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Avant-propos 

 

En cas de défaillance terminale d’un organe vital, la transplantation est un traitement de 

choix permettant la restauration de la fonction de l’organe, l’amélioration notable de la 

qualité de vie ainsi que le pronostic à long terme. Aujourd’hui, plus de 275 000 

européens vivent avec un organe transplanté. L’augmentation du nombre de pathologies 

chroniques touchant les organes vitaux (reins, cœur, poumons, foie ou pancréas), ainsi 

que le vieillissement de la population tendent à faire augmenter le besoin en terme de 

greffons.  

En France, le nombre de transplantations annuelles a augmenté de 38% depuis l’année 

2000. En 2006, 13687 personnes étaient sur la liste d’attente d’une transplantation 

d’organe et 222 patients sont décédés faute de greffon (http://www.dondorganes.fr/). La 

baisse importante de la mortalité accidentelle et de la mortalité par accident vasculaire 

cérébral, conduit à une diminution du nombre total de donneurs potentiels. Il est 

indéniable que la situation de pénurie provoquant une augmentation de 4% par an du 

nombre de personnes inscrites sur la liste d’attente est installée durablement. 

Le problème médical créé par cette pénurie vient s’ajouter à celui créé par le rejet, qui 

est le principal obstacle rencontré malgré un acte chirurgical parfaitement maîtrisé. Une 

transplantation d’organe implique l’administration de traitements immunosuppresseurs 

au long cours afin d’enrayer le rejet aigu. Cependant, ces traitements ne préviennent pas 

l’apparition et le développement d’une dysfonction chronique du greffon [1] et sont 

potentiellement toxiques. Ces médicaments favorisent aussi l’apparition d’infections 

opportunistes virales, bactériennes ou fongiques, et surtout de cancers viro-induits dont 

l’incidence est significativement augmentée après transplantation d’organes [2]. La 

recherche en transplantation est donc essentielle afin d’améliorer les connaissances sur 

les mécanismes immunitaires intervenant lors d’une transplantation, mais aussi pour 

développer de nouveaux traitements permettant de protéger le greffon tout en diminuant 

les effets secondaires. Ainsi le développement de nouveaux traitements 

immunosuppresseurs reste un axe majeur de recherche. 



Avant propos 

Dans cette thèse, je vais tout d’abord présenter les généralités de la transplantation 

(types de greffes, rejet, alloreconnaissances). Je me pencherai ensuite sur les cellules 

impliquées en transplantation. Je développerai ensuite une des stratégies 

d’immunosuppression, la déplétion par des anticorps monoclonaux, en détaillant pour 

finir une cible potentielle, LAG-3 (Lymphocyte activated gene-3). Il s’agit d’un 

antigène d’activation spécifique des cellules T, candidat cible pour des anticorps 

thérapeutiques. Enfin, je présenterai les résultats expérimentaux obtenus avec des 

anticorps anti LAG-3 dans un modèle de greffe cardiaque chez le rat et un modèle de 

DTH chez le babouin. En annexe sera rajoutée la liste des publications et 

communications effectuées au cours de ma thèse. 
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La transplantation 

 

 

I. Les différents types de transplantation 

 

Selon l’espèce et la provenance des tissus greffés et des receveurs, on distingue différents 

types de greffes : 

 

 Xénogreffe 

 

On définit par xénogreffe une transplantation entre des individus d’espèces différentes. 

Elle n’est pour l’instant effectuée qu’à titre expérimental entre le porc et le singe dans le 

but un jour de pallier au problème de pénurie d’organes. Ce type de greffe est rejeté très 

rapidement. L’apport de nouvelles techniques de manipulations génétiques augmente 

l’intérêt porté aux xénogreffes. Bien qu’il reste des obstacles d’ordre immunologique et 

de risques infectieux, les résultats sont encourageants (pour revue [3]). 

 Isogreffe 

 

Transplantation de tissu entre individus identiques génétiquement. Ce type de greffe 

peut s’effectuer chez l’humain, lorsque les sujets sont des jumeaux identiques, ou chez 

les animaux, lorsqu’on est en présence de souche congéniques. Les molécules 

complexes d’histocompatibilité majeurs (CMH) et mineurs de ces individus sont 

identiques et il n’y a pas de rejet immunitaire. 

 

 Autogreffe 

 

Le donneur et le receveur sont le même individu. Les tissus transplantés ne sont pas 

rejetés. 
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 Allogreffe 

 

L’allogreffe consiste en la transplantation de tissus entre individus non-identiques, 

appartenant à une même espèce. Dans la plupart des cas, ces tissus transplantés sont 

rejetés par le système immunitaire à cause du polymorphisme des CMH et autres 

antigènes mineurs. 

Dans le cadre de l’allogreffe et de la xénogreffe, l’utilisation d’immunosuppresseurs est 

nécessaire 

 

II. L’alloreconnaissance 

 

Le système immunitaire a développé un mécanisme sophistiqué pour éliminer ou 

détruire les pathogènes. L’acquisition de la capacité à reconnaître non seulement des 

germes entiers mais aussi des peptides dérivés de protéines est une réalisation 

biologique remarquable. Après la réponse de l’immunité innée, afin d’améliorer la 

capacité et l’efficacité de la réponse contre les microorganismes, un concept de défense 

immune, l’immunité adaptative est apparue. Les cellules présentatrices d’antigène 

(CPA) se sont spécialisées pour signaler la présence de pathogènes envahissant et les 

lymphocytes T et B ont acquis la capacité de recevoir un signal de ces cellules et de 

mettre en place une réponse immune. 

En transplantation, l’alloreconnaissance définit le phénomène par lequel le système 

immunitaire est capable de reconnaître les antigènes du donneur, considérés comme du 

non-soi, et de conduire, en l’absence d’immunosuppression, au rejet du greffon. La 

reconnaissance des alloantigénes, en particulier du complexe majeur 

d’histocompatibilité par le lymphocyte T est l’événement clé induisant l’activation des 

cellules alloréactives. Elle nécessite trois signaux. Le premier signal est la résultante de 

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

lymphocyte T. Le second signal est induit par la liaison des molécules de costimulation 

présentes sur les CPA avec leurs récepteurs exprimés à la surface du lymphocyte T. La 

présence de ces 2 signaux engendre la production de cytokines, notamment de l’IL-2, 

qui va constituer le troisième signal. 
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1. Alloreconnaissance directe 

 

 

A l’encontre des règles de restriction de reconnaissance de l’antigène par les molécules 

du CMH du soi, l’activation des cellules T par la voie directe implique la 

reconnaissance des molécules de CMH allogéniques (du non soi) intactes à la surface 

des cellules présentatrices d’antigène étrangères [4]. L’alloreconnaissance directe peut 

avoir lieu lors d’une grossesse, d’une transfusion ou lors d’une transplantation. 

Cette voie d’activation des lymphocytes a été mise en évidence dès 1976. Lafferty et 

son équipe ont montré qu’elle jouait un rôle majeur dans le développement du rejet aigu 

[5]. En effet, la déplétion des leucocytes passagers du greffon par une culture in vitro 

préalable à la greffe [6; 7] permet de prévenir le rejet. In vivo, le placement du greffon 

dans un hôte intermédiaire permet de prolonger la survie [8]. Cette immunogenicité peut 

être restaurée en réinjectant des DC du donneur [8]. D’autres études ont montré que les 

cellules dendritiques migrent du greffon dans la rate du receveur [9], suggérant que 

l’alloréponse directe peut être initiée dans les tissus lymphoïdes, comme les réponses 

contre les pathogènes. Cette théorie est confirmée par l’observation qu’un greffon peut 

être immunologiquement ignoré dans un animal dépourvu d’organes lymphoïdes 

secondaires [10]. 
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Figure 1: alloreconnaissance directe 

 

 

 

Deux hypothèses sont émises pour expliquer ce phénomène : 

La première hypothèse prend naissance dans l’observation que les résidus 

polymorphiques des molécules de CMH sont essentiellement localisés au niveau du 

sillon, lieu d’ancrage du peptide, et peu au niveau des zones en contact avec le TCR. 

Ainsi, les lymphocytes T alloréactifs reconnaissent les quelques parties polymorphiques 

des molécules de CMH allogéniques par leur TCR, indépendamment du peptide logé 

dans le sillon [11; 12]. Cette hypothèse est soutenue par le fait que d’une part les 

cellules T sont capable de reconnaître la molécule de CMH en l’absence de peptides 

[13], et que, d’autre part un clone spécifique d’une molécule de CMH associé à un 

peptide peut réagir avec la même molécule de CMH associée à des peptides différents 

[11]. 

CPA donneur 

TCD4+ ou 
CD8+ 
receveur 

CMH donneur 
+ peptide 

TCR 
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La deuxième hypothèse suggère une reconnaissance CMH/peptide impliquant de façon 

importante la reconnaissance peptidique. Par conséquent, ce sont les régions similaires 

entre les CMH syngéniques et allogéniques qui sont reconnues plutôt que les régions 

polymorphes des sites de contact CMH/TCR [14]. Par contre, le répertoire de peptides 

présenté par les CMH allogéniques étant différent de celui présenté par les CMH du soi, 

en raison des différences polymorphiques du sillon [15], tout se passe comme si un 

peptide étranger était présenté par un CMH du soi par voie classique. Cette voie a pour 

conséquence la mobilisation de lymphocyte T de spécificité très variée, représentant une 

proportion importante du répertoire T. Lors d’une greffe chez l’homme, la fréquence 

des lymphocytes T présentant une alloréactivité spécifique directe diminue avec le 

temps [16]. En effet, l’alloréactivité directe peut induire un rejet aigu mais pas le rejet 

chronique. Une autre étude [17] montre qu’on ne détecte pas d’alloréactivité directe 

dans le sang de patients greffés rénaux présentant un dysfonctionnement chronique du 

greffon. De plus, ce déclin est similaire chez les patients avec un rejet chronique et chez 

ceux présentant une bonne fonction du greffon, suggérant que la voie directe n’est pas 

un important médiateur du rejet chronique. De plus, des résultats montrent aussi qu’une 

présentation des alloantigènes par des cellules parenchymales du greffon peuvent 

induire une tolérance du greffon au lieu du rejet, comme le suggèrent les expériences 

dans lesquelles la coculture de cellules T CD4
+
CD45RO

+
 et des cellules épithéliales 

humaines d’origine thyroïdiennes ou rénales traitées par  IFN  induisent une tolérance 

allospécifique [18]. 

La reconnaissance directe n’est cependant pas l’unique mécanisme qui peut entraîner le 

rejet d’allogreffe. En effet, la reconnaissance indirecte semble suffisante et/ou 

nécessaire pour initier un rejet dans différents modèles d’allogreffe. 
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2. Alloreconnaissance indirecte 

 

L’alloreconnaissance indirecte est un terme utilisé en immunologie de la transplantation 

pour désigner le processus classique de reconnaissance immune. En effet, il s’agit de la 

présentation de peptide au TCR par les CMH exprimées sur les CPA du soi. Les 

peptides présentés et reconnus par les cellules T du receveur sont les molécules du 

CMH du donneur qui ont été phagocytées suite à la destruction des cellules du donneur 

[8; 19]. En transplantation, cette alloreconnaissance indirecte a été corrélée avec 

l’apparition du rejet chronique [8; 20] En effet, même si au moment de la 

transplantation, le greffon contient assez de DC du donneur pour migrer du greffon 

jusqu’au tissu lymphoïde pour effectuer une présentation d’alloantigénes directe, cette 

population décline avec le temps. Le rejet chronique ne peut donc seulement être 

expliqué par la voie indirecte, au cours de laquelle s’effectue un passage constant de 

cellules dendritiques du receveur à travers le greffon, chargeant des antigènes solubles 

ou issus de cellules mortes du donneur qui sont processées et présentés par les CMH-II 

du soi au CD4
+
 dans les organes lymphoïdes drainant. Cette hypothèse est supportée par 

des résultats expérimentaux : quand des cellules dendritiques H2
k
 (exprimant la 

molécule H2-E) sont injectées dans un receveur H-2A
b
 (H2-E négatif), dans les 2 jours 

suivants, la majorité des cellules dendritiques du receveur peut être marquée par un 

anticorps reconnaissant un peptide dérivé de la molécule H2-E dans les ganglions 

drainant, indiquant la tendance des molécules de CMH a être présentées comme un 

peptide par d’autres molécules de CMH [19]. De même, les receveurs CMH-I négatif 

peuvent rejeter des greffons CMH-II négatifs [21] et cela ne peut être expliqué que par 

l’existence d’un voie d’alloreconnaissance indirecte. Quelques études cliniques ont 

démontré une augmentation de la fréquence des cellules T CD4
+
 avec une allospécificité 

anti-donneur indirecte chez des patients développant un rejet chronique. Plus tard, 

l’importance de la voie indirecte a également été démontrée dans le rejet aigu [22; 23]. 

D’autres études ont démontré que des greffons dépourvus de molécules du CMH de 

classe II sont rejetés très rapidement, ce qui démontre que la présentation directe étant 

inexistante, la présentation indirecte est suffisante pour induire le rejet de l’allogreffe 

[21; 24]. 
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Figure 2 alloreconnaissance indirecte 

 

 

 

3. Voie semi-directe 

Une troisième voie de présentation d'alloantigènes a été récemment décrite, elle a été 

appelée par Lechler « alloreconnaissance semi-directe". Il s’agit d’une voie dans 

laquelle des complexes CMH : peptides intacts du donneur, sont présentés par les CPA 

du receveurs. L’acquisition de ces complexes se fait soit par contact cellule-cellule soit 

par utilisation des exosomes [25]. De cette façon, à la surface de la même cellule sont 

présentés des complexes CMH du donneur:peptide et CMH du receveur chargé avec un 

peptide dérivé du CMH du donneur. Ainsi, les cellules T CD8
+
 allospecifiques liées à la 

CPA peuvent recevoir l'aide de cellules CD4
+
 dans un modèle à trois cellules [26]. Des 

travaux récents ont confirmé que le transfert de CMH se fait in vivo [27-29], et que 

l'allo-CMH peut stimuler la réponse des cellules T au moment ils sont acheminés par 

exosomes [30]. Pêche et al. [31] ont démontré la possibilité de prolonger la survie 

CPA donneur 

 

T helper du 
receveur 

CMH receveur 
+ peptide donneur 

TCR 

CLIP 
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CMH 

Cellule en apoptose 
 ou nécrosée 
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d’allogreffes cardiaques CMH-mismatched chez le rat grâce au transfert de CMH du 

donneur par exosomes. Toutefois, le transfert de molécules intactes du CMH du 

donneur peut également fournir un moyen par lequel les cellules T allospécificiques 

continuent à être stimulées après la déplétion des CPA du donneur, justifiant la 

longévité de la voie directe durant la transplantation. Le rôle précis de 

l’alloreconnaissance semi-directe dans le rejet et la tolérance en transplantation reste à 

être élucidé. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 3: alloreconnaissance semi-directe 
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III. Le rejet d’allogreffe  

 

Ce rejet est la conséquence de facteurs immunologiques mais aussi non 

immunologiques (infections, ischémie/reperfusion, toxine…) qui vont induire des 

phénomènes inflammatoires non spécifiques [32]. On distingue trois types de rejet 

immunitaire que l’on classe selon une succession temporelle d’événements en : rejet 

hyper aigu, rejet aigu et chronique. 

1. Rejet hyper aigu 

 

Le rejet hyper aigu survient très peu de temps après la greffe, en quelques heures voire 

quelques minutes. Il est dû à la présence d’anticorps préformés dirigés contre des 

alloantigénes du donneur, ces receveurs sont dits hyperimmunisés. Ces anticorps se lient 

aux antigènes reconnus, notamment au niveau de l’endothélium, entraînant l’activation 

du complément et une coagulation intravasculaire aboutissant à la perte du greffon. Ces 

anticorps sont souvent dirigés contre les protéines déterminant le groupe sanguin ou 

contre des molécules du CMH du donneur. Ces anticorps sont naturels (comme les 

anticorps anti-Gal causant le rejet hyper aigu en xénogreffe, ou les anticorps anti A ou B 

des groupes sanguins) ou acquis lors de phénomènes immunogènes antérieurs (comme 

une transfusion, une grossesse ou une greffe). Pour éviter ce type de rejet humoral en 

clinique, une recherche de compatibilité HLA entre le donneur et le receveur (test du 

cross match) est effectuée afin de déterminer la présence d’anticorps préformés avant 

greffe. 

2. Rejet vasculaire aigu  

 

Le rejet vasculaire aigu survient plus tard, dans les semaines suivant la greffe, ou encore 

plus tardivement. Ce rejet est dû à la formation après greffe d’alloanticorps qui ciblent 

l’endothélium [33]. Le dépôt des alloanticorps sur l’endothélium va entraîner un rejet 

par ADCC (antibody dependent cellular cytotoxicity) et activation de la voie classique 

du complément (anaphylotoxine et complexe d’attaque membranaire).  
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Le rejet vasculaire aigu se caractérise selon la classification de Banff par 3 signes 

cardinaux : morphologique (lésions tissulaires aigues), immunopathologique (dépôt C4d 

dans les capillaires péritubulaires et sérologique (présence d’anticorps anti-HLA ou 

anti-cellules endothéliales dirigés contre le donneur) [34]. 

Il faut cependant noter qu’il peut exister des anticorps dirigés contre le donneur sans 

survenue systématique de rejet vasculaire. Cette situation correspond à une 

accommodation [35; 36]. Chez l’homme, elle peut survenir notamment lors de greffes 

ABO incompatibles, effectuées dans certains centres compte tenu de la pénurie 

d’organe, où des anticorps dirigés contre des antigènes du groupe sanguins du donneur 

peuvent être retrouvés alors que le greffon ne présente pas de signes biologiques ou 

histologiques de rejet [37]. Au moment de la greffe, des précautions sont prises pour 

minimiser les risques. Les receveurs sont désensibilisés par le biais d’injections 

d’immunoglobulines en intraveineuses, de plasmaphérèses, d’injection de Rituximab 

(anticorps anti-CD20), de splénectomie et d’immunosuppresseurs (sérum anti-

thymocytaire, anti-IL-2). Pour autant, lorsqu’ils sont de nouveau détectés, ils ne 

provoquent pas systématiquement de rejet vasculaire [38]. Ceci semble être lié à des 

modifications au niveau de l’endothélium avec la surexpression de molécules anti-

apoptotiques lors de l’exposition à de faibles taux d’anticorps anti-HLA [38; 39]. 

 

3. Rejet cellulaire aigu 

 

Le rejet cellulaire aigu survient dans une période comprise entre une semaine et 

quelques mois après la greffe. La fréquence d’apparition de ce rejet est actuellement 

beaucoup plus faible grâce à l’utilisation d’immunosuppresseur. De plus, il est 

dorénavant réversible. 

Ce phénomène est dépendant de l’activation des lymphocytes T du receveur spécifiques 

d’alloantigénes portés par le greffon. Les différentes sous population T (T CD4
+
, T 

helper CD4
+
, T cytotoxique) [40-42] sont activées au niveau des organes lymphoïdes 

secondaires par présentation directe ou indirecte. Les lymphocytes T activés prolifèrent 

puis recirculent vers le greffon où ils sont d’autant plus facilement recrutés que 

l’endothélium est inflammatoire, et exprime donc des molécules d’adhésion pour les 
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cellules du système immunitaire. Chaque lymphocyte va agir selon sa spécificité dans le 

but de détruire le greffon. Les T cytotoxiques vont agir selon la voie Fas/FasL et la 

sécrétion de perforine/granzyme [43], d’autres vont sécréter des cytokines 

proinflammatoires (IFN , TNF , IL-1) pour attirer les macrophages qui vont sécréter de 

l’oxyde nitrique (NO), IFN  et des radicaux libres. Tant que l’élément étranger n’est pas 

détruit, la cascade d’événements continue, aboutissant à un infiltrat massif composé de 

lymphocytes T et B, de macrophages et de cellules phagocytaires. 

 

 

4. Dysfonction chronique de l’allogreffe (CAD) 

 

Il est la cause majeure des rejets de greffe dans les 5 à 10 ans suivant la transplantation. 

Ce rejet est mal contrôlé par les immunosuppresseurs, suggérant que des phénomènes 

immunologiques et non immunologiques agissent en synergie pour détruire le greffon. 

En effet, une des causes majeures du CAD est la Fibrose Interstitielle et Atrophie 

Tubulaire (FIAT) dont les étiologies possibles sont considérées comme non 

immunologiques, telles que définies dans la dernière classification du Banff [44]. Une 

autre forme du CAD est le rejet chronique médié par les anticorps, ou Glomerulopathie 

d’Allogreffe (GA). Ce rejet est défini histologiquement par un doublement des 

membranes basales glomérulaires, une atteinte des capillaires péri tubulaires, une 

possible présence de FIAT, un épaississement des parois des artères, et, dans tous les 

cas, la présence d’un produit issu de l’activation du complément, le C4d. Le C4d est un 

indicateur de l’intervention d’anticorps, ainsi que la présence d’anticorps dirigés contre 

le HLA du donneur ou d’autres antigènes. Les mécanismes moléculaires de ce rejet 

chronique, qui limitent la durée de vie des organes transplantés, sont mal connus. Le 

diagnostic actuel est basé sur une biopsie du greffon, geste invasif et non sans danger 

pour le patient, qui met en évidence des lésions importantes du greffon, ne permettant 

ainsi qu’un intervention thérapeutique tardive. C’est pourquoi une partie de notre équipe 

recherche des biomarqueurs présents dans le sérum dont la présence constituerait un 

diagnostic permettant de différencier, à un stade précoce et par une technique peu 
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invasive, une GA d’une FIAT. Ce type de test permettrait de suivre l’évolution du 

greffon et l’efficacité des traitements. 

Actuellement, on tend à croire qu’une meilleure gestion du rejet aigu pendant la 

première année qui suit la greffe peut retarder et diminuer la fréquence de survenue de 

rejet chronique à long terme. Plusieurs autres facteurs sont à prendre en considération 

pour ralentir l’évolution vers le rejet chronique et favoriser une plus longue durée de 

survie de l’organe greffé comme le respect de la compatibilité HLA entre donneur et 

receveur, l’utilisation de nouvelles drogues anti-rejet, mais aussi des facteurs non 

immunologiques comme le conditionnement du greffon et le délai écoulé entre le 

moment de son prélèvement et celui de sa réimplantation (temps d’ischémie froide). 
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 Différentes sous populations T  

 

L’identification de deux sous-populations de lymphocytes T CD4+ helper (Th) par 

Coffman et Mossman, Th de type 1 (Th1) et Th de type 2 (Th2), dans les années 1980, a 

permis une avancée formidable dans la compréhension des fonctions des cellules T et de 

leur rôle en pathologie [45]. Ces deux sous-populations sont incriminées dans plusieurs 

pathologies, notamment les maladies auto-immunes pour le lymphocyte Th1 et les 

allergies pour le lymphocyte Th2 [46; 47]. Depuis, la famille des lymphocytes T CD4+ 

s’est élargie et compte quatre sous-populations : Th1, Th2, Th de type 17 (Th17) et T 

régulateur (Treg). Les trois sous-populations de lymphocytes Th1, Th2 et Th17 sont des 

sous-populations effectrices alors que la sous-population de lymphocytes Treg est une 

sous-population régulatrice. La différenciation vers l’une des sous-populations dépend 

du mode de stimulation, du type d’antigènes, de l’intervention des molécules de 

costimulation et des cytokines présentes dans le milieu [48]. Chacune de ces sous-

populations joue un rôle dans le rejet en transplantation soit direct soit indirect. Dans 

cette partie, je vais donc m’appliquer à détailler leur différenciation, leur rôle dans la 

transplantation et leur régulation. 

 

I. La differentiation 

 

 

1. Les lymphocytes Th1 et Th2  

 

Mosmann et son équipe ont initialement proposé que les T CD4
+
 puissent être divisés en 

deux sous populations indépendantes, les cellules T helper 1 (Th1) et les cellules T 

helper 2 (Th2), chacune caractérisée par des fonctions effectrices distinctes et un profil 

cytokinique différent [45]. Les cellules Th1 produisent une large quantité d’IFN , 

interleukine (IL)-2, GM-CSF en réponse à un antigène présenté par une CPA. Elles sont 

principalement impliquées dans l’élimination de pathogènes intracellulaires via 

l’activation de macrophages et la production d’immunoglobulines fixant le complément 

(IgG2a chez la souris). Les cellules Th2 sont caractérisées par la production des 

interleukines IL-4, IL-5, IL-13 et IL-25, et participent à l’élimination de pathogènes 
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extracellulaires et de parasites via la production d’immunoglobulines de types IgG1 et 

IgE. Les cellules Th1 sont aussi impliquées dans les réponses de type cellulaire et dans 

les réponses d’hypersensibilité retardée (DTH) alors que les cellules Th2 sont associées 

aux réponses allergiques. 

La différenciation des cellules effectrices T helper est initiée par la combinaison de 

signaux provenant du TCR, des molécules de costimulation, des récepteurs cytokiniques 

et de facteurs de transcriptions. La différenciation des cellules Th1 est initiée par 

l’activation des cellules T en présence d’IFN . Cela mène à l’activation de STAT-1 et 

du facteur de transcription spécifique de Th1, T-bet. T-bet induit la production d’IFN  

et permet la fixation de l’IL-12 via l’expression de la chaîne IL12R 2. La fixation de 

l’IL-12 sur son récepteur induit la phosphorylation de STAT-4 qui coopère davantage 

avec T-bet pour transcrire le gène IFN . Il s’ensuit un feedback positif dans laquelle 

l’augmentation de l’IFN  surrégule davantage T-bet et favorise la différenciation Th1. 

La différenciation des cellules Th2 est induite par l’IL-4 et médiée par le facteur de 

transcription spécifique GATA-3. L’engagement du récepteur de l’IL-4 mène à la 

phosphorylation de STAT-6 qui se lie au promoteur de l’IL-4 et induit davantage la 

production de l’IL-4, ce qui établit un feedback positif augmentant la différenciation 

Th2 [49; 50]. 

2. Le lymphocyte Th17  

 

 

La différenciation du lymphocyte Th naïf en lymphocyte Th17 peut être schématisée en 

trois phases : une phase de différenciation initiale, une phase d’amplification et une 

phase de stabilisation. 

La première phase est initiée par la liaison de deux cytokines à leurs récepteurs : le 

transforming growth factor β (TGFβ) et l’interleukine 6 (IL-6). Cette liaison induit 

l’activation du facteur de transcription retinoid related orphan receptor γt (RORγt) [51] 

par l’intermédiaire du facteur de transduction SMAD [52] pour le TGFβ et du signal 

transducer and activator of transcription (STAT3) pour l’IL-6. En plus du RORγt, deux 

autres facteurs nucléaires ont été récemment mis en évidence : le RORα qui joue le 

même rôle que le RORγt et l’interferon regulatory factor 4 (IRF4) qui semble impliqué 
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dans l’expression de RORγt [49; 53]. La mise en jeu de ces voies de signalisation 

aboutit à la sécrétion de cytokines caractéristiques du lymphocyte Th17 : l’IL-17, l’IL-

21, l’IL-22. 

La seconde phase d’amplification est dominée par la sécrétion de l’IL-21 qui exerce un 

feedback positif sur le lymphocyte Th17 et permet sa multiplication et son amplification 

par la voie des STAT-1 et STAT-3 [54]. L’IL21 induit également l’expression du 

récepteur de l’IL-23 sur le lymphocyte Th17. 

La troisième phase est essentiellement sous le contrôle de l’IL-23, membre de la famille 

des IL-12 et produite par les CPA (cellules dendritiques et macrophages). Elle 

n’intervient pas dans la différenciation initiale du lymphocyte Th17 (médiée par l’IL-6 

et le TGFβ), mais dans la phase de stabilisation et de maintien du phénotype [55-57]. Le 

lysophospholipide, sphingolisine 1 phosphate (S1P), semble exercer le même type 

d’action que l’IL23 sur les T CD4+ spléniques en se liant à son récepteur de la famille 

des récepteurs des protéines G (G-protein-coupled receptors) et en activant le NFAT 

[58]. L’IL-1 est une autre cytokine qui agit en synergie avec l’IL-6 et l’IL-23. Son 

récepteur utilise la voie du MyD88 et de l’IL-1 receptor associated kinases (IRAK) 

pour activer les facteurs nucléaires AP1 et NFκB [53].  

Si les choses semblent bien établies chez les rongeurs, l'origine des cellules Th17 chez 

l’homme, et en particulier le rôle du TGF  dans leur différenciation, est encore soumise 

à débat. Plusieurs études ont montré que le TGF  n’avait aucun effet sur la 

différenciation des T CD4
+
 naïfs, voir même plutôt un effet inhibiteur [53; 59; 60]. 

Toutes ces études ont été réalisées avec des cellules T CD4+ naïves (CD45RA
+
 

CD45RO
-
) extraites du sang périphérique d’adultes. Il se pose alors la question de la 

''vrai naïveté » de ces cellules et la mesure dans laquelle les cytokines agissent sur une 

véritable cellule naïve, ou sur la présence de T CD4
+
 activées et/ou mémoires 

contaminantes [61]. Cependant, dans nombre de ces études, les cellules T CD4
+
 naïves 

sont cultivées dans du sérum bovin ou humain, qui contiennent des traces de TGF , ce 

qui suggère une possible sous-estimation de son importance dans la différenciation des 

Th17. En effet, des études indépendantes [62-64] ont montré que le développement des 

cellules Th17 humaines nécessite l'activité de TGF , comme chez la souris, même si les 
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résultats de ces études ont été quelque peu contradictoires. En effet, Manel et al. [62] 

ont trouvé que le TGF , IL-1b, IL-6 et IL-21 ou TGF , IL-1b et IL-23 sont nécessaires 

et suffisant pour induire l’expression de l'IL-17 par des cellules naïve CD4+ issues du 

sang de cordon ombilical. Volpe et al. [63] a montré que l'absence de TGF  induit un 

passage d'un profil Th17 à un profil de type Th1. Yang et al. [64] a constaté que TGF  

et IL-21 uniquement pouvaient promouvoir la différenciation. 

3. Le lymphocyte T régulateur 

 

Il est maintenant clair que les cellules T CD4 + CD25 + (Tregs) peuvent être issues de 

deux sources, à savoir celles en développement dans le thymus (dont la contribution 

peut donc diminuer avec l'âge) et celles de la périphérie. 

 T régulateurs naturels 

Les T régulateurs naturels se développent dans le thymus où il apparaît qu’ils sont 

sélectionnés positivement sur les cellules épithéliales du cortex médullaire [65]. La 

sélection des thymocytes CD4+CD25+ requiert un TCR ayant une affinité intermédiaire 

pour les peptides du soi puisque ceux exprimant un TCR avec une faible affinité ne 

seront pas sélectionnés par cette voie [66]. D’autres études suggèrent cependant qu’une 

sélection négative défaillante par les cellules épithéliales du thymus peut contribuer à 

enrichir le répertoire Treg en cellules autoréactives car ces précurseurs apparaissent 

résistants à la déplétion clonale induite par les ligands exprimés sur les cellules 

épithéliales [67; 68]. Pour le moment, rien ne permet de dire clairement si 

l’enrichissement du répertoire T reg en autoréactivité est dû à une sélection positive par 

les ligands du soi ou une défaillance de la sélection négative par l’épithélium du 

thymus, ou les 2. 

 T régulateurs induits 

Contrairement à la génération intrathymique des T régulateurs naturels, les T 

régulateurs induits sont générés en périphérie, probablement pour aider à stopper la 

réponse quand le pathogène est éliminé et secondairement pour éviter l’autoimmunité. 
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Leur génération est dépendante de facteurs périphériques comme la maturation et la 

stimulation des CPA [69; 70], la disponibilité de cytokines tels que le TGF  et la 

présence de faibles doses d’antigène. La différenciation des Treg induites semble 

contrôlée, au moins sous certaines conditions, par les DC immatures (imDC) puisque la 

stimulation répétée de cellules T naïves par imDC résulte dans le développement de 

cellules T avec une fonction suppressive [69]. Cependant, il a aussi été montré que des 

sous populations particulières de DC peuvent induire un phénotype de Treg 

indépendamment de leur état de maturation. 

De plus, des études sur les Treg dans la tolérance en transplantation laissent présager 

que les Treg naturels jouent un rôle dans l’induction des Treg induits via un processus 

connu sous le nom de « linked-suppression » [71-73]. Dans ce modèle, le processus agit  

quand une cellule T potentiellement alloréactive subit l’influence d’une Treg quand les 

2 cellules reconnaissent leur alloantigénes respectifs sur la même CPA [71; 72]. Durant 

le processus de « rééducation », la cellule T potentiellement alloréactive est convertie en 

Treg. En retour, elle peut induire une nouvelle T CD4+ avec un phénotype régulateur et 

ainsi propager la tolérance. La sécrétion de TGF  et d’IL-10 par les Treg induits et leurs 

effets sur les T naïfs ou les CPA stimulé sont impliqués dans ce processus. 

 

II. Implications en transplantation 

 

1. Rôle des Th1 et Th2 

 

Initialement, les cellules Th1 étaient considérées comme les effectrices majeurs dans le 

rejet d’allogreffe, alors que la polarisation Th2 de la réponse immune reflétait la 

tolérance [74-77]. Cette vision est supportée par les observations montrant que les 

cellules Th1 facilitent la différenciation des lymphocytes T cytotoxiques CD8
+
 (CTL) et 

déclenchent une réponse d’hypersensibilité retardée, l’activation de macrophage et la 

production d’anticorps fixant le complément. Plus tard, d’autres investigations 

révélèrent que les cellules T CD8+ par elles-mêmes influencent aussi la balance des 

réponses allogéniques Th1 et Th2. Dans le cas d’un mismatch CMH-I, les cellules T 
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CD8
+
 alloréactives orientent les cellules T CD4

+
 vers un type Th1. Une production 

précoce et abondante d’IFN  et ensuite d’IL-12p70 par les cellules dendritiques 

allogéniques est à l’origine de cette orientation [78]. De plus, les expériences dans 

lesquelles les lymphocytes T CD8
+
 sont déplétés ou ne peuvent être activés à la suite 

d’un matching CMH-I montrent une orientation vers la voie Th2 dans le rejet 

d’allogreffe [79]. De même, la neutralisation de l’IL-4 ou la déplétion des cellules 

CCR3
+
 (un récepteur spécifiquement exprimé par les cellules Th2) retardent 

significativement le rejet d’allogreffe dans certains modèles [80; 81]. Par ailleurs, la 

neutralisation de l’IL-12 et/ou de l’IFN  ne prolonge pas la survie de l’allogreffe 

cardiaque mais l’oriente plutôt vers une réponse immune de type Th2 et accélère le rejet 

[82; 83]. Ces différentes études indiquent que les rôles joués par les cytokines Th1 et 

Th2 s’avèrent plus complexes que prévu. Elles peuvent être considérées comme 2 voies 

alternatives du rejet d’allogreffe se régulant l’une l’autre. 

 

2. Rôle des Th17  

 

La compréhension des mécanismes de différenciation et d’action des lymphocytes Th17 

a permis la réflexion et la mise en place de nombreuses études pour démontrer leur 

intervention dans plusieurs pathologies telles que les rejets d’allogreffes. 

Le lymphocyte Th17 initie l’inflammation et l’infiltration des organes cibles par les 

cellules de l’inflammation. De ce fait, il se voit attribuer un rôle, de plus en plus 

important, dans les défenses de l’hôte contre le non soi [57; 84]. 

Le rejet d’allogreffe est le résultat d’une dualité entre les mécanismes immunologiques 

de tolérance et les promoteurs du rejet. Le rejet est un processus inflammatoire en 

premier lieu. Il fait intervenir les cytokines pro-inflammatoires (IFNγ, IL-2, IL-6 et IL-

15) sécrétées localement par les cellules épithéliales du greffon et par les lymphocytes 

qui ont infiltré ce greffon. Les études dans les modèles de rejet aigus chez le rat ont 

également montré une élévation de l'ARNm de l’IL-17 (dans l'allogreffe rénale) et de la 

protéine IL-17 (dans l'infiltration de cellules mononucléées) dès le deuxième jour post-

transplantation [90]. De même, le taux d’IL-17 est élevé dans le sang et les urines de 
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sujets en phase de rejet subclinique de greffe rénale, alors que chez le patient contrôle 

(non-rejet), IL-17 n'est pas détectable ni dans l'échantillon de biopsie, ni dans le 

sédiment urinaire [90]. 

La principale fonction de l'IL-17 est d’être un médiateur pro-inflammatoire. 

Localement, l'IL-17 stimule la production d'IL-6, de NO et de la prostaglandine E2 

(PGE2) [85-87], alors que la synergie avec d'autres cytokines inflammatoires telles que 

IL-1β, le facteur de nécrose tumorale (TNF)α, IFNγ [88-90] et CD40 ligand (en 

augmentant les niveaux de surface CD40) [91] conduit à une surrégulation de 

l'expression des gènes et à une progression et amplification de l'inflammation locale. De 

plus, l’IL-17 médie le chimiotaxisme des neutrophiles et des monocytes vers les sites 

d'inflammation par le biais de l’IL-8, de la MCP (monocyte chemoattractant protein) -1 

et de la Gro (growth related protein)-α [90; 92-94]. Le dernier mode d’action de l’IL-17 

est la production de facteurs de croissance hématopoïétiques, tels que les granulocytes 

et de facteur de stimulation des colonies (G-CSF) et de granulocytes et de macrophages 

(GM)-CSF [95; 96], qui favorisent la croissance et la maturation des cellules myéloïdes 

recrutés. 

Dans la transplantation pulmonaire chez l’homme, l'IL-17 est également présent dans le 

liquide de lavage alvéolaire, lors du rejet des greffes pulmonaires avant l’invasion par 

les neutrophiles. Cette augmentation de l’IL-17 prouve l’implication des lymphocytes 

TH17 dans le rejet d’allogreffes [48; 97; 98]. 

Dans les modèles d'allogreffe cardiaque, l'antagonisme du réseau de l'IL-17 (l’utilisation 

d'une IL-17R-immunoglobin fusion protein) peut réduire la production de cytokines 

inflammatoires (notamment l'IFNγ) et de prolonger la survie de la greffe [99]. 

Toutefois, cette approche est plus efficace pour prévenir les rejets aigus plutôt que les 

rejets chroniques ou vasculaires [100] et indique un rôle plus important pour l'IL-17 en 

début plutôt qu’en fin de rejet de greffe cardiaque. Il y a, en outre, peut être un rôle pour 

l'IL-17 dans l’induction de maturation des cellules dendritiques alloréactives [101]. 

 

 



Introduction  Différentes sous population T  

3. Rôle des T régulateurs  

 

 

Contrairement aux autres T CD4
+
, comme leur nom l’indique, les T régulateurs ont un 

rôle de contrôle des T effecteurs. Les T reg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 inhibent la prolifération 

des lymphocytes T naïfs et leur différenciation en cellules T effectrices in vivo. In vitro 

les Tregs répriment la prolifération et la production de cytokines (en particulier de l'IL-

2) des cellules T intervenant lorsque les deux populations sont en coculture et stimulées 

par un antigène en présence de CPA [102; 103]. Plusieurs mécanismes de médiation de 

suppression des Treg ont été proposés et notamment la sécrétion par les Treg de 

cytokines immunosuppressives, la suppression dépendante du contact cellulaire, la 

modification fonctionnelle ou la mise à mort de l'APC. Par exemple, l’IL-10 et le TGFβ 

contribuent à la suppression des maladies inflammatoires de l'intestin chez la souris 

induites par la déplétion des Treg [104]. Une étude a montré que les Treg Foxp3
+
 

produisent principalement la cytokine immunosuppressives IL-35, un nouveau membre 

de la famille de l’IL-12 [105]. Par ailleurs, l'absorption de cytokines par les Tregs peut 

induire l'apoptose des cellules T effectrices [106]. Les Tregs peuvent aussi tuer les 

cellules T ou les APC par le biais d’un contact cellule à cellule par un mécanisme 

dépendant de granzyme ou perforine, ou par délivrance d'un signal négatif aux cellules 

T effectrices. Les signaux négatifs possibles incluent la surrégulation intracellulaire de 

l'AMP cyclique, ce qui conduit à l'inhibition de la prolifération des cellules T et de la 

production de l'IL-2, ou la génération de l'adénosine catalysée par le CD39 

(ectonucleoside triphosphate diphosphohydrolase 1) et le CD73 (ecto-5'-nucléotidase) 

exprimé par les Tregs. Les Tregs activés peuvent également sous réguler l’expression de 

CD80/86 sur les APC ou stimuler des cellules dendritiques pour former l'enzyme 

indoleamine 2, 3-dioxygénase, qui catabolise le tryptophane en kynurenines qui sont 

toxiques pour les cellules T, les deux semblent être dépendants de l'expression de 

CTLA-4 par Tregs.  

L’absence de certaines molécules exprimées par les Treg (comme LAG-3, granzymes, 

et l’IL-35) peuvent empêcher l’inhibition in vitro par les Treg, mais ne parviennent pas 

à causer l’autoimmunité in vivo, car d'autres modes d’action peuvent compenser la 

fonction manquante. Parmi les différentes molécules impliquées dans la répression in 

vivo ou in vitro, CTLA-4 a une importance critique pour les raisons suivantes. Les 
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Tregs Foxp3+ expriment constitutivement CTLA-4, Foxp3 contrôle directement 

l'expression de CTLA-4, et le blocage de CTLA-4 abroge la répression. Des études 

additionnelles sont nécessaires pour élucider les bases moléculaires de la répression 

médiée par les Tregs. Le sort des lymphocytes T effecteurs qui sont réprimés par les 

Tregs est également inconnu, on ne sait pas s’ils restent non activés, meurent par 

apoptose, ou deviennent anergiques. 

 

4. La régulation  

 

La régulation croisée permet la différenciation du lymphocyte Th naïf vers l’une des 

sous-populations tout en inhibant les autres. Cette régulation s’exerce entre le 

lymphocyte Th1 et le lymphocyte Th2 qui s’inhibent mutuellement par l’intermédiaire 

de leurs cytokines respectives. En effet, l’IL-4 inhibe le lymphocyte Th1 et l’INFγ 

inhibe le lymphocyte Th2. Le même type de régulation entre les lymphocytes Treg et 

Th17 a été récemment décrit, mais les mécanismes exacts de cette régulation ne sont pas 

totalement élucidés [107]. 

De plus, il existe une régulation croisée entre les lymphocytes Th1-Th2 et Th17-Treg. 

Ainsi, le TGFβ, nécessaire à la différenciation des lymphocytes Th17 et Treg, inhibe 

celles des lymphocytes Th1 et Th2 et inversement l’IL-4 et l’INFγ inhibent la 

différenciation vers le lymphocyte Th17. Cette différenciation peut être également 

inhibée par l’IL-25 secrétée par le lymphocyte Th2, par l’IL-2 qui est connue comme 

étant un facteur de croissance des lymphocytes T [108]. 

Récemment, Bouguermouh et son équipe ont montré l’importance des molécules de 

costimulation B7 dans la régulation négative du développement des Th17. En effet, 

l’ajout dans les MLR de CTLA-4Ig, agent bloquant les interactions CD28/B7 et CTLA-

4/B7, favorise la différenciation Th17 [109] 
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Figure 4 : différenciation et régulation des T CD4
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Utilisation des anticorps monoclonaux cytotoxiques en 
transplantation  

 

 

Depuis la première greffe réussie chez l’homme en 1954, la quête du meilleur traitement 

occupe chercheurs et médecins. La médecine des transplantations tente de résoudre ce 

problème de trois façons : 

 Une minimisation et personnalisation du traitement d’entretien qui englobe dans 

la majorité des cas une trithérapie (inhibiteur calcineurine, anti métabolite et 

corticostéroïdes) 

 Le développement de nouveaux immunosuppresseurs spécifiques de certaines 

lignées cellulaires 

 Le développement du protocole thérapeutique visant à induire une tolérance 

immunologique 

Le recours aux anticorps joue un rôle de plus en plus important dans cette approche 

puisqu’il autorise, après induction, une diminution de l’immunosuppression, est 

hautement spécifique et forme une base solide dans les traitements de tolérance ayant 

fait leur preuve chez les rongeurs ou le primate. 

Partant de l’observation que le rejet d’allogreffe est en majeure partie dû à un processus 

médié par les lymphocytes T, la déplétion des lymphocytes T du receveur semble être la 

meilleure approche pour contrecarrer le rejet aigu chez le rat, le primate non humain et 

l’homme. Cependant, une déplétion totale du compartiment T ne pourrait pas être 

favorable à l’induction d’une tolérance immunologique. 

Actuellement sur les 13 anticorps utilisés en transplantation, seulement 4 sont 

déplétants. Parmi ces 4, un est actuellement en phase II d’essai clinique (TCR  et 

trois sont utilisés en clinique : Muronomab (OKT3), Alemtuzumab et le Rituximab. 

Dans un premier temps, l’OKT3 était, comme l’Alemtuzumab, utilisé lors de la phase 

d’induction (traitement peri transplantation) avec un effet extrêmement bénéfique pour 

le greffon. Cependant, les nombreux effets indésirables tels que le « systemic 

inflammatory response syndrom » (SIRS), les infections par des germes opportunistes et 

le développement de tumeurs malignes ont fait qu’il n’est plus utilisé que comme 
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traitement anti rejet. Le Rituximab est lui aussi un traitement anti rejet pour la déplétion 

des cellules B.  

Au cours de cette partie, je vais traiter certains aspects de la déplétion des cellules T et 

de leurs sous populations définies par l’expression d’antigènes cibles, avec une attention 

particulière à l’induction de mécanismes régulateurs dans l’expérimentation de 

transplantation d’organes (cf tableau I). 

 

I. Mécanismes d’action des anticorps déplétants 

 

Les paramètres clés influençant la cytotoxicité des anticorps sont l’isotype et l’affinité 

de l’anticorps, la densité de l’antigène à la surface de la cellule cible et la modulation de 

l’antigène ou l’internalisation du complexe antigène/anticorps. Ce dernier peut diminuer 

la capacité de l’anticorps à induire la mort cellulaire [110]. L’expression des protéines 

régulatrices du complément de la cellule cible [111] est également d'une importance 

considérable. Dans la majorité des cas, on estime que la cytotoxicité complément 

dépendante et la cytotoxicité cellulaire médiée par les anticorps représentent les 

mécanismes d’action dominants des anticorps monoclonaux non conjugués, bien que 

l’induction de l’apoptose ou l’arrêt du cycle cellulaire puissent être prédominants dans 

d’autres cas [112; 113]. Les protocoles thérapeutiques à base d’anticorps utilisent une 

combinaison de ces mécanismes pour dépléter les cellules cibles [114]. En ce qui 

concerne la transplantation d'organe, quelque soit le mécanisme, il semble que l'effet 

thérapeutique ne concerne pas seulement l'efficacité de la déplétion, mais aussi de la 

réactivité immunitaire de cellules résiduelles qui risquent de se développer et de 

contribuer soit à la tolérance soit au rejet. 
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II. Reconstitution des cellules T et prolifération 

homéostatique 

 

Considérant que la fonction thymique décline chaque année après l’adolescence, la 

reconstitution des cellules T naïves est altérée après une lymphopénie sévère. 

Cependant, les lymphocytes T qui n’ont pas été déplétés subissent une prolifération 

homéostatique afin de remplir l’espace laissé « libre » [115]. Ce processus est sous 

contrôle des cytokines IL-7, IL-15 et IL-21 [116]. IL-15 est relarguée en grande quantité 

après une déplétion profonde des lymphocytes T. IL-15 et IL-21 ont peu d'effet sur la 

prolifération des cellules T naïves, mais sont importantes pour la fonction des cellules T 

CD8 mémoires, leur expansion et leur survie. Indépendamment de ces cytokines, 

l'exposition post-transplantation aux alloantigénes contribue également à l'expansion 

des cellules T CD4 et CD8 mémoires et à la modification des cellules T naïves, qui 

acquièrent un phénotype semblable aux effectrices-mémoires. Ces cellules perdent 

progressivement l’expression de CD62L, surexpriment CD44 et sont moins sensibles à 

la costimulation par CD28. Leur activité cytotoxique, leur capacité de prolifération et la 

production de cytokines sont également renforcées. En contraste avec les cellules 

activées, les cellules T ne surexpriment pas les marqueurs d’activation CD25 et CD69 

[117]. Par conséquent, les cellules T mémoire s’expandent de façon démesurée après 

d’importantes lymphodéplétion et deviennent le principal type de cellules chez l'homme 

[118] ou chez les modèles expérimentaux [119]. Dans le cas des rongeurs, la 

prolifération homéostatique et le phénotype mémoire sont responsables de la résistance 

à l'induction de tolérance après une importante lymphodéplétion. En outre, les Tregs 

sont déplétés de façon aussi efficace que les cellules T naïves par les stratégies actuelles 

de déplétion, mais peut-être de façon moins adaptée à la prolifération homéostatique 

que les cellules T mémoires [117]. Comme prédit, les cellules-T présentes après une 

déplétion médiée par des anticorps chez l'homme sont des cellules T de type activée 

mémoire. Les patients traités avec des agents déplétants sans immunosuppression 

observent un rejet dans le premier mois, malgré la déplétion de 97% des cellules T, dû 

essentiellement à l'action du résidu de cellules T activés mémoire, qui sont 
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prédominantes aussi bien en périphérie que dans le greffon lors du rejet [120]. Ainsi, la 

prolifération homéostatique qui suit une lymphodéplétion pourrait entraver le 

développement de la tolérance de la transplantation. Comme décrit ci-après, les cellules 

régulatrices peuvent, toutefois, également s’expandre de façon massive lors de la phase 

de réplétion des cellules T, avec un possible effet bénéfique qui doit être évalué. 

 

 

III. Déplétion de toutes les cellules T 

1. Immunoglobulines anti lymphocytaires 

 

La première solution d’anticorps utilisée depuis les années 1960 est un anticorps 

polyclonal anti thymocyte globuline (ATG, de lapin ou cheval). L’ATG induit une 

rapide et profonde lymphopénie attribuée classiquement à une cytolyse complément 

dépendante, une cytolyse anticorps dépendante médiée par les cellules, une opsonisation 

et ultérieurement à la phagocytose des macrophages. De plus, l’ATG génère différents 

signaux de transduction aux cellules cibles qui vont interférer avec les signaux 

d’activation ce qui peut déclencher un phénomène de mort cellulaire par activation 

[121]. Après une immunisation MOG (myelin oligodendrocyte glycoprotein) dans le 

modèle de souris EAE, le traitement à l’ATG dépléte les cellules T effectrices, renforce 

l’expansion des Treg MOG spécifiques (CD4
+
FoxP3

+
) et altère la réponse cellulaire 

autoantigène spécifique des T pathogéniques par une réponse protectrice des cellules 

Treg. Par conséquent, il se pourrait que les effets thérapeutiques de l'ATG ne se 

produisent pas seulement en raison de la déplétion des lymphocytes, mais aussi en 

raison de l'augmentation du nombre de cellules Treg et de leur fonction [122].  

De même, in vitro l’ATG de lapin peut provoquer l'augmentation de la fonction des 

Treg en convertissant les cellules T CD4
+
 CD25

-
 par une augmentation 

transcriptionnelle de NFAT1, conférant à son tour l’expression de FoxP3 et l'activité 

régulatrice [123; 124]. Toutefois, aucune étude en transplantation rénale n’a établi 

l’induction de tolérance chez des primates non humains ou chez l'homme après 

administration d'ATG, à l'exception des études qui combinaient l’ATG avec une 

irradiation lymphoïde totale et une greffe de cellules souches hématopoïétiques [125]. 
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En clinique, les résultats obtenus en transplantation rénale, après traitement avec de 

l'ATG, ne différent pas de ceux observés avec des traitements d’induction non 

déplétants tels que les anticorps monoclonaux anti CD25, ce qui ne suggère pas de 

façon claire un effet bénéfique en termes de potentiel pro-tolérogénique de ATG [126]. 

 

2. Anti CD52 (Campath-1) 

 

L’antigène CD52 est fortement exprimé sur les lymphocytes, monocytes et 

éosinophiles. Campath-1 (Alemtuzumab) est un anticorps fortement cytotoxique qui a 

été utilisé pendant plusieurs années pour traiter les tumeurs malignes lymphoïdes [127]. 

Il a aussi été utilisé pour des traitements de différentes maladies auto-immunes comme 

l’arthrite, sclérose en plaque, la vascularite, les cytopénies auto-immunes, etc., et dans le 

cadre d’un prétraitement avant une greffe de cellules souches hématopoïétiques 

allogéniques [128]. Cet anticorps a été utilisé en monothérapie en transplantation rénale 

avec de faibles doses de cyclosporine A (CsA) dans l’espoir d’établir des propriétés de 

tolérance ou de s’en approcher [129]. Toutefois, il n’y a pas eu à ce jour d’étude 

prospective randomisée sur le long terme qui a déterminé le protocole 

immunosuppresseur optimal à utiliser avec campath-1. La variation d’expression de 

CD52 à la surface des sous population des cellules T suggère que les mécanismes de 

cytotoxicité de Campath-1, médiés et non médiés par le complément, ne peuvent induire 

de façon équivalente la mort de toutes les sous populations T in vivo. La transformation 

du phénotype des cellules CD52
+ 

en CD52
-
 peut aussi moduler l’action des anticorps 

cytotoxiques anti-CD52 [130]. Bien que le rôle précis de CD52 ne soit pas connu, il ne 

joue pas un rôle essentiel dans la co-stimulation lors de l’activation d’une cellule T. 

Quand un cross-linking s’opère, l’anticorps anti CD52 peut transduire un signal 

d’activation dépendant de la calcineurine aux cellules T au repos [131]. Récemment, il a 

été démontré que le signal CD52 induit par Campath-1 induit également des cellules 

Treg qui peuvent être amplifiées en culture avec de l'IL-2 et protégées d’une GVHD 

(graft versus host disease) xénogénique provoquée par des PBMC humains dans les 

souris SCID [132]. Une augmentation des cellules T régulatrices FoxP3+ a en effet été 

observée chez les patients transplantés rénaux traités par Campath-1. Celle ci n'est pas 
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entièrement expliquée par leur prolifération homéostatique après déplétion, par 

l'augmentation de production du thymus, ou par l’échappement des Treg, ce qui suggère 

une production/expansion de novo [133]. Chez les patients transplantés rénaux traités 

par Campath-1 qui ont reçu une faible dose de mycophénolate mofétil (MMF) et de 

tacrolimus, il a aussi été signalé un repeuplement par les cellules T de phénotype 

CD8
+
CD28

-
. Ces cellules inhibent la prolifération des cellules TCD4

+
 ex-vivo. En 

conséquence, des cellules TCD8
+
CD28

-
 cultivées pourraient entrer en compétition pour 

combler l’espace immunitaire avec les cellules TCD4
+
, en inhibant leur prolifération, et 

donc en retardant la régénération des cellules TCD4
+
 [134]. La déplétion des cellules 

effectrices, l’interférence directe avec les signaux des lymphocytes T et la surrégulation 

des cellules Treg ne peuvent être considérées comme les seuls mécanismes d'action des 

anticorps anti-CD52. Un traitement d’induction avec Campath-1 chez les transplantés 

renaux cause également une réduction importante et prolongée du nombre de cellules 

dendritiques (DC) périphériques et un changement significatif des DC myéloïdes en DC 

plasmacytoïdes immunorégulatrices dès le 1er mois post-transplantation [135]. 

 

3. Anti-CD3  

 

Après liaison sur les cellules cibles T, l’anticorps monoclonal anti-CD3 (OKT3) 

n’induit seulement que 20-50% de déplétion des cellules T, due non seulement à 

l’ADCC et à l'activation du complément, mais aussi à l'induction d'apoptose par 

transduction directe du signal, indépendamment de la partie Fc de l'anticorps. In vitro, il 

a été établi que les cellules T activées entrent préférentiellement en apoptose alors que 

les cellules T au repos sont résistantes à l'action de l’anticorps original de souris OKT3 

ou de l’anticorps anti-CD3 humanisés [136; 137]. D'autres cellules cibles qui ne sont 

pas déplétées in vivo perdent leur expression de CD3 à la suite de l’internalisation de 

l'antigène [138]. Initialement reconnus comme un immunosuppresseur non spécifique, 

pendant de nombreuses années, les anticorps anti-CD3 ont démontré leur capacité à 

induire une tolérance de la greffe cardiaque, mais pas de la  greffe de peau chez les 

rongeurs [139].  
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L’augmentation des cellules régulatrices après administration d’anticorps anti-CD3 a été 

montrée dans le modèle de diabète spontané chez la souris NOD où les cellules T reg 

CD4
+
CD25

+
CD62L

+
 qui produisent un taux élevé de TGF  augmentent en nombre et 

sont capables de transférer une protection contre le diabète [140]. L’explication de 

phénomène pourrait être que l’anticorps monoclonal anti-CD3 imite l’action d’un 

peptide altéré qui pourrait aussi induire la tolérance [141]. La déplétion par des 

anticorps anti-CD3 dans les greffes rénales chez le singe inhibe le rejet aigu cellulaire, 

mais pas le rejet humoral [142]. Même si aucune corrélation avec la prolongation de 

survie n'a pas pu être prouvée chez les primates, l'utilisation d'un anticorps anti-CD3 

induit cependant une fréquence élevée de cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+
 [143; 

144].  

 

4. Autres cellules cibles pan-T (TCR , CD2, CD45, CD7…) 

 

Cibler l’antigène CD2 avec des anticorps déplétants entraîne une survie à long terme de 

l’allogreffe cardiaque chez le rat résultant d’une déplétion transitoire mais profonde des 

cellules T et de mécanismes immunorégulation qui sont apparemment impliqués dans le 

maintien de la tolérance à long terme [145]. Chez le primate, un anticorps monoclonal 

de rat anti-CD2 inhibant in vitro les réponses mitogéniques et allogéniques provoque 

une déplétion rapide des cellules T périphérique et prolonge légèrement la survie de 

l’allogreffe rénale [146]. Des données récentes issues de patients recevant une greffe de 

cellules hématopoïétiques haploidentiques, sans myeloablation, traités avec des 

anticorps anti-CD2 montrent une augmentation de cellules T régulatrices 

CD4
+
CTLA4

+
FOXP3

+
 [147]. En effet, il a été observé des niveaux élevés d’ARNm 

FoxP3 dans une petite cohorte de receveurs de greffe rénale, traités avec des anticorps 

anti CD2 combinés à une greffe de moelle osseuse. Chez ces patients, il a été possible 

de stopper tout traitement immunosuppresseur 9 à 14 mois après la transplantation et la 

fonction rénale est restée stable pendant de nombreuses années [148]. La déplétion des 

cellules T en ciblant le TCR  [149] dans la transplantation cardiaque chez le rat 

entraîne une tolérance similaire, ce qui suggère que c’est bien la déplétion des cellules T 

en tant que telle qui importe, plutôt que de la spécificité de la cible moléculaire. 
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V. Cibler les sous populations T  

 

1. CD4  

 

Puisque les lymphocytes T CD4 helper orchestrent les réponses humorales et 

cellulaires, leur déplétion en utilisant des anticorps anti-CD4 semble être la meilleure 

stratégie pour parvenir à la tolérance des greffes de cœur [150] ou d'allogreffes de peau 

chez la souris [151] et le rat [152], seul ou en combinaison avec une injection donneur-

spécifiques prétransplantation [153; 154]. La déplétion des lymphocytes TCD4
+
 en 

allotransplantation rénale est moins efficace que ce soit chez le rat [155], le chien [156] 

ou le singe [157], la prolongation de survie est faible et la tolérance ne peut pas être 

atteinte. Des résultats similaires ont été obtenus pour l’allogreffe de foie chez le rat 

[158]. Toutefois, la tolérance a été atteinte chez les rongeurs par dépétion des cellules T 

helper CD4
+
 dans les allogreffe d’îlots [159], les allogreffes de pancréas et les 

xénogreffes d’îlots [160-162]. En outre, les anticorps déplétants anti-CD4 soignent les 

cas de diabète néoinduit, préviennent le diabète récurrent autoimmun, et retardent le 

rejet d'allogreffe d'îlots chez la souris NOD [163]. Par conséquent, la spécificité de 

l'organe est apparemment importante et la souche de souris semble aussi un facteur 

d'importance [162]. Il est intéressant de noter que la déplétion des cellules TCD4
+ 

modifie la réponse humorale aux alloantigènes qui a lieu par la suite. Lors des 

allogreffes cardiaques, on observe uniquement une production d’alloanticorps IgM à la 

place d’IgG [164]. Cela pourrait expliquer que la déplétion en cellules TCD4
+
 protége 

du développement de vasculopathie chronique d’allogreffe chez la souris [165]. Enfin, 

alors que la déplétion des cellules Tregs naturelles (CD4
+
CD25

high
) par des anticorps 

anti-CD4 déplétant est considérée comme un problème majeur, Yi et al [166] ont publié 

récemment que les anticorps anti-CD4 déplétaient moins efficacement les Treg que les 

autres cellules T, ce qui entraîne une augmentation du ratio CD4
+
CD25

+
/CD25

+
CD4

-
en 

périphérie, et donc favorise l’induction de la tolérance. 
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2. CD8 

 

Les lymphocytes TCD8
+
 cytotoxiques avec un phénotype mémoire (CD45RO

+
RA

-

CD45
+
CD25

-
) sont très agressifs à l'égard des allogreffes [167] et résistants à la 

régulation immune [168]. Par conséquent, il apparaît important de dépléter 

spécifiquement ces cellules en transplantation. Curieusement, pourtant, la déplétion des 

cellules T cytotoxiques par des anticorps anti-CD8 n’est pas suffisante pour prévenir ou 

traiter le rejet aigu chez le mini porc [169], chez le chien [156] ou chez la souris [160; 

170]. Bien que non protectrice contre le rejet, la déplétion des cellules TCD8
+
 murines 

entraîne au niveau du greffon la production de cytokines de la voie Th2 au lieu de Th1 

et augmente l’infiltrat de cellules éosinophiles, de grandes cellules mononucléaires et 

des cellules de type fibroblastes [170]. Chez le mini porc, même si la déplétion des 

lymphocytes TCD8
+
 ne prolonge pas significativement la survie de la greffe en 

association avec la CsA, une inhibition de la prolifération dans ces greffons a été 

observée, suggérant que la déplétion des cellules TCD8
+
 pourrait protéger de la 

vasculopathie chronique d’allogreffe [169]. Cependant, la déplétion des cellules TCD8
+
 

n'a aucun effet sur vasculopathie chronique d’allogreffe chez le rat [171] et augmente la 

gravité du rejet des allotransplantations de foie [158]. Dans une étude pilote menée sur 6 

patients, la déplétion des cellules TCD8
+
 a complètement stoppé le rejet aigu chez deux 

d’entre eux, par contre elle a été inefficace sur les quatre autres [172]. En revanche, la 

déplétion des cellules TCD8
+
 induit un tolérance non donneur spécifique [117] dans le 

cas d’une transplantation de l'intestin grêle chez la souris, ce qui suggère que les cellules 

TCD8
+
 joueraient un rôle important dans un rejet de ce type. Plus récemment, il a été 

décrit que la déplétion des cellules T mémoires par des anticorps anti-CD8, en 

combinaison avec une faible irradiation totale du corps, une irradiation du thymus, de 

l’ATG, des anticorps anti-CD154, un court traitement d’inhibiteurs de calcineurine, 

accompagnés d’une transplantation de moelle du donneur, pourrait induire la tolérance 

d'une allogreffe de rein transplanté précédemment chez le primate non humain. Dans ce 

modèle, la déplétion des cellules TCD8
+ 

est nécessaire pour induire la tolérance [168].  
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3. CD28 

 

CD28 est constitutivement exprimée sur la plupart des cellules TCD4
+
 et sur 50% des 

cellules TCD8
+
. Bien que la plupart des anticorps anti-CD28 aient été utilisés pour 

stimuler [173] ou en tant qu’antagoniste [174] pour les cellules T, certains anticorps 

peuvent provoquer une déplétion des cellules cibles. En effet, même si le rôle 

physiologique de CD28 est de surréguler les gènes anti-apoptotiques dans le 

lymphocyte T après une stimulation antigénique, un fort signal de CD28 peut également 

conduire à l'apoptose des cellules T. Ceci est confirmé par l'observation que des cellules 

T humaine CD28 null manifestent une résistance à l'apoptose chez les patients souffrant 

d'arthrite ou de sclérose [175]. Yu et al ont étudié l'effet d'un anticorps anti-CD28 

agoniste (clone 37.51) chez la souris et ont constaté une inhibition de l’expansion des 

cellules T du donneur. Ils ont aussi mis en évidence que cet anticorps empêche la 

GVHD par une déplétion sélective des cellules T allogéniques activées du donneur via 

l'apoptose, de manière IFN  dépendante, mais épargne les cellules T qui ne 

reconnaissent pas les alloantigénes du receveur [176]. L’inconvénient d'éliminer les 

cellules TCD28
+
 pourrait être de bloquer la régulation immunitaire puisque CD28 est 

exprimé par une sous-population de cellules Treg et est primordial pour leur expansion 

et leur survie [177]. Toutefois, certaines cellules régulatrices sont contrôlées par ICOS 

et non pas par CD28 [178] et d’autres sous populations T régulatrices, les cellules 

CD8
+
CD28

-
, fonctionnent indépendamment de CD28 [179; 180]. Par conséquent, la 

déplétion des cellules TCD28
+
 pourrait encore être favorable, ou au moins épargner le 

développement ultérieur de certaines cellules Treg. A la différence des rongeurs et des 

primates, un agoniste des anticorps anti-CD28 ne peut pas être utilisé chez l'homme car 

il cause un relargage de cytokines (« cytokine storm »). Des anticorps agonistes anti-

CD28 ont entraîné une défaillance de multiples organes chez six des volontaires sains 

dans une étude de phase I [73].  
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VI. Cibler les marqueurs d'activation des lymphocytes T  

 

La déplétion sélective des lymphocytes T activés en tant que traitement 

immunosuppresseur peut entraîner le développement de cellules régulatrices capables 

d’induire la survie à long terme de l’allogreffe. La preuve de concept a été obtenue chez 

des souris conçues de telle sorte que les cellules T porteuse de la thymidine kinase qui 

métabolise le Ganciclovir, drogue non toxique, en un métabolite qui est toxique 

uniquement pour les cellules en division. Après la transplantation, cette approche 

déplète donc les cellules alloréactives en division. Le résultat a été un important retard 

dans le rejet de greffes de peau et de cœur et l'induction d'une tolérance immunitaire 

pour une partie des receveurs [181]. La transposition thérapeutique de cette stratégie 

requiert le ciblage d'un antigène qui serait hautement spécifique pour les cellules T 

activées. Jusqu'à présent, la cible parfaite est encore à identifier. C’est pourquoi nous 

avons orienté notre recherche vers LAG-3, décrit dans la dernière partie. LAG-3, en 

s’appuyant sur les résultats des études sur l’anticorps anti CD154, parait un cible idéale 

de part sa présence sur les lymphocytes et NK activés uniquement. Ainsi son utilisation 

permettrait de préserver un système immunitaire intact dans tous les compartiments et 

de cibler uniquement les cellules s’activant au niveau du greffon. 

1. CD154 (CD40Ligand) 

 

Le CD40 ligand est une molécule de costimulation de la famille des récepteurs 

membranaires au TNF exprimés principalement sur les lymphocytes TCD4
+
 activés. Il 

est également exprimé à différents niveaux par les mastocytes, les macrophages, les 

basophiles, les cellules NK, les lymphocytes B, ainsi que les cellules non 

hématopoïétiques. Le CD40 ligand se lie au CD40 présent sur les cellules présentatrices 

d'antigènes (CPA) et induit l'activation de celle ci. Il régule aussi la fonction des cellules 

B en s’engageant avec le CD40 exprimé à la surface. Il est exprimé par les plaquettes au 

repos, et est rapidement exposé après stimulation. En effet, plus de 95% de CD154 

exprimé dans le sang est présent sur les plaquettes. Cette molécule sert de récepteur 

pour l’intégrine IIb 3 présente sur les plaquettes stimulées. L’interaction 

CD154/ IIb 3 est impliquée dans la stabilisation des thrombus artériels. L'importance 
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de cette interaction a été mise en évidence après l'administration d'un anticorps 

humanisé anti-CD154 qui a induit une thrombose chez les patients, un événement 

indésirable qui a entraîné l’interruption des essais cliniques en attendant une nouvelle 

évaluation pré clinique. Or, des phénomènes de thromboses ont été trouvés sur 4 des 9 

animaux traités avec l’anticorps anti-CD154 (5C8.33) [182] dans un modèle primate 

non humain de greffe de rein qui implique un protocole incluant une irradiation totale 

du corps non myeloablative, une irradiation thymique, de l’ATG, une injection de 

moelle osseuse du donneur et un mois de cyclosporine A. L'administration de l'héparine 

pourrait, cependant, réduire l'incidence des complications thromboemboliques. Dans un 

premier temps, les traitements de courte durée avec l’anticorps anti-CD154 induisant 

une survie à long terme de la greffe chez les souris et les primates [183; 184] ont été 

interprétés comme ayant un effet bloquant sur la costimulation. Toutefois, Monk et 

al.[183] a montré qu’une grande partie de l'efficacité de la thérapie anti-CD154 ne 

découle pas d'un blocage de la costimulation, mais de la déplétion des cellules T 

activées. Le résultat est une déplétion sélective des cellules T potentiellement agressives 

qui ont reconnu l'antigène. De plus, anti-CD154 semble épargner les cellules T 

régulatrices qui, bien qu’exprimant CD154, pourraient exposer peu d’antigènes ou avoir 

une fonction plus importante après le blocage CD154 [129].  

 

2. IL2Ra/CD25 

 

Le récepteur à l’IL-2 est composé de 3 protéines : la chaîne  et , la première étant 

l’antigène CD25. CD25 n'est pas exprimé sur les lymphocytes non stimulés, mais il est 

rapidement transcrit et exprimé sur les cellules T activées [185].  

L'administration de l'anticorps anti-CD25 chez les rongeurs en synergie avec une dose 

sous thérapeutique de cyclosporine induit une tolérance à l'allogreffe d'îlots 

pancréatiques [186]. La tolérance peut être atteinte dans plusieurs modèles 

expérimentaux de transplantation en utilisant des anticorps anti-CD25 (revu par Strom 

et al [187]), probablement parce que beaucoup de cellules T activés IL-2R+ sont 

déplétées.  
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Toutefois, CD25 est également exprimé sur les cellules Treg à des niveaux très élevés, 

et les anticorps anti-CD25 pourraient bloquer ces cellules. L'administration d'un 

anticorps anti-CD25 déplétant (clone PC61) a réduit le taux de cellules Treg 

CD4
+
CD25

+
 dans le foie et la rate du receveur et induit le rejet aigu [188] dans un 

modèle de souris où l’allogreffe de foie est acceptée spontanément. Un effet semblable a 

été observé dans un modèle souris de greffe cardiaque de souris de souche bm 12 sur 

des receveuses C57BL/6 où l'administration de l'anticorps PC61 induit une diminution 

significative du pourcentage des cellules TCD4
+
 TCD8

+
CD25

+
 dans la rate et casse la 

tolérance pourtant induite par l'administration d'anticorps anti-CD4 [189]. De plus, la 

déplétion des cellules TCD25
+
 induit le rejet [189] dans le modèle où la greffe de peau 

male CBA / Ca est spontanément acceptée par la receveuse femelle CBA / Ca exprimant 

un récepteur cellulaire T anti-HY (antigène mâle). Dans la pratique clinique, les deux 

anticorps monoclonaux anti-CD25 disponibles (Dacluzimab et Basiliximab; 

antagonistes du récepteur à IL2) montrent une diminution dans la capacité de tuer 

directement les cellules TCD25
+
 par rapport à leurs homologues murins et n’interférent 

pas avec le compartiment T reg dans le rein [190]et le cœur [191] transplantés. En outre, 

le Daclizumab est décrit comme induisant une baisse graduée du taux circulant de 

cellules TCD4
+
 et CD8

+
 et une expansion des cellules régulatrices NK CD56

bright
 chez 

les patients atteints de la sclérose en plaques. Ces cellules régulatrices agissent 

négativement sur les cellules T activées et pourraient participer à l'effet thérapeutique de 

l'anticorps [192].  

 

3. Les isoformes CD45 

 

CD45 est une protéine tyrosine phosphatase impliquée dans la transduction du signal et 

le début de l'activation par l'IL-2, IFN  et TNF . De multiples isoformes de CD45 sont 

exprimées à différentes densités sur les cellules hématopoïétiques, selon l'état de 

différenciation [193]. Les cellules T cytotoxiques, les cellules T helper et la plupart des 

thymocytes expriment CD45RB. Les cellules CD4
+
 qui expriment une forte densité de 

CD45RB (CD45RB
high

, chez la souris) et CD45RC (CD45RC
high

, chez le rat) à la 

surface sont des cellules naïves qui ont été identifiées comme étant la cause d'un certain 
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nombre de maladies auto-immunes. L'auto-immunité provoquée par ces cellules 

CD45RB
high

 est inhibée par les cellules CD4
+
CD45RB

low
. De plus, les cellules 

CD45RB
high

 sont associées avec le rejet de greffe du pancréas [194]. En revanche, les 

cellules CD45RB
low

 expriment FoxP3 [195], exercent une activité de régulation et 

inhibent le rejet d’allogreffe [196]. Les souris transplantées rénales recevant un 

traitement d’induction composé d'anticorps anti-CD45RB (clone MB23G2) acquièrent 

une fonction rénale du greffon normale [197]. Au niveau cellulaire, MB23G2 cause une 

baisse significative du nombre de lymphocytes circulants, suivi d’un retour à la normale 

une semaine après. Ces cellules présentent ensuite une augmentation de la 

phosphorylation de la tyrosine PLC 1, ce qui est une propriété des cellules T anergiques 

[198]. Dans un modèle de greffe cardiaque, le même anticorps anti-CD45RB induit un 

enrichissement de la population CD45RB
low

, prolonge la survie en monothérapie et 

induit la tolérance s’il est associé à la Rapamicine. Par conséquent, la balance 

CD45RB
low

/CD45RB
high

 correspond à l’élément critique dans l'induction de tolérance 

par ce traitement [195]. L’anticorps anti-CD45RB induit également la tolérance aux 

allogreffes d'îlots pancréatiques [199]. 

L’infiltrat autour des îlots dans les animaux traités montre une légère augmentation des 

cellules CD4, une diminution des cellules CD8, et une réduction dans l'intensité 

d’expression des CD45RB, associées à une augmentation de l'expression des transcrits 

dans le greffon pour l’IL-4 et l’IL-10. 

 Ceci correspond à l'émergence d'une sous population distincte de cellule T régulatrices 

[199].  

Les isoformes CD45RA et CD45RO sont utilisées chez l'homme afin de faire la 

différence entre les cellules T naïves et mémoires, respectivement [200; 201]. Dans le 

sang périphérique, les cellules CD45RA
+
 expriment également des niveaux élevés de 

CD45RB, alors que les cellules CD45R0 expriment peu de CD45RB. Un anticorps de 

souris anti-CD45 humain (clone 6G3) a été testé en monothérapie chez les primates et a  

retardé le rejet de greffes de rein, à plus de 200 jours pour 2 des 6 animaux (durée 

médiane de survie = 27 jours) [202]. Dans ces essais, le ratio CD45RB
high

/CD45RB
low

  a 

diminué au cours du traitement et était de nouveau à la normale un mois après. En 

bithérapie avec le Tacrolimus, la durée médiane de survie a été prolongée à 72 jours 

[202]. 
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VII. Conclusion 

 

Que la déplétion des cellules T entraîne ou empêche le développement de la tolérance 

immunitaire n'est pas encore claire car d'une part, elle peut dépléter les cellules 

régulatrices, mais d'autre part, ces cellules peuvent dans un deuxième temps dominer à 

la suite d'une expansion sélective. D'autres investigations seront nécessaires pour 

comprendre si la déplétion sélective de sous population cellules T effectrices, en 

épargnant les cellules régulatrices existantes, pourrait être une meilleure stratégie. La 

cible idéale, toutefois, exprimée par des cellules effectrices alloréactives mais pas par 

les cellules au repos et les cellules T régulatrices, doit encore être défini. 
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Tableau 1 : Anticorps déplétants les cellules T et leur effet en transplantation. 

Molecule cible/ 

réactif 

Mécanisme d’action Impact sur la tolérance du transplant  

Toutes les cellules  T 

Thymocyte (ATG) Rapide et importante lymphopénie 

CDC/ADCC/opsonisation/phagocytose 

 Expansion des Treg dans les allogreffe de rein chez 

l’homme [125] 

CD52 

(Campath-1) 

Cytotoxicité  Expansion des Treg et mutation des myeloïde en 

DC plasmacytoide régulatrice dans les allogreffes 

de rein humains [203; 138] 

CD3 Activation du complément /ADCC / 

apotose 

 Inhibition du rejet aigu mais pas humorale [142].  

 Haute fréquence de Treg CD4
+
CD25

+
 dans les 

allogreffes de rein chez les NHP [143; 144]. 

 Tolérance pour les greffes de Coeur mais pas pour 

la peau chez les rongeurs [139] 

CD2 Transitoire mais importante déplétion des 

cellules T 

Inhibition des réponses mitogéniques et 

allogéniques 

 Survie au long terme de greffe de coeur chez le rat 

[145] 

 Prolongation de survie des reins chez les NHP 

[146] 

 Haut taux d’ARNm de FoxP3 dans les greffes rein 

chez l’homme [148] 

TCR  Déplétion transitoire des cellules T  Tolérance chez les rongeurs [149] 

Sous populations cellules T 

CD4 Importante déplétion des cellules T CD4  Tolérance des greffes de Coeur, peau et îlots chez le 

rat [150-152; 159] 

 Pas de tolérance; modeste prolongation des modèles 

de rein et foie (souris, chien et NHP) [155-158] 

 Prolongation des greffes de pancréas et d’îlots xéno 

chez les rats [160-162] 

CD8 Transitoire mais importante déplétion des 

cellules T CD8 

 

 

 

 

Déplétion des cellules T CD8 donneur 

spécifique  

 Pas d’effet sur les greffes de coeurs chez la souris et 

le mini pig [169-171] 

 Prolongation modérée pour les greffes de reins chez 

le chien [156] 

 Tolérance non donneur-spécifique pour la greffe 

d’intestin chez la souris [117] 

 Tolérance avec une faible dose d’irradiation totale 

du corps, irradiation thymique, antithymocyte 

globuline, anticorps anti-CD154 et un court 

traitement d’inhibiteur de calcineurine + 

transplantation de moelle osseuse du donneur dans 

rein chez primates [168] 

CD28 Apoptose induite par mort cellulaire  Prévention de graft versus host disease [176] 

Marqueurs d’activation des cellules T 

CD154 

(Hu5C8) 

Apoptose de cellules T activées  Tolérance possible des greffes de rein chez les 

primates et greffe de peau chez souris [182; 204] 

LAG-3 Cytotoxicité cellulaire complément 

dépendante 

 Prolongation des survies de greffes de coeur chez le 

rat mais pas tolérance [205] 

IL2/CD25 

(PC61/immunotoxine) 

Déplétion /immunotoxycité  Pas de tolérance de greffes de foie ou coeurs chez la 

souris [188] 
 

CD45 

(MB23G2/6G3) 

Enrichissement des cellules T 

CD45RBlow  

 

 Tolérance des greffes de rein chez la souris [197] 

 Prolongation de survie et tolérance avec la 

rapamycine dans greffes de cœur chez souris [195] 

 Prolonge survie de greffes de rein chez les primates 

[202] 
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Lymphocyte activated gene 3 : LAG-3 

 

I. La molécule 

 

1. Gène  

 

LAG-3 a pour particularité d’être très proche de CD4 tant au niveau génétique que 

protéique. Le séquençage, l’organisation exon/intron et la localisation chromosomique 

(chromosome 12 (band p13.3)) montrent que lag3 et cd4 sont localisés sur le même 

locus, seulement séparé par 6kb [206]. Certains émettent la possibilité que lag3 résulte 

d’une duplication de gène [207; 208]. En effet, les gènes lag3 et cd4 partagent peut-être 

même quelques éléments de régulation [209]. La transcription est initiée par 2 sites : 

une GC box, 80 paires de bases en amont du site majeur de transcription, forme un 

promoteur minimal qui est régulé par 2 régions en amont contenant des éléments 

régulateurs positifs et négatifs avec de multiples sites de liaison de protéine ; et une 

région de 100 paires de bases en aval du site de départ de transcription est impliquée 

dans le contrôle cellulaire spécifique [209]. Ces motifs semblables à ceux trouvés sur le 

gène cd4 laissent penser que lag3 pourrait être contrôlé par des éléments régulateurs de 

cd4.  

Du fait de sa structure, LAG-3 fait partie de la superfamille des Ig (IgSF). Il s’agit d’une 

protéine membranaire de 498AA avec 4 domaines extracellulaires ayant une forte 

homologie entre les domaines 1 et 3, ainsi que 2 et 4 avec la particularité d’inclure une 

extraloop au milieu du domaine D1 [208]. Cette protéine est très bien conservée entre 

les espèces puisqu’au niveau de la séquence codante l’homologie rat-homme et rat-

souris est respectivement de 83% et 88%. Au niveau protéique cela se traduit par 67% et 

84% [210]. Les transcrits du gène lag3 ne se retrouvent pas dans tous les organes. En 

effet, son ARNm n’est retrouvé qu’au niveau du thymus, de la rate, du cerveau, du foie, 

du poumon et de l’intestin grêle. Aucun transcrit n’est détecté dans les reins, le cœur ou 

la peau chez l’homme. La souris se distingue en exprimant l’ARMm LAG-3 dans la 

peau mais pas dans les poumons et le foie [210; 211]. Cependant, l’expression de LAG-
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3 à la surface des cellules est restreinte aux sites inflammés. Ainsi, LAG-3 n’est trouvé 

ni dans les organes lymphoïdes primaires (thymus adulte et moelle) ni dans les organes 

lymphoïdes secondaires en conditions normales, comme la rate et les ganglions. 

Différents types cellulaires expriment LAG-3 : les cellules T activées, les cellules NK 

activées, les cellules B activées en présence de T [212], et récemment sa présence sur 

les pDC a été évoquée [213]. 

 

 

2. Expression 

 

LAG-3 n’est pas une protéine ubiquitaire. L’expression de LAG-3 varie en fonction des 

cellules (6 fois plus exprimée sur les T que sur les B)[212], de leur phénotype (63% 

CD3, 53%CD25, 58% CD4 60% CD8, 3% CD3-) [214] et des organes. En effet, elle est 

principalement exprimée in vivo sur les lymphocytes T CD4+ et CD8+ activés résidant 

dans des organes lymphoïdes secondaires ou des tissus inflammés, comme les tumeurs, 

les greffons ou les amygdales inflammées [215], mais pas dans la rate, le thymus ou le 

sang. Au niveau des tumeurs, 11 à 48% des lymphocytes infiltrant les tumeurs sont 

LAG-3+, et CD8+ pour la plupart (dans les lymphomes comme dans les mélanomes) 

[216]. 

L’activation in vitro de PBMC permet d’évaluer clairement la cinétique d’expression de 

cette molécule au cours d’une activation du système immunitaire. La détection de LAG-

3 se fait dès J1, l’expression à la surface de la cellule est à son maximum à J2, puis 

décroît jusqu’à J8 pour finalement devenir indétectable à J11. Cette expression peut être 

induite par l’ajout d’IL-2 alors que l’IL-4, l’IL-6, l’IL-10, le TNF , le TNF et l’IFN  

n’ont aucun effet [209; 217; 218]. L’expression de LAG-3 sur les cellules T activées 

peut être surrégulée en présence de différentes cytokines telles que l’IL-2, l’IL-7 et l’IL-

12. En effet cette dernière est nécessaire pour une induction optimale de LAG-3 [219]. 

L’expression de LAG-3 sur les cellules TCD4
+
 activées humaines apparaît comme 

préférentiellement associée à la voie d’activation/différentiation qui mène à la 

production d’IFN , la voie Th1 [215]. Cette distinction est confirmée par l’absence 

d’ARNm codant pour LAG-3 dans les clones Th2 [215].  
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Différentes études ont montré l’existence d’une protéine LAG-3 de 70kDa et d’une 

autre de 45kDa. Ces protéines correspondent au LAG-3 complet et au LAG-3 soluble 

(sLAG-3) clivé au niveau de la membrane. Le clivage est fait au niveau du CP 

(connecting peptide) de 20aa situé entre la région transmembranaire et le domaine D4 et 

il est indispensable et suffisant pour le clivage. Ce clivage est réalisé par des 

métalloprotéases ADAM-10 et ADAM-17. ADAM-10 semble assurer un clivage 

régulier de LAG-3 puisque sLAG-3 est réduit de 90% dans les souris ADAM10-/-. 

ADAM-17 jouerait un rôle plus important lors de l’activation car son activation est 

dépendante du signal TCR induit par PKC. Il existe donc 2 voies indépendantes 

susceptibles de cliver LAG-3 membranaire [220]. La production de sLAG-3 est 

détectable à J2 et continue d augmenter jusqu’à J6 [221]. La quantité de sLAG-3 varie 

en fonction des cellules, les pDC activés produisent 5 fois plus de sLAG-3 que les T 

activés [213]. 

 
 

 
Figure 5 : schema de LAG-3 
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3. Interaction  

LAG-3 est spécifiquement associé avec le complexe CD3. LAG-3 est une molécule 

codistribuée avec le CD8 et faiblement avec le CD4. Diverses études ont montré que 

LAG-3 est associé avec le CMH-II. Ainsi, de ces distributions et associations résulte un 

assemblage CD3/CD8/LAG-3/CMH-II organisé en radeau lipidique, un phénomène 

connu pour réguler les événements précoces d’une activation des T [222]. L’activité de 

la protéine LAG-3 nécessite des interactions intra et extracellulaires. Au niveau 

extracellulaire, différents études ont montré une interaction LAG-3 : CMH-II [223]. Les 

résidus des régions déterminant la complémentarité (CDR 1 et 2) situées à la base de 

l’extraloop sur le domaine D1 sont essentiels soit pour la liaison (D30, H56, Y77, R103) 

soit pour la répulsion (R73, R75, R76) du CMHII [224]. En utilisant une protéine de 

fusion LAG-3Ig ayant une avidité intermédiaire (Kd=60nM, 37°C) comme compétiteur 

dans un test d’adhésion cellulaire CD4 :CMH-II dépendant, Huard a montré que cette 

molécule recombinante était capable de bloquer l’interaction CD4 :CMHII. Par contre, 

aucune inhibition n’était observée dans le cas d’un test de cytotoxicité CD4 :CMH-II 

dépendant. Ces résultats suggèrent que le coengagement du TCR avec le CD4 altère 

l’interaction CD4 :CMH-II devenant insensible à la compétition avec le LAG-3Ig [225] 

II. Les différents rôles de LAG-3 

1. Un rôle d’activation 

 

L’expression de LAG-3 ne se faisant qu’entre 24 et 48 heures après l’activation du 

lymphocyte, cette molécule contrairement à d’autres ligands du CMH comme le CD4 

ou le CD8 ne joue pas de rôle dans la phase d’induction de l’activation de la cellule T 

[224]. Cependant sa présence à la surface de celui-ci va jouer un rôle dans l’activation 

des cellules présentatrices d’antigènes. En effet l’interaction LAG-3 :CMH-II, avec 

l’interaction CD40-CD40L entraîne la production de l’IL12 et de l’IFN  par les CPA, in 

vitro [219]. Les lymphocytes infiltrant la tumeur (TIL) exprimant comme les CPA, la 

molécule de CMH-II, il a été étudié si le contact entre cellules T via l’interaction CMH-

II :LAG-3 avait une influence sur la reconnaissance des cellules tumorales. Au cours de 

cette étude, l’ajout d’un anticorps anti-LAG-3 n’a d’influence ni sur la cytotoxicité des 



Introduction  Lymphocyte activated gene 3 : LAG-3 

 

cellules T CD8
+
 ni sur la reconnaissance entre une cellule transfectée LAG-3 et une 

RCC (renal cell carcinomas). Par contre, la protéine de fusion LAG-3Ig induit une 

maturation de DC. Ces résultats soutiennent l’idée d’un rôle des TIL LAG-3
+
 dans 

l’engagement du CMH-II des CPA et, par conséquent, ils contribuent à l’activation des 

CPA et à l’engagement Th1/Tc1 sans diminuer la cytotoxicité. 

Une étude sur des souris LAG3
-/-

 a révélé un problème dans le compartiment des 

cellules NK plutôt que le compartiment des cellules T. En effet, la mort des cellules 

tumorales est inhibée ou abolie alors que la lyse dépendant du CMH-I est intacte. Ces 

résultats laissent apparaître que LAG-3 joue un rôle de récepteur ou corécepteur qui 

définit un mode spécifique des NK chez la souris [226]. Ces résultats ne sont cependant 

pas transposables chez l’homme puisqu’aucun anticorps ou protéine recombinante n’a 

un effet positif ou négatif sur la cytotoxicité. LAG-3 n’a donc pas d’effet dans la 

cytotoxicité des NK, réfutant la théorie d’un mode spécifique chez l’homme [227]. 

LAG-3 a un effet sur les T et pas sur les NK. Or les NKT ont les propriétés intrinsèques 

des NK et des T. C’est pourquoi Byun et son équipe ont évalué si LAG-3 avait un effet 

sur les NKT CD1d
+
.
 
Les résultats montrent que l’expression de LAG-3 entraîne une 

sous régulation de la prolifération des NKT les bloquant en phase S du cycle cellulaire 

[228]. LAG-3 a donc une forte implication dans l’activation des T et des NKT. 

 

2.  Un rôle de régulation 

  

LAG-3 molécule régulatrice plutôt qu’activatrice comme CD4 a été suggérée par les 

résultats de Huard. Il a montré qu’un anticorps anti-LAG-3, en bloquant l’interaction 

LAG-3 :CMH-II, augmentait l’activation des cellules T CD4+ [229]. Par la suite, les 

effets régulateurs de LAG-3 sur le signal d’activation induit par le TCR ont été 

démontrés sur des cellules T activées. Le cross linking de LAG-3 induit une inhibition 

du flux calcique et une anergie de la cellule [230]. Dans un premier temps, cette 

régulation a été expliquée par une compétition entre LAG-3 et le CD4 pour interagir 

avec le CMH-II. Cette hypothèse était d’autant plus plausible que LAG-3 a une plus 

forte avidité que CD4 pour le CMH-II [229]. Cependant, Workman montra que LAG-3 

dépourvu de sa partie cytoplasmique et plus particulièrement du domaine conservé 

KIEELE ne pouvait inhiber la fonction des cellules T CD4. Il est alors plus probable 
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que LAG-3 inhibe directement les cellules T par un signal intracellulaire plutôt qu’en 

bloquant les interactions [231].  

Workman a par la suite avec l’utilisation de souris LAG-3
-/- 

montré que LAG-3 n’avait 

pas d’autres fonctions que régulatrices au niveau des cellules T. Les cellules LAG-3
-/- 

prolifèrent de la même façon que les cellules LAG-3
+
 face à une stimulation SEB ou 

antigène. Cependant, leur expansion est plus faible à cause d’une mortalité plus 

importante. En effet, ces cellules continuent de produire de l’IL-2 et de l’IFN  même 

après la stimulation. Vignali a observé que ces cellules ont un retard dans le cycle 

cellulaire entraînant une surmortalité et qui pourrait expliquer le phénomène. L’absence 

de LAG-3 empêche une régulation de l’activation de la cellule, en limitant le nombre de 

division cellulaire, et donc en accroissant la mortalité des cellules [232]. Cette 

régulation directe des T effecteurs a été confirmée dans des travaux de la même équipe. 

L’interaction CMH-II :LAG-3Ig entraîne une sous régulation de la prolifération des 

cellules TCD4+ Ag spécifique et des cytokines sécrétées. Cet effet inhibiteur est 

observé au niveau des cellules effectrices et non des APC. Ceci suggère un rôle de 

LAG-3 dans le contrôle de la réponse des cellules TCD4
+
. Cette interaction est médiée 

par un contact entre cellules T, vraisemblablement par un signal négatif du CMH-II 

dans la cellule T [223]. Contrairement aux conclusions tirées des premières analyses des 

souris LAG-3
-/-

 de Miyasaki, LAG-3 joue un rôle important dans la régulation de 

l’expansion des T primaires activés et dans le développement de T mémoires, [226; 

233]. En effet, ces souris présentent un nombre de T plus important lors d’une infection. 

LAG-3 régule donc l’expansion et contrôle la taille du pool T mémoires [234]. Ces 

résultats suggèrent que bloquer LAG-3 par un anticorps pourrait être un moyen 

d’augmenter le nombre de cellules mémoires après une vaccination [235]. Au niveau 

biochimique, bloquer LAG-3 entraîne une augmentation de CD69 (molécule de surface 

induite au début de l’activation), une expansion des cellules T et une hausse de la 

production des cytokines Th1 (IFN , IL-2, TNF  mais pas IL-4, IL-5, IL-10) mais pas 

d’effet sur cytokine Th2 [236] 

LAG-3 possède une activité cellulaire régulatrice intrinsèque et extrinsèque ([237; 238]. 

En effet, l’expression de LAG-3 sur les T effecteurs permet une régulation de leur 

homéostasie (comme vu précédemment) mais LAG-3 est aussi exprimé sur les T 

régulatrices et leur confère une fonction suppressive. Les cellules T régulatrices vont 



Introduction  Lymphocyte activated gene 3 : LAG-3 

 

agir sur la prolifération des cellules T mais aussi sur la maturation des DC [239]. Dans 

un modèle d’anterior chamber associated immune deviation ACAID, un modèle 

systémique de tolérance immune, les cellules T CD4
+
CD25

+
Foxp3+ exprimant CTLA4 

et LAG-3 jouent un rôle important dans l’induction de l’ACAID et sont une importante 

sous population des Treg [240]. Pendant l’interaction des Treg avec les DC, la liaison 

LAG-3 :CMH-II induit une voie inhibitrice par un signal ITAM, impliquant l’activation 

ERK et le recrutement de SHP-1 qui supprime la maturation des DC et leur capacité 

d’immunostimulation [241]. Il a été montré que le signal LAG-3 était important dans la 

régulation par les Treg CD4
+
 des réponses autoimmunes. Grosso démontre que LAG-3 

maintien la tolérance des antigènes du soi et des tumeurs par un effet direct des cellules 

T CD8
+
 spécifiques d’antigène. En effet, l’expression de LAG-3 qui est faible sur les 

cellules T CD8+ naïfs augmente avec une stimulation par un antigène exprimé par un 

organe ou une tumeur. Or le blocage par anticorps de LAG-3 ou sa suppression par 

modification génétique entraînent une augmentation du nombre des cellules TCD8
+
 

effectrices spécifiques d’antigène dans les tumeurs ou organes exprimant cet antigène. 

Le blocage combiné avec une vaccination spécifique antitumorale entraîne une 

perturbation au niveau de la tumeur. Ces résultats montrent un rôle direct sur les T 

CD8
+
 et suggère que le blocage de LAG-3 peut être un traitement contre le cancer 

[242]. Dans le cadre de maladies chroniques telles que l’hépatite B ou C, les cellules T 

CD8
+
 effectrices sont corégulées par de nombreux récepteurs diminuant petit à petit leur 

capacité de réponses. PD1 et LAG-3 font partie des récepteurs principaux, bloquer les 2 

simultanément permet une restauration de la fonctionnalité des T CD8
+
 et par 

conséquences une diminution de la charge virale [243] 

 

3. Un rôle de marqueur 

 

La molécule LAG-3 constitue un excellent marqueur en biologie cellulaire. Ayant une 

fonction d’activation, LAG-3, plus particulièrement sLAG-3, se trouve être un 

marqueur d’activation de la voie Th1. En effet, sLAG3 est présent en forte 

concentration dans le sérum des personnes atteintes de la SEP qui est une maladie due à 

une réponse Th1/Th0. LAG-3 soluble est ainsi un marqueur d’une réponse Th1, de la 

même manière que sCD30 marque une réponse TH2 [215]. Avant la découverte de son 
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expression sur les lymphocytes B, Vignali avait souligné que LAG-3 serait un meilleur 

marqueur des T activés que CD69 bien qu’ayant une expression plus lente [211]. 

CD25 est actuellement utilisé comme marqueur des Treg non pas parce qu’il leur 

confère une activité régulatrice mais parce que ces cellules régulatrices subissent une 

activation pour effectuer leur régulation ce qui génère du CD25 [237]. C’est pourquoi 

certains expriment l’idée que LAG-3 serait un meilleur marqueur pour les cellules 

régulatrices. LAG-3, bien que n’étant pas indispensable à un effet inhibiteur pour toutes 

les cellules T [231; 232], marque la population ayant une activité régulatrice et 

contribue à leur activité de suppression. En effet, LAG-3 module in vitro et in vivo la 

fonction suppressive et l’expression ectopique de LAG-3 est suffisante pour conférer 

l’activité régulatrice [237]. 

En plus, d’être un marqueur de la voie Th1 et des principales cellules régulatrices (T 

CD4
+
CD25

+
), la forme soluble de LAG-3 peut constituer un biomarqueur. L’étude sur 

une cohorte de 246 malades a montré que la rémission ou la survie pour les cancers avec 

une tumeur positive aux récepteurs estrogènes ou progestérones sont corrélées avec la 

détection de sLAG-3 dans le sérum. Cela signifie que sLAG-3 peut être un marqueur de 

pronostique dans certaines formes de cancers du sein [244]. Son rôle de biomarqueur ne 

s’arrête pas au cancer du sein puisqu’il semblerait que dans les angines de poitrines 

instables LAG-3 sur les T soit corrélé avec sCD8 dans le sang [245]. 

 

III. LAG-3Ig 

LAG-3Ig (IMP731, Immutep, France) appelé aussi sLAG-3 est une protéine de fusion 

contenant la partie extracellulaire de LAG-3 et une partie Fc humaine. Cette molécule 

est destinée à être utilisée dans le domaine de la cancérologie. Les expériences in vitro 

montrent qu’il a un effet puissant sur la différenciation des monocytes. En effet, il 

diminue la différenciation des monocytes en macrophage et en DC. Les DC obtenues 

ont une plus faible capacité de présentation. Par contre, son action, après différenciation 

des monocytes, sur la maturation des DC obtenue est différente [246]. Il induit un 

phénotype de maturation des DC dérivés de monocytes et la production de chimiokines 

et cytokines comme le TNF , augmentant ainsi la capacité des imDC à activer des T 

naïfs par un facteur 4. En association avec des doses optimales ou sous optimales de 
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hCD40L, il fonctionne comme un puissant facteur de costimulation et induit une pleine 

activation des DC avec forte production d’IL-12p70. LAG-3 a donc un rôle crucial dans 

l’interaction T- DC, quand il est exprimé par les cellules T, et il envoie un signal 

essentiel dans la voie d’activation pour augmenter la quantité d’IL12 produite [247]. 

D’autres études ont établi que lors d’une immunisation contre un antigène (particulaire 

ou soluble), l’IMP321 favorise une réponse CTL plus forte, une prolifération des 

splénocytes et une meilleure réponse Th1 mais pas Th2. Le traitement avec du LAG-3Ig 

engendre des très bons résultats chez la souris. Aussi bien sur des souris immunisées où 

il induit un titre d’anticorps contre l’antigène supérieur à la normal que sur les souris 

ayant une tumeur où il permet d’augmenter la réponse. Ces résultats suggèrent que 

LAG3Ig est un bon adjuvant [248] [249] d’autant plus qu’il est bien toléré chez 

l’homme. Cependant, il semble le seul à avoir un effet activateur sur la DC. En effet, 

LAG-3 membranaire a un effet inhibiteur et LAG-3 soluble après clivage n’a aucun 

effet sur la DC que ce soit activateur ou inhibiteur. La question qui subsiste est donc de 

savoir si la présence d’un fragment Fc sur le LAG-3Ig lui confère une activité 

biologique [241] particulière.  

Cette protéine de fusion avec activité adjuvante devient un outil thérapeutique 

prometteur en cancérologie. Comme évoqué précédemment, sLAG-3 peut être un 

marqueur pronostique dans certaines formes de cancers du sein. On ne connait 

cependant pas le rôle biologique propre de sLAG-3, comme par exemple son rôle 

potentiel dans l’activation des DC. Son rôle potentiel peut être soit direct sur la 

régression des tumeurs soit indirect en inhibant les Treg LAG-3
+
 spécifiques de tumeur 

par une compétition avec le CMH-II [244]. En effet, un traitement LAG-3Ig et GM-CSF 

augmente la survie du rat dans un modèle de myelome B16 par rapport à une 

monothérapie classique. Ce traitement induit des cytokines de types Th1 et Th2, une 

augmentation du nombre de T CD8+ secrétant IFN , une infiltration plus rapide des 

TCD8
+
 effecteurs activés et une augmentation de la réponse humorale. Cette activation 

du système immunitaire entraîne une protection contre la tumeur qui implique une 

coordination des T et des B [250]. 

Dans le cancer du sein, les résultats préliminaires sont encourageants. En effet, associé 

avec le paclitaxel, on observe une réponse clinique de 50% contre 25% avec le 

paclitaxel seul. L’IMP321 ne se cantonne pas au cancer du sein. En effet, en tout 8 
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essais cliniques sont réalisés, en cours ou planifiés pour 2009. Ces essais sont faits dans 

le cadre de protocole d’adjuvant de vaccination , de monothérapie dans le cancer du 

rein, ou de chimio-immunothérapie (cancer du sein et pancréas). Depuis quelques mois, 

cette molécule fait l’objet d’un essai clinique en phase I dans le cadre d’une tumeur 

pancréatique. L’IMP321 est associé au gemcitabine à différentes doses en sous cutané. 

Cette étude permettra d’établir sa pharmacocinétique, pharmacodynamique, 

immunogenicité, son effet et son mécanisme d’action sur cette tumeur. 
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Perspectives et discussions 

 

LAG-3 étant exprimé majoritairement sur les cellules T activées, nous avons émis 

l’hypothèse qu’un traitement d’induction de tolérance avec un anticorps anti-LAG-3 

déplétant pourrait prévenir le développement de cellules T effectrices alloréactives. Il 

serait alors un traitement efficace contre le rejet en transplantation. Cependant, une 

déplétion des cellules Treg activées, qui exprime aussi LAG-3, pourrait sur le long 

terme être un problème dans l’usage d’un anticorps anti-LAG-3. Dans ce premier 

article, nous avons démontré le bien fondé de cette hypothèse dans un modèle de greffe 

cardiaque chez le rat. 

 

L’usage, en traitement d’induction dans un modèle de transplantation, d’un anticorps 

déplétant ciblant spécifiquement un marqueur des T activées a déjà été réalisé. En effet, 

l’administration d’anticorps anti-CD154 peut entraîner la survie à long terme des 

allogreffes chez la souris, le rat et le primate. Cependant, CD154 étant exprimé aussi par 

les plaquettes, des complications thromboemboliques ont empêché le développement 

clinique de cette stratégie thérapeutique [251]. L’action in vivo des anticorps anti-

CD154 étant essentiellement due à la déplétion des cellules T alloréactives [204], nous 

avons exprimé l’hypothèse selon laquelle un anticorps dirigé contre un antigène 

d’activation différent mais plus spécifique du lymphocyte T puisse entraîner un effet 

immunomodulateur similaire sans les effets secondaires. Les cibles thérapeutiques 

spécifiques des lymphocytes T activés ne sont cependant pas très nombreuses. LAG-3 

[252] est une de ces cibles potentielles. Contrairement à CD154, son expression est très 

spécifique des lymphocytes activés [217]. De plus, l’étude des transcrits présents dans 

différents greffons incite à utiliser LAG-3 comme cible. Dans le contexte d’une 

transplantation cardiaque, nous avons observé que l’expression des ARNm de LAG-3 

était augmentée au niveau des greffons cardiaques rejetés et non en périphérie (figure 1 

de l’article). Par des études in vitro (test de cytotoxicité) et in vivo (activation 

lymphocytaire polyclonale par injection de Concanavaline A), nous avons constaté que 

des cellules exprimant LAG-3 peuvent être éliminés chez le rat par l'administration d’un 

anticorps cytotoxique de lapin dirigé contre l’extraloop du domaine D1 de LAG-3. De 

plus, l'administration d'un anticorps anti-LAG-3 a entraîné l'inhibition des cellules T 
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primées après l’immunisation KLH. Ainsi cibler LAG-3 lors d’un traitement 

d’induction en monothérapie retarde le rejet aigu du greffon en diminuant l'infiltrat des 

cellules T et des monocytes. La médiane de survie du greffon observé avec un 

traitement court (J0/J3) est de 27 jours contre 5 jours sans traitement. De plus nous 

avons montré que les anticorps anti-LAG-3 peuvent prolonger la survie après la 

survenue de rejet, et donc constituer un traitement possible de rejet aigu. En effet, 

l’injection de l’anticorps au 4eme jour de greffe (soit la veille du rejet) permet de 

conserver le greffon en état de marche jusqu’au 12eme jour. 

Les expériences montrant que les traitements courts avec des anticorps anti-CD154 

pouvaient induire une survie à long terme de la greffe chez les souris et les primates ont 

d'abord été interprétées comme un effet bloquant la costimulation. Toutefois, Monk et 

al.[204] ont montré que l'efficacité de la thérapie anti-CD154 découle pour beaucoup, 

en plus du blocage de la costimulation, de la destruction des cellules T activées. Le 

résultat est une déplétion sélective des cellules T potentiellement agressifs. Ces résultats 

suggèrent que les antigènes exprimés par les cellules T activées pourraient servir de 

cible pour les anticorps cytotoxiques. Anti-CD154, toutefois, semblent épargner les 

cellules T régulatrices, exprimant CD154, peut être en exposant moins l'antigène ou 

elles ont une meilleure fonction après le blocage de CD154 [253]. Chez le rat, bien que 

la déplétion des cellules CD154
+
 n'ait pas été démontrée directement, des anticorps anti-

CD154 en synergie avec un traitement DSBT induisent la tolérance à l'allogreffe 

cardiaque [254]. Le modèle DSBT est un modèle de tolérance de greffe cardiaque chez 

le rat, cette tolérance est dépendante de cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+
. Ce modèle 

permet donc d’étudier l’impact de l’anticorps anti-LAG-3 sur les cellules régulatrices. 

Contrairement à l’anticorps anti-CD154, l’anticorps anti-LAG-3 empêche la DSBT, 

plutôt que d’être en synergie. Etant donné l’expression de LAG-3 par les cellules Treg 

[237] et l’inhibition de l’induction de tolérance par DSBT avec l'anticorps anti-LAG-3, 

cela suggère que le traitement a également éliminé ou bloqué des cellules de régulation. 

Moins de cellules T FOXP3
+
 CD25

+
 sont détectées dans la rate des animaux DSBT 

traités, ce qui laisse penser à une déplétion directe des cellules Treg après 

l’administration de l’anticorps anti-LAG-3. Cette différence majeure avec les anticorps 

anti-CD154 suggère une différence dans le mécanisme d'action. Celui-ci peut être de 

deux types : 1) les anticorps anti-LAG-3 pourraient avoir une activité agoniste, et donc 
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inhiber les cellules T directement puisque LAG-3 est un régulateur négatif [236]. 2) 

D'autre part, les anticorps anti-LAG-3 bloquant, permettraient d'éviter la liaison LAG-

3 :CMH-II, interaction qui est impliquée dans la maturation DC [255]. Cependant, nous 

avons noté qu’in vitro les anticorps anti-LAG-3 de lapin ne modifient pas les réponses 

des cellules T alloréactives dans les tests de prolifération, ce qui suggère une absence 

d’activité agoniste. Nos observations suggèrent que le principal mécanisme d'action de 

l'anticorps utilisé ici est l'élimination physique des cellules LAG-3
+
. 

Afin de comprendre le mécanisme d’action de cet anticorps anti-LAG-3, des 

expériences de prolifération sont effectuées sur des splénocytes de receveurs au 5
ème

 

jour post greffe. Ex-vivo, les splénocytes se multiplient encore contre les cellules du 

donneur. Cette alloréactivité suggère que les cellules T expriment LAG-3 et deviennent 

des cibles pour les anticorps anti-LAG-3 seulement après infiltration au niveau de la 

greffe et non dans la rate. L’anticorps anti-LAG-3 réduit de 60% le nombre de GIC 

trouvées dans un greffon rejeté de rat non traité. Etant donné que 41% des GIC d’un 

receveur non traité sont LAG-3
+
, ces données suggèrent que l'anticorps empêche 

l'infiltration par les cellules LAG-3
+
 ce qui pourrait entraîner une diminution de 

l’inflammation et de l'infiltration par d’autres cellules qui sont LAG-3
-
. Notre 

observation que les cellules LAG-3 positives infiltrent les allogreffes cardiaques et 

induisent le rejet suggére qu’une thérapie basée sur un anticorps anti-LAG-3 pourrait 

être utilisée pour combattre le rejet cellulaire aigu.  

En conclusion, une déplétion sélective des cellules T activées alloréactives peut être 

obtenue avec des anticorps anti-LAG-3 cytotoxiques in vivo, et cela aboutit à la 

suppression d'un épisode de rejet aigu. Dans notre modèle de rat, ces anticorps 

également ciblent les cellules T régulatrices, et donc ne favorisent pas l'induction de 

tolérance quand il est dépendant de cellules T régulatrices. 

Cet anticorps cytotoxique pourrait donc plutôt être utilisé pour traiter des épisodes de 

rejet aigu plutôt qu’au cours d’un traitement d’induction de tolérance. D’autant plus que 

lors de l’étude de différents modèles de tolérance en transplantation chez le rat, nous 

avons confirmé que les cellules T régulatrices étaient sensibles à l’anticorps anti-LAG-3 

cytotoxique. Au cours de cette étude, nous avons utilisé comme outil notre anticorps 

cytotoxique polyclonal de lapin anti-LAG-3 et trois modèles de tolérance très bien 



Résultats   Rongeurs 

 

décrits (greffe cardiaque + DSBT, greffe cardiaque + (anti-CD28+CsA), greffe rénale + 

CD28).  

Le modèle DSBT avec greffe cardiaque est un modèle de tolérance dans lequel les 

cellules régulatrices T CD4+CD25+FoxP3+ sont décrites comme maintenant et 

transférant la tolérance. L’administration d’un anticorps anti-LAG-3 dans un modèle de 

tolérance de DSBT soit au moment de la greffe à J0 soit une fois la tolérance établit à 

J100 induit le même effet, le rejet. 

 

 

 

Figure 6: courbe de survie de rat DSBT avec ou sans traitement anti-LAG-3 

 

 

 

Ce rejet est corrélé avec la déplétion des cellules régulatrices T CD4+ CD25+ FoxP3+ 

dont le rôle dans le maintien de la tolérance est décrit. Le pourcentage de cellules 

régulatrices passe de 2,02% à 0,31% 5 jours après le traitement. 

 

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100
0

50

100

DST

DST + anti LAG-3 (600µL) i.v. J0

jours

%
 s

u
rv

ie

0 50 100 150
0

50

100

DST

DST + anti LAG-3 (600µL) i.v. J100

jours

%
 s

u
rv

ie



Résultats   Rongeurs 

 

 

 

 

Figure 7 : Anti-LAG-3 dépléte les cellules régulatrices dans la DSBT 

Le pourcentage de T CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 est de 2,02% dans un animal DSBT non 

traités (A) et de 0,31% dans un modèle DSBT 5 jours après l’administration d’anticorps 

anti-LAG-3 

 

 

 

Le deuxième modèle utilisé est un modèle de greffe rénale traité anti CD28 (JJ319) dans 

lequel les cellules régulatrices identifiées sont des cellules myéloïdes suppressives 

(MDSC) T
-
B7

+ 
[256]. L’administration de l’anticorps anti-LAG-3 a le même effet 

déplétant que dans l’autre modèle. On observe en effet une déplétion des cellules LAG-

3
+
 présentes. 

 

 

Figure 8: déplétion des cellules LAG-3 positives dans un modèle de greffe de rein anti-CD28 

Le pourcentage de LAG-3
+
 est de 14% dans un animal non traités (A) et de 3% dans un 

modèle 5 jours après l’administration d’anticorps anti-LAG-3 
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Contrairement au modèle de DSBT, cette déplétion n’a pas pour conséquence un rejet 

sur tous les animaux. Cette étude a été menée sur 5 animaux tolérants (survie supérieure 

à 100j). Seul un animal a rejeté son greffon, 3 ont eu un épisode de rejet qui s’est 

résorbé de lui même et un animal n’a eu aucune conséquence sur sa fonction rénale. Le 

suivi des animaux est fait par mesure tous les 2 jours du taux sanguin de l’urée et de la 

créatinine. Une nouvelle étude est en cours pour évaluer si l’injection de l’anticorps 

anti-LAG-3 n’a pas de conséquences histologiques qui ne se refléteraient pas dans les 

analyses biologiques de la fonction rénale. 

 

 
 

Figure 9: Suivi de l'urée et de la créatinine chez un animal tolérant greffé rénal traité par 

l'anticorps anti-LAG-3 

Suivi de la fonction rénale par dosage de l’urée et de la créatinine dans le sérum du rat. 

L’urée est représentée par un carré et la créatinine par un triangle. Des prélèvements 

sont effectués tous les 2 jours. 

 

 

 

Dans ce modèle les cellules T régulatrices ne jouent donc qu’un rôle partiel par rapport 

au MDSC décrites. Ainsi l’usage d’un anticorps anti-LAG-3 pour contrer un épisode de 

rejet ne dépléterait pas les cellules régulatrices de type MDSC. 

Le dernier modèle étudié est un modèle d’allogreffe cardiaque traité anti-CD28+CsA. 

Dans ce modèle, les cellules nécessaires au maintien de la tolérance sont des cellules T
-

B7
+
 et ce modèle est décrit comme étant indépendant des cellules T régulatrices.[257] 
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Figure 10: courbe de survie du greffon dans un modèle anti-CD28+CsA traités anti-LAG-3 

 

Dans ce modèle, l’injection de l’anticorps anti-LAG-3 n’a aucun effet que ce soit dans 

l’induction de la tolérance ou sur son maintien. En effet, l’injection à J0 n’empêche pas 

la tolérance de se mettre en place. L’injection à J100 n’a aucune conséquence sur les 5 

rats traités, aucun effet sur la fonction cardiaque n’a été détecté à la palpation. 

Ainsi nous observons qu’il existe différentes situations dans lesquelles la déplétion des 

cellules régulatrices LAG-3+ n’induit pas le même effet : rejet, effet partiel ou aucun 

effet. Cet outil qu’est l’anticorps cytotoxique anti-LAG-3 montre qu’il existe des formes 

de tolérance dans lesquelles les Treg LAG-3+ ne sont pas essentielles. Le traitement 

d’induction semble essentiel dans cette dépendance ou non aux cellules T régulatrices. 

Ainsi l’usage thérapeutique d’anticorps anti-LAG-3 semble être possible dans le 

traitement d’épisodes de rejet, dans les cas où les mécanismes de régulation ne sont pas 

dépendants des cellules Treg LAG-3+. 
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II. Action d’anticorps anti-LAG-3 sur l’hypersensibilité retardée dans un 

modèle pré-clinique sur primate: article 2 (article correspondant en 

préparation) 

Introduction 

 

LAG-3 est une molécule étroitement liée à CD4 et elle est exprimée sur les cellules 

lymphocytes activées, les cellules natural killer (NK) et pDC. LAG-3 se lie avec une 

haute affinité pour les molécules du CMH de classe II, il interfère en concurrençant la 

fixation du CD4 sur le CMH de classe II et bloque ainsi par cette interaction la 

transduction des signaux médiée par la stimulation [208; 209]. Dans les études 

expérimentales, le signal par lequel les cellules T activent les monocytes est supprimé 

par des anticorps spécifiques anti-LAG-3. En outre, au cours de l'inflammation les 

molécules de LAG-3 et du CMH de classe II sont fortement surrégulées [234], et leur 

interaction peut également jouer un rôle important dans l'activation des cellules 

dendritiques présentatrices de l'antigène. Après les résultats encourageants obtenus chez 

le rongeur avec un anticorps anti-LAG-3 polyclonal, il est intéressant de tester la 

reproductibilité de l’effet chez le primate avec un anticorps monoclonal. Cependant, la 

greffe chez le primate étant plus difficile à mettre en place nous avons développé un 

modèle moins invasif nous permettant d’étudier l’effet de l’anticorps sur une réponse 

immunitaire. 

Pour cela nous avons développé un modèle d’hypersensibilité de type retardé (DTH) 

chez le primate non humain. La DTH est une manifestation in vivo d’une réponse 

immune cellulaire (CMIR), qui offre une protection contre les agents pathogènes 

intracellulaires. La DTH au niveau de la peau est caractérisée par une infiltration 

leucocytaire qui est régulée par les macrophages et les lymphocytes T CD4 + et C8 + 

[258]. Il y a d’abord une phase d'induction ou de sensibilisation durant laquelle l'animal 

est exposé à un antigène ou un micro-organisme conduisant à une réponse immunitaire 

par activation des lymphocytes T et expansion clonale. Pendant la phase effectrice, à la 

suite d’une exposition ultérieure au même antigène, les cellules T sont activées et 



 

recrutées sur le site de dépôt de l'antigène [258]. Ainsi, la réaction cutanée due à la DTH 

est utilisée pour mesurer la capacité des animaux à générer CMIR. 

Une fois le modèle de DTH adapté au primate non humain, nous avons pu tester l’effet 

d’un anticorps anti-LAG-3 monoclonal sur une réponse immunitaire. Les deux anticorps 

dirigés contre des épitopes différents induisent le même résultat. En effet, au niveau des 

sites d’injection, l’érythème est moins important au niveau taille et durée. Cet effet se 

caractérise aussi par un infiltrat fortement diminué. 



 

Matériels et méthodes 

 

Mesure de la réactivité anti-LAG-3 par cytométrie de flux. 

Les cellules mononucléées du sang périphérique des babouins (PBMC) sont isolées du 

sang total par gradient de densité sur du Ficoll-Paque (Eurobio, Les Ulis, France) et les 

globules rouges sont lysées. Les PBMC fraîchement isolés sont incubés pendant 48h à 

37°C, 5% CO2, avec 10µg/ml de ConA (Sigma, Saint-Louis, Minnesota) dans du milieu 

complet (RPMI 1640, 10% de sera allogéniques décomplementés, 2mM L-glutamine, 

100 U/ml penicilline, 0.1 mg/ml streptomycine, 1% acides aminés non essentiel, 1mM 

sodium pyruvate et 5mM Hepes, de Sigma). Les PBMC sont ensuite lavées dans du 

tampon de FACS et marquées avec 10µg/ml d’anticorps anti-Lag3 (11E3; 30 min à 

4°C) suivi par un goat anti-mouse IgG  couplé FITC (Beckman Coulter, Fullerton, CA). 

Les cellules sont lavées et analysées avec un cytomètre de flux : LSR II
TM

 Flow 

cytometer (BD Biosciences, San-Diego, CA) avec le logiciel DIVA. 

 

Réaction mixte lymphocytaire (MLR) (ou test d’alloréactivité cellulaire). 

Les PBMC fraîchement isolées sont incubées dans du milieu complet avec des PBMC 

allogéniques irradiées (10
5
 cellules/puits de chaque type de cellules) pendant 5 jours à 

37°C, 5% CO2, dans une plaque 96 puits préalablement coatée ou non avec 10µg/ml of 

11E3 (Immutep, France) et/ou un anticorps anti-CD3 (clone SP34-2; BD Bioscience). 

Les cellules sont pulsées avec 1µCi de 
3
H-thymidine pendant les 8 dernières heures de 

culture et sont ensuite récupérées et comptées par un compteur à scintillation TopCount 

NXT (PerkinElmer).  

Animaux. 

Les études in vivo sont réalisées sur des babouins d’élevage (Papio anubis; du centre de 

primatologie CNRS, Rousset, France) négatifs pour tous les tests de quarantaine, 

incluant un test cutané pour la tuberculine. Les animaux sont hébergés dans notre 

laboratoire pour grands animaux (LGA, INSERM, Nantes) et toutes les expériences sont 

réalisées sous anesthésie générale réalisée avec du Zoletil (Virbac, Carron, France) et 

conformément aux recommandations éthiques de l’INSERM. Les études 



 

pharmacocinétiques de 11E3 sont réalisées sur deux animaux naïfs recevant un bolus en 

intraveineux de 11E3 à 5mg/Kg. 11E3 est quantifié par un test ELISA spécifique. 

 

Test ELISA spécifique anti-LAG-3  

Pour doser les anticorps anti-LAG-3, nous avons mis au point un ELISA spécifique. 

Dans un premier temps LAG-3Ig (IMP321, Immutep, France) est dilué à 10µg/ml dans 

du tampon borate pH9, distribué dans les puits d’une plaque ELISA (50µL/puits) incubé 

une nuit à 4°C. Après avoir lavé les puits au PBS 1X-0.05% Tween20, ils sont saturés 

pendant 2h à 37°C avec de la gélatine 0.25%, diluée en PBS-0.1% Tween20. Avant de 

déposer les échantillons pour l’étape de capture, les puits sont lavés au PBS-0.05% 

Tween20. 50µL d’échantillons préparés en PBS-0.1% Tween20 ainsi qu’une la gamme 

de l’anticorps (en démarrant de 500ng/ml, puis en diluant de 3 en 3) sont déposés et 

incubé 4h à température ambiante. Après lavage, les anticorps de révélation sont 

préparés dans du PBS 1X-0.1% Tween20 et distribués à raison de 50µl de cette solution 

dans chaque puits. Après 1h d’incubation à 37°C, la révélation se fait à l’aide d’une 

solution de TMB pendant 30minutes à température ambiante, à l’abri de la lumière. La 

coloration est arrêtée par 100µl d’ H2SO4 0.5N. On effectue la mesure de l’absorbance à 

450nm (filtre test 450nm, filtre réf. 630nm) à l’aide d’un lecteur de plaque Dymatech 

Laboratories MRX et le logiciel Revelation 

 

Immunisation tuberculose et test cutané d’hypersensibilité retardée (DTH) 

Six babouins sont injectés à deux reprises en intradermique (i.d.) avec un vaccin BCG 

(0.1ml; 2-8 x 10
5
 UFS; Sanofi Pasteur MSD, Lyon, France) dans la zone supérieure de 

la jambe, 4 et 2 semaines avant le test cutané DTH. Pour vérifier la sensibilisation des 

animaux avant le test cutané DTH, un test elispot de sécrétion d’IFN-  (non-human 

Primate IFN-  Elispot kit; R&D Systems, Minneapolis, MN) a été réalisé à partir des 

PBMC, conformément aux instructions du fournisseur.  

Au jour J0 du test DTH, les animaux reçoivent une injection intradermique de 0,1mL 

d’un dérivé purifié de la tuberculine (PPD; Symbiotics Corporation, San Diego, CA) 

dans la peau sur le côté droit du dos de l’animal. Une solution saline (0.1ml), injectée au 

même niveau dans le dos, est utilisée comme contrôle négatif (Sham). Les animaux 



 

reçoivent 2 doses différentes de PPD (2000 UI or 40 UI), réalisées en duplicat. Chaque 

point d’injection est séparé de 5 cm au minimum du point adjacent. L’érythème au 

niveau des sites d’injection est mesuré en utilisant un pied à coulisse. Le diamètre de 

chaque érythème est mesuré par 2 observateurs du 3ème au 8ème jour. Une réaction est 

considérée comme positive quand le diamètre est > 4 mm. La moyenne des lectures est 

enregistrée. S’il y a une différence > 2 mm entre les lectures des deux observateurs, une 

troisième lecture indépendante est réalisée. Des biopsies de peau des sites de DTH et 

saline sont réalisées à J4 sur un des duplicats. La biospie, réalisée à l’aide d’un scalpel, 

a pour centre le site d’injection et fait 1cm de diamètre. Un fragment est congelé dans 

de l’azote liquide pour l’extraction d’ARNm et un second fragment est placé dans du 

Tissue Tek O.C.T. Compound (Sakura Finetek, Villeneuve d’Ascq, France) pour des 

marquages immunohistologiques. Un second test cutané DTH est réalisé plus tard, après 

une période de 3 semaines de repos. Les animaux ont reçu une injection en 

intraveineuse de 5mg/kg (n=3) de 11E3 (Immutep, France) ou 0.1 (n=1) et de 1(n=2) 

mg/kg d’IMP731 (Immutep, France) la veille de ce second challenge par le dérivé 

purifié de la tuberculine (PPD). 

 

Marquage immunohistochimique. 

 Les sections congelées (10µm) sont préparées à partir des biopsies chirurgicales de 

peau. Les lames sont séchées à l’air libre à température ambiante pendant une heure 

avant une fixation à l’acétone pendant 10 minutes à température ambiante. Les sections 

sont bloquées avec de l’eau oxygénée (H2O2) et saturées avec du PBS contenant 10% de 

sérum de babouins, 2% normal goat serum et 4% BSA. Les sections sont incubées 

pendant la nuit avec un anticorps primaire à 4°C, suivi par 90 min d’incubation avec un 

anticorps secondaire. Les analyses d’infiltrat de cellules T sont réalisées avec un 

anticorps anti-humain CD3 de lapin (Dako, Glostrup, Denmark), suivi par un anticorps 

d’âne anti IgG de lapin couplé FITC (Jackson ImmunoResearch, West Grove, PA). 

Certaines sections sont aussi marquées avec un anticorps anti-CD3 ainsi qu’avec un 

anticorps de souris anti CD4 humain (clone 13B8.2; Beckman Coulter) ou avec un 

anticorps de souris anti CD8 humain (clone B9.11; Beckman coulter). Ces marquages 

sont révélés par un anticorps de chèvre anti IgG de souris couplé Alexa 568 (Invitrogen, 

Carlsbad, CA). Les macrophages infiltrant sont visualisés en utilisant un anticorps de 



 

souris anti CD68 humain (clone PGM1; Beckman Coulter), suivi par un affiniPure 

F(ab’)2 d’âne anti IgG de souris couplé avec peroxydase (Jackson ImmunoResearch) et 

le Peroxydase Substrate Kit Vector
®
 VIP (Vector Laboratories Inc., Burlingame, CA). 

Ces sections sont contremarquées avec l’hématoxyline et le carbonate de lithium. 

Toutes les lames sont analysées en utilisant des microscopes à fluorescence standard et 

le logiciel d’imagerie utilisé était l’AxioVision (Carl Zeiss, Le Pecq, France). 

 

Analyses d’ARNm. 

L’ARN total est extrait à partir des biopsies de peau congelées à l’aide des kits 

d’extraction TRIzol (Invitrogen, Cergy Pontoise, France). La qualité et la quantité 

d’ARNm sont contrôlées par spectrométrie (NanoDrop; Thermo scientific, Wilmington, 

DE) et est ensuite réalisée une RT-PCR quantitative comme décrit précédemment [205], 

en utilisant le système Applied Biosystems-GenAmp 7700. Les amplifications ont été 

réalisées pour les transcrits suivants : hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT; 

sonde Hs99999909_m1; Applied Biosystems, Foster City, California), LAG-3 (sonde 

Hs00158563_m1, Applied), C-beta (F: 5'-TCC TGG GTC CAC TCG TCA TT-3'; R: 5'-

GGT CGC TGT GTT TGA GCC A-3'), et IL-6 (sonde Hs00174131_m1, Applied). 

L’HPRT est utilisé comme contrôle de gène endogène pour normaliser les variations de 

quantité d’ARN de départ. Les données sont ainsi normalisées par rapport au contrôle et 

exprimées en unité arbitraire (AU). 

 

Analyses statistiques. 

Les réponses prolifératives sont exprimées comme moyenne avec un écart type et sont 

comparées en utilisant un test non-paramétrique (Wilcoxon,  Mann & Whitney, 

Friedman ou Kruskal et Wallis, en fonction de l’appariement et du nombre des 

échantillons). Un seuil alpha de 0.05 a été considéré comme significatif. Toutes les 

analyses statistiques sont réalisées par GraphPad InStat (version 5.1, GraphPad 

Software, San Diego, CA, USA). 

 



 

Résultats 

 

Caractérisation de l’anticorps 11E3 

 

Dans un premier temps, l’anticorps anti-LAG-3 (11E3, Immutep, France) a été 

caratérisé chez le babouin. Tout d’abord in vitro leur réactivité a été évaluée sur des 

PBMC activées en présence de ConA pendant 48 H avec en contrôle des CHO 

transfectées ou non avec lag3. Nous observons sur la figure 10 que l’anticorps se fixe 

sur les cellules activées et sur la CHO LAG-3
+
. Un épaulement caractéristique du 

marquage LAG-3 est observé sur la figure 11B par rapport à la figure 11A (17,2% des 

cellules sont positives). Un résultat similaire est obtenu avec les CHO contrôles, les 

cellules transfectées sont marquées par l’anticorps à la hauteur de 27,1% par rapport au 

wild type (Fig 11 C/D) 

 

Figure 11 : cross réactivité de l’anticorps anti-LAG-3 

Le marquage est effectué sur des PBMC de babouins au repos (A), activées à la ConA 

(B) ou sur des CHO wild type (C) ou transfectées lag 3(D). Seules les PMBC activées et 

les CHO transfectées sont marquées à la hauteur de 17,2% et 27,1%, respectivement. 

 

 

A B 

C D 



 

11E3 est connu pour chez l’homme pour avoir un effet agoniste dans les MLR [230]. 

Dans les MLR effectuées à l’aide de PBMC de babouins (en situation d’incompatibilité 

du CMH de classe II), l’effet observé est identique chez le babouin. En effet, lors des 

MLR effectuées avec une sur-stimulation par un anticorps anti-CD3 immobilisé, une 

forte diminution de la prolifération de l’ordre de 80% est obtenue lorsque l’anticorps 

anti-LAG-3 est également immobilisé (Fig 12). Sans cette stimulation par l’anticorps 

anti-CD3, l’inhibition en présence de 11E3 est obtenue dans 50% des cas. 

 

 

 

Figure 12 : effet de l’anticorps anti-LAG-3 en MLR 

PMBC de babouins (miss match class II) sont mises en culture, un coating CD3 a été 

ajouté avec ou non du 11E3  
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Avant d’utiliser cet anticorps pour un traitement in vivo, une étude pharmacocinétique a 

été effectuée sur plusieurs singes. Après injection i .v. de 5mg/kg de 11E3, le taux 

sérique de l’anticorps a été évalué par un test ELISA. La demi vie d’élimination de 

l’anticorps est évaluée à 5 jours 

 

 

 

Figure 13: Courbe de pharmcocinétique de l'anticorps anti-LAG-3 

Mesure par test ELISA de la quantité d’anticorps anti-LAG-3 présent dans le sérum du 

babouin. Les prélèvements sont effectués à T0, T5min, T15min, T30min, T1h, T2h, 

T4h, T10h, T24h puis tous les jours 
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Modèle d’hypersensibilité de type retardée 

 

Une hypersensibilité de type retardée se caractérise par 2 phases. Une première phase 

dite de sensibilisation durant laquelle l'animal est exposé à un antigène ou un micro-

organisme conduisant à une réponse immunitaire par activation des lymphocytes T et 

expansion clonale. Une deuxième dite phase effectrice, à la suite d’une exposition 

ultérieure au même antigène, les cellules T sont activées et recrutées sur le site de dépôt 

de l'antigène [258]. Dans notre modèle, la phase de sensibilisation se traduit par deux 

injections de tuberculine en IM espacées de 15 jours (D-30, D-15). L’immunisation du 

babouin à la tuberculine est évaluée par Elispot à l’IFN . 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14 Elispot IFN  de contrôle d’immunisation 

Si le babouin est bien immunisé contre la tuberculine, on obtient une réponse 

quantifiable par le nombre de spots par puits. Cette réponse est proportionnelle à la 

fréquence de cellules répondeuses  
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Les anticorps anti-LAG-3 réduisent l’érythème 

 

Lors de la phase effectrice, l’injection de tuberculine en intra dermique entraîne 

l’apparition d’un érythème au niveau du site d’injection. (Fig15A) 

 

 

 

  

A 

B 

Figure 15: Mesure de l’érythème 

L’injection en intradermique de la tuberculine entraîne un érythème (A). Celui-ci est 

mesuré lors de 3 IDR successives (espacées de 15jours), la seconde (triangle) se faisant 

le lendemain d’une injection de 5mg/Kg d’anticorps anti-LAG-3. La première (carré) et 

la troisième (rond) sont faites en absence de traitement immunomodulateur. 

 

La première intradermo-réaction (IDR) est effectuée afin de connaître la capacité de 

réponse de l’animal. A partir du 3
ème

 jour l’érythème est mesuré jusqu’à disparition de 
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celui-ci. La deuxième IDR est effectuée le lendemain du traitement avec l’anticorps 

anti-LAG-3 (5mg/kg, IV). Une diminution de la réponse en durée, 5 jours contre 6/7, et 

en intensité, moins de 10mm contre 15 pour les contrôles, est observée. Une 3
ème

 IDR 

est réalisée afin de s’assurer que la diminution de la réponse n’est pas due à une 

diminution de l’immunisation mais bien au traitement. 

 

 

Les anticorps anti-LAG-3 réduisent l’infiltrat 

 

 
 

 
Figure 16 Immunohistochimie des biopsies des érythèmes à J4 

Marquages des macrophages (CD69) sur la gauche et marquage CD3 sur la droite des 

planches. La planche A correspond à la biopsie de la première IDR (contrôle), B de la 

seconde (traité anti-LAG-3) et C de la troisième (contrôle).  

 

 

L’érythème étant plus faible lors des traitements, des analyses par immunohistochimie 

sont effectuées afin d’identifier les modifications au niveau de l’infiltrat. Les marquages 

réalisés sur les biopsies de peau faites à J4 au niveau du site d’injection révèlent une 

diminution très important de l’infiltrat CD3 (CD4 et CD8) et CD69 entre l’IDR contrôle 

et l’IDR traitée. Cet infiltrat réapparaît à la troisième IDR contrôle. L’administration de 

l’anticorps inhibe fortement la réponse cellulaire puisque l’infiltrat est inexistant lors de 

l’IDR traitée. 
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Discussion et perspectives 

 

Cette étude avait pour but de développer un modèle peu invasif pour l’étude de la 

réponse cellulaire et des effets immunomodulateurs des anticorps anti-LAG-3. Nous 

avons mis au point un modèle primate en utilisant l’hypersensibilité retardée (DTH) 

autrement appelé hypersensibilité de type IV. Ce type de réaction d'hypersensibilité se 

produit lorsqu’un antigène interagit avec un lymphocyte mémoire le reconnaissant 

spécifiquement. Le lymphocyte sécrète alors des substances inflammatoires qui vont 

attirer d’autres cellules. Dans la DTH, les cellules T CD8 cytotoxiques et les cellules T 

helper CD4 reconnaissent un antigène extra ou intracellulaire quand il est présenté par 

une molécule de CMH de classe I ou II, respectivement. Les macrophages font office de 

CPA et produisent de l’IL-1 qui induit la prolifération des cellules T helper. Les cellules 

T helper produisent alors de l’IFN  et de l’IL-2. La réponse à la tuberculine est de ce 

type. Ce type de réponse a été observé pour la première fois lorsque des antigènes 

solubles d'organismes tels que les mycobactéries ont été administrés en sous-cutanée. 

Elle se caractérise par une inflammation au niveau du site d’injection et se mesure par le 

diamètre de l’érythème formé. Cette réaction est induite par une série de migrations 

cellulaires et activations: 1. Migration des cellules T, 2. Infiltration des macrophages, 3. 

Apparence rouge sans oedème. 

Après avoir validé la phase de sensibilisation par Elispot et la phase effectrice par une 

première IDR, l’effet des anticorps anti-LAG-3 a été évalué. Les résultats ont montré 

des érythèmes plus faibles en taille et visibles moins longtemps. Les immunohistologies 

réalisées sur les biopsies de peau montrent une forte diminution de l’infiltrat. Il apparaît 

clairement que l’anticorps anti-LAG-3 inhibe la réponse cellulaire et ainsi réduit 

l’infiltrat au niveau du site d’injection. 

A la suite de ces résultats, un autre anticorps anti-LAG-3 (IMP731) a été testé dans ce 

modèle. Cet anticorps est susceptible d’exercer une activité cytotoxique envers les 

cellules cibles, car il s’agit d’un anticorps humanisé de classe IgG1. Étant de haute 

affinité, des doses de 1mg/Kg et de 0,1mg/Kg ont été testées.  
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Figure 17: Mesure des érythèmes 

Mesure lors de 3 IDR, la seconde (triangle) se faisant le lendemain d’une injection de 

1mg/Kg d’anticorps anti-LAG-3 (IMP731°. La première (carré) et la troisième (rond) 

sont faites en contrôle de la réaction. Les IDR sont effectuées avec de la tuberculine 

pure (A) et de la tuberculine diluée au 1/50
ème

 (B). 

 

 

 

Les résultats obtenus sont les mêmes avec les 2 doses d’anticorps. On observe sur la 

figure 16 pour la tuberculine, utilisée pure,  une diminution de la réponse comme pour 

le 11E3. Lorsque la tuberculine avait été diluée au 1/50eme, l’IMP731 a eu un effet plus 

important que le 11E3 car aucun érythème n’est obtenu, la réponse est donc totalement 

inhibée avec cet anticorps. 

 

Mis ensemble, les résultats obtenus avec un anticorps cytotoxique dans le modèle IDR 

et dans le modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat nous ont poussé à tester l’effet de ce 

type d’anticorps dans notre modèle de greffe rénale chez le primate. A l’heure actuelle 2 

greffes rénales ont été réalisées chez le babouin avec une injection d’IMP731 

(0,5mg/kg) tous les 3 jours. 
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Figure 18: courbe de survie des animaux transplantés rénaux traités avec l’IMP731. 

 

Le prolongement de survie du greffon espérée n’a pas été obtenu. Les 2 babouins ont 

rejetés à J6 et J9 contre J6 pour les contrôles (contrôles historiques non reproduits ici). 

L’anticorps cytotoxique n’a donc pas eu l’effet escompté, la raison de l’inefficacité reste 

inconnue. Plusieurs hypothèses peuvent être émises. L’anticorps était-il injecté en 

quantité suffisante ? La concentration minimale détectée lors du traitement est 

supérieure à 1,5µg/ml, la dose circulante est donc acceptable (Fig19).  
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Figure 19: Concentration d’anticorps IMP731 dans les animaux  greffés 

Chaque jour le taux d’anticorps IMP731 présent dans le sérum de l’animal est dosé par 

ELISA. A : courbe de l’animal ayant survécu 9 jours (A) et7 jours (B) 

 

L’anticorps pénètre-t-il dans le greffon ? La cible étant les cellules LAG-3 positives qui 

ne sont détectées que dans le greffon, l’anticorps doit pouvoir pénétrer dans le greffon. 

Les biopsies du greffon montrant un infiltrat élevé de cellules T LAG-3
+
, il est possible 

que l’anticorps circule dans le sang mais ne pénètre pas le greffon ce qui expliquerait 

son inefficacité. Dans notre modèle de greffe de cœur chez le rat, cependant, les 

A B 



 

anticorps injectés permettaient une efficacité intra-greffe. Il est possible que l’effet soit 

différent d’un organe à l’autre (rein pour le primate et cœur pour le rat), ou la 

provenance de l’anticorps a peut être une influence : anticorps polyclonal de lapin pour 

les expériences chez le rat et anticorps de souris humanisé pour celles primate. Pour 

répondre à toutes ses questions d’autres greffes sont programmées avec une dose plus 

forte, 5mg/kg. Une concentration plus importante d’anticorps circulant évitera peut être 

l’infiltrat ou permettra à l’anticorps de pénétrer dans le greffon.  

 

En conclusion de notre étude pré-clinique chez le primate, deux anticorps différents 

anti-LAG-3 ont eu un effet mesurable sur la réponse cellulaire lors d’une DTH. Par 

contre à la même concentration, l’anticorps déplétant est totalement inefficace dans la 

greffe de rein. D’autres études devront être menées pour déterminer si la déplétion des 

cellules LAG-3
+
 dans la greffe de rein est inefficace ou si la quantité d’anticorps 

injectée a été trop faible pour contrecarrer une réponse aussi importante que celle du 

rejet d’une allogreffe de rein. 



 

 

 

 

 

Conclusion 



Conclusion 

 

La possibilité d’induire une régulation immunologique spécifique au greffon serait une 

avancée considérable dans le domaine de la transplantation. Nous avons abordé ce 

concept au cours du travail rapporté dans cette thèse. Tout d’abord nous nous sommes 

efforcé d’évaluer le potentiel de la cible LAG-3 dans un modèle rongeur, avant 

d’étudier son adaptabilité au modèle primate non humain en développant en parallèle un 

modèle d’étude non invasif de traitement immunosuppresseur de la réponse cellulaire. 

 

Dans un premier temps, nous avons validé la présence de la cible au moment du rejet. 

Dans le  modèle d’allogreffe cardiaque utilisé au laboratoire, un taux élevé d’ARNm de 

LAG-3 a été observé au niveau du greffon par rapport à un animal tolérant. Nous avons 

dès lors testé l’hypothèse thérapeutique de l’élimination physique des cellules LAG-3-

positives en utilisant un anticorps polyclonal de lapin anti-LAG-3 de rat au moment de 

la greffe. Les résultats obtenus ne sont pas l’induction de tolérance mais une 

prolongation de survie après un traitement d’induction ou un arrêt du rejet en traitement 

tardif. Cet anticorps a donc un effet non négligeable sur les cellules T activées au 

moment du rejet. Cette observation offre des perspectives d’utilisation pour contrecarrer 

un épisode de rejet. Cependant, par le biais de l’administration d’un anticorps anti-

LAG-3 dans un modèle de DBST (tolérance dépendante des Treg), nous avons observé 

que cet anticorps brise l’installation de la tolérance ou la tolérance induite. Ainsi son 

utilisation dans le cadre d’un traitement de rejet sera possible à condition que la 

tolérance ne depende pas de l’activité de Treg tel que dans les modèles anti-CD28 de 

greffes cardiaques ou rénales chez le rat. Chez l’homme, dans un contexte 

d’immunosuppression, le rôle joué par les Treg induites dans le maintien ou le rejet 

d’une allogreffe n’est pas clairement établi. 

Dans un deuxième temps, nous avons testé dans un modèle pré-clinique, chez le 

primate, l’effet immunomodulateur d’anticorps anti-LAG-3.  Nous avons tout d’abord 

testé un anticorps antagoniste (11E3) dans un modèle de DTH. Les résultats obtenus 

montrant une forte diminution de la réponse cellulaire, un deuxième anticorps 

humanisé, possédant quant à lui une activité cytotoxique, a été testé dans les mêmes 

conditions. Des résultats similaires ont été observés dans le modèle DTH. Cependant les 

premiers essais dans la greffe de rein chez le primate ont donné des résultats négatifs. 



Conclusion 

A travers les résultats obtenus chez le rongeur et le primate, LAG-3 ne semble être une 

cible optimale en transplantation. En effet, les réponses cellulaires peuvent être inhibées 

(avec des questions subsistant sur la dose chez le primate) mais l’effet déplétant pour les 

cellules régulatrices LAG-3+ empêche l’acquisition d’une tolérance au greffon (modèle 

rongeur). 
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ROLE DES LYMPHOCYTES LAG-3 POSITIFS EN 

TRANSPLANTATION 

 

Les traitements immunosuppresseurs ont des effets secondaires important 

et n’inhibent que partiellement le rejet chronique en transplantation. Il est 

donc important de continuer à chercher de nouvelles voies thérapeutiques 

pouvant améliorer l’immunosuppression et induire la tolérance 

immunitaire. L’utilisation d’un anticorps déplétant sélectivement les 

lymphocytes T lors de leur activation pourrait constituer un réactif capable 

d’induire la survie à long terme de greffons allogéniques et le 

développement de mécanismes régulateurs. LAG-3 est une  protéine 

exprimée spécifiquement sur les lymphocytes T et NK activés. Son rôle 

physiologique est complexe car elle intervient dans la maturation des 

cellules dendritiques et à la fois transmet un signal inhibiteur au 

lymphocyte T. Lors de ce travail de thèse, nous avons voulu explorer les 

effets immunomodulateurs d’anticorps anti-LAG-3. Dans une première 

étude nous avons établi la présence de cette molécule au niveau du greffon 

au moment du rejet dans un modèle de transplantation cardiaque chez le 

rat. L’administration d’un anticorps cytotoxique anti LAG-3 en traitement 

d’induction a engendré une déplétion des cellules T activés et une 

prolongation significative de survie du greffon (J32 contre J5 sans 

traitement). L’utilisation de cet anticorps a aussi permis de retarder le rejet 

avec une administration tardive (J4 post greffe). Cependant, nous avons 

aussi constaté que cet anticorps bloquait l’induction et le maintien d’un état 

de tolérance immunologique dépendant des Treg, confirmant ainsi le rôle 

immunorégulateur essentiel des Treg LAG-3 positifs. En parallèle à cette 

étude, nous avons développé un modèle pré clinique d’hypersensibilité 

cutanée retardée chez le primate et avons étudié l’effet d’anticorps anti 

LAG-3. Le traitement a fortement diminué la réponse érythémateuse et a 

bloqué l’infiltration par des cellules T au niveau de la zone d’injection. En 

conclusion, ces données indiquent le potentiel mais aussi les limitations de 

l’utilisation thérapeutique d’anticorps anti-LAG-3. 

 

Mots clés : LAG-3 (CD233), transplantation, hypersensibilité retardée, 

déplétion.



 

 

 

LAG-3 POSITIVE LYMPHOCYTE IMPLICATION IN 

TRANSPLANTATION 

 

Immunosuppressive treatments have significant secondary effects and only 

partially inhibit chronic rejection. Looking for new therapeutic approaches, 

including the induction of immune tolerance is therefore a research 

objective. The use of an antibody which selectively depletes T lymphocytes 

upon activation may be a reagent to induce long-term survival of allogenic 

grafts and to induce the development of regulatory mechanisms. LAG-3 

protein is expressed on activated T lymphocytes and NK cells. Its 

physiological role is complex; it modifies the maturation of dendritic cells 

and simultaneously transmits an inhibitory signal to T cells. In this thesis, 

we wanted to explore the immunomodulatory effects of anti-LAG-3 

antibodies. In a first study we established the presence of this molecule in 

the rejecting graft in a cardiac allograft model in rats. The administration of 

a cytotoxic anti LAG-3 antibody in induction treatment led activated T 

cells depletion and to a significant prolongation of graft survival (J32 vs. J5 

without treatment). Anti-LAG-3 antibodies could also delay an active 

rejection process. However, we also found that this antibody blocked 

induction and maintenance of immunological tolerance dependent on Treg, 

confirming the essential immunoregulatory role of LAG-3 positive Tregs. 

In parallel to this study, we developed a delayed time hypersensitivity pre 

clinical model in primates where we studied the effect of antibodies against 

LAG-3. The treatment significantly decreased the erythematous response 

and blocked the infiltration by T cells in the challenged skin. In conclusion, 

these data indicate the potential but also the limitations of the therapeutic 

use of anti-LAG-3 antibodies. 
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