisation et leur fréquence. Nous 

avons également mis en évidence que les Tregs CD8+CD40Ig expriment un répertoire V11 

biaisé et sont recrutées de manière différentielle dans la rate par rapport au greffon. De plus, 

dans le greffon, un répertoire V18 biaisé et restreint a été identifié avec des clonotypes 

partagés. Enfin, nous avons démontré que le traitement de receveurs naïfs avec l’allopeptide 

identifié induit une prolongation significative de la survie de l'allogreffe. Ensemble, ces 

résultats démontrent que le traitement CD40Ig induit des altérations du répertoire des Tregs, 

donnant lieu à la composition différentielle des segments géniques au niveau du CDR3, dans 

la greffe ou en périphérie, et à la reconnaissance d'un même antigène du donneur avec un fort 

potentiel thérapeutique, soulignant l'importance de l’interaction TCR/peptide/CMH pour la 

génération et la fonction des Tregs. 
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Résultats complémentaires 

 

Les premiers résultats complémentaires présentés ci-après (1. à 7.) constituent les 

réponses apportées aux questions soulevées par les « reviewers » du Journal of Clinical 

Investigation, à la suite de la soumission de l’article I en juin 2013. L’article sera resoumis 

dans les prochaines semaines. Par ailleurs, les résultats complémentaires concernant la 

cristallographie (8.) et l’étude du peptide Bu31 sous-dominant (9. à 12.) ont été générés en 

parallèle des travaux présentés dans l’article I. 

 

1. Des LTs CD8+CD45RChigh issus d’animaux traités avec AdCD40Ig reconnaissent 

l’allopeptide dominant Du51. 

Afin d’analyser la reconnaissance du peptide Du51 par les LTs CD8+CD45RChigh issus 

d’animaux long terme, ces cellules ont été triées au Facs ARIA et cultivées pendant 6 jours 

avec des pDCs syngéniques matures naïves triées et l’allopeptide. L’expression de CD25 par 

les LTs CD8+CD45RChigh a été évaluée par cytométrie en flux. 
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Figure 24 : Analyse de l’activation des LTs CD8+CD45RChigh d’animaux long terme en réponse à la 
stimulation par le peptide Du51. 
Les LTs CD8+CD45RChigh triés de la rate ont été cocultivés pendant 6 jours avec des pDCs 
syngéniques maturées avec du CpG, en l’absence ou en présence du peptide Du51. Les résultats sont 
exprimés en ratio ± SEM entre le pourcentage de cellules CD25+ après stimulation et dans la 
condition contrôle sans peptide. Wilcoxon signed-rank test *P<0.05 versus condition contrôle (valeur 
1.0). n=7. 
 

Le peptide Du51 induit une surexpression significative du marqueur CD25 à la surface des 

LTs CD8+CD45RChigh (1,678±0,263 fold vs. no peptide, p<0.05) (Figure 24). Elle est moins 

élevée que dans le cas de la reconnaissance du peptide Du51 par les Tregs CD8+CD40Ig 

(Figure 2A de l’article I : 2,07±0,18 fold vs. no peptide, p<0.001). Ce résultat suggère qu’une 

fraction des LTs CD8+CD45RChigh issus d’animaux traités avec CD40Ig reconnait 

l’allopeptide dominant Du51, pouvant correspondre à des cellules potentiellement régulatrices 

ou effectrices de même spécificité que les Tregs CD8+CD40Ig. 
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2. Les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 exercent l’activité suppressive la 

plus forte. 

Dans l’article I, le maintien de la fonction suppressive des Tregs CD8+CD40Ig après 6 jours 

de coculture in vitro avec des pDCs syngéniques et le peptide Du51 a été analysé (Figure 4). 

Dans l’expérience présente, nous avons étudié l’activité suppressive des Tregs CD8+CD40Ig 

spécifiques du Du51 fraîchement triées grâce au tétramère de complexe CMHp RT1Aa/Du51. 

Pour cela, des nTregs CD8+CD45RClow issues d’un animal naïf, des Tregs CD8+CD40Ig 

totales ou divisées en deux fractions, à savoir les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 

(tet+) ou non spécifiques (tet-), ont été incubées avec des pDCs allogéniques et des LTs 

CD4+CD25- marqués au CFSE (Carboxyfluorescein diacetate succinimidyl ester) fraîchement 

triés. La prolifération des LTs CD4+CD25- a été analysée 6 jours plus tard (Figure 25). 

no Treg
s

nTreg
s

CD40
Ig Treg

s

 C
D40

Ig Treg
s

-
tet

 C
D40

Ig Treg
s

+
tet

0

20

40

60

80

100

*

*

* **

re
la

tiv
e 

C
D

4+ C
D

25
- T

ce
lls

 p
ro

lif
er

at
io

n

 
Figure 25 : Les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du peptide Du51 inhibent la prolifération des LTs 
CD4+CD25- effecteurs syngéniques, de façon significativement plus efficace que les Tregs non 
spécifiques et que les nTregs CD8+CD45RClow. 
La prolifération des LTs CD4+CD25- effecteurs triés par Facs ARIA et marqués au CFSE, stimulés 
par des pDCs allogéniques triées, a été évaluée après 6 jours de coculture, en absence (no Tregs) ou 
en présence de nTregs CD8+CD45RClow (nTregs), de la population globale de Tregs CD8+CD40Ig 
(CD40Ig Tregs), de Tregs CD8+CD40Ig Du51-non spécifiques (fraction tet- CD40Ig Tregs), ou de 
Tregs CD8+CD40Ig Du51-spécifiques (fraction tet+ CD40Ig Tregs), triées grâce au tétramère 
RT1.Aa/Du51, au ratio effecteur/suppresseur 1:1. Les résultats sont exprimés en prolifération relative 
des LTs CD4+CD25-± SEM. n=4. Mann-Whitney t test *P<0.05. Wilcoxon signed-rank test *P<0.05 
**P<0.001 versus no Tregs (valeur 100). 
 

 
La valeur 100 a été attribuée au pourcentage de prolifération des LTs CD4+CD25-  en 

l’absence de Tregs (environ égal à 80%). L’ajout des différentes sous-populations de Tregs 

induit une inhibition significative de la prolifération des LTs CD4+CD25-. En particulier, les 

LTs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 exercent la suppression la plus forte (41,1% de 
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cellules proliférantes seulement) et sont plus efficaces en comparaison aux nTregs 

CD8+CD45RClow et aux Tregs CD8+CD40Ig Du51-non spécifiques. Ces résultats suggèrent 

que les Tregs CD8+ spécifiques du Du51 sont la population la plus efficace du pool total de 

Tregs CD8+CD40Ig. 

 

3. Les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 sont recrutées dans le greffon au 

cours des deux premières semaines suivant la greffe puis dans la rate. 

Dans l’article I (Figure 5), nous avons détecté et étudié la proportion de LTs CD8+ spécifiques 

du peptide Du51 dans la rate et le greffon d’animaux long terme traités avec CD40Ig. Afin 

d’étudier la cinétique d’apparition et la localisation de ces cellules à des temps précoces post-

greffe, nous avons réalisé des marquages de la rate et du greffon de receveurs traités avec 

CD40Ig deux semaines après la transplantation. Les cellules ont été d’abord marquées avec le 

tétramère RT1.Aa/Du51 couplé à -PE et -APC, en combinaison avec un tétramère contrôle 

RT1.Aa/MTF-E couplé à -BV421, puis avec des anticorps anti-CD8 et anti-CD45RC comme 

décrit dans l’article. 
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Figure 26 : Distribution des cellules spécifiques du Du51 à deux semaines ou quatre mois post-
greffe.  
La rate (panel du haut) et le greffon (panel du bas) d’animaux traités avec CD40Ig ont été prélevés à 
deux semaines (n=2) et 120 jours post-greffe (n=6) et incubés avec les tétramères RT1.Aa/Du51 
conjugés à la streptavidine-PE ou -APC. Les graphiques représentent le pourcentage de cellules 
tetramère+ au sein de chaque population (gauche), le nombre absolu (centre) et le pourcentage de 
cellules (droite) dans l’organe  ± SEM. Mann-Whitney t test *P<0.05 **P<0.01 
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Deux semaines après la greffe, les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 sont recrutées 

dans le greffon, où leur nombre absolu est élevé (panel du milieu en bas), mais pas dans la 

rate (panel du haut) (Figure 26). Quatre mois après la greffe, leur proportion et leur nombre 

absolu sont augmentés dans la rate vis-à-vis des nTregs CD8+CD45RClow, des LTs 

CD8+CD45RChigh naïfs (Figure 5 de l’article I) et vis-à-vis de la proportion et du nombre à 

deux semaines (panel du haut). Ces résultats suggèrent une accumulation précoce des Tregs 

allospécifiques dans le greffon et plus tardive dans la rate, en accord avec les observations de 

Li (Li et al., 2010). 

 

4. Les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 sont nécessaires pour prévenir du 

rejet aigu d’allogreffe chez des receveurs secondaires naïfs irradiés. 

Afin d’étudier l’importance de la population de Tregs CD8+ spécifique d’allopeptide dans 

l’induction de tolérance in vivo, des expériences de transfert adoptif ont été réalisées. La rate 

d’animaux long terme a été incubée avec le tétramère RT1.Aa/Du51 puis les Tregs 

CD8+CD40Ig ont été triées au Facs ARIA en deux fractions séparées : la fraction positive 

contenant les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 et la fraction négative contenant le 

reste des cellules, non spécifiques. Le nombre de cellules dans la fraction positive étant trop 

faible pour un transfert in vivo, la fraction négative du tri a été transférée adoptivement à des 

receveurs secondaires naïfs irradiés la veille de la transplantation cardiaque. 
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Figure 27 : Tranfert adoptif des Tregs CD8+CD40Ig tet-, déplétées en cellules spécifiques du Du51.  
Les splénocytes de rats long terme traités par AdCD40Ig ont été incubés avec le tétramère 
RT1.Aa/Du51 couplé à la streptavidine-PE et -APC et un tétramère contrôle RT1.Aa/MTF-E couplé à 
la streptavidine-BV421 ou directement avec les anticorps anti-CD8 et anti-CD45RC. Les populations 
de Tregs CD8+CD40Ig totales (n=5) ou de Tregs CD8+CD40Ig Du-51 non spécifiques (n=2), 
représentant la fraction négative du marquage tétramère, ont été triées par Facs ARIA et 2.5×106 
cellules ont été injectées par voie intraveineuse à des receveurs naïfs (LEW.1A), irradiés à la dose 
sous-létale de 4 Gy, la veille de l’allogreffe cardiaque (LEW.1W). 
 

Contrairement aux Tregs CD8+CD40Ig totales, les Tregs CD8+CD40Ig déplétées de la sous-

population spécifique de l’allopeptide Du51, à nombre équivalent, ne permettent pas le 
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transfert de la tolérance à des receveurs secondaires naïfs (Figure 27). Ce résultat obtenu avec 

deux receveurs est en cours de validation par la réalisation de nouveaux transferts mais 

suggère d’ores et déjà un rôle crucial des Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 dans 

l’activité tolérogène des Tregs in vivo et la prévention du rejet d’allogreffe, et confirme les 

résultats obtenus in vitro. 

 

5. La déplétion des LTs CD8+ ou le blocage des molécules du CMH-I empêche 

l’induction de tolérance par le peptide Du51. 

Dans l’article I, nous avons démontré que l’infusion continue du peptide Du51 une semaine 

avant la greffe et jusqu’à trois semaines après, par le biais de mini-pompes osmotiques 

intrapéritonéales, induisait une prolongation significative de la survie de l’allogreffe, avec 2 

receveurs sur 8 présentant une survie indéfinie, corrélée à une augmentation de la proportion 

et du nombre absolu de Tregs CD8+ et spécifiques du Du51, une inhibition des réponses 

humorales anti-donneur et l’absence de signes de rejet chronique (Figure 9 de l’article I). Afin 

d’établir un lien entre le traitement peptidique et la génération de Tregs CD8+CD45RClow par 

reconnaissance de l’allopeptide, l’infusion de peptide Du51 a été associée à un traitement 

avec des anticorps déplétant les cellules CD8+ (OX8) ou bloquant le CMH-I (OX18) 

(anticorps que j’ai produits au sein du laboratoire par culture d’hybridomes à long terme et 

purification des anticorps présents dans le surnageant de culture). 
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Figure 28: L’administration conjointe du peptide Du51 et d’un anticorps déplétant les cellules 
CD8+ (OX8) ou d’un anticorps bloquant le CMH-I (OX18) ne prévient pas du rejet aigu 
d’allogreffe. 
Les receveurs sont soit non traités, soit traités avec une infusion continue de peptide contrôle (n=6) ou 
Du51 (n=8) par des mini pompes osmotiques intrapéritonéales (ALZET) délivrant 20,83µL/heure, de 
j-7 pré-greffe jusqu’à j+21 post-greffe, seul ou en combinaison avec un anticorps OX8 déplétant, 
injecté à une dose de 4 mg/kg à j-7, j0 et j+7 (n=6), ou un anticorps OX18 bloquant, injecté à une 
dose de 3 mg/kg à partir de j-7 3 fois/semaine (n=5). Log-rank (Mantel-Cox) Test. **P<0.01 Du51 
versus no treatment et control peptide. *P<0.05 Du51 versus Du51+OX8. 
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De façon intéressante, l’association du peptide Du51 à un traitement anti-CD8 ne prévient pas 

du rejet aigu d’allogreffe, suggérant un rôle crucial des LTs CD8+ dans l’induction de 

tolérance par le peptide Du51 (p<0.05 Du51 versus Du51+OX8) (Figure 28). De même, 

l’association peptide Du51/anti-CMH-I ne prévient pas du rejet d’allogreffe chez 4 receveurs 

sur 5 (expériences en cours). Les interactions TCR/CMH-Ip semblent donc requises pour 

l’induction de tolérance par l’allopeptide in vivo. Ces résultats suggèrent que la 

reconnaissance de l’allopeptide Du51, présenté par les molécules du CMH-I dans des 

conditions sous-immunogènes pré-greffe, génère in vivo une population de Tregs CD8+ 

capable de retarder ou d’inhiber le rejet d’allogreffe, voire même d’induire une tolérance chez 

certains receveurs. 

 

 

6. Les Tregs CD8+CD45RClow issues d’animaux naïfs présentent un répertoire 

divers et polyclonal pour la chaîne V18 du TCR. 

L’analyse Immunoscope réalisée sur les Tregs CD8+CD40Ig de la rate ne montre pas de biais 

du répertoire pour la chaîne V18 du TCR mais une distribution gaussienne normale 

semblable à celle obtenue chez des animaux non traités (Guillonneau et al., 2007a). En 

revanche, les GITCs des animaux long terme présentent une altération pour la famille V18 

du TCR, avec un pic à la même longueur de CDR3 de 7AAs chez tous les animaux étudiés. 

De plus, les transcripts V18 sont 11 fois plus représentés chez les GITCs d’un animal 

CD40Ig comparés aux Tregs spléniques CD8+CD45RClow d’un animal naïf. Nous avons donc 

analysé le répertoire V18 des LTs du greffon par séquencage du CDR3 et mis en évidence 

un répertoire restreint, avec des clonotypes répétés au sein de chaque animal et certains 

partagés entre plusieurs animaux (Table 1 de l’article I).  

De la même manière que pour l’étude du répertoire V11, nous avons analysé le répertoire 

V18 des nTregs CD8+CD45RClow de la rate d’un animal non traité, afin de s’assurer de la 

présence d’un répertoire divers et polyclonal et de disposer d’un contrôle au répertoire V18 

biaisé du greffon des animaux traités décrit dans le manuscrit (Table 1 de l’article I). Le 

CDR3 V18 des Tregs CD8+CD45RClow de cinq rats naïfs a été séquencé. Les résultats ont 

été ajoutés en bleu à la table I de l’article I, l’ensemble constituant le tableau n°3 ci-dessous. 

Sur les 326 TCRs séquencés, 90% des clonotypes sont différents et seuls 6,8% d’entre eux 

sont retrouvés au moins deux fois chez le même animal. Conformément à l’Immunoscope, le 

répertoire naïf V18 est donc très divers et polyclonal dans la rate. 
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7. Les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 de la rate possèdent un répertoire 

privé et restreint pour la chaîne V11 du TCR. 

Les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51, issues de la rate de quatre animaux traités par 

AdCD40Ig, recombinent les chaînes V11 et V18 du TCR (Picarda et al, en révision). Afin 

d’étudier le répertoire des Tregs spécifiques d’alloantigènes, nous avons dans un premier 

temps séquencé le CDR3 de la chaîne V11 utilisée par cette population. Les résultats ont 

été ajoutés en bleu à la table I de l’article I, l’ensemble constituant le tableau n°3 ci-dessous. 

Sur les 281 TCRs séquencés, seule la moitié est formée de clonotypes différents. L’autre 

moitié est constituée de clonotypes répétés, qui représentent 23% des clonotypes totaux. Le 

répertoire V11 des Tregs allospécifiques de la rate est donc limité et plus restreint que celui 

des Tregs CD8+CD40Ig totales décrit dans l’article I. De façon intéressante, plusieurs 

clonotypes des Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 sont partagés avec des clonotypes 

identifés précédemment dans le répertoire V11 des nTregs ou des Tregs CD8+CD40Ig de la 

rate et du greffon. Par ailleurs, bien qu’aucun biais pour la chaîne V18 n’ait été observé dans 

la rate des animaux long terme par Immunoscope, les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du 

Du51 recombinent cette chaîne, suggérant un biais possible du répertoire. Pour y répondre, le 

séquençage du CDR3 V18 des Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 est actuellement en 

cours. 
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Tableau 3 : Caractéristiques du répertoire des Tregs CD8+CD40Ig totales ou spécifiques du Du51 
de la rate d’animaux traités 120 jours après la greffe. 
Pour l’analyse du répertoire V11 des Tregs CD8+CD40Ig Du51-spécifiques, la rate de rats long 
terme traités par AdCD40Ig a été incubée avec le tétramère RT1.Aa/Du51 couplé à la streptavidine-
PE et -APC et un tétramère contrôle RT1.Aa/MTF-E couplé à la streptavidine-BV421. Les Tregs 
Du51-spécifiques ont été triées à l’ARIA, puis l’ARN a été isolé grâce au kit NucleoSpin RNA XS de 
Macherey Nagel et rétrotranscrit avec le kit de reverse transcription Sensiscript de Qiagen. Pour 
l’analyse du répertoire V18 des animaux non traités, l’ARN issu de nTregs CD8+CD45RClow de la 
rate a été extrait et rétrotranscrit grâce au kit de Reverse-Transcriptase MMLV. Les cDNAs ont été 
amplifiés par PCR avec les amorces V11 ou V18 et C, migrés sur gel puis clonés dans le vecteur 
TOPO. Les colonies bactériennes uniques générées ont été utilisées pour le séquençage de la région 
CDR3
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8. Analyse cristallographique du complexe RT1.Aa/Du51 

La plateforme des protéines recombinantes de l’IFR26 de Nantes a produit des monomères de 

complexe RT1.Aa/Du51, selon le protocole décrit dans l’article I. Afin d’identifier le mode 

d’arrimage du peptide dans le sillon peptidique et sa conformation, la résolution de la 

structure tridimentionnelle par cristallographie est nécessaire et est réalisée en collaboration 

avec l’équipe du Dr Dominique Housset de l’Institut de Biologie Structurale, à Grenoble. 

Différentes conditions de cristallisation sont actuellement testées afin d’obtenir des cristaux 

du complexe RT1.Aa/Du51 reconnu par les Tregs CD8+CD45RClow. Quelques cristaux ont pu 

être obtenus au robot à 20°C, dont un diffractait (Figure 29). Cependant, la résolution était 

trop basse, limitée à 8 Å. Etant donné les complexes décrits dans la littérature pour des 

peptides longs, la boucle centrale formée par le peptide pourrait ne pas être visible car trop 

flexible dans le sillon. Seule la stabilisation par un TCR permettra de fixer la conformation. 

 
Figure 29 : Cliché de diffraction d’un cristal de complexe RT1.Aa/Du51. 

 

 

9. Des Tregs CD8+CD40Ig reconnaissent plusieurs dérivés des peptides 

chevauchants Bu31 et 32, de longueurs et de séquences variables. 

Sur les 82 peptides allogéniques testés in vitro, le peptide Du51 est le peptide 

immunodominant reconnu par les Tregs et le peptide Bu31 a été qualifié de sous-dominant car 

induisant une activation moins forte des Tregs CD8+CD40Ig (Figure 2A de l’article I). Afin 

d’identifier la séquence du peptide sous-dominant reconnu par les Tregs CD8+CD40Ig 

spécifiques, nous avons construit une librairie de dérivés peptidiques, de 9 à 15 AAs, basée 

sur nos résultats et la littérature. L’expression de CD25 a été analysée après coculture des 

Tregs CD8+CD40Ig avec chaque dérivé, en présence de pDCs syngéniques matures (Figure 

30). 
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Figure 30 : Analyse de l’activation des Tregs CD8+CD40Ig en réponse aux dérivés du peptide Bu31. 
A gauche, 21 dérivés du peptide Bu31 et pour certains chevauchant avec le peptide 32, sont détaillés 
et classés par longueur, de 9 à 15 AAs. Les AAs différant entre donneur et receveur  sont encadrés et 
en rouge. A droite, l’activation des Tregs en réponse aux dérivés peptidiques est analysée par 
l’expression de CD25. Les Tregs CD8+CD40Ig ont été cultivées pendant 6 jours avec des pDCs 
syngéniques maturées avec du CpG, en présence de chaque peptide. Le ratio ± SEM entre le 
pourcentage de Tregs CD25+ après stimulation peptidique et le pourcentage de Tregs CD25+ dans la 
condition contrôle sans peptide est représenté. Wilcoxon signed-rank test *p<0.05, **p<0.01 et 
***p<0.001  versus condition peptide Bu31. n=3 à 15.  
 
Aucun des dérivés de 9 AAs n’induit l’activation des Tregs CD8+CD40Ig. En revanche, les 

dérivés 31-11, 31-16, 31-18, 31-20 génèrent une surexpression de CD25 par les Tregs 

équivalente à celle induite par le peptide 31, suggérant la reconnaissance par le TCR des 

Tregs CD8+CD40Ig de plusieurs épitopes antigéniques ou de la séquence commune à ces 

différents dérivés (DSDVGEYR), qui est aussi partagée avec le peptide Du51. 

 

 

10. Les LTs CD8+CD45RChigh issus d’animaux traités avec AdCD40Ig semblent 

reconnaître l’allopeptide sous-dominant Bu31. 

Afin d’analyser la reconnaissance du peptide sous-dominant Bu31 par les LTs 

CD8+CD45RChigh issus d’animaux long terme, ces cellules ont été triées au Facs ARIA et 

cultivées pendant 6 jours avec des pDCs syngéniques matures naïves triées et l’allopeptide. 

L’expression de CD25 par les LTs CD8+CD45RChigh a été évaluée par cytométrie en flux 

(Figure 31). 
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Figure 31 : Analyse de l’activation des LTs CD8+CD45RChigh d’animaux long terme en réponse à la 
stimulation par le peptide Bu31. 
Les LTs CD8+CD45RChigh triés de la rate ont été cocultivés pendant 6 jours avec des pDCs 
syngéniques maturées avec du CpG, en l’absence ou en présence du peptide Bu31. Les résultats sont 
exprimés en ratio ± SEM entre le pourcentage de cellules CD25+ après stimulation et dans la 
condition contrôle sans peptide. Wilcoxon signed-rank test *P<0.05 versus condition contrôle (valeur 
1.0). n=7. 
 

Le peptide Bu31 induit une surexpression du marqueur CD25 à la surface des LTs 

CD8+CD45RChigh (1,433±0,265 fold vs. sans peptide). Elle est moins élevée que dans le cas 

de la reconnaissance du peptide Bu31 par les Tregs CD8+CD40Ig (Figure 2A de l’article I : 

1,67±0,09 fold vs. no peptide, p<0.0001). Ce résultat suggère qu’une fraction des LTs 

CD8+CD45RChigh issus d’animaux traités avec CD40Ig reconnait l’allopeptide sous-dominant 

Bu31, pouvant correspondre à des cellules potentiellement régulatrices ou effectrices de 

même spécificité que les Tregs CD8+CD40Ig. 

 

11. La stimulation des Tregs CD8+CD40Ig avec le peptide Bu31 en présence de pDCs 

induit une forte production d’IFN et la surexpression des marqueurs CD25 et 

CD71. 

Le phénotype des Tregs CD8+CD40Ig activées par le peptide Bu31 a été étudié ex-vivo après 

6 jours de stimulation, de façon similaire à l’étude réalisée pour le peptide Du51 (Figure 3 de 

l’article I). La sécrétion de cytokines dans le surnageant de coculture et l’expression de 

différents marqueurs à la surface des Tregs ont respectivement été analysées par ELISA et 

cytométrie en flux (Figure 32). 
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Figure 32 : Caractérisation phénotypique des Tregs CD8+CD40Ig après stimulation ex-vivo avec 
l’allopeptide Bu31.  
Les Tregs CD8+CD40Ig et des pDCs syngéniques matures ont été triées et cultivées pendant 6 jours, 
seules, avec un peptide contrôle ou avec le peptide Bu31. L’expression des molécules indiquées a été 
analysée dans le surnageant de coculture par ELISA (B) ou à la membrane des Tregs par cytométrie 
en flux (B) après stimulation in vitro. La moyenne d’expression ± SEM est représentée. Mann-Whitney 
t-test *p<0.05, **p<0.01. n=3 to 7. 
 
La stimulation des Tregs CD8+CD40Ig avec le peptide Bu31 et en présence de pDCs induit 

une augmentation significative de la production d’IFN qui est impliquée dans leur fonction 

suppressive. Par ailleurs, nous avons constaté une surexpression significative de CD25 et 

CD71, une tendance à la surexpression de CD28 et CMH-II mais pas de modification de 

l’expression de FoxP3 après 6 jours de stimulation avec le peptide sous-dominant Bu31. La 

stimulation des Tregs par le peptide Bu31 induit des modifications phénotypiques semblables 

à celles induites par le peptide dominant Du51 (Figure 3 de l’Article I), mais de façon plus 

modérée. 
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12. Les Tregs CD8+CD40Ig activées par l’allopeptide sous-dominant Bu31 inhibent 

efficacement la prolifération des LTs CD4+CD25- effecteurs. 

Afin d’étudier la capacité suppressive des Tregs après stimulation avec l’allopeptide Bu31, 

nous avons trié les Tregs activées après 6 jours de culture avec les pDCs syngéniques et 

l’allopeptide. Elles ont été ajoutées à une MLR de LTs CD4+CD25- effecteurs marqués au 

CFSE, stimulés par des pDCs allogéniques, et dont la prolifération a été analysée 6 jours plus 

tard. 
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Figure 33 : Les Tregs CD8+CD40Ig activées par l’allopeptide Bu31 ont une activité suppressive 
efficace. 
Les Tregs CD8+CD40Ig ont été cultivées pendant 6 jours avec des pDCs syngéniques et 
l’allopeptide. Au 6ème jour, les Tregs ont été isolées par tri au Facs ARIA et testées pour leur 
capacité suppressive dans un test de MLR. La prolifération de LTs CD4+CD25- naïfs 
syngéniques marqués au CFSE, stimulés par des pDCs du donneur, a été analysée après 6 
jours de coculture, en absence ou en présence de Tregs CD8+ activées, au ratio 
effecteur/suppresseur 1:1. Les histogrammes sont représentatifs de quatre expériences 
indépendantes. 
 
En l’absence de Tregs, 83,3% des LTs CD4+CD25- effecteurs prolifèrent. L’ajout de nTregs 

CD8+CD45RClow fraîchement triées inhibe la prolifération des LTs CD4+, comme décrit dans 

la figure 4 de l’article I.De même, l’ajout de Treg CD8+CD40Ig activées ex vivo par 

l’allopeptide Bu31 induit une inhibition significative de la prolifération des LTs effecteurs 

(Figure 33), démontrant que les Tregs allospécifiques maintiennent une activité suppressive 

efficace après stimulation ex vivo. 
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 Les caractéristiques de l’interaction TCR/peptide/CMH et son rôle dans la génération 

et la fonction suppressive des Tregs, autant CD4+ que CD8+, sont peu définies à ce jour. Les 

travaux précédents de l’équipe ont démontré que les Tregs CD8+CD40Ig sont spécifiques du 

donneur et présentent un biais du répertoire TCR vers l’utilisation préférentielle de la chaîne 

V11. Pour autant, la spécificité antigénique fine, c’est-à-dire  le ou les allopeptides reconnus, 

ainsi que la clonalité du TCR n’étaient pas établies. Mes travaux de thèse se sont donc 

concentrés sur l’étude de l’allospécificité de la population de Tregs CD8+CD40Ig, son 

influence sur l’induction, l’expansion des Tregs et sur la sélection du répertoire TCR CDR3. 

Cette étude nous a permis d’approfondir nos connaissances sur la population de Tregs 

CD8+CD45RClow induite par la transplantation et le traitement avec l’AdCD40Ig.  

 

Les souches de rat utilisées dans notre modèle d’étude sont incompatibles pour 

l’ensemble des molécules du CMH. Une équipe de notre laboratoire a précédemment construit 

une librairie de peptides allogéniques de 16 AAs, couvrant les régions polymorphiques des 

molécules du CMH-I et CMH-II (van Denderen et al., 2001). Van Denderen a caractérisé les 

allopeptides immunodominants qui entraînent la prolifération in vitro des splénocytes de 

receveurs en phase de rejet aigu (1W/1A sans traitement) ou tolérants à l’allogreffe cardiaque. 

La tolérance est induite par une DST à j-14 et j-7 pré-greffe.  Les splénocytes d’animaux 

tolérants répondent plus fortement à un large panel d’allopeptides que les spénocytes 

d’animaux en rejet. De plus, certains allopeptides stimulent uniquement les splénocytes de 

receveurs traités par DST, suggérant l’implication de cellules régulatrices spécifiques dans 

l’induction ou le maintien de la tolérance. Plus récemment, Ballet a analysé les réponses 

alloimmunes T CD4+ et CD8+ directes et indirectes après le traitement DST induisant une 

survie à long terme de l’allogreffe (Ballet et al., 2009). La sécrétion d’IFN par les 

splénocytes du receveur obtenus 5 ou 7 jours après la transplantation a été mesurée par 

ELISPOT, en réponse à la stimulation directe par des splénocytes irradiés du donneur ou 

indirecte par les allopeptides. Chez des receveurs non traités en rejet aigu, deux allopeptides 

immunodominants ont été identifiés, le peptide 29 et le peptide 37, respectivement et 

majoritairement reconnus par les CD4 et les CD8. Ces deux peptides sont dérivés des régions 

polymorphiques de la chaîne 1 du CMH-II RT1.Du. Dans le modèle de traitement DST, 

Ballet a mis en évidence une inhibition de l’alloreconnaissance directe et de la réponse 

indirecte contre le peptide 37 par les CD8+, mais la persistance de l’alloreconnaissance 
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indirecte du peptide 29 par les LTs CD4+
.  De façon intéressante, les LTs CD4+CD25high issus 

de la rate d’animaux traités par DST ne répondent pas aux peptides 29 et 37. 

Contrairement au modèle DST générant des Tregs CD4+CD25- (Degauque et al., 2007), notre 

modèle de traitement par AdCD40Ig induit des Tregs CD8+CD45RClow allospécifiques 

capables de transférer la tolérance (Guillonneau et al., 2007a). En utilisant la même librairie 

de peptides que Ballet (Ballet et al., 2009), complétée par de nouveaux peptides allogéniques 

designés sur d’autres régions polymorphiques non étudiées auparavant (Ettinger et al., 2004), 

nous avons mis au point un test de coculture ex vivo afin d’étudier l’activation des Tregs 

CD8+CD40Ig en réponse à la présentation indirecte des allopeptides par des pDCs 

syngéniques. Après une étude préliminaire des marqueurs potentiellement surexprimés par les 

Tregs CD8+CD40Ig lors d’une stimulation polyclonale, notre choix s’est porté sur la molécule 

CD25, communément utilisée comme marqueur d’activation des LTs (Caruso et al., 1997). 

Dans notre modèle, la suppression exercée par les Tregs CD8+CD40Ig requiert une 

stimulation par contact avec des pDCs (Li et al., 2010). Nous avons étudié l’état de 

maturation nécessaire des pDCs syngéniques pour l’apprêtement des allopeptides et leur 

présentation aux Tregs in vitro. Plusieurs études ont rapporté que les pDCs activées avec du 

CD40L ou du CpG sont capables d’induire des Tregs chez l’Homme (Gilliet and Liu, 2002; 

Ito et al., 2007; Martín-Gayo et al., 2010; Moseman et al., 2004). Toutefois, des CDs à l’état 

immature peuvent également générer des Tregs CD4+ (Jonuleit et al., 2000; Levings et al., 

2005). Dans notre modèle, lors de la transplantation et du traitement CD40Ig, les pDCs 

perçoivent les signaux de danger via leur PRRs, captent les antigènes du donneur et entament 

les processus de maturation et de migration. Notre hypothèse est que le blocage de la voie 

CD40/CD40L par la molécule CD40Ig va limiter la maturation des pDCs in vivo, empêcher 

une activation efficace des LTs et induire des Tregs CD8+CD40Ig. Dans notre stimulation ex-

vivo, les pDCs à l’état immature, aux capacités de phagocytose et d’apprêtement des antigènes 

peu efficaces (Hubert et al., 2004), n’activent pas les Tregs CD8+CD40Ig. Elles requièrent un 

signal d’activation par le CpG pour présenter les allopeptides et induire une activation 

significative des Tregs spécifiques. Pour les besoins de notre étude, les Tregs CD8+CD40Ig 

mémoires possiblement générées in vivo par interaction avec des DCs « semi-matures » ont 

été réactivées ex-vivo avec des pDCs activées et matures.  

 

L’activation des Tregs CD8+CD40Ig en réponse à 82 peptides allogéniques de 16 AAs a 

été étudiée. Deux peptides en particulier sont reconnus par ces cellules et induisent une 

surexpression significative de CD25 à la surface. Le peptide immunodominant Du51, de 
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séquence NREEYARFDSDVGEYR, dérive de la molécule du CMH-II RT1.Du alors que le 

peptide Bu31 sous-dominant, YLRRYDSDVGEYRAVTE, dérive de la molécule du CMH-II 

RT1.Bu. Les AAs différant entre donneur et receveur sont soulignés. De façon intéressante, 

ces deux 16-mer partagent une séquence commune de 8 AAs DSDVGEYR. Les allopeptides 

Bu31 et Du51 de notre étude correspondent respectivement aux peptides 13 et 33 de l’étude 

de C. Ballet, où ils ne sont pas reconnus par les splénocytes effecteurs du rejet aigu 

d’allogreffe dans la combinaison LEW.1W/LEW.1A sans autre traitement (Ballet et al., 

2009). Par ailleurs, les peptides immunogènes 29 et 37 identifiés dans cette étude ne sont pas 

reconnus par les Tregs CD8+CD40Ig dans notre système. L’activation des LTs 

CD8+CD45RChigh issus d’animaux traités avec CD40Ig, en présence de pDCs syngéniques et 

matures et des peptides Bu31 ou Du51, a également été analysée. Le peptide Du51 induit une 

surexpression significative de CD25, moins élevée que lors de la stimulation de Tregs 

CD8+CD45RClow, mais suggérant néanmoins sa reconnaissance par une fraction des LTs 

CD8+CD45RChigh. Cette observation implique l’existence d’une population spécifique du 

peptide Du51 parmi les LTs CD8+CD45RChigh, de phénotype non étudié, ce qui a été 

confirmé par la suite grâce au marquage avec un tétramère. L’activation par le peptide Bu31 

est moins forte et non significative.  

 

Nous avons par la suite testé l’activation des Tregs en réponse à une série d’allopeptides 

plus courts, dérivés du 16-mer Du51 et des 16-mer chevauchants Bu31 et 32. Historiquement, 

les études de librairies de peptides aléatoires et de spectrométrie de masse se sont limitées à 

des longueurs courtes de 8 à 10 AAs et ont permis le développement d’outils puissants de 

prédictions d’épitopes antigéniques potentiels mais n’excédant pas 11 AAs. Pourtant,  environ 

10% des peptides présentés ont une longueur supérieure à 11 AAs (Burrows et al., 2006), 

allant même jusqu’à 25 AAs (Bell et al., 2009). Les études récentes suggèrent que le CMH-I 

peut apprêter des peptides beaucoup plus longs que précédemment établi, invitant à élargir les 

études et les algorithmes de liaison à des peptides allant jusqu’à 15/16 AAs. De façon 

intéressante, seul le dérivé peptidique 51-18, REEYARFDSDVGEYR, active les Tregs de 

façon équivalente au peptide Du51. D’après les critères établis, sa longueur de 15 AAs est 

inhabituelle pour une présentation sur une molécule du CMH-I. Toutefois, le sillon du CMH-I 

RT1.Aa de rat accommode préférentiellement des peptides de 9 à 15 AAs et possédant une 

arginine en C-term (Stevens et al., 1998a), capable de former de nombreux ponts hydrogènes 

et interactions électrostatiques avec la poche F du sillon. La structure cristallographique du 

RT1.Aa en complexe avec un AgmH nommé MTF-E de 13 AAs a par ailleurs été publiée, 
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révélant deux structures possibles du peptide, lequel forme un renflement important hors de la 

poche peptidique et présente une surface de liaison plus importante pour le TCR (Speir et al., 

2001). Le peptide 51-18 possède une arginine (R) en N-term et en C-term qui peut servir de 

point d’ancrage dans les poches A et F du sillon, comme suggéré par l’analyse des résidus 

ancres favorables après l’élution de 9-mers recombinés à RT1.Aa par le groupe de Joly 

(Stevens et al., 1998b). L’acide glutamique hydrophile (E) a également été décrit comme une 

ancre favorable en position 2 (P2) dans l’étude de Powis (Powis et al., 1996). Notre hypothèse 

suggère que les AAs centraux dépassent largement en dehors du sillon dans une conformation 

dite « bulged » ou forment un « zig-zag » au sein de la poche. La database structurale PDB 

contient des structures CMH-Ip avec des peptides longs jusqu’à 16 AAs, mais pour lesquelles 

seul l’ancrage du peptide en N-term et C-term est visible (Bade-Döding et al., 2011). La 

région centrale renflée du peptide est désordonnée et non visible, en accord avec un haut 

degré de mobilité du peptide (Miles et al., 2006; Probst-Kepper et al., 2004; Tynan et al., 

2007). Afin d’élucider la structure tridimensionnelle du complexe RT1.Aa/Du51, les protéines 

recombinantes formant la chaîne RT1.Aa ont été repliées avec le peptide Du51 in vitro. Les 

complexes obtenus ont été biotinylés pour former des tétramères utilisables en cytométrie en 

flux. La cristallisation du complexe RT1.Aa/Du51 est actuellement à l’essai par l’équipe du 

Dr Housset de l’Institut de Biologie Structurale de Grenoble. L’obtention de la structure de ce 

complexe CMH du soi/allopeptide reconnu par des Tregs CD8+ permettra de comprendre le 

mode de fixation d’un peptide inhabituellement long (résidus ancres et exposés) et de prédire 

l’influence d’une substitution de résidu sur la présentation du peptide et la reconnaissance par 

le TCR des Tregs CD8+. Par exemple, nous pouvons imaginer que la tyrosine (Y) allogénique 

en P5 du Du51 soit un résidu ancre important, permettant le renflement des résidus P8 à P13 

ou P14 en dehors du sillon, potentiellement contactés par les TCRs spécifiques. Il est probable 

que le peptide soit flexible dans le sillon et adopte plusieurs conformations différentes. Les 

TCRs spécifiques pourraient alors reconnaître une seule conformation ou déformer les 

différentes structures du CMHp non liées lors de la reconnaissance (Tynan et al., 2007). En 

outre, notre système offre la possibilité de générer des mutants du peptide allogénique. Dans 

un premier temps, chaque AA sera remplacé par une alanine et l’activation des Tregs 

CD8+CD40Ig en réponse au mutant sera évaluée ex vivo. La mutation de certains acides 

aminés pourrait entraîner une baisse d’affinité des Tregs pour le complexe CMHp, ne 

permettant pas leur activation, comme cela a été décrit pour la réponse de LTs CD8+ OT-I à 

différents mutants d’un peptide dérivé d’OVA (Denton et al., 2011). Des analyses structurales 

et biophysiques des complexes CMH/peptide mutant permettront par ailleurs d’étudier 
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l’impact de la mutation sur la conformation et la stabilité du peptide, influençant la 

reconnaissance par le TCR. D’autre part, plusieurs dérivés des peptides Bu31 et 32 sont 

reconnus par les Tregs CD8+CD40Ig, de longueurs et de séquences différentes, rendant 

l’interprétation des résultats plus complexe. Ainsi, le 12-mer 31-11, YLRYDSDVGEYR, 

induit une activation des Tregs équivalente au peptide Bu31. Sa séquence semble favorable à 

l’apprêtement sur le RT1.Aa, avec une leucine (L) en P2 et une arginine (R) en C-term. Le 

dérivé 31-16 possède une séquence proche du 31-11 avec deux acides aminés de plus en C-

term (AV) et active également fortement les Tregs. Enfin, le 15-mer 31-20, de séquence 

LRYDSDVGEYRAVTE, est potentiellement reconnu par les Tregs CD8+CD40Ig. Ces trois 

dérivés partagent la séquence commune DSDVGEYR avec le peptide Bu31 mais également le 

Du51, suggérant la possibilité qu’un même pool de Tregs crossréactifs reconnaisse ces 

différents peptides. Après la production de tétramère de complexe RT1.Aa/Bu31 et 

RT1.Aa/31-11, nous réaliserons des co-marquages avec le tétramère RT1.Aa/Du51 afin 

d’explorer cette hypothèse. Il est possible que l’affinité de l’interaction TCR des Tregs avec 

les complexes RT1.Aa/Bu31 ou dérivés et RT1.Aa/Du51 soit plus ou moins élevée, expliquant 

ainsi les différences de réponse in vitro des Tregs. L’analyse structurale du peptide sous-

dominant Bu31 et de ses dérivés sera également réalisée. 

 

Afin d’étudier le phénotype des Tregs stimulées in vitro par les peptides Du51 et Bu31, 

l’expression de différents marqueurs et la sécrétion de cytokines dans le surnageant de 

coculture ont été analysées. En accord avec les résultats précédemment publiés (Guillonneau 

et al., 2007a), les Tregs CD8+CD40Ig stimulées par les peptides dominants sécrètent de 

grandes quantités d’IFN, comme révélé par marquage intracellulaire (non montré) et par 

ELISA. Les forts taux d’IL-12 observés dans les différentes conditions de stimulation sont 

probablement le fait des pDCs maturées avec le CpG (Hubert et al., 2004). Par ailleurs, l’IL-

10 et le TGF- détectés dans le surnageant peuvent être produits par les Tregs CD8+CD40Ig, 

bien qu’un rôle de ces cytokines dans leur activité suppressive ait été écarté (Li et al., 2010). 

Plusieurs études décrivent la sécrétion possible de ces cytokines par les pDCs humaines ou 

murines (Kang et al., 2007; Parcina et al., 2009), mais pas par les pDCs activées de rat 

(Hubert et al., 2004). La stimulation des Tregs CD8+CD40Ig par les peptides Bu31 et Du51 

induit la surexpression de CD25, CD28, CMH-II et CD71 par rapport à la stimulation sans 

peptide et à la stimulation avec un peptide contrôle. L’expression relativement élevée (30 à 

40%) des différents marqueurs, observée après six jours de stimulation avec des pDCs 

syngéniques seules, peut s’expliquer par la sécrétion de cytokines des pDCs matures, activant 
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légèrement les Tregs syngéniques dans notre test. De façon intéressante, le marqueur CD71 

est utilisé dans l’étude de Sagoo, en association avec le CD69 (absent chez le rat), pour 

sélectionner les Tregs humaines CD4+CD25+ spécifiques d’alloantigènes, enrichies après 

stimulation avec des DCs allogéniques ex-vivo (Sagoo et al., 2011). Par ailleurs, les Tregs 

CD8+CD40Ig ne semblent pas exprimer FoxP3. Il serait également intéressant d’analyser la 

production des cytokines FGL2 et IL-34 impliquées dans la fonction suppressive des Tregs 

CD8+, après stimulation in vitro par les allopeptides (Li et al., 2010)(Bézie, Picarda et al., en 

révision)(Bézie, Picarda et al., en préparation).  

 

Par ailleurs, les Tregs stimulées par le peptide immunodominant Du51 maintiennent 

leur activité suppressive après activation in vitro. En effet, elles inhibent la prolifération des 

LTs CD4+CD25- effecteurs syngéniques en présence de pDCs du donneur. En revanche, les 

Tregs qui ne sont pas activées lors de la coculture avec un peptide contrôle survivent 

difficilement et perdent leur capacité suppressive. Grâce au tétramère de complexe CMHp 

RT1.Aa/Du51 généré, nous avons récemment trié les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques de Du51 

afin d’étudier leur capacité suppressive in vitro. De façon très intéressante, les Tregs 

CD8+CD40Ig spécifiques de Du51 inhibent plus efficacement la prolifération des LTs 

CD4+CD25- effecteurs, stimulés par la voie directe d’alloreconnaissance, que les Tregs non 

spécifiques du Du51 et les nTregs CD8+CD45RClow polyclonales. Notre hypothèse suggère 

que le traitement CD40Ig, associé à la transplantation, induirait la génération de Tregs 

CD8+CD40Ig spécifiques de Du51 à partir de précurseurs naïfs T CD8+CD45RClow et/ou 

CD8+CD45RChigh, leur conférant des propriétés tolérogènes augmentées par rapport aux Tregs 

CD8+CD40Ig non-spécifiques et aux nTregs CD8+CD45RClow. Dans cette MLR, les Tregs 

CD8+CD40Ig spécifiques de Du51, triées avec le tétramère, sont sélectionnées pour la 

reconnaissance d’un complexe CMH du soi (RT1.Aa)/allopeptide (Du51). Leur TCR de 

spécificité indirecte ne peut donc pas interagir avec les complexes CMH étranger/peptide 

présentés par les pDCs du donneur. Or, nous avions décrit auparavant que les Tregs 

nécessitent un contact avec les pDCs pour exercer leur activité suppressive (Li et al., 2010). 

Dans notre test, il est possible que les Tregs de spécificité indirecte soient activées par la 

liaison aux tétramères, qui peuvent stimuler fortement les LTs (Wooldridge et al., 2009). Dans 

ce cas, les Tregs CD8+ pourraient ne pas requérir d’autres interactions TCR/CMHp avec les 

pDCs pour inhiber la prolifération des LTs CD4+ de manière très efficace. De plus, les Tregs 

spécifiques du Du51 sont des cellules mémoires qui ont déjà rencontré l’antigène et peuvent 

être réactivées en l’absence de costimulation. Enfin, dans cette MLR, à défaut de jouer un rôle 
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dans la présentation antigénique aux Tregs spécifiques du Du51, les pDCs peuvent leur 

délivrer des signaux de façon « bystander » non spécifique, comme décrit récemment pour des 

Tregs transgéniques CD4+ (Wan et al., 2013). Ces résultats sont en accord avec plusieurs 

études démontrant un potentiel supérieur des Tregs de spécificité indirecte in vitro (Hara et 

al., 2001; Jiang et al., 2006). Nous réalisons actuellement une MLR indirecte, où les Tregs 

spécifiques du Du51 triées sont mises en présence de pDCs syngéniques chargées avec un 

lysat de cellules du donneur et de LTs CD4+ syngéniques. Ce test permettra d’évaluer la 

capacité suppressive des Tregs sur la prolifération des LTs CD4+ stimulés par la voie de 

présentation indirecte des antigènes du donneur. 

 

Afin d’étudier l’importance des Tregs de spécificité indirecte dans l’induction de la 

tolérance, 2,5 millions de Tregs CD8+CD40Ig déplétées en cellules spécifiques du Du51 ont 

été transférées adoptivement in vivo à des receveurs secondaires naïfs irradiés et greffés. De 

manière très intéressante, ces cellules ne permettent pas le transfert de la tolérance, 

contrairement aux Tregs CD8+CD40Ig totales (Guillonneau et al., 2007a). Ces résultats 

préliminaires suggèrent que la population spécifique d’alloantigène est nécessaire à l’activité 

suppressive globale du pool de Tregs CD8+CD40Ig et à l’induction de tolérance in vivo. De 

façon similaire, dans l’étude de Tsang, le transfert de Tregs CD4+ de spécificité directe 

uniquement n’inhibe pas le rejet d’allogreffe cardiaque, contrairement au transfert de Tregs 

portant une spécificité double (directe et indirecte)(Tsang et al., 2008). Nos observations font 

écho à l’étude récemment publiée du groupe de Cantor. En effet, dans leur modèle d’arthrite 

autoimmune chez la souris, le transfert de Tregs CD8+ tétramères négatives, à savoir 

déplétées en Tregs spécifiques du complexe Qa-1/Hsp60p216, ne prévient pas du 

développement de l’arthrite (Leavenworth et al., 2013). En revanche, le transfert des Tregs 

tétramères positives spécifiques, expandues in vitro avec de l’IL-15 complexé, protège de la 

maladie. Dans notre étude, nous avons transféré uniquement la fraction négative des Tregs 

marquées avec le tétramère du fait du nombre insuffisant de Tregs spécifiques du Du51 triées. 

Dans le but d’expandre ces cellules ex-vivo avant leur transfert in vivo, nous testerons 

différentes conditions de culture, notamment avec de l’IL-2, IL-15, une stimulation anti-CD3 

et anti-CD28 ou avec des pDCs syngéniques chargées avec le peptide Du51. Un transfert in 

vivo des Tregs spécifiques du Du51 enrichies sera réalisé et devrait permettre d’obtenir une 

survie à long-terme de l’allogreffe cardiaque. 
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Pour la première fois chez le rat en transplantation, la génération d’un tétramère de 

complexe RT1.Aa/Du51 nous a permis d’évaluer la proportion de LTs spécifiques dans la rate 

et le greffon deux semaines et quatre mois après la greffe. Li a montré que les Tregs 

s’accumulent en premier lieu dans le greffon (une semaine) et plus tardivement dans la rate 

(un mois), bien que le transfert adoptif des splénocytes à une semaine induise une survie chez 

50% des receveurs. Nos résultats préliminaires de marquage avec le tétramère deux semaines 

après la greffe montrent qu’un nombre élevé de Tregs spécifiques du Du51 infiltrent le 

greffon des rats traités avec CD40Ig, suggérant un recrutement précoce des Tregs 

allospécifiques. Par ailleurs, nous avons détecté des cellules spécifiques du Du51 au sein des 

nTregs CD8+CD45RClow et des LTs CD8+CD45RChigh naïfs de la rate, suggérant que les 

Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51, enrichies chez les animaux long terme, peuvent 

dériver de précurseurs présents dans ces deux populations naïves, comme décrit pour les 

Tregs CD4+FoxP3+ dans un modèle murin de tolérance à l’allogreffe cardiaque induite par le 

traitement DST + anti-CD4 (Francis et al., 2011). Par ailleurs, des cellules spécifiques du 

Du51 sont présentes parmi les LTs CD8+CD45RChigh issus d’animaux long terme. Afin 

d’identifier la nature régulatrice ou effectrice de ces cellules, elles seront triées avec le 

tétramère et testées pour leur capacité suppressive dans une MLR comme précédemment 

décrit. Notre système offre l’opportunité de générer et d’expandre in vitro des Tregs 

CD8+CD45RClow spécifiques du Du51, à partir de nTregs ou de LTs CD8+CD45RChigh naïfs. 

Ainsi, ces deux populations seront cultivées avec des pDCs syngéniques chargées avec 

l’allopeptide en présence de différentes cytokines, puis transférées in vivo à des receveurs 

naïfs avant la transplantation. En outre, dans le but d’étudier la distribution des Tregs 

spécifiques au sein des organes, la réalisation de marquages immunohistologiques de rates et 

de greffons d’animaux long terme avec le tétramère RT1.Aa/Du51 sont prévus, comme cela a 

été décrit (Panoskaltsis-Mortari et al., 2008).  

 

La caractérisation phénotypique des Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 sera 

réalisée. Dans ce but, nous pourrions procéder à un enrichissement magnétique des cellules 

tétramère positives (Moon et al., 2009). En effet, de très nombreuses études utilisent cette 

technique pour l’analyse phénotypique de la population d’intérêt par cytométrie en flux. 

Après tri à l’ARIA, l’ARN des cellules tétramère positives pourra également être extrait, 

permettant l’analyse de l’expression de gènes par RT-qPCR ou par la réalisation de puces à 

ADN. De façon similaire aux études réalisées sur la population totale CD8+CD40Ig, une 

analyse comparative de l’expression de gènes entre la population restreinte de Tregs 
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CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 et les nTregs CD8+CD45RClow sera conduite et permettra 

certainement d’identifier de nouveaux gènes et/ou d’affiner la liste de gènes déjà établie 

associés à la tolérance (Angin, Le Mauff, résultats non publiés). En particulier, nous 

étudierons avec intérêt l’expression de la molécule du CMH-II par ces cellules. En effet, cette 

molécule distingue deux populations cellulaires chez les Tregs CD4+ humaines (Baecher-

Allan et al., 2004). Dans notre modèle, environ 30% des Tregs CD8+CD40Ig expriment le 

CMH-II. Ces cellules sont localisées dans le greffon et dans la rate et expriment fortement la 

molécule CD28 (Picarda et al., résultats non publiés). De façon intéressante, les Tregs 

CD8+CD40IgCMH-II+ sont capables de transférer la tolérance in vivo, contrairement aux 

Tregs CMH-II-. Pourtant, les études in vitro ne révèlent pas de différences dans l’activité 

suppressive de ces deux sous-types de Tregs (Picarda et al., résultats non publiés), 

contrairement aux études chez l’Homme (Schaier et al., 2012). Par ailleurs, nous avons réalisé 

des tests de cytotoxicité in vitro en co-incubant des LTs CD4+, des pDCs allogéniques et des 

Tregs, démontrant pour la première fois une capacité cytotoxique des Tregs CD8+CD40Ig 

totales. Ces résultats préliminaires révèlent une légère tendance vers une cytotoxicité plus 

élevée des Tregs CMH-II+ à de forts ratios, en accord avec l’expression plus importante de 

plusieurs gènes impliqués dans la mort cellulaire que sont granzyme B, syntaxine, DAPK, 

perforine par les Tregs CMH-II+ (Picarda et al., résultats non publiés). Il est donc intéressant 

d’évaluer l’expression de la molécule du CMH-II par les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du 

Du51, car elle pourrait jouer un rôle fonctionnel dans leur activité suppressive par interaction 

avec les LTs CD4+ induisant leur anergie et leur apoptose (Chai et al., 1998; Sidhu et al., 

1992). 

 

Des résultats préliminaires de notre équipe ont mis en évidence un biais vers 

l’utilisation préférentielle de la chaîne V11 du TCR par les Tregs CD8+CD40Ig de la rate, 

suggérant une expansion oligoclonale de ces cellules par la sélection et l’expansion d’une 

population spécifique d’alloantigènes communs (Guillonneau et al., 2007a). De plus, le 

greffon des rats long terme, largement infiltré par les Tregs CD8+ (Guillonneau et al., 2007a), 

présente plusieurs altérations des chaînes V du TCR, notamment les chaînes V1, V7, 

V15, V17, V11 et V18, avec une accumulation des transcrits des chaînes V11 et V18. 

Le répertoire TCR des GITCs du greffon traité avec CD40Ig 120 jours après la greffe a été 

comparé au répertoire des Tregs de la rate car il est impossible d’analyser un greffon contrôle 

LEW.1W/LEW.1A si tardivement après son rejet. Dans un premier temps, le séquençage du 
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CDR3 a été réalisé sur la population globale de Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du donneur, 

puis nous avons récemment affiné l’étude et confirmé les résultats grâce à l’utilisation du 

tétramère RT1.Aa/Du51 (tri global des tétramères positives). Conformément aux études 

publiées sur le répertoire des nTregs (Pacholczyk and Kern, 2008; Pomié et al., 2011), celui 

des nTregs CD8+CD45RClow est polyclonal et très divers pour les chaînes V11 et V18 

d’intérêt. En revanche, le répertoire des Tregs CD8+CD40Ig de la rate tend à être plus 

restreint que celui des nTregs de la rate, alors que celui des Tregs du greffon est 

significativement plus restreint. Toutefois, les nouveaux résultats générés, étudiant le 

répertoire de la chaîne V11 recombinée par les Tregs spécifiques du Du51, révèlent un 

répertoire limité et plus restreint que celui du pool total de Tregs CD8+CD40Ig de la rate, 

mais de diversité équivalente à celui du greffon. Sur la soixantaine de TCRs séquencés par 

animal, aucun clonotype ou motif en AAs partagé n’a pu être mis en évidence, démontrant le 

caractère privé du répertoire spécifique d’antigène, avec la présence d’un biais de type 1 du 

TCR (cf § 2.4.1 Les différents biais du répertoire) et d’un CDR3 prédominant de 9 AAs 

(Turner et al., 2006). Bien que la chaîne V18 ne soit pas biaisée dans la rate (Immunoscope), 

les Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 semblent la recombiner, tout comme les GITCs 

du greffon. Le séquençage du CDR3 de la chaîne V18 des Tregs CD8+CD40Ig  spécifiques 

du Du51 est en cours, afin de confirmer un réel biais vers l’utilisation de cette chaîne. Le 

répertoire V18 du greffon est quand à lui très biaisé et restreint (CDR3 prédominant de 7 

AAs), avec un clonotype partagé par trois animaux sur six. L’ensemble de ces résultats 

suggère l’accumulation préférentielle de Tregs allospécifiques avec un TCR biaisé dans la 

rate, mais aussi et surtout au niveau du transplant, source continue d’alloantigènes, où elles 

restent localisées pour assurer le maintien de la régulation immune, permettant même de 

prolonger la survie d’allogreffe après retransplantation du greffon long-surviveur chez un 

receveur naïf (Li et al., 2010). Il est important de noter que l’étude du répertoire a été réalisée 

sur un nombre limité de TCRs par animal et n’est que le reflet de la sélection aléatoire d’une 

population beaucoup plus large. Des techniques de séquençage haut débit permettraient 

d’étudier des dizaines de milliers de séquences et peut-être de trouver des répertoires publics 

(technique en développement pour le rat mais non disponible à l’heure actuelle). Par ailleurs, 

ces observations ne concernent que la chaîne  du TCR, étudiée le plus souvent en priorité 

pour cause de manque d’outils (amorces, anticorps) ciblant la chaîne . Or d’après différentes 

études, la chaîne  du TCR contribue largement à la reconnaissance spécifique du complexe 

CMHp (Day et al., 2011; Yokosuka et al., 2002) et pourrait être cruciale pour la 
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reconnaissance du complexe RT1.Aa/Du51 dans notre modèle. Afin de caractériser le TCR 

des Tregs allospécifiques au niveau structural et moléculaire, nous réaliserons un tri 

unicellulaire des Tregs CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 de haute affinité pour le complexe 

CMHp, c’est-à-dire les plus fortement marquées par le tétramère. L’utilisation des chaînes  

et  sera confirmée par PCR et séquençage. Comme suggéré par l’étude globale du répertoire, 

il est probable que de nombreux clonotypes différents soient identifiés. Toutefois, la présence 

d’un motif commun parmi les Tregs de haute affinité n’est pas à exclure. Après la sélection 

d’un ou de plusieurs couples , le TCR spécifique sera cloné, produit, purifié et caractérisé 

structurellement en collaboration avec S. Gras de l’équipe du DR. Rossjohn (Protein 

Crystallography Unit, Monash University, Australia). Si la cristallisation du complexe 

RT1.Aa/Du51 est obtenue, le ou les TCRs spécifiques seront mis en complexe avec le CMHp. 

L’obtention d’une co-structure d’un TCR de Tregs/allopeptide/CMH serait une première et 

permettrait de comprendre le mode de reconnaissance par les Tregs CD8+ d’un allopeptide 

long, sélectionnant un répertoire TCR restreint et privé. Très peu d’études corrèlent 

l’influence de la diversité du répertoire TCR avec la qualité de la réponse immune. Une 

grande diversité du répertoire TCR des nTregs serait cruciale pour leur expansion in vivo, le 

remodelage du répertoire en périphérie et les capacités suppressives in vivo. En effet, la 

présence d’un répertoire TCR naïf divers plutôt que restreint augmente la probabilité qu’il 

contienne un clone spécifique d’un antigène, quel qu’il soit (Wing and Sakaguchi, 2011). 

Ainsi, lors de la rencontre avec les auto- ou alloantigènes en périphérie, les Tregs hautement 

diverses s’expandent et survivent plus efficacement que des Tregs au répertoire TCR restreint, 

elles remodèlent leur répertoire en réponse à l’antigène et inhibent ainsi les réponses immunes 

aux autoantigènes de tissu ou aux alloantigènes, et ce de façon spécifique de l’antigène. En ce 

sens, le transfert de Tregs CD4+ polyclonales hautement diverses permet une meilleure 

inhibition des réponses T alloimmunes in vivo dans un modèle de GvHD chez la souris (Föhse 

et al., 2011), pouvant s’expliquer par une probabilité accrue de l’émergence de Tregs 

spécifiques d’antigènes. Par ailleurs, dans un modèle de colite induite par le transfert de LTs 

pathogènes chez la souris, le co-transfert de Tregs CD8+CD28- WT prévient du 

développement de la maladie, contrairement à celui de Tregs CD8+CD28- déficients pour 

AIRE (Pomié et al., 2011). Les auteurs attribuent ce défaut à une altération fine du répertoire 

TCR des Tregs AIRE0, chez lesquels des spécificités antigéniques nécessaires à la prévention 

de la colite pourraient manquer. Enfin, Adeegbe a montré que la diversité élevée des TCRs de 

Tregs CD4+ avant leur transfert in vivo conduit à la sélection d’un pool de Tregs 
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thérapeutiques aux TCRs biaisés après transfert, qui préviennent de l’autoimmunité chez des 

souris IL2R
-/- (Adeegbe et al., 2010). De façon similaire, la présence d’un répertoire TCR 

divers des nTregs CD8+CD45RClow dans notre modèle va favoriser l’expansion de Tregs 

CD8+CD40Ig spécifiques du Du51 après la transplantation et le traitement CD40Ig, créant un 

remodelage du répertoire en périphérie avec l’apparition de biais V11 et V18, et assurant 

un contrôle plus efficace des réponses alloimmunes.  

 

Enfin, l’identification de l’allopeptide dominant reconnu par les Tregs CD8+CD40Ig 

nous a permis de tester son potentiel thérapeutique in vivo dans l’induction de tolérance à 

l’allogreffe. Plusieurs études ont démontré les effets immunomodulateurs de peptides 

synthétiques, dérivés des régions conservées des molécules du CMH, sur les réponses 

alloimmunes (Zang and Murphy, 2005), in vitro par inhibition de la progression du cycle 

cellulaire (Boytim et al., 1998) ou induction d’apoptose (Murphy et al., 1999) et in vivo par 

inhibition de l’activation et de la fonction effectrice de LTs allogéniques dans un modèle 

murin de DST (Murphy et al., 2003). De plus, l’administration d’un peptide dérivé de la 

molécule HLA-B7 nommé Allotrap, associé à la ciclosporine, prolonge l’allogreffe de peau 

chez la souris (Buelow et al., 1995) et de cœur chez le rat, tout en atténuant l’artériosclérose 

(Murphy et al., 1997). Les effets immunomodulateurs de ce peptide ont été associés à la 

modulation de l’activité d’HO-1 (Iyer et al., 1998). D’autre part, l’administration 

intratrachéale d’un 15-mer dérivé de la région hypervariable de H2-Kb prolonge la survie 

d’allogreffe cardiaque (Akiyama et al., 2002) ou induit une tolérance en combinaison avec un 

anticorps anti-CD4 non déplétant (Aramaki et al., 2003), et génère des cellules régulatrices 

chez la souris. Enfin, d’après une étude pilote chez l’Homme, l’administration orale de faibles 

doses de peptides dérivés des molécules du CMH du donneur (HLA-DR2), à des patients 

présentant des dysfonctions chroniques rénales de l’allogreffe, induit une inhibition complète 

de l’alloréactivité indirecte in vitro (Womer et al., 2008). En revanche, les mécanismes de 

suppression n’ont pas été élucidés. Dans notre modèle, nous avons testé l’administration 

intraveineuse et intrapéritonéale des peptides Bu31 et Du51, dérivés des molécules du CMH-

II du donneur. La voie intraveineuse n’a pas permis de prolongation significative de 

l’allogreffe cardiaque. D’après une étude de Sireci, l’infusion du peptide HY à des souris 

femelles, par voie intrapéritonéale grâce à des mini-pompes osmotiques, induit des Tregs 

CD8+ capables de retarder le rejet de greffe de peau mâle (Sireci et al., 2009). L’implantation 

des mini-pompes chargées avec les allopeptides le jour de la greffe n’a pas permis de prévenir 

le rejet d’allogreffe. En revanche, l’infusion continue du peptide Du51, débutant une semaine 
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avant la greffe et jusqu’à trois semaines post-greffe, induit une prolongation significative de la 

survie d’allogreffe cardiaque sans autre traitement, avec une survie indéfinie de l’allogreffe 

chez 25% des receveurs. De façon intéressante, la combinaison du peptide Du51 et d’un 

anticorps déplétant OX8 empêche l’induction de tolérance par le peptide Du51. Ce résultat 

suggère que l’allopeptide Du51, administré en faible dose de façon sous-immunogène, génère 

in vivo des Tregs CD8+CD45RClow spécifiques, capables d’inhiber le rejet d’allogreffe. De 

plus, l’administration conjointe du peptide Du51 et d’un anticorps bloquant anti-CMH-I ne 

prévient pas du rejet d’allogreffe chez 4 animaux sur 5 (expérience toujours en cours), 

impliquant la nécessité d’une interaction avec le CMH-I pour l’induction de tolérance. Notre 

hypothèse est que le peptide Du51 infusé in vivo va être apprêté sur les molécules du CMH-I 

des pDCs de la rate. Bien que le peptide se replie in vitro avec la molécule du CMH-I 

classique RT1.Aa, une présentation sur le CMH-I non classique RTBM-1, analogue de Qa-1 

et HLA-E, ne peut être exclue. En effet, des populations de Tregs CD8+ restreintes à Qa-1 

chez la souris et HLA-E chez l’Homme ont été décrites, suggérant l’existence possible de 

Tregs CD8+ restreintes à RTBM-1 chez le rat. Après l’apprêtement du peptide in vivo, la 

reconnaissance du complexe CMHp par le TCR des LTs CD8+CD45RChigh et/ou nTregs 

CD8+CD45RClow, en conditions tolérogènes, va induire la génération et l’expansion de Tregs 

CD8+CD45RClow spécifiques d’alloantigènes, capables de contrôler le rejet aigu et chronique 

d’allogreffe. En effet, l’analyse des deux animaux long terme traités avec le peptide a révélé 

une inhibition totale des réponses humorales anti-donneur et une absence de signes de rejet 

chronique dans le greffon. Des expériences de transfert adoptif de splénocytes et de Tregs ont 

été réalisées mais les receveurs secondaires n’ont survécu que quelques heures après 

l’intervention à cause de problèmes techniques chirurgicaux, ne permettant pas de conclure 

sur la capacité de transfert de la tolérance. Des expériences sont en cours pour répondre à 

cette interrogation. Nous avons par ailleurs tenté d’associer le traitement peptidique avec une 

dose sous-optimale de ciclosporine ou de rapamycine, sans amélioration notable de la survie 

d’allogreffe. Un vecteur adénoviral codant pour le peptide Du51 sous le contrôle d’un 

promoteur CMV, formé par la séquence leader de l’IL-10 suivie de deux séquences 

peptidiques Du51 en tête à queue et d’une séquence poly-A SV40, est actuellement en 

construction (DeBruyne et al., 2000). Cet outil permettra l’expression rapide, importante et 

localisée du peptide 51 et devrait permettre d’améliorer la survie d’allogreffe. Concernant le 

peptide Bu31, nous n’avons pas observé de prolongation de survie lors de son administration 

aux mêmes doses que le peptide Du51. Ce résultat pourrait s’expliquer par de possibles 

différences d’affinité et de stabilité du peptide en complexe avec le CMH. Nous testerons des 
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doses plus élevées de peptide Bu31 ou son association avec un immunosuppresseur à court 

terme. De manière intéressante, le peptide Du51 identifié dans notre modèle possède 93% 

d’homologie avec les molécules HLA-DP, DQ et DR humaines. Par ailleurs, une population 

naturelle de LTs CD8+CD45RClow a été décrite chez l’Homme (Ordonez et al., 2009, 2013). 

Des travaux de notre équipe étudient le potentiel suppresseur de cette population et son rôle 

en transplantation humaine mais ils ont été réalisés en dehors du cadre de ma thèse. Il serait 

donc intéressant, et de potentiel intérêt thérapeutique futur, d’étudier la réponse de ces cellules 

à l’homologue humain du peptide Du51. 

 

En conclusion, notre étude démontre qu’un peptide dérivé du CMH-II du donneur peut 

être utilisé pour stimuler la génération et la fonction de Tregs CD8+ allospécifiques, qui 

inhibent alors les réponses immunes anti-donneur et induisent un état de tolérance. Nous 

avons aussi mis en évidence que l’allopeptide sélectionne un répertoire TCR relativement 

restreint, différent du répertoire polyclonal présent avant la transplantation. Ces résultats 

soulignent l’importance de l’interaction TCR/peptide/CMH dans la génération et l’expansion 

de Tregs allospécifiques mais aussi dans l’activation de leur fonction suppressive (schéma 

bilan) et confirme le potentiel thérapeutique de l’utilisation de Tregs spécifiques 

d’alloantigènes comme stratégie d’induction de tolérance en transplantation. 
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Figure 34 : Schéma bilan du rôle de l’interaction TCR/peptide/CMH dans les mécanismes 
d’induction, d’expansion et de suppression des Tregs CD8+CD45RClow   

[1] Avant la transplantation et le traitement par AdCD40Ig, la population de nTregs CD8+CD45RClow 
est polyclonale et possède un répertoire TCR non biaisé et hautement divers (Guillonneau et al., 
2007). 
[2] Lors de la greffe, les pDCs immatures du receveur vont percevoir des signaux de danger, s’activer 
et infiltrer le greffon pour capturer des antigènes du donneur. Elles enclenchent alors un processus de 
maturation, apprêtent de nombreux alloantigènes sur leurs molécules du CMH et migrent vers la rate. 
Une pDCs du receveur présentant un complexe RT1.Aa du soi/allopeptide Du51 est représentée. Une 
autre source d’alloantigènes possible est la migration et la mort des DCs du donneur dans la rate 
(non représenté). 
[3] Les Tregs CD8+ allospécifiques sont générées par la reconnaissance du complexe RT1.Aa/Du51 
par certains clones de nTregs CD8+CD45RClow spécifiques, recombinant les chaînes V11 et V18 du 
TCR (un clone vert V11+ est représenté)(Picarda et al., en révision). Une autre hypothèse est la 
conversion de LTs CD8+CD45RChigh naïfs spécifiques en Tregs CD8+CD45RClow allospécifiques (non 
représenté).  
[4] Suite à la reconnaissance par le TCR, les Tregs CD8+ V11+ et V18+ spécifiques du peptide 
Du51 s’expandent préférentiellement, créant un biais dans le répertoire TCR. Quatre mois après 
l’allogreffe, les Tregs V11+ allospécifiques sont enrichies dans la rate et possèdent un répertoire 
TCR restreint et privé (Picarda et al., en révision). Les Tregs spécifiques de Du51 utilisant la chaîne 
V11, mais avec des régions CDR3 différentes, sont représentées en nuances de vert. Les cellules 
rouge et marron correspondent aux Tregs non spécifiques du peptide Du51, présentes dans le pool de 
Tregs CD8+CD40Ig. 
[5] Dans le greffon des animaux long terme, les Tregs allospécifiques résidentes utilisent 
préférentiellement les chaînes V11 et V18 du TCR, pour lesquelles la diversité du répertoire CDR3 
est limitée, suggérant la migration d’un pool de Tregs spécifiques dans le transplant pour y assurer 
une immunosuppression locale à long-terme (Picarda et al., en révision). Les Tregs biaisées pour le 
V18 sont représentées en nuances de bleu.  
[6] Les points 6 et 7 illustrent les mécanismes de suppression identifiés dans les études précédentes 
(Li et al., 2010, Bézie, Picarda et al., en révision, Bézie, Picarda et al., en préparation), appliqués aux 
Tregs CD8+CD45RClow spécifiques de Du51 et fortement inhibitrices (Picarda et al., en révision). 
Elles pourraient inhiber la prolifération des LTs CD4+CD25- effecteurs, activés par la voie 
d’alloreconnaissance indirecte, via la sécrétion des cytokines immunosuppressives FGL2 et IL-34, qui 
induisent un signal inhibiteur dans les pDCs en se liant à leurs récepteurs spécifiques. L’anergie ou 
l’apoptose des LTs CD4+ par une interaction entre leur TCR et le CMH-II exprimé par une fraction 
des Tregs CD8+CD40Ig est une hypothèse envisageable. 
[7] Les Tregs CD8+CD45RClow spécifiques de Du51, activées par les pDCs syngéniques du receveur, 
pourraient inhiber la prolifération de LTs CD4+CD25- effecteurs proches, activés par 
l’alloreconnaissance directe de complexes CMHp étrangers sur les pDCs du donneur émigrées du 
greffon. Leur sécrétion d’IFN pourrait notamment induire l’expression de IDO par les pDCs. 
D’autre part, les Tregs sécrètent de l’IFNqui induit l’expression de IDO par les cellules endothéliale 
du greffon (Guillonneau et al., 2007), entraînant la dégradation du tryptophane (Trp) et la production 
de métabolites pro-apoptotiques responsables de l’anergie et l’apoptose des LTs effecteurs. 
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Etude de l’interaction TCR/peptide/CMH des lymphocytes T régulateurs 
CD8+CD45RClow en allotransplantation chez le rat 

 
 
Actuellement, les études en transplantation ont pour objectif d’induire une tolérance spécifique du 
donneur à long terme. Notre équipe a montré dans un modèle d’allotransplantation cardiaque chez le 
rat que le blocage de la voie CD40/CD40L induit des lymphocytes T régulateurs (Tregs) 
CD8+CD45RClow spécifiques du donneur et avec un fort potentiel suppresseur. L’importance de 
l’interaction du récepteur des Tregs (TCR) dans leur développement et leur fonction reste mal connue. 
Ces travaux de thèse ont eu pour objectif d’étudier la spécificité antigénique et le répertoire TCR 
associé des Tregs CD8+. Nous avons démontré pour la première fois en transplantation que les Tregs 
CD8+CD45RClow induits reconnaissent un allopeptide de 15 acides aminés, dérivé d’une molécule du 
complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) de classe II du donneur. Ce peptide active les Tregs in 
vitro en présence de cellules dendritiques plasmacytoïdes et stimule in vivo, et sans autre traitement, la 
génération et/ou la fonction de Tregs CD8+ spécifiques, qui inhibent les réponses immunes anti-
donneur et induisent une tolérance chez des receveurs naïfs transplantés. De plus, le complexe CMH 
du soi/allopeptide identifié est reconnu par des TCRs sélectionnés pour les chaînes V11 et V18 
exprimées par les Tregs, présentant un répertoire privé et assez divers dans la rate, mais plus restreint 
dans le greffon, et assurant une inhibition efficace des réponses alloimmunes. Ces travaux ont permis 
d’approfondir les connaissances sur la biologie des Tregs CD8+ chez le rat et mettent en évidence le 
potentiel thérapeutique des Tregs spécifiques d’antigènes dans le contrôle des rejets aigu et chronique 
d’allogreffe. 
 
Mots-clés : transplantation, tolérance, Tregs CD8+, TCR, CMH/peptide 
 
 

Study of TCR/peptide/MHC interaction of CD8+ CD45RClow regulatory T cells in rat 
allotransplantation 

 

Currently, a major goal of transplantation research is to induce long term donor-specific tolerance. Our 
team has already shown in a rat cardiac allotransplantation model that CD40/CD40L costimulation 
blockade induces donor-specific CD8+CD45RClow regulatory T cells (Tregs), with potent suppressive 
activity. The requirement for a TCR interaction in the development and function of Tregs remains 
unclear. The purpose of this study was to characterize the antigenic specificity and the related CD8+ 
Tregs’ TCR repertoire. We have demonstrated for the first time in transplantation that induced CD8+ 
Tregs recognize a 15 amino acids allopeptide derived from a donor major histocompatibility complex 
class II (MHC) molecule. This peptide activates Tregs in vitro in presence of plasmacytoid dendritic 
cells and supports in vivo, without additional treatment, specific CD8+ Tregs generation and/or 
function, that in turn, inhibit anti-donor immune responses allowing establishement of tolerance in 
naive transplanted recipients. In addition, the self-MHC/allopeptide complex identified is recognized 
by V11 and V18-specific Tregs’ TCRs displaying a private and diverse repertoire in the spleen, but 
restricted in the graft, that ensures effective suppression of alloreactive immune responses. This work 
has increased our knowledge of the biology of CD8+ Tregs in the rat and highlights the therapeutic 
potential of antigen-specific Tregs in the control of acute and chronic allograft rejection. 
 
Keywords: transplantation, tolerance, CD8+ Tregs, TCR, MHC/peptide 
 
 
PICARDA Elodie 
INSERM UMR1064 - Equipe 2 
30, Bd Jean Monnet 
44093 NANTES Cedex 01 


