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INTRODUCTION 

Partie 1 : La transplantation et ses problématiques 
 

La transplantation est une avancée thérapeutique majeure du XXème siècle. Elle permet 

le remplacement d’organes présentant des dysfonctions importantes par un greffon fonction-

nel provenant d’un autre individu. Après une brève introduction apportant des généralités sur 

la transplantation, cette partie aura pour objectif de définir les mécanismes de rejet immuns 

en focalisant particulièrement sur l’alloreconnaissance des molécules de complexe majeur 

d’histocompatibilité par le système immunitaire du receveur. J’y décrirai aussi les traitements 

actuellement utilisés pour retarder le rejet de la greffe, en évoquant les différents problèmes 

que provoque l’administration de ces traitements au long terme.   

 

I- Généralités sur la transplantation (d’après Cinqualbre, 2004)  
 

« La greffe est la grande aventure médicale du XXème siècle » (René Küss, 1913-2006, 

pionner de la transplantation rénale, lauréat du prix Medawar en 2002), il suffit d’ailleurs de 

constater que 6 Prix Nobel ont été décernés à des pratiquants chirurgiens et chercheurs en 

transplantation, une discipline considérée depuis les années 1990 comme thérapeutique. 

Il faudra près d’un siècle et le développement à la fois des techniques chirurgicales, 

mais aussi des traitements médicamenteux favorisant l’acceptation de la greffe, pour que la 

transplantation soit perçue comme une méthode thérapeutique reconnue. La découverte de 

traitements comme la ciclosporine, augmentant le taux de succès de la greffe approchant les 

75-80% à 5 ans, a radicalement transformé le paysage. La greffe est devenue un traitement 

efficace des affections chronique en phase terminale et elle permet d’atteindre des niveaux 

de succès thérapeutiques qu’aucun traitement palliatif d’ordre médical ou chirurgical ne peut 

atteindre. Elle est désormais considérée comme le seul traitement permettant de pallier à la 

dégénérescence chronique, d’origine infectieuse, maligne ou physiopathologique d’organes 

solides tels que le rein, le cœur, le foie, les intestins, le pancréas ou le thymus. La transplan-

tation permet aussi de reconstituer des tissus lésés tels que la cornée, la peau et les valves 

cardiaques, ou à l’échelle cellulaire, le remplacement de cellules souches hématopoïétiques 

présentes dans la moelle osseuse. Il existe différents types de transplantation définis par 

l’origine du greffon. L’autogreffe est la transplantation d’un tissu provenant de la même per-

sonne, alors que lors d’une allogreffe le greffon provient d’un donneur de la même espèce 

mais génétiquement différent. La xénogreffe est une transplantation inter-espèce. Elle est 
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pratiquée par exemple, lors du remplacement de valves cardiaques humaines par de nou-

velles d’origine porcine. L’allogreffe est la transplantation la plus pratiquée dans le monde. 

Les organes transplantés proviennent de donneurs consentants vivants ou de dons après la 

mort. L’amélioration des techniques chirurgicales et des traitements limitant le rejet de greffe 

ont conjointement permis l’augmentation du nombre de patients en vie avec un greffon fonc-

tionnel. Le nombre d’interventions réalisées dans le monde augmente peu à cause de la 

faible disponibilité en organe à greffer : en 2013, près de 118 000 greffes ont été reportées 

dans le monde, ce qui couvre moins de 10% des besoins la même année (Rapport « Organ 

Donation and Transplantation Activities 2013 », par The Global Observatory on Donation and 

Transplantation - GODT). 

 
 

II- Le rejet immun du greffon  
 

1- En clinique (d’après Cinqualbre, 2004) 
 

Le problème majeur en transplantation est le rejet du greffon par le système immunitaire 

du receveur. Ce sont les différences génétiques existant entre le donneur et le receveur, 

particulièrement au niveau de certains locus comme ceux du système de Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité (CMH) qui sont responsables du rejet immun. En clinique, le rejet se 

manifeste de différentes façons, définies principalement par le délai entre la greffe et les 

premiers signes, généralement liés à des dysfonctions de l’organe transplanté, indiquant un 

épisode de rejet du greffon. Lorsque les réactions de rejet apparaissent dans les 24 heures 

qui suivent la transplantation, le rejet est qualifié d’hyper-aigu. L’organe ou le tissu greffé est 

rejeté rapidement, avant sa revascularisation. Ces réactions rapides sont dues à la présence 

d’anticorps spécifiques des antigènes du donneur dans le sérum du receveur avant la trans-

plantation. De tels anticorps préexistent lorsque le système immunitaire du receveur a déjà 

rencontré les antigènes du donneur. C’est par exemple le cas de patients ayant reçu plu-

sieurs transfusions sanguines répétées, d’individus qui ont déjà reçu une première greffe ou 

encore des femmes après des grossesses répétées et exposées aux alloantigènes paternels 

exprimés par le fœtus. Les complexes anticorps antigènes formés activent le système du 

complément et entrainent l’infiltration massive et intense de neutrophiles. Le greffon dégé-

nère rapidement à cause des réactions inflammatoires, de la forte cytotoxicité et de la forma-

tion de caillots empêchant sa revascularisation. L’étude des antécédents du patient et la re-

cherche systématique d’anticorps anti-donneur préexistants permettent maintenant d’éviter 

ce type de rejet. 
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Le rejet aigu apparait plus tardivement et généralement en l’absence de tout traitement 

immunosuppresseurs. C’est une forme de rejet à médiation cellulaire, impliquant le dévelop-

pement d’une réponse adaptative spécifique des antigènes du donneur. Les premiers épi-

sodes de rejet aigu apparaissent en moyenne une dizaine de jours après la transplantation. 

Histologiquement, ils sont caractérisés par une forte infiltration de macrophages et de lym-

phocytes T (LT) au niveau du ou des sites de destruction et de nécrose tissulaire. Le rejet 

aigu est contrôlé par la prise de traitements immunosuppresseurs, inhibant de façon non 

spécifique la réponse immunitaire du receveur. Ces traitements permettent de prolonger la 

survie des greffons à plusieurs années.  

Le rejet chronique apparait des mois voire des années après la transplantation. Il est ca-

ractérisé par la dégénérescence progressive du greffon : fibrose interstitielle, occlusions arté-

rielles dues à la fibrose des muscles lisses et atrophie tubulaire dans le cas de la greffe ré-

nale. Bien que les origines soient encore mal comprises, le rejet chronique pourrait résulter 

de phénomènes immunologiques (phases multiples et continues de rejets aigus) et non im-

munologiques (toxicité des traitements immunosuppresseurs). Les manifestations de rejet 

chronique sont souvent difficiles à maitriser avec les traitements immunosuppresseurs. Le 

rejet chronique est désormais la cause principale de perte du greffon (Pascual et al., 2002).     

Les formes aiguës et chroniques de rejet sont associées à des réponses immunes à 

forte médiation cellulaire. Les réactions immunitaires conduisant au rejet du greffon se défi-

nissent en deux phases :  

(1) une phase de sensibilisation où les cellules spécifiques des antigènes du gref-

fon prolifèrent après activation par les cellules présentatrices de l’antigène pro-

fessionnelles (ou CPA) au niveau des organes lymphoïdes secondaires (OLS)   

(2) une phase effectrice durant laquelle les cellules spécifiques infiltrent massive-

ment les tissus du greffon et libèrent de fortes quantités de molécules cyto-

toxiques, causant de forts dommages tissulaires.  

Les réactions provoquées par des anticorps engendrent aussi une forte cytotoxicité, en 

induisant des phénomènes de lyse cellulaire dépendante du complément ou des phéno-

mènes de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC).   

 

2- L’immunité innée dans les phases précoces du rejet de greffe  

Les mécanismes immuns conduisant à la perte du greffon sont complexes et séquen-

tiels. Les phases effectrices du rejet nécessitent le recrutement de cellules du système im-

munitaire adaptatif au niveau du greffon. C’est l’inflammation causée par l’activation du sys-
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tème immunitaire innée en réponse à de signaux de danger qui permet la perméabilisation 

nécessaire à l’infiltration du parenchyme. L’initiation du rejet dépend donc en premier lieu de 

l’acte de transplantation. La procédure chirurgicale, du prélèvement de l’organe du donneur 

à son implantation chez le receveur, est responsable de dommages tissulaires et cause une 

ischémie-reperfusion générant un stress cellulaire important (Wood and Goto, 2012). 

L’expression génique et protéique des cellules du greffon est altérée : elles produisent des 

signaux de danger et des motifs moléculaires associés aux dommages tissulaires (DAMPs 

pour Damage Associated Molecular Pattern). Ces signaux sont reconnus par des récepteurs 

PRRs (pour Pattern Recognition Receptor) d’une grande variété et présents à la surface, à 

l’intérieur ou sécrétés par les cellules de l’immunité innée. L’engagement des PRR induit la 

production de médiateurs inflammatoires : cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF, INF 

I) et chimiokines (molécules chimio-attractives). La présence de ces médiateurs modifie les 

propriétés de l’endothélium causant l’expression de molécules d’adhésion comme les p-

selectines,  et l’augmentation de sa perméabilité (Larsen et al., 1990). De telles modifications 

favorisent l’infiltration tissulaire par les leucocytes du receveur et la migration des CPAs 

(principalement les cellules dendritiques - DCs) du donneur vers les OLS du receveur. Ces 

phases précoces sont largement non spécifiques des antigènes du greffon et entrainent ra-

rement seules le rejet de l’allogreffe. 

 

3- L’alloreconnaissance et l’activation des lymphocytes T alloréactifs 
 

a- Les alloantigènes impliqués dans le rejet de greffe  

Le développement de la réponse adaptative spécifique des antigènes du donneur est 

primordial dans le rejet de greffe. L’absence de LT chez une souris greffée provoque 

l’incapacité de son système immunitaire à rejeter le greffon (Pietra et al., 2000). En clinique, 

les traitements de déplétion les LT ont aussi montré leur efficacité : ils permettent de limiter 

les épisodes de rejet aigu et ils améliorent la survie d’un greffon (First et al., 1989). En trans-

plantation, les lymphocytes T ou B (LB) du receveur reconnaissent les antigènes du donneur, 

appelés alloantigènes : ce sont par définition des antigènes du non soi mais appartenant à la 

même espèce que le receveur. Les différences alléliques qui existent entre le donneur et le 

receveur, en particulier de certains gènes, sont à l’origine de la reconnaissance allogénique. 

Les antigènes exprimés à la surface des érythrocytes et des cellules endothéliales, respon-

sables de la classification du système ABO et biens connus du grand public, sont fortement 

reconnu par le système immunitaire (Starzl et al., 1987). Les antigènes mineurs 

d’histocompatibilité présentent un polymorphisme interindividuel et ils peuvent aussi être 

reconnus et impliqués dans le rejet en transplantation (Dierselhuis and Goulmy, 2009).  
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La reconnaissance des molécules de CMH (Complexe Majeur d’Histocompatibilité), qui 

présentent un très fort polymorphisme génétique, a été particulièrement étudiée pour leur 

prédominance dans le rejet immun de l’allogreffe (Informations complémentaires en Encart 

1). En clinique, plus il y a de différences entres les molécules de CMH du donneur et du re-

ceveur, plus le rejet est précoce (Held et al., 1994). Il existe des centaines d’allèles de molé-

cules de CMH différents identifiés dans la population humaine. Les CMH représentent une 

famille importante de molécules dont font partis :  

- les CMH de classe I, exprimés par l’ensemble des cellules nucléées et subdivi-

sés en trois loci chez l’homme 

- les CMH de classe II, exprimés principalement par les CPAs et aussi subdivisés 

en 3 loci chez l’homme et  

- les CMH dits non classiques 

 Un individu peut exprimer au maximum 6 molécules de CMH I (3 allèles provenant de la 

mère et 3 du père) mais de nombreuses molécules de CMH II différentes (dû à la présence 

de plusieurs gènes des chaines α et β chez l’homme et la combinaison des différentes 

chaines α et β du père et de la mère). Les molécules de CMH sont impliquées dans la pré-

sentation d’antigènes sous forme de dérivés peptidiques aux LT par interaction avec leur 

récepteur TCR (ou T Cell Receptor). Les LT CD8+ sont restreints à la présentation de pep-

tides antigéniques d’origine endogène par les CMH I alors que les LT CD4+ sont restreints à 

la présentation de peptides antigéniques exogènes, ou endogènes par présentation croisée, 

par les CMH II.   

 

Complexe H-2 
Classe du CMH I II III I 

Région K IA IE S D 

Produit des 
gènes H-2K IA 

αβ 
IE 
αβ Protéines C’ 

TNF-α 
TNF-β 

 
H-2D H-2L* 

* N’est pas présent dans tous les haplotypes 

 

Complexe HLA 
Classe du CMH II III I 

Région DP DQ DR C4, C2, BF B C A 
Produit des 

gènes 
DP 
αβ 

DQ 
αβ 

DR 
αβ Protéines C’ TNF-α 

TNF-β 
HLA-

B 
HLA-

C HLA-A 

 

Tableau 1 : Complexe H-2 de la souris 

Tableau 2 : Complexe HLA humain 
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Encart n°1 : Système H-2 : haplotypes et modèles de greffe 

 
Le système de Complexe Majeur d’Histocompatibilité a été découvert à l’aide de modèles de 

transplantations de tumeurs et de tissus normaux entre lignées de souris hautement consanguines et 

leurs différents hybrides de première ou seconde génération. Ce sont d’abord les travaux de Loeb, 

confirmés par ceux de Cloudman (1932), Prehn et Main (1958) qui ont démontré l’existence d’un dé-

terminisme génétique pour les phénomènes de transplantation, appelés « gène d’histocompatibilité » 

ou « gènes H » (Snell, 1976). Ces travaux ont permis d’établir les lois de la transplantation, définissant 

la notion d’histocompatibilité (Snell, 1976). Gorer en 1936 met en évidence des antigènes érythrocy-

taires chez la souris. Parmi eux, l’antigène II a une influence particulière sur des greffes de tissus tu-

moraux. Cet antigène est sous contrôle d’un seul gène autosomal dominant appelé à ce moment gène 

d’histocompatibilité 2 ou H-2 (Gorer, 1948).  

L’apport des études génétiques a permis de mettre en évidence différents gènes 

d’histocompatibilité, dans ce qui est devenu le système H-2, avec historiquement la découverte des 

gènes K et D (Shreffler, 1974), puis progressivement des gènes H-2L (complétant la liste des CMH I) 

et ceux de classe II H-2IA et H-2IE. Il existe plusieurs systèmes d’histocompatibilité pouvant entrainer 

le rejet de greffe, cependant le système H-2 est le système majeur d’histocompatibilité car il induit un 

rejet rapide des transplants incompatibles.   

 

Les souris hautement consanguines sont homozygotes pour les locus H-2. Certaines souches de 

souris consanguines ont été désignées comme souches prototypes. L’haplotype de ces souches de 

références est désigné par un exposant, par exemple H-2b, H-2d, H-2k. Différentes souches de souris 

consanguines peuvent partager le locus H-2 en commun (par exemple, les souris CBA et C3H sont H-

2k). Le développement de plusieurs souches de souris consanguines d’haplotypes différents est un 

réel apport dans le développement de modèles de transplantation. La souris C57Bl/6 d’haplotype H-2b 

rejette classiquement une greffe de peau provenant d’une souris Balb/c d’haplotype H-2d car 

l’ensemble des molécules du système d’histocompatibilité H-2 exprimées sont différentes. L’utilisation 

de souches de souris d’haplotypes H-2 différents peut par exemple permettre de tester la spécificité 

d’un traitement d’induction de la tolérance : un traitement permet d’induire une tolérance à une greffe 

d’une souris donneuse Balb/c (d’haplotype H-2d) chez la souris receveuse C57Bl/6 (H-2d). En re-

vanche une greffe d’une tierce partie C3H (H-2k) est rejetée.  

Lignée prototype Autres lignées avec 
le même haplotype Haplotype Allèles H-2 

K IA IE S D 

CBA AKR, C3H, B10.BR, 
C57BR k k k k k k 

DBA/2 BALB/c, NZB, SEA, 
YBR d d d d d d 

C57BL/10 C57BL/6, C57L, 
C3H.SW, LP1 129 b b b b b b 

Tableau 3 : Les différentes souches de souris utilisées en laboratoire et leur haplotype H-2 
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b- Reconnaissance directe 

L’alloreconnaissance est la reconnaissance d’un alloantigène par le TCR d’un LT et 

passe par des interactions TCR-CMH-peptide non conventionnelles. Il existe en effet plu-

sieurs voies de reconnaissance d’une molécule de CMH allogénique : la voie directe, indi-

recte et la voie semi-directe décrite plus récemment (Figure 1).  

 

 

 

 

 

CPA du 
receveur

LT CD4+

CPA du 
donneur

LT CD4+

LT CD8+

LT CD8+

CPA du 
donneur

CPA du 
receveur

LT CD8+

LT CD4+

A- voie directe 

B- voie indirecte 
(modèle à 4 cellules) 

C- voie semi-directe
(modèle à 3 cellules) 

?

CTL

GrB, Perf Atteintes tissulaires 
et vasculaires

Gref fon

CMH I 
du donneur

CMH II 
du receveur

CMH II 
du donneur

Signaux 
« helper »

Dif férenciation en CTL

TCR

Figure 1 : Les voies de reconnaissance des alloantigènes en transplantation. La génération des 
CTLs  reconnaissant les alloantigènes directement nécessite des signaux apportés par les LTH 
activés et situés à proximité. (A) Les CPAs du donneur peuvent activer conjointement les LT 
CD4+ et CD8+ après reconnaissance directe des CMH I et II. (B) Le système à 4 cellules implique 
CPAs du donneur, du receveur, LT CD4+ et LT CD8+. Il ne permet pas la transmission efficace du 
signal entre les LT CD4+ reconnaissant indirectement les alloantigènes du donneur et les LT 
CD8+. (c) Au contraire, la présentation d’alloantigènes  du donneur directement aux LT CD8+ et LT 
CD4+ par une CPA  du receveur (ou modèle à trois cellules) permet la génération efficace de 
CTLs (d’après Sivaganesh JI 2013)  
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La voie directe de reconnaissance du CMH par le LT est propre à la transplantation, et 

participe pleinement à l’alloreconnaissance lors du rejet. Elle est caractérisée par la recon-

naissance des molécules intactes de CMH I et II du donneur par les LT du receveur. Les LT 

alloréactifs sont généralement activés par les CPAs du donneur après leur migration dans 

les OLS. Après activation, les LT cytotoxiques (CTLs) alloréactifs du receveur ciblent, par 

exemple, l’endothélium de l’organe transplanté. Les cellules endothéliales sont majoritaire-

ment d’origine du donneur et expriment en conséquent uniquement les CMH I du donneur. 

L’implication de la reconnaissance directe de CMH II dans le rejet a été démontrée expéri-

mentalement. Dans un modèle de greffe orthotopique de cœur allogénique chez une souris 

déficiente en LT, le transfert adoptif de LT CD4+ de même origine que la souris receveuse au 

moment de la greffe entraine le rejet. Il est évité si le cœur provient d’une souris n’exprimant 

pas de CMH II. En revanche, si c’est la souris receveuse qui n’exprime pas de CMH II, le 

cœur est tout de même rejeté, prouvant que le rejet de greffe est dû à la reconnaissance des 

molécules de CMH II intactes de la souris donneuse (Pietra et al., 2000).  

La rapidité de l’alloréaction est en grande partie liée à la forte fréquence de LT potentiel-

lement alloréactifs, 100 à 1000 fois plus fréquents que les LT spécifiques d’un complexe 

CMH du soi-peptide du non soi (soit une fréquence d’apparition de 1/1000ème à 1/10000ème) 

(Lindahl and Wilson, 1977; Suchin et al., 2001). Les différentes raisons pouvant expliquer la 

fréquence élevée de LT allospécifiques sont : (1) la réactivité croisée avec la reconnaissance 

de complexe CMH du soi-peptide ; (2) les TCRs allospécifiques ont la capacité de recruter 

de multiples ligands et notamment différents peptides présentés sur les mêmes CMHs, de 

façon hautement spécifique ; (3) l’absence de sélection négative des LT non rencontrés lors 

du développement thymique (Felix and Allen, 2007; Felix et al., 2007). 

Les bases moléculaires de l’alloréaction ont été très étudiées. De façon conventionnelle, 

le TCR reconnait le complexe CMH du soi-peptide du non soi, ce qui permet la transduction 

d’un signal activateur au LT. Dans l’alloreconnaissance directe, c’est un complexe CMH du 

non soi-peptide endogène qui est reconnu mais des preuves expérimentales suggèrent une 

forte polyspécificité des interactions entre TCR et complexes CMH-peptide (Felix and Allen, 

2007). Pour expliquer l’alloréactivité directe deux hypothèses ont été proposées : la réponse 

dépend de l’interaction du TCR avec le CMH allogénique (« MHC centric view ») ou de la 

reconnaissance du peptide présenté par ce CMH (« peptide centric  view »). Les arguments 

apportés pour défendre l’importance de l’interaction avec le CMH allogénique dépendent du 

fait que les CMH allogéniques ne sont pas rencontrés durant le développement thymique, ce 

qui favorise l’émergence fréquente de TCR allospécifiques en périphérie. Au contraire, 

l’importance de la reconnaissance du peptide présenté par le CMH allogénique  suggère la 
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possibilité d’identifier un peptide endogène présenté d’une façon différente que dans sa con-

formation classique sur un CMH du soi.  

Au niveau moléculaire, les interactions entre CMH allogénique et TCR dépendent princi-

palement de la zone de polymorphisme entre les CMH du donneur et ceux du receveur. Ex-

périmentalement, le polymorphisme des résidus constituant les hélices α du CMH, zone 

d’ancrage du TCR au CMH, influencent directement l’alloreconnaissance, et indépendam-

ment de la reconnaissance de peptides endogènes (Grandea and Bevan, 1992). Cependant, 

le polymorphisme de la chambre peptidique engendre une différence de conformation du 

peptide présenté, qui peut alors être reconnu par le TCR du receveur (Chattopadhyay et al., 

1994) (Figure 2).  

 

 

 

 

Pour définir quel était le principal déterminant dans l’alloréactivité, Morris et collabora-

teurs (Morris et al., 2011) ont comparé les séquences de TCR alloréactifs ou non alloréactifs 

chez la souris. Ils ont observé des variations de la région CDR3 responsable de la recon-

naissance du peptide par le TCR. La présentation de peptides mimotopes par différents 

CMH allogéniques bien distincts permet l’activation comparable de LT alloréactifs et de ma-

nière dose dépendante. Ces résultats suggèrent que la reconnaissance d’un peptide endo-

gène au dépend de la capacité à interagir avec un CMH allogénique est le principal détermi-

nant de l’alloréactivité (Morris et al., 2011).  

« Peptide centric view » « MHC centric view »

Hypothèses de l’alloreconnaissance

TCR 

CMH

Régions impliquées dans 
l’alloreconnaissance

Figure 2 : Représentation schématique des 2 hypothèses de l’alloreconnaissance. L’alloréactivité dé-
pend en premier lieu de la reconnaissance du peptide présenté ou du CMH allogénique. Dans le mo-
dèle « Peptide centric view », le polymorphisme de la chambre peptidique (en rouge) du CMH du don-
neur favorise la reconnaissance de peptides endogènes. Dans le modèle « MHC centric view », c’est le 
polymorphisme au niveau de la zone de fixation du TCR sur le CMH qui favorise l’alloreconnaissance 
(d’après (Felix and Allen, 2007).  
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c- La reconnaissance indirecte 

La voie indirecte de reconnaissance d’alloantigène est comparable à la voie convention-

nelle de présentation d’un antigène. Il s’agit de la reconnaissance de peptides principalement 

dérivés des CMH allogéniques et présentés par les CPAs de façon restreinte aux CMH du 

soi. Cette forme d’alloreconnaissance devient majoritaire après diminution ou disparition des 

CPAs du donneur et elle est généralement associé à un rejet plus tardif voire chronique. Des 

observations cliniques ont montré que la fréquence des LT CD4+ avec une alloréactivité indi-

recte augmentait chez des patients en rejet chronique.  

Expérimentalement, Auchincloss et collaborateurs (Auchincloss et al., 1993) ont démon-

tré l’importance de la voie indirecte dans le rejet dans un modèle de greffe de peau d’une 

souris n’exprimant pas de CMH II chez une souris déficiente en  LT CD8+ et n’exprimant pas 

de CMH I. Dans ce modèle, les rejets observés ne peuvent être dus qu’à la présentation de 

peptides issus de CMH I exprimés par la peau du donneur, restreints aux CMH II exprimés 

par les CPAs du receveur et présentés aux LT CD4+. Plus récemment, une étude menée par 

le groupe de Bucy (Honjo et al., 2004) a démontré que le transfert adoptif de LT CD4+ pos-

sédant un TCR transgénique avec une allospécificité indirecte pour un peptide du CMH I 

murin H-2Kd chez des souris C57Bl/6 (H-2b) lymphopénique entrainait le rejet de greffes de 

cœur de donneuses C57Bl/6 transgénique exprimant H-2Kd, mais pas celui d’une greffe 

tierce partie.  

La présentation indirecte de l’antigène est associée à la circulation dans le greffon de 

CPAs du receveur, qui internalisent les antigènes solubles et les corps apoptotiques puis 

présentent les peptides allogéniques exogènes sur leur CMH II ou CMH I par présentation 

croisée au niveau des OLSs. La reconnaissance indirecte est plutôt associée à la différencia-

tion des LT CD4+ en LTH. La contribution de cette voie dans le rejet par les LT CD8+ est 

moins décrite.  

d- La reconnaissance semi-directe 

En alloreconnaissance, la voie semi-directe implique la présentation par trogocytose 

(transfert inter-cellulaire) de molécules entières intactes de CMH I du donneur par les CPAs 

du receveur circulant dans le greffon (André et al., 2004; Théry et al., 2002). Par conséquent, 

elle permet l’activation de LTH alloréactifs par présentation indirecte, à proximité de LT CD8+ 

à alloréactivité directe, ce qui est important dans l’émergence de CTLs capables de dévelop-

per des réponses contre les allogreffes vascularisées (ou seule la reconnaissance directe 

des CTLs est pertinente) (Lee et al., 1994).  
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L’importance de la voie semi-directe dans la réponse allogénique a été démontrée expé-

rimentalement chez la souris. Le transfert adoptif de DCs ayant acquis in vitro des molécules 

de CMH I allogéniques permet  le développement d’une réponse des LT CD8+ spécifique 

caractérisée par leur capacité à sécréter de l’IFNγ in vitro après restimulation en présence de 

CPAs allogéniques irradiées. La réponse est significativement diminuée si les DCs 

n’expriment pas de molécules de CMH II, concordant avec l’absence de LTH à proximité des 

LT CD8+ activés (Sivaganesh et al., 2013) (Figure 1). 

 

4- Les signaux de costimulation  

Le signal délivré par l’engagement du TCR (signal 1) n’est pas suffisant pour activer 

pleinement les LT. Leur activation nécessite des signaux supplémentaires, appelés signaux 

de costimulation et délivrés lors de la présentation de l’antigène aux LT par les CPAs. Une 

grande variété de molécules est impliquée dans la costimulation. Certaines, que je détaillerai 

davantage, ont été particulièrement étudiées en immunologie de la transplantation (et sont 

actuellement des cibles thérapeutiques). Elles peuvent être classées en fonction des signaux 

délivrés (favorisant ou inhibant l’activation des LT) ou en fonction de leur structure. Les mo-

lécules de costimulation sont réparties en trois familles structurales :  

- la famille des molécules B7, intégrées à la superfamille des immunoglobulines 

dont font partie les molécules CD28, CTLA-4 (pour Cytotoxic T-Lymphocyte-

Associated protein 4) et PD-1 (Program Death-1) 

- la famille des Tumor Necrosis Factor (R pour Récepteur) TNF/TNFR dont font 

partie les molécules CD40/CD40L, CD137 (4-1BB/4-1BBL), OX40/OX40L et 

GITR (pour Glucocorticoid-Induced TNFR family Related gene)/GITRL. 

- La famille des molécules TIM (T cell Ig and Mucin  domain) dont les plus dé-

crites sont TIM-1, TIM-2 et TIM-3 

La molécule CD28, exprimée constitutivement par les LT, est engagée rapidement lors 

de la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le TCR. Son interaction avec les li-

gands CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) exprimés par les CPAs, est importante dans l’activation 

des cellules naïves à la fois chez l’homme et la souris. L’engagement de CD28 induit un si-

gnal favorisant la survie, la prolifération et la production de cytokines telles que l’IL-2 et 

l’IFNγ. Le signal induit aussi la surexpression des molécules CD25 (chaine α du récepteur à 

l’IL-2) et CD40L.  

L’expression dans un second temps de CD40L par le LT favorise le développement de la 

réponse. L’interaction de CD40L avec son récepteur CD40 exprimé à la surface des CPAs, 

délivre un signal positif entrainant l’augmentation de l’expression des molécules de la famille 
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B7 (CD80 et CD86), des molécules de CMH et donc la présentation de l’antigène ainsi que 

de la production de cytokines. La maturation des DCs par exemple, amplifie l’activation des 

LT. Leur participation dans les phases précoces de l’activation et la maturation des lympho-

cytes font des interactions CD28/CD80-86 et CD40/CD40L de bonnes cibles thérapeutiques 

en médecine de la transplantation.   

La formation de synapses immunologiques, interfaces entre LT et CPAs où sont concen-

trés les complexes TCR-CMH-peptides et les molécules de costimulation, est facilitée par la 

présence de molécules d’adhésion (LFA-1/ICAM par exemple). Ces interfaces favorisent la 

transduction efficace de signaux permettant le recrutement et la phosphoryla-

tion/déphosphorylation de molécules et l’activation de facteurs de transcription tels que NF-

κB ou AP-1. Ils entrainent l’expression de gènes impliqués dans  l’entrée en cycle cellulaire 

ou la production de cytokines nécessaire à la prolifération (comme l’IL-2) et de leurs récep-

teurs (signal 3). L’expansion clonale des LT activés est initiée. 

 

5- La différenciation des lymphocytes T oriente la réaction de rejet 

La différenciation des LT activés est influencée par le statut immunitaire du receveur au 

moment de la transplantation, le degré de dommages tissulaires liés à l’ischémie-

reperfusion, le degré d’incompatibilité dans l’expression de molécules de CMH entre donneur 

et receveur et le régime d’immunosuppression prescrit au receveur pour prévenir le rejet 

aigu du greffon (Wood and Goto, 2012). Ces facteurs impactent sur le niveau de chimiokines 

et de cytokines produites au moment de la greffe, mais aussi sur la capacité de migration 

des leucocytes du donneur vers les OLSs du receveur. Ils favorisent aussi le recrutement de 

leucocytes modulant le microenvironnement au niveau de l’organe transplanté. 

L’ensemble des signaux perçus par les LT activés permettent d’induire leur différencia-

tion et leur maturation en cellules effectrices productrices de cytokines (LTH) ou hautement 

cytotoxiques (CTLs). C’est particulièrement l’orientation des LT CD4+ différenciés qui déter-

mine la nature de la réponse adaptive. Les principaux sous types décrits dans le rejet de 

greffe sont les TH1 et TH2 mais de nombreux autres sous types de LTH (TH17, TH19, TFH et 

iTreg) peuvent participer à la réponse (Tableau 4). Après activation et en présence de si-

gnaux « helper », les LT CD8+ alloréactifs se différencient en cellules cytotoxiques capables 

d’infiltrer le parenchyme du greffon. Les CTLs produisent de larges quantités de molécules 

cytotoxiques telles que les granzymes et les perforines et induisent l’apoptose des cellules 

allogéniques en sur-exprimant FasL (Wood and Goto, 2012).  
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Sous-type 
cellulaire 

Principales cyto-
kines sécrétées 

Principal FT* 
exprimé 

Principales implications dans le rejet Ref 

TH1 IFNγ, IL-2, TNFα T-bet 

- Plutôt dans les phases de rejet aigu 
- Prolifération et différenciation des LT CD8+ 

spécifiques d’alloantigènes en CTL 
- Toxicité envers l’allogreffe (voie Fas/FasL) 
- Favorise la production d’anticorps spécifiques 

du donneur (DSA) 
- Impliqué dans les réactions d’hypersensibilité 

en activant les macrophages 

1,2 

TH2 IL-4, IL-5, IL-13, IL-10 GATA-3 
- Plutôt dans les phases chroniques de rejet 
- Activation d’éosinophiles au sein du greffon 
- Peut retarder le rejet de greffe (IL-4 et IL-10) 

1,3 

TH17 
IL-6, IL-17, IL-21, IL-

22 
RORγT 

- Retrouvé dans des biopsies de patient en 
cours de rejet 

- Plutôt dans les phases chroniques de rejet 
1 

TFH IL-4, IL-21 Bcl-6 
- Fortement impliqué dans la production de DSA 
- Associé avec la présence d’immunoglobulines 

dans des biopsies de reins transplantés 
4,5 

* : Facteur de Transcription 
1 : (Liu et al., 2013) 
2 : (Jiang et al., 2004) 
3 : (Waaga et al., 2001) 
4 : (Conlon et al., 2012) 
5 : (de Graav et al., 2015) 
 

6- L’importance de la réponse humorale dans le rejet de greffe  
 

La présence d’anticorps spécifiques d’antigènes du donneur contribue grandement au 

rejet de l’organe transplanté. En plus des molécules de CMH allogéniques, les anticorps re-

connaissent des épitopes présents à la surface des cellules endothéliales, des antigènes du 

groupe sanguin mais aussi des auto-antigènes (Win and Pettigrew, 2010). Le développe-

ment de la réponse humorale peut intervenir quelques jours après la transplantation mais les 

anticorps spécifiques du donneur (ou DSA pour Donor Specifique Antibodies) peuvent con-

tribuer à la perte plus tardive du greffon (Terasaki and Cai, 2008). Les mécanismes de rejet 

dus aux anticorps peuvent être soit dépendants du complément, soit liés à la reconnaissance 

de complexe anticorps-cellules cibles principalement par les macrophages et les cellules NK 

et via l’expression de récepteurs à la région Fc des anticorps et causant l’ADCC.  

Tableau 4 : Les différentes sous populations de LTH impliquées dans le rejet de greffe 
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III- Les traitements immunosuppresseurs  
 

1- Les principaux traitements utilisés en transplantation (d’après Cin-
qualbre, 2004) 

La compréhension des mécanismes de rejet a permis de développer un panel de traite-

ments visant à contrôler et supprimer les réponses immunitaires conduisant à la perte du 

greffon. Les traitements actuels ont une très forte efficacité pour contrôler les épisodes de 

rejet aigu, mais ils sont très peu efficaces pour prévenir le rejet chronique du greffon. Actuel-

lement, il existe deux grandes familles d’immunosuppresseurs utilisées en clinique : les 

agents pharmacologiques et les agents biologiques. Les traitements immunosuppresseurs 

limitant le plus significativement le rejet du greffon sont ceux inhibant directement ou indirec-

tement l’activation des LT. Ces agents inhibent (Figure 3) :  

- la synthèse d’ADN (inhibiteur de synthèse des purines), en limitant 

l’incorporation des bases puriques et pyrimidiques. Ils s’opposent à la division 

cellulaire et sont donc qualifiés d’antiprolifératifs (exemples : Azathioprine, 

Acide mycophénolique) 

- la synthèse de cytokine et la fonction cellulaire. Les Corticoïdes par exemple, 

en plus de leurs propriétés anti-inflammatoires, sont connus pour inhiber la pro-

duction d’IL-1 et d’IL-6. Les anticalcineurines (Ciclosporine, Tacrolimus) agis-

sent plus spécifiquement sur l’inhibition de la transcription de gènes de cyto-

kines. Les inhibiteurs de la m-TOR (Sirolimus, Everolimus) agissent sur la pro-

gression du cycle cellulaire induite par l’IL-2.  

- la présentation de l’antigène : les corticoïdes limitent l’immunogénicité du gref-

fon par baisse de l’expression des antigènes d’histocompatibilité. 

- l’expression  de molécules d’adhésion 

- certaines voies de signalisation et d’activation des LT 

 

(Kobashigawa and Patel, 2006) 
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Les premiers agents d’origine biologique développés ont un champ d’action thérapeu-

tique élargi. Les sérums anti-lymphocytaires polyclonaux puis l’injection d’OKT3 (spécifique 

du CD3), développé grâce à l’émergence des technique de production d’anticorps monoclo-

naux, permet la déplétion rapide des LT dans le sang périphérique. Elle inhibe aussi de façon 

transitoire l’expression à la membrane du CD3, et donc la transmission de signal généré par 

la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le complexe TCR-CD3. L’utilisation 

d’anticorps dirigés contre les récepteurs à l’IL-2 (Basiliximab et Daclizumab) permet de cibler 

uniquement les LT activés. L’utilisation de ces produits diminue significativement l’incidence 

des rejets aigus en association avec d’autres immunosuppresseurs en transplantation ré-

nale.  

De nombreux travaux visent à développer des agents bloquant les signaux de costimu-

lation. Les principales stratégies visent à bloquer les interactions de la voie B7-CD28 et 

CD40-CD40L. Bluestone et collaborateurs ont démontré que le blocage de la voie B7-CD28 

Calcineurine

NFAT

G1

S

G2

M

TOR

Cycline/CDK

ARNm de cytokines 
(ex : IL-2)

noyau

Lymphocyte T 

CPAs
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Complexe 
TCR-CD3

IL-2

B7

CD28
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Tacrolimus
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Stéroïdes
Corticoïdes
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Corticoïdes

ATG
OKT3

Belatacept

Figure 3 : Schéma résumant les mécanismes d’action des principaux traitements immuno-
suppresseurs utilisés en transplantation (d’après Kobashigawa and Patel, 2006) 
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à l’aide d’une protéine de fusion, constituée de la partie extracellulaire de CTLA-4 et de la 

région constante de la chaine lourde de l’IgG1 (Belatacept), induit l’anergie des LT CD4+ et 

favorise l’induction de la tolérance dans un modèle de greffe d’îlots pancréatiques humains 

chez la souris (Lenschow et al., 1992). En clinique, l’utilisation de Belatacept permet 

d’améliorer la survie de greffes de rein en combinaison avec un régime immunosuppresseur 

(Vincenti et al., 2010). L’utilisation d’un anticorps humanisé monovalent antagoniste de CD28 

(FR104, Effimune) permet de limiter spécifiquement l’activation, la prolifération et la produc-

tion de cytokines par les LT et prévient leur maturation en LT effecteurs. Contrairement au 

Belatacept, il permet de préserver la fonction des LTreg par des mécanismes dépendants de 

CTLA-4 (Poirier et al., 2015).  

 

2- Problèmes associés à la prise de traitements immunosuppresseurs 

Bien qu’une immunosuppression lourde augmente la survie du greffon, elle accentue le 

risque de cancers et d’infections (Marcén, 2009). Ces pathologies résultent de 

l’immunodépression et de la réduction de l’immunosurveillance du système immunitaire. 

L’incidence d’apparition de cancers est 3 à 5 fois plus élevée chez des patients transplantés 

que dans la population générale. Les cancers les plus fréquents sont les cancers de la peau 

(Euvrard et al., 2012), les lymphomes ou les désordres lymphoprolifératifs et autres tumeurs 

associées aux infections virales chroniques (Marcén, 2009). Les infections des voies uri-

naires et respiratoires et les infections virales sont aussi des complications fréquentes ob-

servées chez des patients transplantés. Les plus répandues sont les infections opportunistes 

aux Cytomegalovirus (CMV) et au virus de l’Epstein-Barr (EBV) (Fishman, 2007). Les 

risques de développer des pathologies cardiovasculaires sont accrus par la prise de traite-

ments immunosuppresseurs. Les effets néphrotoxiques ou métaboliques de certains agents 

sont aussi à relever. Les corticoïdes par exemple, provoquent de nombreux effets secon-

daires (hypertension artérielle, diabète aigu, ostéoporose, troubles psychiques) tout comme 

les inhibiteurs de la calcineurine connus pour leur forte toxicité : néphrotoxicité, hypertension 

artérielle, neurotoxicité, hépatotoxicité (Cinqualbre, 2004).  
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Partie 2 : Les mécanismes de la tolérance 
 

En transplantation mais aussi dans le traitement des pathologies autoimmunes, le déve-

loppement de stratégies d’induction de la tolérance spécifique de l’antigène pourrait pallier à 

la prise de traitements immunosuppresseurs actuels, supprimant non spécifiquement les 

réponses immunitaires. C’est en se basant principalement sur les cas spontanés de tolé-

rance, que ce soit aux auto-antigènes, aux antigènes oraux ou dérivés de nos flores com-

mensales et aux alloantigènes que les mécanismes de tolérance ont été peu à peu mis en 

évidence. Cette partie a pour objectif de définir puis de comprendre ces différents méca-

nismes. Elle aura aussi pour but de voir comment la compréhension de ces différentes voies 

d’induction de la tolérance ont été mises à contribution dans des buts thérapeutiques. Je 

m’intéresserai particulièrement aux phénomènes de tolérance impliquant les LT.  

 

I- Définitions de la tolérance  

La tolérance en immunologie est un phénomène observé en premier lieu pour les anti-

gènes du soi. Le système immunitaire adaptatif des vertébrés a évolué de façon à recon-

naitre des structures moléculaires exprimées par des pathogènes afin de les éliminer rapi-

dement, puis d’acquérir une mémoire immunitaire permettant de conserver cette réponse au 

cours de la vie. Cette capacité est due à la génération aléatoire et continue de récepteurs 

TCR et BCR (pour B Cell Receptor) par des processus de réarrangements géniques appelés 

recombinaisons V(D)J. La conséquence inévitable de ce processus aléatoire est la généra-

tion de récepteurs capables de reconnaitre des structures moléculaires exprimées à la sur-

face de nos propres cellules. Les cellules spécifiques des antigènes du soi sont dites auto-

réactives. Des processus de tolérance aux antigènes du soi ont émergé au cours de 

l’évolution pour contrôler et éviter les réactions d’autoimmunité  

En 1945, R.D. Owen publie des données montrant que des bovins jumeaux dizygotes 

possèdent à la fois des globules rouges identifiés comme génétiquement les leurs mais aus-

si d’autres globules rouges provenant de leur jumeau. Ce phénomène, lié à la circulation 

sanguine commune entre les fœtus lors de la gestation, est dû à l’échange de précurseurs 

hématopoïétiques entre les jumeaux. Il s’agit de la première description d’un état de tolé-

rance envers des antigènes d’origine génétique différente, ou antigène du non soi. Les expé-

riences plus célèbres de Billingham, Brent et Medawar publiées en 1953 (Billingham et al., 

2010) ont marqué un point d’orgue dans la découverte de la tolérance immunologique au 

non soi. En inoculant des souris in utero avec une suspension constituée de splénocytes 

d’une souche différente, ils ont induit l’acceptation de greffes de peau provenant de cette 
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même souche chez des souris inoculées âgées de 6 à 8 semaines. Dans ce modèle, la tolé-

rance est induite par la présentation d’alloantigènes à un système immunitaire immature. En 

1964, Medawar a alors défini la tolérance immunologique comme un état d’indifférence ou 

de non réponse envers une substance qui provoque normalement une réponse immunolo-

gique. Depuis la définition de la tolérance immunologique appliquée en transplantation (ou 

tolérance opérationnelle) s’est affinée et prend en compte les critères suivants (Ashton-

Chess et al., 2007; Orlando et al., 2010) :  

- L’organe greffé est fonctionnel sans signe de lésion histologique. 

- L’hôte est immunocompétent et capable de répondre à des agents pathogènes. 

- La tolérance persiste en absence de traitement immunosuppresseur (depuis au 

moins 1 an). 

- Elle est spécifique des alloantigènes du donneur, et favorise l’acceptation d’une 

seconde greffe d’un même donneur et le rejet d’un tiers. 

 

 

Figure 4 : Les définitions de la tolérance. La tolérance aux antigènes du soi implique des proces-
sus de régulation centraux et périphériques. En périphérie, des mécanismes de régulation de la 
réponse immune permettent l’induction spontanément de la tolérance orale. En transplantation ou 
dans un contexte pathologique, des phénomènes de régulation permettent de préserver les allo-
greffes et favorisent l’échappement des pathogènes. Dans tous ces contextes, la régulation per-
met de limiter les dommages tissulaires.  
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La tolérance aux antigènes du soi et du non soi est définie par une non réponse immuni-

taire : ces antigènes sont alors qualifiés de tolérogènes. La tolérisation est le processus con-

duisant à la tolérance immunologique et dépend de nombreuses voies de la régulation de la 

réponse immune. Le fait qu’un antigène soit immunogène ou tolérogène dépend en premier 

lieu de sa présentation au système immunitaire. A mon sens, le statut immunologique d’un 

individu présentant des atteintes pathologiques chroniques est proche de la tolérance immu-

nologique. Les processus d’échappement de certains agents pathogènes ou tumoraux, et les 

mécanismes de régulation de la réponse immunitaire favorisent le développement d’un état 

de non réponse immunologique (ou de dysfonction). En conséquent, le pathogène n’est pas 

éliminé (est-il toléré ?) et l’organe infecté par le pathogène n’est plus sujet à une inflamma-

tion constante conduisant à des dommages tissulaires parfois importants et pouvant contri-

buer à des dysfonctions.   

Les maladies autoimmunes résultent d’une déficience du système immunitaire et d’une 

rupture de tolérance aux antigènes du soi. En transplantation, l’objectif majeur est d’aboutir à 

un état de tolérance aux alloantigènes exprimés à la surface du greffon. Il existe un certain 

nombre de similitudes dans la tolérisation des antigènes du soi et du non soi. C’est en étu-

diant les facteurs qui influencent le développement de la réponse immunitaire entre immunité 

et tolérance que les mécanismes de tolérance sont peu à peu mis en évidence. 

 

II- La tolérance centrale 

Les mécanismes de tolérance aux antigènes du soi visent à éliminer ou rendre les lym-

phocytes auto-réactifs incompétents. Ils se déclinent en deux voies de régulation : centrale et 

périphérique. La tolérance centrale permet la sélection précoce, dans le thymus, des cellules 

auto-réactives. Une affinité trop importante avec un antigène du soi conduit à la délétion par 

sélection négative. L’élimination d’une grande partie des thymocytes auto-réactifs est facili-

tée par l’expression du facteur de transcription AIRE par les cellules thymiques. AIRE régule 

la présentation des antigènes du soi et des tissus périphériques par les cellules épithéliales 

médullaires. Les clones T avec une affinité intermédiaire reçoivent des signaux nécessaires 

à  leur différenciation en LTreg naturels (nTreg), un troisième mécanisme thymique primordial 

dans le maintien de la tolérance en périphérie. En périphérie, ces nTreg peuvent être stimu-

lés par des complexes CMH II-peptides du soi et exercer des mécanismes suppresseurs 

visant à réguler la réponse immunitaire et supprimer l’activation anormale de LT auto-réactifs 

ayant échappé à la sélection négative thymique (Hogquist et al., 2005). Par analogie, les 

précurseurs des LB avec un BCR réagissant de façon trop affine avec les antigènes environ-

nementaux sont rapidement éliminés dans la moelle osseuse. Une seconde alternative pos-
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sible, propre aux LB auto-réactifs, consiste en une modification de leurs récepteurs par un 

processus appelé «receptor editing» (Pelanda and Torres, 2012). 

 

III- La tolérance périphérique  

La tolérance centrale est le mécanisme dominant protégeant des réponses aux anti-

gènes du soi. Une partie des cellules auto-réactives échappent tout de même à la régulation 

thymique, principalement car la totalité des antigènes ne sont pas exprimés et présentés 

dans le thymus. D’autres mécanismes permettent d’éliminer ou de contrôler les LT potentiel-

lement auto-réactifs : la délétion clonale, l’ignorance, l’anergie ou la tolérance adaptive, 

l’épuisement et la suppression ou la différentiation en LTreg. L’anergie et l’épuisement sont 

des états de dysfonction des LT qui après activation sont incapables de développer une ré-

ponse effectrice. Je dédierai principalement cette partie aux états de dysfonction des LT en 

périphérie et à la suppression de la réponse immunitaire par les LTreg CD8+. 

1- La délétion clonale  

La délétion clonale permet l’élimination des LT auto-réactifs mais aussi des LT activés en 

réponse à un antigène étranger lors des phases de contraction de la réponse immune. Les 

clones T auto-réactifs sont éliminés suite à une activation incomplète, due à l’absence de 

signaux de costimulations ou de cytokines favorisant la prolifération et la survie cellulaire 

(Goodnow et al., 2005). La délétion clonale des LT CD4+ et CD8+ auto-réactifs est un méca-

nisme permanent et irrévocable, important dans le maintien de la tolérance périphérique. 

Suite à une réponse immunitaire et une phase d’expansion de LT, l’excès de clones T acti-

vés est éliminé. Ce phénomène de mort par négligence permet de contrôler l’homéostasie et 

il est dû à la perte ou à l’absence de signaux activateurs suffisants (perte de l’antigène, ab-

sence de signaux de costimulation, absence d’IL-2). D’autres facteurs peuvent induire la 

mort cellulaire comme l’engagement des récepteurs de mort Fas, TRAIL-R (Tumor-necrosis-

factor Related Apoptosis Inducing Ligand) et TNF-R, exprimés par les cellules activées 

(Goodnow et al., 2005). L’activation régulière des LT par de faibles doses d’antigènes ou au 

contraire par de très fortes doses peut aussi contribuer à la délétion clonale en augmentant 

la sensibilité des LT à l’entrée en apoptose, par exemple, par diminution de l’expression de 

facteurs anti-apoptotiques comme Bcl-2 (Alexander-Miller et al., 1998). 

2- L’ignorance et la ségrégation antigénique  

En conditions physiologiques, certains antigènes ne sont jamais présentés aux LT et ils 

sont dit séquestrés. C’est le cas, par exemple, des antigènes présents dans les sites consi-

dérés comme étant immunologiquement privilégiés, c'est-à-dire pauvres en cellules immuni-
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taires comme le cerveau, l’œil, la thyroïde, le pancréas et les testicules. La séquestration est 

un moyen efficace pour éviter l’auto-réactivité. Des LT auto-réactifs peuvent « ignorer » cer-

tains antigènes exprimés, parce qu’ils ne les rencontrent pas et ils ne développent donc pas 

de réponses effectrices ni tolérogènes. Lorsque les barrières les séparant sont rompues 

(inoculation de l’antigène, traumatismes, dommages tissulaires), ces antigènes sont considé-

rés comme étrangers, ce qui provoque une forte réponse immunitaire, conduisant potentiel-

lement à l’autoimmunité (Parish and Heath, 2008). 

3- La tolérisation des lymphocytes T 
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Figure 5 : Les mécanismes de tolérisation des lymphocytes T. Dans un contexte inflammatoire approprié, 
l’activation des LT par les CPAs permet la génération de LT effecteurs puis de LT mémoires conservant des ca-
pacités de réponses efficaces (prolifération et production de cytokines). L’absence de costimulation est un fac-
teur déterminant dans l’induction de l’anergie ou de la tolérance adaptive. La persistance de hauts niveaux an-
tigéniques favorise le développement de l’épuisement. Dans ces deux cas, les capacités à proliférer et sécréter 
des cytokines sont faibles.  
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a- Les principaux récepteurs inhibiteurs responsables de la tolérisation des LT 

La tolérisation des LT est un processus englobant les divers états de dysfonction et 

d’inhibition des réponses effectrices. Certains états comme l’anergie, la tolérance adaptive et 

l’épuisement sont bien décrits (Figure 5). L’engagement de certains récepteurs inhibiteurs 

contribue ponctuellement à diminuer l’intensité de la réponse immune. CTLA-4 et PD-1 sont 

fortement impliqués dans la tolérisation des LT.  

CTLA-4 est une molécule inhibitrice qui influence négativement l’activation des LT. C’est 

un membre de la famille des récepteurs CD28. Tout comme son homologue activateur, 

CTLA-4 interagit avec les molécules CD80 et CD86 exprimées à la surface des CPAs, avec 

une affinité 20 à 50 fois plus forte. L’expression de CTLA-4 est augmentée sur les cellules 

activées, permettant un contrôle de la réponse immunitaire. L’engagement de CTLA-4 avec 

CD86 par exemple, provoque l’arrêt du cycle cellulaire en phase G1. Le blocage de CTLA-4 

à l’aide d’anticorps in vivo prévient du développement de la tolérance T en périphérie (Perez 

et al., 1997).  

PD-1 est une autre molécule inhibitrice très fortement impliquée en autoimmunité et 

dans la tolérance des LT. L’expression de PD-1 est induite par les LT activés et son enga-

gement limite leur activation et le développement de leurs fonctions effectrices. Les ligands 

principaux de PD-1 sont PD-L1 (ou B7-H1), exprimé par une grande variété de types cellu-

laires d’origines hématopoïétiques ou parenchymateuses, et PD-L2 (ou B7-DC) exprimé uni-

quement à la surface des DCs et des macrophages. Un défaut d’expression de PD-1 ou de 

son principal ligand PD-L1 est responsable du développement de symptômes autoimmuns 

exacerbés dans un modèle murin de la sclérose en plaque, l’EAE (pour Experimental au-

toimmune encephalomyelitis) (Latchman et al., 2004) ou de modèles de diabètes spontanés 

(souris NOD pour Non-obese diabetic) (Sharpe et al., 2007) chez la souris. Les LT activés 

sans contrôle via l’interaction PD-1/PD-L1 ont une hyperactivité pour la prolifération, la pro-

duction de cytokines et de granzymes (Martin-Orozco et al., 2006). PD-1 est aussi primordial 

dans le maintien de la tolérance au soi, en inhibant l’activation lors de l’engagement du TCR 

de LT auto-réactifs.  

b- L’anergie et la tolérance adaptive  

L’anergie décrite initialement in vitro et la tolérance adaptive, état équivalent décrit in vi-

vo, sont des mécanismes primordiaux dans le maintien de la tolérance en périphérie. Il s’agit 

d’états de non réponse à un stimulus antigénique. In vitro, les LT anergiques perdent leur 

capacité à produire des facteurs de croissance tel que l’IL-2 et à proliférer en réponse à un 

antigène. L’anergie est provoquée par la stimulation seule du TCR, de façon plus ou moins 

transitoire, voire répétée, en l’absence d’infection ou d’adjuvant (Kalekar et al., 2016). Ceci 



32 
 

limite l’expression de molécules de costimulation. Le manque d’interaction entre CD80 et 

CD86 avec CD28, exprimé à la surface des LT, est particulièrement décrit (Jenkins and 

Schwartz, 1987; Quill and Schwartz, 1987) (Figure 5). Les cellules anergiques survivent du-

rant des périodes relativement longues et elles restent réfractaires à d’autres stimulations, 

même en présence de signaux de costimulation apportés ultérieurement.  

La tolérance adaptative est liée à la dysfonction des LT associée à une costimulation 

sub-optimale ou à l’absence de signaux inflammatoires lors de la reconnaissance du com-

plexe CMH-peptide (Choi and Schwartz, 2007) (Figure 5). Le microenvironnement local par-

ticipe à l’induction de la tolérance adaptive : faibles concentrations d’IL-2, d’acides aminés ou 

de glucose et  présence d’adénosine (Chappert and Schwartz, 2010). La présence de LTreg 

facilite le développement de la tolérance adaptive. Différents modèles expérimentaux ont 

démontré que le transfert adoptif de LT CD4+ auto-réactifs chez la souris en l’absence de 

LTreg FoxP3+ n’aboutissait pas au développement de l’anergie mais au contraire, induisait la 

différenciation en LT effecteurs mémoires causant de sévères pathologies autoimmunes 

(Knoechel et al., 2005; Martinez et al., 2005; Vanasek et al., 2006). L’engagement de cer-

tains récepteurs inhibiteurs affecte aussi indirectement le développement de la tolérance 

adaptative en modulant les capacités de présentation de l’antigène et de costimulation des 

CPAs (Onishi et al., 2008). 

4- L’épuisement cellulaire  
 

a- Preuves expérimentales et caractérisation 

« L’épuisement » des LT (ou « exhaustion » en anglais) est un état de persistance des 

LT spécifiques d’antigènes possédant des fonctions effectrices largement diminuées et qui 

apparait généralement lors d’infections chroniques et de cancers. L’épuisement des LT a 

d’abord été décrit dans des modèles d’infections chroniques virales chez la souris comme au 

LCMV (pour Lymphocytic Choriomeningitis Virus) (Gallimore et al., 1998; Zajac et al., 1998) 

puis dans d’autres modèles expérimentaux d’infections. Ce phénomène a aussi été observé 

chez l’homme durant des infections au VIH (Virus de l'Immunodéficience Humaine) (Day et 

al., 2006; Trautmann et al., 2006), aux hépatites chroniques virales HCV (Virus de l’Hépatite 

C) (Golden-Mason et al., 2007) et HBV (Reignat et al., 2002; Urbani et al., 2002) et lors de 

cancers (Mumprecht et al., 2009).  

Les cellules épuisées ne sont pas inertes et elles conservent des fonctions qui limitent la 

progression de la maladie à défaut de l’éliminer. La chronicité de ces pathologies engendre 

une forte persistance antigénique, qui perturbe la différentiation des LT en cellules mémoires, 

et qui altère progressivement leur phénotype et leurs fonctions. Contrairement aux cellules 
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mémoires fonctionnelles, les cellules épuisées ont un faible potentiel prolifératif. Elles sécrè-

tent de faibles niveaux de cytokines (IL-2, TNFα, IFNγ), expriment de hauts niveaux de mo-

lécules inhibitrices (PD-1, Lag3, 2B4, Tim3, CTLA-4), et restent dépendantes de l’antigène 

pour leur survie (Shin and Wherry, 2007; Wherry and Kurachi, 2015) (Figure 5). Après une 

infection aiguë, les cellules mémoires persistent au long terme en l’absence d’antigène via 

un renouvellement homéostatique constant dépendant de l’IL-7 et de l’IL-15. Les cellules 

épuisées répondent faiblement à ces cytokines car elles expriment de faibles niveaux de 

CD122 (chaine β du récepteur à l’IL-2 et à l’IL-15) et de CD127 (chaine α du récepteur à l’IL-

7). L’engagement constant du TCR apporte un signal suffisant au maintien au long terme 

des cellules épuisées (Shin and Wherry, 2007).  

b- L’engagement constant du TCR et l’inhibition de PD-1 participent à 

l’induction et au maintien de l’épuisement 

 

 

Faible costimulation
Ligands de récepteurs inhibiteurs

(PD-L1/2, Gal9, CD48) 

Engagement 
persistant du TCR

Faible costimulation
(CD28)

+ ---
Forte inhibition 

(PD-1, Lag3, CTLA-4)

Cytokines 
immunosuppressives

(IL-10, TGFβ)

Cytokines 
pro-inf lammatoire 

(IFN I, IL-6)

LTreg

Peu ou pas de signaux 
« helper »

CPA

LTH

LT épuisé 

Cytokines suppressive
Ligands de récepteurs inhibiteurs

(CTLA-4, Lag3)

Blimp-1
Eomes
NFAT

Ligands de récepteurs 
inhibiteurs (PD-L1)

Cellule parenchymateuse infectée
Cellule tumorale

Figure 6 : Synthèse schématique des facteurs cellulaires et moléculaires participant à l’épuisement du LT 
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Le niveau de stimulation antigénique est le premier événement déterminant dans le dé-

veloppement des cellules épuisées (Figure 6). Des cellules activées lors d’infections à une 

« souche chronique » de LCMV, mais isolées rapidement après la stimulation, se différen-

cient en cellules mémoires fonctionnelles alors qu’elles deviennent épuisées si elles restent 

exposées à l’antigène 2 à 4 semaines consécutives (Angelosanto et al., 2012; Brooks et al., 

2006). L’engagement du TCR apporte des signaux impliqués dans le contrôle de la réponse 

effectrice en augmentant l’expression des récepteurs inhibiteurs décrits précédemment. Ces 

récepteurs sont exprimés généralement de façon transitoire lors de l’activation des LT. En 

présence de leurs ligands, ils transmettent des signaux contrôlant les fonctions effectrices 

des LT.  

PD-1 est le marqueur principal des cellules épuisées. L’activation en continu des LT 

spécifiques provoque des altérations épigénétiques dans le locus pdcd1, conduisant à une 

forte expression de PD-1 à la membrane (Youngblood et al., 2011). L’inhibition par le récep-

teur PD-1 et ses ligands est considérée comme majeure dans la perte de fonction des LT 

épuisés (Figure 6). Le blocage de cette interaction in vivo et lors d’infections chroniques au 

LCMV restaure les capacités cytotoxiques des LT CD8+ spécifiques du virus conduisant à 

une diminution de la charge virale (Barber et al., 2006). L’inhibition est due à la phosphoryla-

tion de domaines ITIM (pour Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibition Motif) et ITSM (pour 

Immunoreceptor Tyrosine-based Swich Motif) du domaine cytoplasmique de PD-1, ce qui 

permet de moduler soit directement ou soit via le recrutement de la tyrosine phosphatase 

SHP-2, les molécules de transmission des signaux associées aux TCR/CD3 et aux molé-

cules de costimulation dont CD28 (Wherry and Kurachi, 2015). L’engagement de PD-1 modi-

fie le métabolisme du glucose, l’activité cellulaire et régule le cycle cellulaire (Parry et al., 

2005; Riley, 2009). En revanche, PD-1 ne semble pas être impliqué dans l’induction de 

l’épuisement des LT. Des LT CD8+, spécifiques du LCMV (clone P14) et invalidés pour 

l’expression de PD-1, transférés chez des souris naïves, développent un phénotype de cel-

lules épuisées comparable à des cellules P14 pouvant exprimer PD-1 (expression de récep-

teurs inhibiteurs, faible sécrétion cytokinique) 2 mois après infection (Odorizzi et al., 2015). 

PD-1 est responsable de la stabilité de l’épuisement des LT. En effet, bien que PD-1 soit im-

portant dans le contrôle de la prolifération des LT CD8+ stimulés lors de la phase aiguë de 

l’infection, son absence est associée à une plus forte entrée en apoptose des LT épuisés lors 

de la phase de contraction de l’inflammation.  

D’autres récepteurs inhibiteurs co-régulent l’épuisement des LT (Figure 6) et expérimen-

talement le blocage simultané de PD-1 et Lag-3 (Blackburn et al., 2009), ou de PD-1 et 

CTLA-4 (Nakamoto et al., 2009), ou de PD-1 et Tim3 (Jin et al., 2010) permettent de restau-

rer plus efficacement les fonctions effectrices des LT spécifiques. L’engagement de ces di-
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vers récepteurs inhibiteurs implique différentes voies de modulation des signaux intracellu-

laires ce qui explique cette magnitude dans les réponses observées après blocage.  

c- D’autres facteurs favorisent le développement de l’épuisement 

Certains médiateurs solubles participent à l’induction de l’épuisement cellulaire. Les cy-

tokines immunosuppressives tels que le TGFβ et l’IL-10 ont été particulièrement étudiées 

(Figure 6). Le blocage de l’interaction de l’IL-10 avec son récepteur améliore le contrôle des 

infections virales en restaurant les fonctions les LT (Brooks et al., 2006; Ejrnaes et al., 2006). 

En revanche l’inhibition du signal délivré par le TGFβ lors d’infection chez la souris n’a pas 

montré de réels bénéfices pour bloquer l’épuisement des LT (Garidou et al., 2012). De façon 

plus surprenante, des cytokines pro-inflammatoires et notamment les IFN de type I impactent 

aussi le développement de dysfonctions des LT (Figure 6). Lors d’infections chroniques, le 

blocage de l’activité de l’IFNα et β prévient l’épuisement des LT. (Teijaro et al., 2013). Les 

mécanismes sont encore non élucidés mais les IFN I induisent par exemple l’expression de 

signaux immuno-régulateurs par les CPAs (expression de PD-L1, sécrétion d’IL-10, IDO – 

Indoleamine 2,3 Dioxygénase) (Ivashkiv and Donlin, 2014).  

L’absence de LTH contribue au développement de l’épuisement et à la persistance des 

infections chroniques, ce qui a été démontré expérimentalement par déplétion des LTH dans 

le modèle murin d’infection au LCMV (Matloubian et al., 1994) (Figure 6). Des facteurs clés 

comme l’IL-21, apportés par les LTH lors d’infections sont essentiels au bon développement 

d’une réponse T antivirale efficace (Fröhlich et al., 2009). Par ailleurs, la présence de LTreg 

dans le milieu inflammatoire favorise l’épuisement lors d’infections chroniques (Figure 6). 

Expérimentalement, la déplétion seule des LTreg ne permet pas de rétablir l’immunité anti 

LCMV chez la souris. Combinée avec le blocage de PD-1, l’absence de LTreg augmente la 

clairance du virus plus efficacement que le blocage de PD-1 seul. Ces données suggèrent 

un rôle des LTreg dans le maintien de l’épuisement des LT spécifiques (Penaloza-MacMaster 

et al., 2014). Chez l’homme, les LTreg sont plus fréquents dans le sang périphérique chez des 

patients atteints de VIH et de HCV et pourraient participer à la chronicité de ces pathologies 

(Wherry and Kurachi, 2015). Les LTreg interviennent dans de nombreuses voies régula-

trices et peuvent favoriser indirectement le développement de l’épuisement : augmentation 

de l’expression de ligand des récepteurs inhibiteurs par les CPAs, sécrétion des cytokines 

immunosuppressives (IL-10 par exemple).  

d- L’épuisement comme état de différenciation du LT 

Les études génomiques supportent l’idée que l’épuisement cellulaire représente un état 

de différenciation bien défini des LT. Les cellules épuisées ont notamment un profil transcrip-
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tomique différent des cellules effectrices et des cellules mémoires (Wherry et al., 2007). Plu-

sieurs voies transcriptomiques sont impliquées dans l’épuisement des LT (Figure 6). Le fac-

teur de transcription Blimp-1 est très fortement exprimé par les LT CD8+ épuisés (plus forte-

ment que par les LT CD8+ effecteurs fonctionnels). Blimp-1 induit la surexpression des récep-

teurs inhibiteurs par les cellules épuisées (Shin et al., 2009). Les facteurs de transcription 

Eomes et T-bet permettent de définir deux états d’épuisement des LT lors d’infections virales 

chroniques : une faible partie exprime fortement T-bet et PD-1 de façon intermédiaire et con-

serve un fort potentiel prolifératif, et une plus large partie exprime fortement EOMES ainsi 

que PD-1 et constitue le stade terminal d’épuisement décrit jusqu’à présent (Paley et al., 

2012). D’autres facteurs de transcription sont impliqués dans l’épuisement des LT comme 

NFAT, BATF, VHL, FOXO1 et FOXP1 (Wherry and Kurachi, 2015).  

e- L’anergie et l’épuisement : deux états distincts de dysfonction des LT 

Fonctionnellement, l’anergie (ou la tolérance adaptive in vivo) et l’épuisement des LT 

sont caractérisés par la perte des capacités effectrices et l’absence de prolifération (figure 5). 

C’est au niveau des mécanismes d’induction et d’un point de vue moléculaire qu’il existe des 

différences entre ces deux états de dysfonction des LT. L’anergie est induite rapidement et 

au moment de l’activation des LT alors que l’épuisement est progressif, et les dysfonctions 

apparaissent au cours du temps, et en présence de signaux de costimulation au moment de 

la phase aiguë de l’infection. Les profils d’expression génique des cellules anergiques et des 

cellules épuisées sont différents. Malgré certaines similitudes comme l’expression commune 

de NFAT, de nombreux gènes ne sont exprimés que par les cellules anergiques (grail, egr2 

et egr3 par exemple) (Wherry et al., 2007). Il est important de remarquer aussi que 

l’épuisement a surtout été décrit comme état de dysfonction des LT CD8+ (bien qu’il existe 

des LT CD4+ épuisés, (Wherry and Kurachi, 2015), alors que l’anergie est plutôt décrite pour 

les LT CD4+, il est donc possible qu’il existe un état de dysfonction préférentiel selon le sous 

type de LT impliqué.   

5- La déviation immune  

Outre le contrôle de LT effecteurs par induction d’anergie, par tolérisation ou par épui-

sement, la tolérance en périphérie peut également être la conséquence d’une modification 

de la fonction effectrice des lymphocytes activés, et notamment via le type de cytokines sé-

crétées. Plusieurs sous populations de LTH  sont décrites (Th1, Th2, Th17, Th9, Th22, Treg). 

Il existe une grande plasticité entre ces différentes sous populations, relativement dynamique 

et dépendante de l’environnement. La polarisation des LT CD4+ dépend de l’expression de 

facteurs de transcription, qui favorisent la production d’un nombre restreint de cytokines. 

Certains profils de sécrétion comme le profil TH1 favorisent l’inflammation, l’activation et la 
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différenciation des LT. D’autres profils au contraire sont plutôt anti-inflammatoires et dévient 

la réponse immunitaire (TH2). La balance entre les différents profils de sécrétion permet le 

contrôle de la réponse immunitaire. Certaines conditions dépendantes du microenvironne-

ment favorisent le développement de LTreg, spécialisés dans le contrôle de la réponse immu-

nitaire. Ce sous type cellulaire est défini par l’expression du facteur de transcription FoxP3. 

Les LTreg sécrètent de fortes quantités d’IL-10 et suppriment la réponse effectrice localement. 

L’activité des LTreg est hautement dépendante de l’IL-2. 

 

IV- Les LTreg suppriment les réactions immunes en périphérie 
 

1- Les LT CD4+ régulateurs  

Depuis leur découverte en 1995 (Sakaguchi et al., 1995), les LTreg CD4+ sont probable-

ment les cellules régulatrices aujourd’hui les plus étudiées. Les LTreg CD4+ sont réparties en 

deux populations : les LT reg naturels (nTreg) et les LTreg induits (iTreg). Les nTreg expriment 

le facteur de transcription FoxP3 (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 2003) ainsi que de hauts 

niveaux de CD25. Le facteur de transcription FoxP3 est primordial dans l’induction, et 

l’acquisition des fonctions suppressives (Zheng and Rudensky, 2007). Les nTreg se différen-

cient dans le thymus, après sélection de thymocytes exprimant un TCR avec une affinité 

intermédiaire pour des antigènes du soi et de façon dépendante de signaux apportés par 

CD28 (Hsieh et al., 2012). Les nTreg contribuent principalement à la prévention des ré-

ponses dirigées contre des antigènes du soi en périphérie. Chez la souris, l’expression de la 

neuropiline-1 par les nTreg permet de les différencier des iTreg en périphérie (Kalekar et al., 

2016). Plusieurs pathologies autoimmunes à la fois chez l’homme et la souris (diabète de 

type I, sclérose en plaque) sont associées à une diminution du nombre de nTreg (Bluestone 

and Abbas, 2003).  

En périphérie, les LT CD4+ conventionnels peuvent se différencier en iTreg. L’induction 

de l’expression de FoxP3 par les LT CD4+ conventionnels a d’abord été observée in vitro, 

après activation en présence de TGFβ et d’IL-2 (Chen et al., 2003; Davidson et al., 2007; 

Fantini et al., 2004). Tout comme leurs homologues naturels, les iTreg expriment fortement 

CD25 lorsqu’ils sont activés (l’expression de CD25 dépendant de l’engagement du TCR), 

CTLA-4 et GITR. Une stimulation antigénique est requise pour leur activation après quoi ils 

suppriment la réponse des LT effecteurs (Lohr et al., 2006). La conversion des LT CD4+ con-

ventionnels en iTreg dépend en grande partie de la façon dont est présenté l’antigène. 

L’activation par exemple par des CPAs immatures ou tolérogènes (Coombes et al., 2007; 

Sun et al., 2007), et l’absence de costimulation favorise l’induction de LTreg. L’engagement de 

CTLA-4 n’est pas essentiel mais facilite le développement des iTreg in vitro (Barnes et al., 
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2013; Zheng et al., 2006). Les signaux apportés par l’interaction entre PD-1 et PD-L1 favori-

sent l’induction et la maintenance des iTreg (Francisco et al., 2009). La surexpression de 

PD-L1 par les cellules hématopoïétiques et non hématopoïétiques est un moyen 

d’autoprotection contre les dommages tissulaires provoqués par les LT effecteurs auto-

réactifs. Elle permet de réguler leur fonction et d’induire des cellules régulatrices (Keir et al., 

2008).  

 

Les LTreg CD4+ disposent d’une panoplie importante de mécanismes pouvant supprimer 

la réponse immunitaire (Figure 7), qui peuvent être classés en trois catégories principales : la 

suppression dépendante d’un contact cellulaire, dépendante de désordres métaboliques et la 

sécrétion de cytokines inhibitrices.  

(1) La suppression dépendante de contacts cellulaires : CTLA-4, en interagissant avec 

CD80 et CD86 transmet un signal négatif aux CPAs, ce qui module leur capacité im-

munostimulantes (diminution de l’expression de CD80/86, (Onishi et al., 2008). Lag3 

interagit avec les CMH II inhibant l’activation des CPAs (Liang et al., 2008).  

Figure 7 : Les principaux mécanismes de suppression des LTreg CD4+ 
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(2) La suppression associée à des désordres métaboliques : l’expression constitutive de 

CD25 par les LTreg CD4+ engendre leur forte consommation d’IL-2, appauvrissant le 

milieu et générant un manque, entrainant l’entrée en apoptose des LT effecteurs (de 

la Rosa et al., 2004). Ils sont aussi capables de générer de l’adénosine qui supprime 

la fonction des LT effecteurs après fixation sur son récepteur (Deaglio et al., 2007).  

(3) La production de cytokines inhibitrices : les LTreg CD4+ produisent de fortes quantités 

d’IL-10, de TGFβ ou d’IL-35 qui inhibent la prolifération des LT effecteurs et diminuent 

l’activation des CPAs (Schmitt and Williams, 2013). 

 

2- Les LT CD8+ régulateurs  

La régulation active par des LT régulateurs est un élément primordial dans le maintien 

de la tolérance au soi et le retour à l’homéostasie lors d’une réponse adaptative. Les LT 

CD8+ ont été les premiers sous types cellulaires décrits comme possédant des activités sup-

pressives (Gershon, Kondo 1970). Néanmoins, les difficultés pour caractériser cette popula-

tion et pour identifier des marqueurs différenciant les cellules suppressives de l’ensemble 

des LT CD8+ a limité leur étude. La découverte par Hall (Hall J Exp Med 1990) et Sakaguchi 

(JI 1995) de LT CD4+ possédant une activité suppressive et sur-exprimant le marqueur CD25 

a engendré une recrudescence des études sur la recherche de LTreg.  

a- Définition 

Donner une définition précise des LTreg est actuellement impossible tant il existe une di-

versité de populations décrites dans la littérature. Leur diversité est observée d’une part 

phénotypiquement : pour le moment, aucun marqueur de surface ne permet de différencier 

les LTreg CD8+ des LT CD8+ conventionnels (Lu and Cantor, 2008). Ils sont donc définis par 

une combinaison de marqueurs différents d’un modèle à un autre (Tableaux 5 et 6). Le 

nombre de populations de LTreg CD8+ décrites à la fois chez l’homme et chez le rongeur a 

largement augmenté ces dernières années. A ma connaissance, plus d’une dizaine de popu-

lations différentes ont été identifiées (Tableaux 5 et 6). Les LTreg CD8+ ont été décrits dans 

de nombreux modèles d’autoimmunité (Hu et al., 2004; Najafian et al., 2003; Rifa’i et al., 

2004; Tang et al., 2006), d’alloimmunité (Boor et al., 2011; Dai et al., 2010; Ezzelarab et al., 

2016; Guillonneau et al., 2007; Xystrakis et al., 2004), de développement tumoral (Filaci et 

al., 2007; Wei et al., 2005) ou dans le contrôle de la réponse immunitaire lors d’infections 

(Chen et al., 2013b; Molloy et al., 2011).   
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Espèce Dénomination Pathologie/modèle Origine Spécificité antigénique Phénotype Mécanisme de suppression Ref 

Souris 

LTreg restreint par Qa-1 modèle d'autoimmunité (EAE, 
diabète de type I, Lupus) Thymique Complexe Qa-1-peptide à la 

surface des LT CD4+ activés 

phénotype mémoire : CD44+ 
CD122+ Ly49+ Ly6c+ 

marqueurs des Treg : CTLA-4- et 
CD127 inchangés FoxP3- CD25+ et 

GITR+ 

Induction de la mort de LT CD4+ activés 
(perforine) et induction de signaux négatifs 
contact dépendant. Inhibition de l’activité 

des LTFH  

1 

LTreg CD8αα restreint 
par Qa-1 

modèle d'EAE (vaccination contre 
la MBP) 

expansion in 
vivo après 

vaccination 
contre le Vβ8.2 

Complexe Qa-1-peptide du 
Vβ8.2 exprimé par les LT 

CD4+ spécifiques de la MBP 

après stimulation de clones in 
vitro : CD69+ CD25+ CD122int 

CD44+ CD62L- 

Induction de la mort des LT CD4+ spéci-
fiques de la MBP (TCR Vβ8.2) 2 

LTreg CD8+ CD122+ Treg autoimmunité et homéostasie des 
populations lymphocytaires Thymique  

phénotype mémoire : CD44+ 
CD62L+ 

Les travaux suivants précisent que le sous 
type CD49dlow (Akane PNAS 2016) ont de 
plus fortes capacités suppressives induite 
par l'apoptose de LT cibles via Fas -FasL 

3 

LTreg CD8+ CD28- 

modèle d'EAE chez la souris CD28 
KO (susceptible à l'EAE si déplétion 
des LT CD8+ dans un modèle induit 

par la MOG) 

Thymique  

phénotype mémoire : CD122+ 
CD45RB+ CD44+ et CD62L+  

NK1.1- CD25- CD210- CD132+ 

Suppression des LT CD4+ spécifiques de la 
MOG (diminution de la prolifération et de 
la sécrétion d'IFNγ), suppression nécessi-
tant la présence de CPAs et contacte dé-

pendante. 

4 

LTreg CD8+ CD122+ PD-1+ 
modèle allogénique de greffe de 
peau chez la  souris B6 Rag KO 

reconstituée 
Thymique  

phénotype mémoire : CD44+ 
CD62L+ 

Inhibition de l'activation et de la proliféra-
tion de LT par sécrétion d'IL-10 (optimale si 

engagement de CD28 et PD1) 
5 

LTreg CD8+ CD11chi 

modèles d'infection à Listeria mo-
nocytogenes ou Staphylococcus 
aureus (stades tardifs de la ré-

ponse) 

Périphérique : 
retrouvés dans 

la rate  

phénotype mémoire : CD122hi 
CD69low CD44+ CD62L-  

cytokines : IFNγ-, IL10-, TGFβ- 

Cytotoxicité potentielle contre les cellules 
cibles (FasLhi) mais surtout contre les LT 

CD4+ activés in vitro et in vivo et de façon 
antigène indépendante 

6 

LT CD8+ suppressif 

modèle murin d'infection à l'her-
pesvirus γ : les LT CD8+ spécifiques 

injectés deviennent suppressif 
(sécrétion d'IL-10) 

Transfert adop-
tif de LT CD8+ 
spécifiques  

CD127low CD43hi CD62Llow CD44int 
PD-1+  

expression de CD122 

sécrétion d'IL-10 par des LT CD8+ (pool de 
cellules spécifiques et non spécifiques du 

virus) 
7 

Rat 

LTreg CD8+ CD45RClow in vitro puis in vivo dans un modèle 
de GvHD chez le rat Thymique  FoxP3+ CTLA-4+ 

Diminution de la prolifération et la diffé-
renciation des LT CD4+ autologues, par des 

mécanismes contacts dépendants 
8 

LTreg CD8+ CD45RClow 
Induits in vivo par traitement avec 
CD40Ig, permettent l’acceptation 

d’allogreffes cardiaques  

Reconnaissance 
d’allopeptides dérivés de 

CMH 
FoxP3+, GITR+  

Importance de la production d’IFNγ et 
d’IDO dans la suppression du rejet 

 
9 

1 : Hu et al., 2004 
2 : Tang et al., 2006 
3 : Rifa’i et al., 2004 
4 : Najafian et al., 2003 
5 : Dai et al., 2010 

6 : Chen et al., 2013b 
7 : Molloy et al., 2011 
8 : Xystrakis et al., 2004 
9 : Guillonneau et al., 2007 
 

Tableau 5 : Les différentes populations de LTreg CD8+ décrites chez la souris et le rat  
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Espèce Dénomination Pathologie/modèle Origine Spécificité antigénique Phénotype Mécanisme de suppression Ref 

Singe Rhesus LT CD8+ Eomeslow CTLA-
4hi 

modèle de greffe rénale chez le 
singe  allospécifique  

Pas de démonstration de leur effet sup-
presseur mais leur augmentation chez le 

singe est associée à la survie 
10 

Humain 

LTreg CD8+ FoxP3+ 
in vitro, par stimulation par des 

monocytes CD14+ en présence d'Ac 
anti-CD3/28 ou de SEB 

in vitro  

CD25+ FoxP3+ CD28+ CTLA-4+ 
GITR+  

sécrétion de GrA, GrB et Perforine 

Suppression contact dépendante malgré la 
sécrétion de PGE2, IL-10 et TGFβ 

 Diminution de la prolifération et de la 
production de cytokines mais pas des 

capacités cytotoxiques des LT CD4+ et CD8+ 

11 

LTreg CD8+ Lag3+ CD25+ 
FoxP3+ CCL4+ 

restimulation in vitro de PBMCs de 
patients et détection dans des 

granulomes de patients 
in vitro BCG principalement Lag3+ CD25+ FoxP3+ CCL4+  12 

LTreg CD8+ CD28- FoxP3- 

détectés dans les TIL extraits de 
tumeurs humaines, aussi présents 
dans LN des organes métastasés et 

dans le sang périphérique 

TIL (Tumor 
Infiltring Cells)  CD28low 

Leur génération dépend de la sécrétion 
d'IL-10 ou GM-CSF par cellules tumorales. 
Papier souhaitant montrer la présence de 

LTreg CD8+ dans les tumeurs 

13 

LTreg CD8+ CD103+ 
Stimulation allogénique in vitro de 

LT CD8+ CD103- de PBMC de pa-
tients sains 

in vitro allogénique (stimulation en 
présence de PBMC irradiés) 

CD103+  
sécrétion d'IL4, IL-10 et TGFβ 

La suppression in vitro ne dépend pas de 
l'alloantigène, mais est contact dépen-
dant, malgré la sécrétion de cytokines 

anti-inflammatoire 

14 

LTreg CD8+ Lag3+ FoxP3+ 
CTLA-4+ 

LTreg induits in vitro par des pDCs 
humains allogéniques stimulés par 

des ligands de TLR 
in vitro allogéniques (stimulation 

par pDCs allogéniques) CD38+ FoxP3+ CTLA-4+ Lag3+ 
La suppression dépend de CTLA-4 et non 
pas d'une mort induite ou de la sécrétion 

de cytokines 
15 

LTreg CD8+ IL-10+ CCR7+ 

CD45RO+ 

pDCs présents dans les ascites de 
patients atteints de cancers, isolés 

pour stimuler des LT autologues 
présents dans les ascites 

in vitro peptide de Her2/neu (Ag 
tumoral) IL-10+ CCR7+ CD45RO+ 

Suppression de la fonction effectrice de LT 
activés avec des cellules myéloïdes via la 

sécrétion d'IL-10 
16 

LTreg CD8+ CXCR3+ 

identification de CXCR3 comme 
marqueur de LTreg CD8+ CD122+ 

murin. Présence de LT CD8+ CXCR3+ 
CD122- chez l'homme (PBMC) avec 

capactité suppressive in vitro 

Thymique  CD45RA- CD62L+ CD28+ 

Inhibe la prolifération et la sécrétion 
d'IFNγ  

Sécrétion d'IL-10 mais il n'est pas décrit si 
les mécanismes de suppression en dépen-

dent. 

17 

10 : Ezzelarab et al., 2016 
11 : Mahic et al., 2008 
12 : Joosten et al., 2007 
13 : Filaci et al., 2007 
 

14 : Uss et al., 2006 
15 : Boor et al., 2011 
16 : Wei et al., 2005 
17 : Shi et al., 2009 
 

Tableau 6 : Les différentes populations de LTreg CD8+ décrites chez le singe et l’homme  
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La recherche d’homologies avec les LTreg CD4+ a néanmoins permis de mettre en évi-

dence l’expression de chaines communes du récepteur à l’IL-2 chez la souris. Alors que les 

LTreg CD4+ expriment fortement la chaine alpha du récepteur à l’IL-2, c’est la chaine beta 

(CD122), commune avec le récepteur à l’IL-15 qui est surexprimée généralement par les 

LTreg CD8+. L’IL-15 est d’ailleurs un facteur clé dans le développement des LTreg CD8+ chez la 

souris : il est impossible d’en détecter chez des souris déficientes en IL-15 (Kim and Cantor, 

2011; Liu et al., 2015). Cependant, l’expression du CD122 ne permet pas d’identifier les LTreg 

CD8+ chez l’homme. Le facteur de transcription FoxP3, associé aux fonctions suppressives 

des LTreg CD4+ (Zheng and Rudensky, 2007), n’est pas nécessairement exprimé par les LTreg 

CD8+.  

b- Les mécanismes de suppression des LTreg CD8+ 

 

 

Du fait de la diversité des LTreg CD8+, un large panel de mécanismes suppresseurs a été 

mis en évidence. La plupart des LTreg CD8+ décrits dans la littérature sécrètent de fortes 

quantités d’IL-10 et parfois de TGFβ, mais elles ne sont généralement pas associées direc-

tement à la suppression in vitro (Figure 8 et Tableaux 5 et 6). La sécrétion d’IL-10 par les 

LTreg CD8+ CD122+ murins permet l’inhibition de la prolifération de LT répondeurs in vitro (Dai 

Figure 8 : Les principaux mécanismes de suppression des LTreg CD8+ 
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et al., 2010). La sécrétion d’IL-10 est optimale lorsque PD-1 et CD28 sont engagés dans ce 

modèle. In vivo, le blocage de l’IL-10 produit par les LTreg CD8+ accentue le rejet d’allogreffe 

de peau chez la souris (Dai et al., 2010). In vitro, il a été montré que la production de TGFβ 

par les LTreg CD8+ facilitait la différenciation de LT CD4+ conventionnels en LT régulateurs 

exprimant FoxP3 (Lerret and Luo, 2014). La suppression peut aussi être causée par la pro-

duction d’IFNγ et d’IDO, inhibant la prolifération de LT CD4+ alloréactifs in vitro (Li et al., 

2010).  

Dans la majeure partie des cas, la suppression nécessite un contact cellulaire. Les LTreg 

CD8+ peuvent engendrer la mort de LT CD4+ répondeurs par sécrétion de perforines (Lu et 

al., 2008) ou par induction de l’apoptose dépendante de la voie Fas/FasL (Akane et al., 

2016) (Figure 7). Les travaux de cette équipe suggèrent un rôle primordial des LTreg CD8+ 

CD122+ dans le maintien de l’homéostasie des populations lymphocytaires. Ces résultats 

sont appuyés par le fait que l’induction de la mort de LT CD8+ CD122- (cibles) par 

l’engagement de Fas n’est possible qu’après leur reconnaissance par le TCR des LTreg CD8+ 

(Akane et al., 2016).  

Les LTreg CD8+ peuvent aussi altérer l’expression de molécules de costimulation par les 

CPAs in vitro (Lerret and Luo, 2014) (Figure 7). Par homologie avec les LTreg CD4+, ce mé-

canisme pourrait dépendre de l’expression de CTLA-4. L’expression de Lag3 et PD-1 par 

certaines populations de LTreg CD8+ pourrait aussi contribuer à limiter l’activation de LT CD4+ 

en périphérie. Les LTreg CD8+ restreint à Qa-1 sont aussi impliqués dans la régulation de la 

production d’auto-anticorps, en inhibant l’activation de LTFH. La modification génétique de 

Qa-1 à la surface des LTFH inhibe les processus de régulation, conduisant au développement 

de symptômes autoimmuns chez la souris (Kim et al., 2010) (Figure 7). 

c- Les LTreg CD8+ en transplantation 

Une grande partie des études portant sur les LTreg CD8+ ont montré leur importance 

dans le contrôle de la tolérance au soi, notamment dans des modèles d’autoimmunité chez 

la souris comme l’EAE (Tang et al., 2006) ou le Lupus érythémateux disséminé (Kim et al., 

2010). Les LTreg CD8+ peuvent aussi contribuer à l’amélioration de la survie d’allogreffe. Le 

transfert adoptif de LTreg CD8+ CD122+, présents naturellement dans la rate de souris naïves, 

améliore plus efficacement la survie d’îlots pancréatiques que le transfert de LTreg CD4+ dans 

un modèle de souris lymphopéniques et reconstituées (Dai et al., 2014). Dans un modèle 

d’allogreffe cardiaque chez le rat, le blocage de la costimulation à l’aide de CD40Ig permet la 

survie à long terme du greffon, associée à l’induction de LTreg CD8+ CD45RClow (Guillonneau 

et al., 2007). Les LTreg reconnaissent un peptide dominant dérivé de la région polymorphique 

de CMH II du donneur. L’expansion de LTreg CD8+ CD45RClow par des pDCs présentant ces 
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peptides permet de conserver leur fonction et d’induire la tolérance à l’allogreffe cardiaque 

chez le rat naïf (Picarda et al., 2014). Des populations de LTreg CD8+ sont aussi impliquées 

dans la prolongation de la survie à des allogreffes de CSH et à des xénogreffes de cornée 

(Ligocki and Niederkorn, 2015). 

Chez l’homme, la fréquence de LTreg CD8+ CD28- est augmentée dans le sang de pa-

tients après transplantation cardiaque comparée à des donneurs sains (Colovai et al., 2003). 

Des études antérieures ont démontré in vitro que les LTreg CD8+ CD28- humains pouvaient 

supprimer la réponse alloréactive des LTH après reconnaissance de molécules de CMH I du 

donneur (inhibition de l’expression des molécules de costimulation) (Liu et al., 1998). 

 

V- Les Lymphocytes T effecteurs et anergiques participent au main-
tien de la tolérance  

Le rôle immunorégulateur des LTreg dans le microenvironnement inflammatoire a large-

ment été décrit. La présence de cellules anergiques dans le milieu pourrait aussi orienter la 

réponse immunitaire. Certaines démonstrations expérimentales vont d’ailleurs dans ce sens. 

In vitro, la culture de LT CD4+ mais aussi de LT CD8+ rendus anergiques en présence de LT 

répondeurs et de DCs présentant l’antigène induit une diminution de la prolifération des cel-

lules répondeuses qui est dépendante du contact cellulaire mais indépendante de facteurs 

solubles. Ces observations sont associées à une diminution de l’expression de CMH II et de 

molécules de costimulation CD80 et CD86 et impliquent l’expression de CTLA-4 par les cel-

lules rendues anergiques (Steinbrink et al., 2002; Vendetti et al., 2000).  

L’importance des cellules anergiques dans le maintien de la tolérance aux antigènes du 

soi a été démontrée in vivo en 2016. Les auteurs ont identifié des marqueurs (FoxP3- CD44hi 

CD73hi FR4hi) permettant d’isoler des LT CD4+ auto-réactifs, polyclonaux et anergiques chez 

des souris saines. Les LT CD4+ anergiques représentent 2 à 5% des LT CD4+ périphériques 

et restent à un état quiescent malgré l’expression membranaire de marqueur d’activation 

(CD69, PD-1 et CTLA-4), généralement associé à l’engagement du TCR. In vivo, les LT 

CD4+ anergiques sont capables de se différencier en LTreg, d’exprimer FoxP3 et de contrôler 

des réponses autoimmunes. Ce sont donc des précurseurs potentiels de cellules régulatrices 

(Kalekar et al., 2016). Ces résultats démontrent les fortes capacités d’adaptation de la ré-

ponse immunitaire visant à contrôler et maintenir l’intégrité des tissus ciblés par de poten-

tielles cellules auto-réactives.  

Lors de pathologies microbiennes, la production de facteurs solubles comme les TNF 

permet le contrôle des infections intracellulaires, et contribue aussi au développement de 

l’inflammation, pouvant causer de forts dommages tissulaires. L’établissement de patholo-
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gies chroniques peut même conduire à un fort remodelage des tissus et des phénomènes de 

fibroses. Dans des modèles d’infections parasitaires (malaria et leishmaniose), associés à 

des hauts niveaux de relargage de TNF, le contrôle des dommages tissulaires est régulé par 

la production d’IL-10 dépendante de l’expression de Blimp-1 par les LT CD4+ (Montes de 

Oca et al., 2016). Dans ces différents modèles, Blimp-1 est exprimé par les LT CD4+ spéci-

fiques sécrétant de l’IFNγ en présence d’IL-12, produite largement lors d’inflammation. Lors 

d’infections chroniques au LCMV chez la souris, l’expression de Blimp-1 par les LTH1 spéci-

fiques du virus permet leur déviation en cellules sécrétant de l’IL-10, ce qui constitue une 

nouvelle voie de contrôle négatif de la réponse anti infectieuse (Parish et al., 2014) et contri-

bue à nouveau à la protection du soi contre des réponses immunitaires excessives.  

Ces résultats récents suggèrent que des cellules caractérisées par leur état de dysfonc-

tion ou des cellules effectrices sont capables de se différencier sous certaines conditions et 

d’acquérir de nouvelles fonctions, et notamment des fonctions suppressives et régulatrices. Il 

s’agit de nouvelles boucles de contrôle des réponses immunitaires généralement exacer-

bées et pouvant conduire à une forte perte d’intégrité tissulaire. 

 

VI – La tolérance en transplantation 

1- La tolérance opérationnelle  

La prise de traitements immunosuppresseurs chez des patients transplantés a permis 

de largement augmenter la survie des greffons. Dès les années 1990, plusieurs cas de tolé-

rance à des greffes rénales ou hépatiques (Starzl et al., 1993a) ont été observés. Ces cas 

spontanés de tolérance sont généralement mis en évidence après arrêt de la prise de traite-

ments immunosuppresseurs chez des patients non observant ou lors de complications liées 

à la forte immunosuppression (toxicité, développement tumoral, Partie I.III.2). La tolérance 

dite opérationnelle après transplantation est aussi observée en clinique, où environ 20% des 

patients conservent un greffon fonctionnel malgré la diminution voire l’arrêt des traitements 

immunosuppresseurs lors de transplantation hépatique (Levitsky, 2011).  

Les modèles plus anciens d’allogreffes hépatiques chez le cochon (Calne et al., 1969) 

avaient déjà démontré la forte proportion de tolérances spontanées et spécifiques des anti-

gènes du donneur. La greffe hépatique réalisée en même temps qu’une greffe rénale permet 

même une survie indéfinie du rein greffé, alors qu’il est rejeté rapidement par des animaux 

contrôles (Calne et al., 1969). Chez le rat, les greffes simultanées de foie et de cœur (Kama-

da and Wight, 1984), de rein (Kamada et al., 1985) ou de peau (Kamada et al., 1980) favori-

sent l’acceptation des greffons. Les mécanismes favorisant l’induction de la tolérance systé-
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mique après une greffe de foie sont mal compris. Ils pourraient dépendre de la présence de 

molécules de CMH I solubles (Sumimoto and Kamada, 1990) fortement synthétisées au ni-

veau du foie (Spencer and Fabre, 1987) et pouvant inhiber les CTL spécifiques des anti-

gènes du greffon. D’autres hypothèses suggèrent la présence de molécules Fas solubles ou 

d’autres facteurs solubles non identifiés (Alex Bishop et al., 2012). Il a aussi été émis la pos-

sibilité de l’établissement d’un chimérisme de cellules hématopoïétiques provenant du foie 

du donneur chez le receveur, même si aucune évidence expérimentale n’a encore été appor-

tée.  

Chez l’homme, les études cliniques montrent aussi un effet protecteur de la greffe de 

foie sur la greffe rénale, avec des taux de rejets aigus et chroniques plus faibles que chez 

des patients greffés rénaux (Lang et al., 2001). La combinaison des deux greffes protège 

simultanément du rejet des deux organes, avec une diminution significative de rejet de 

l’allogreffe hépatique comparée au rejet observé chez des patients greffés seulement d’un 

foie (Rana et al., 2008). Ces données cliniques et précliniques démontrent d’une part, la 

possibilité d’induire une tolérance immune spécifique des antigènes du donneur chez 

l’homme et d’autre part, l’apport des propriétés tolérogènes du foie dans la tolérance allogé-

nique systémique, même si les mécanismes sont encore incompris. 

2- L’induction de la tolérance à la greffe : nouvelles stratégies et problé-
matiques  

Rendre le système immunitaire du receveur tolérant vis-à-vis des antigènes du greffon 

pourrait en théorie permettre d’éviter le rejet du greffon tout en palliant aux problèmes liés à 

la prise des traitements immunosuppresseurs. Actuellement, plusieurs stratégies d’induction 

de la tolérance à la greffe sont testées chez l’homme dans le cadre d’essais cliniques, cer-

taines spécifiques du donneur comme l’induction d’un chimérisme entre cellules hématopoïé-

tiques du donneur et du receveur. D’autres stratégies sont basées sur les connaissances 

des médiateurs cellulaires de la régulation de la réponse immunitaires et visent à induire la 

tolérance spécifique ou non spécifique du donneur par injection de cellules régulatrices : 

LTreg, DCs tolérogènes ou encore macrophages ou cellules souches mésenchymateuses 

(MSC). 

a- Induire un chimérisme  

Les stratégies d’induction d’un chimérisme pour favoriser la tolérance à une greffe 

d’organe ont largement été développées et elles ont démontré leur efficacité chez le rongeur 

dès les années 1990 (Jankowski and Ildstad, 1997). La principale barrière dans la constitu-

tion d’un chimérisme est la réaction immunitaire dirigée d’une part contre les cellules 

souches hématopoïétiques (CSH) du donneur et d’autre part les réactions des cellules diffé-
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renciées du donneur contre l’hôte (ou GvHD pour Graft versus Host Disease). Ces réactions 

dépendent en premier lieu du conditionnement à la fois du receveur et des CSH du donneur. 

Plusieurs essais cliniques ont été menés chez des patients avec des variations dans les pro-

tocoles de constitution du chimérisme (traitements lymphodéplétants, irradiation lymphoïde 

ou thymique, conditionnement des CSH du donneur). Les patients inclus dans ces essais 

cliniques reçoivent simultanément une greffe rénale ainsi qu’un traitement d’induction immu-

nosuppresseur, dont la dose diminue au cours de la première année. Les résultats de ces 

différentes études sont prometteurs et ils démontrent la persistance du chimérisme à 1 an 

post-greffe, avec une réduction conséquente voire un arrêt total de la prise de traitement 

immunosuppresseurs sans signes de rejet chez environ la moitié des patients inclus dans 

ces essais (Kawai et al., 2008; Leventhal et al., 2012; Scandling et al., 2012).  

b- Thérapies cellulaires basées sur l’utilisation de LTreg 

D’autres approches de thérapies cellulaires sont testées actuellement en transplanta-

tion. L’importance des LTreg dans l’induction et le maintien de la tolérance en transplantation 

a d’abord été observée dans différents modèles expérimentaux puis chez les patients ayant 

acquis une tolérance opérationnelle (Graca et al., 2002; Levitsky, 2011). Le développement 

de techniques permettant d’amplifier efficacement les LTreg in vitro tout en conservant leur 

phénotype et leurs fonctions suppressives (Earle et al., 2005; Hoffmann et al., 2004) a per-

mis leur utilisation en transplantation. Les modèles animaux ont par ailleurs mis en évidence 

l’intérêt d’utiliser des LTreg spécifiques d’antigènes du donneur (Joffre et al., 2008; Sagoo et 

al., 2011), bien qu’ils soient plus difficiles à isoler et à amplifier (Page et al., 2012). Leur utili-

sation chez l’homme dans le traitement de la GvHD ou du diabète de type I a donné des 

résultats encourageants. Des essais cliniques sont actuellement en cours chez des patients 

transplantés (rein ou foie), avec par exemple, des résultats prometteurs et un arrêt des trai-

tements immunosuppresseurs chez 7/10 patients transplantés hépatiques et ayant reçu si-

multanément des LTreg autologues amplifiés in vitro et spécifiques du donneur (Todo et al., 

2016). 

c- Orientation de la présentation antigénique : utilisation de CPAs tolérogènes 

Les nombreuses propriétés immunorégulatrices des DCs immatures ou rendues toléro-

gènes (faible expression de molécules de CMH et de costimulation, sécrétion de cytokines 

anti-inflammatoires, résistance à l’activation par les signaux de danger et à la ligation de 

CD40L, induction de l’apoptose des LT effecteurs et induction de LTreg) (Thomson et al., 

2009) font de ces cellules de bonnes cibles dans l’induction de la tolérance. Suite à de très 

bons résultats précliniques, des essais d’induction par transfert de DC tolérogènes sont en-

visagés en transplantation chez l’homme. Des essais cliniques de phase I ont été menés 



48 
 

dans le traitement du diabète de type I (Giannoukakis et al., 2011) et de l’arthrite rhumatoïde 

(Benham et al., 2015) avec la preuve de faisabilité et de la potentielle efficacité de la théra-

pie. D’autres cellules d’origine myéloïde ont fait l’objet d’études cliniques. L’injection de ma-

crophages immunorégulateurs (ou Mreg, ou TAIC pour Transplant Acceptance-Inducing 

Cells) chez des patients transplantés rénaux a permis de minimiser de façon précoce la prise 

de traitements immunosuppresseurs sans provoquer d’épisodes de rejet aigu 3 ans après la 

greffe (Hutchinson et al., 2008a, 2008b).  

Les cellules stromales mésenchymateuses ont la capacité d’inhiber l’activation et la pro-

lifération des LT par production d’IDO par exemple. Elles favorisent l’augmentation de la pro-

portion de LTreg et leur injection simultanée lors de greffes d’îlots pancréatiques chez le rat a 

permis d’améliorer la survie des greffons à long terme. La pertinence de leur utilisation chez 

l’homme reste à démontrer, les résultats d’essais cliniques menés sur des patients atteints 

de GvHD sont pour le moment contradictoires et ils ne démontrent pas de bénéfice de la 

thérapie (Allison, 2009; Le Blanc et al., 2008). Le potentiel pour induire la tolérance en trans-

plantation d’autres types cellulaires comme les MDSCs (pour Myeloid-derived suppressor 

cells) (Dilek et al., 2012) et de certaines populations de LB (Chesneau et al., 2013) a été tes-

té dans des modèles précliniques avec des résultats encourageants (Chou et al., 2012; Du-

gast et al., 2008; Durand et al., 2015). 

d- Les problèmes de la thérapie cellulaire en transplantation 

Les traitements basés sur la thérapie cellulaire ont montré de bons résultats dans des 

modèles précliniques mais le degré d’immunorégulation n’est pas suffisant pour induire une 

tolérance totale en transplantation chez l’homme et ils nécessitent la combinaison avec 

d’autres traitements immunosuppresseurs. Ils ont aussi soulevé un certain nombre de pro-

blèmes, liés principalement aux procédures de conditionnement ou d’expansion des cellules 

régulatrices, avec des difficultés de reproductibilité notamment entre les différents centres 

d’investigation et nécessitant la standardisation des procédures, la nécessité d’une logistique 

et de structures importantes, de matériel qui génèrent des coûts de production élevés. Ces 

stratégies soulèvent aussi des questionnements d’ordre biologique, liés à la stabilité et la 

pureté des cellules injectées (différenciation après injection ou présence dans le pool de cel-

lules effectrices ou pro inflammatoires), à la génération d’effets non désirés et principalement 

la suppression non spécifique de l’immunité (apparition de cancers, augmentation du risque 

d’infection) (Bluestone et al., 2007). Ces différentes problématiques laissent la voie ouverte 

au développement de nouvelles stratégies thérapeutiques, et nous verrons par la suite 

l’intérêt que peuvent apporter par exemple les outils de transfert de gène en transplantation. 
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Partie 3 : Le foie, haut lieu de la tolérance immunologique 

« Ami modeste et organisé. Travailleur profond, permets que je te donne l'aile de mon 

chant. Le coup d'air, le bondissement de mon Ode. Elle naît de ton invisible machine et 

prend son vol dans ton infatigable et secret moulin, entraille délicate et puissante toujours 

vive et obscure. Tandis que le cœur sonne et s'arroge la partition de la mandoline, à l'inté-

rieur toi tu filtres, distribues, sépares, divises, multiplies, graisses, fais monter et recueilles 

les filets et les grâces de la vie. » Pablo Neruda, Ode au Foie, 1956  

Cette troisième partie a pour objectif de démontrer l’intérêt de cibler le foie dans le déve-

loppement de nouvelles stratégies d’induction de la tolérance. Je décrirai dans un premier 

temps, les particularités immunologiques du foie, et m’intéressant tout particulièrement à ses 

propriétés tolérogènes. Basé sur les nombreux travaux de thérapie génique déjà existant, je 

montrerai comment il est possible d’induire un état de tolérance en exprimant une protéine 

exogène spécifiquement dans le foie.  

I- Généralités et anatomie du foie (Mescher and Junqueira, 2013) 

 

 

Sinusoïdes 
hépatiques

Hépatocytes

Veine 
centrolobulaire

Canalicule biliaire

Lobules hépatiques

Canalicule biliaire
Veine centrolobulaire

Cellules 
réticuloendothéliales
Sinusoïdes hépatiques

Hépatocytes

Branche du canal 
biliaire
Branche de la veine 
porte hépatique

Branche de l’artère 
hépatique

Hépatocytes et 
sinusoïdes

Figure 9 : La microanatomie du foie. Le foie est composé de lobules hépatiques, autour desquels 
se situent des espaces portes constitués des branches de la veine porte hépatique, de l’artère 
hépatique et des canaux biliaires. Le sang d’origine portal et artériel se mélange dans de petits 
capillaires drainant la totalité des lobules hépatiques et appelés sinusoïdes. Les sinusoïdes se 
rejoignent au niveau des veines centrolobulaires qui drainent la veine cave inférieure. Source : 
Mescher and Junqueira, 2013 
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Le foie est un organe au rôle majeur dans l’organisme, responsable de plus de 500 fonc-

tions différentes, impliqué dans la synthèse de protéines, d’hormones, de facteurs sériques, 

dans la détoxification, dans la production de la bile, dans le stockage du glycogène, dans 

l’élimination et le renouvellement des érythrocytes. Le foie est situé en haut de la cavité ab-

dominale, juste sous le diaphragme. Sans doute parce qu’il est impliqué dans autant de fonc-

tions, le foie est l’organe interne le plus volumineux. Chez l’homme, il est constitué de 4 

lobes de taille différente. Sa micro-architecture reflète les nombreuses fonctions hépatiques. 

Le foie est composé de lobules hépatiques, autour desquels se situent des espaces portes 

constitués d’artérioles, de veinules portaux et de conduits biliaires. Il est perfusé par du sang 

provenant de l’artère hépatique mais aussi, et c’est ce qui en fait sa grande particularité, du 

sang veineux provenant de la veine porte. La veine porte provient directement de la rate, du 

pancréas et du tube digestif. Le sang d’origine portal et artériel se mélange dans de petits 

capillaires drainant la totalité des lobules hépatiques et appelés sinusoïdes. C’est un sang 

particulièrement riche en oxygène mais aussi en composants dérivés de la flore bactérienne 

intestinale et de nutriments absorbés dans le tractus digestif. Les sinusoïdes se rejoignent au 

niveau des veines centrolobulaires qui drainent la veine cave inférieure (Figure 9).  

Les hépatocytes, représentant environ 60% des cellules du foie, ne sont pas en contact 

direct continu avec la circulation sanguine. Les cellules endothéliales des sinusoïdes hépa-

tiques ou LSECs (pour Liver Sinusoide Endothelial Cells) forment une barrière fenestrée 

séparant les hépatocytes du flux sanguin et générant un espace appelé espace de Disse. 

Une partie des cellules immunitaires du foie y sont d’ailleurs situées. Les nombreuses fonc-

tions du foie nécessitent un flux sanguin important et régulier. Chez l’homme, le volume san-

guin perfusant le foie par jour est supérieur à 2000 litres. Avec ce fort afflux sanguin, les leu-

cocytes présents dans le sang circulent plus de 300 fois par jour dans le foie, dans un flux 

ralenti (25 à 250 µm/min) ce qui favorise les interactions entre les leucocytes et l’endothélium 

sinusoïdal. En parallèle, le sang provenant du système porte est très riche en antigènes pro-

venant de l’alimentation et de la flore bactérienne intestinale. Le foie est donc le point de 

rencontre principal entre les antigènes provenant du système porte et les leucocytes san-

guins. Le foie est aussi particulièrement enrichi en éléments du système immunitaire, impli-

qués à la fois dans la réponse innée et adaptative. 
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II- Le foie vu comme un organe lymphoïde impliqué dans la tolé-
rance immunologique  

 
1- Une multitude de réactions immunitaires siègent dans le foie 

Les divers antigènes provenant du système porte sont des agents potentiellement acti-

vateurs de la réponse immunitaire au niveau du foie. Classiquement, une telle richesse anti-

génique serait la cause d’une inflammation perpétuelle causant des dommages tissulaires et 

cellulaires importants et un afflux massif de leucocytes pro-inflammatoires. En fait, la ré-

ponse immunitaire à ces antigènes est faible voire inexistante dans le foie et cela malgré la 

présence de l’ensemble des composantes moléculaires et cellulaires nécessaires au déve-

loppement d’une réponse immune conventionnelle. Des mécanismes évolutifs favorisant le 

développement d’un environnement tolérogène se sont mis en place pour limiter la réponse 

immunitaire, et ainsi conserver l’intégrité du tissu hépatique et ses fonctions, malgré la pré-

sence importante d’antigènes exogènes. Ces mécanismes d’autoprotection limitent toute 

réponse exacerbée. L’implication du foie dans le phénomène de tolérance orale montre son 

potentiel tolérogène au niveau systémique. Ce processus connu depuis les années 1940 

(Chase et Sultzburger) permet de limiter toute réaction d’hypersensibilité envers les anti-

gènes d’origine alimentaire ou administrés par voie orale. Le rôle du foie dans l’induction de 

la tolérance orale a été suggéré en 1967 par H. Cantor et A. Dumont (Cantor and Dumont, 

1967) mais les mécanismes ont été mis en évidence plus tardivement. Callery et collabora-

teurs en développant un modèle de dérivation portale chez le rat, empêchant la circulation 

des antigènes d’origine alimentaire dans le foie, ont observé que l’hypersensibilité provoquée 

par l’injection sous cutanée d’ovalbumine mélangée à un adjuvant est significativement atté-

nuée chez des rats ayant ingéré l’ovalbumine 7 jours avant le test d’hypersensibilité. La tolé-

rance disparait lorsqu’une dérivation portale est appliquée. L’ingestion et la présentation des 

antigènes oraux dans le foie est essentielle au développement de la tolérance orale (Callery 

et al., 1989).  

Les propriétés tolérogènes du foie ont aussi été observées en transplantation. Calne et 

collaborateurs (Calne et al., 1969) ont, en effet, démontré à l’aide d’un modèle de greffe allo-

génique de foie chez le porc :  

(1) que la greffe hépatique avait une survie sans immunosuppression plus impor-

tante que d’autres greffes  

(2) qu’elle favorisait la survie d’une seconde greffe de cœur ou de peau du même 

donneur 

(3) que l’injection au préalable d’antigènes solubles du foie du donneur suffisait à in-

duire la survie du greffon.  
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Les propriétés tolérogènes du foie en transplantation d’abord démontrées chez l’animal 

ont été confirmées chez l’homme. Les premiers cas de tolérance opérationnelle ont été ob-

servés chez des patients après arrêt de la prise de traitements immunosuppresseurs, soit de 

façon spontanée, soit suite à l’apparition de désordres lymphoprolifératifs ou d’infections 

opportunistes (Rana et al., 2008; Rasmussen et al., 1995; Starzl et al., 1993b). 

Le concept du foie vu comme un organe lymphoïde provient de preuves expérimentales 

démontrant que les LT naïfs peuvent être directement activés par les cellules hépatiques. Le 

foie est riche en cellules immunitaires. En plus d’une forte proportion de macrophages spéci-

fiques du foie, les cellules de Kupffer (KCs), principalement impliquées dans l’élimination de 

débris cellulaires et de toxines par phagocytose, le foie contient des lymphocytes, des cel-

lules Natural Killer (NK), des cellules NKT, des DCs et des cellules étoilées (HSC pour Hepa-

tic Stellate Cells). Chacune de ces cellules est impliquée dans l’immunosurveillance mais 

elles contribuent aussi aux mécanismes d’induction de la tolérance.  

 

2- Immunité innée dans le foie   

L’immunité innée est la première ligne de défense de l’organisme contre les pathogènes 

extérieurs. Elle se déclenche rapidement en réponse à des molécules exprimées par de po-

tentiels pathogènes, les PAMPs (pour Pathogen Associated Molecular Patterns) et les 

DAMPs. Les cellules parenchymateuses du foie (hépatocytes et cholangiocytes) ainsi que 

les cellules non parenchymateuses expriment des PRRs sensibles à ces différents signaux. 

La stimulation de PRRs conduit à l’expression de médiateurs pro-inflammatoires tels que les 

IFN I et l’IL-6, ainsi que d’autres facteurs favorisant la phagocytose et le recrutement de cel-

lules immunitaires dans le foie. Les principaux PRRs sont les TLRs (pour Toll Like Recep-

tors) exprimés à la membrane cellulaire ou endosomaux. Les TLRs reconnaissent une diver-

sité importante de molécules virales ou bactériennes. Les vecteurs viraux sont reconnus par 

certains TLR. Les vecteurs adénoviraux, décrits comme provoquant une forte réponse in-

flammatoire, sont reconnus par les TLRs 2 et 4 qui sont membranaires mais aussi 7, 8 et 9 

qui sont endosomaux. La reconnaissance des particules adénovirales par les TLRs en-

gendre une forte activation et sécrétion d’IFN I (Fejer et al., 2011). Les vecteurs de type AAV 

(pour Adeno Associated Virus) sont reconnus par les TLRs 2 et 9. Le TLR 2 reconnait parti-

culièrement les protéines de la capside virale, conduisant à une réponse inflammatoire dé-

pendante de la voie NF-κB alors que le TLR 9 reconnait l’ADN transporté par le vecteur AAV, 

ce qui induit la sécrétion d’IFN I (Mingozzi and Büning, 2015). Le LPS (Lipopolysaccharide), 

un composé dérivant de la paroi de bactéries de Gram négatif, active classiquement le sys-

tème immunitaire en se fixant au TLR 4. Dans le foie, le TLR 4 est exprimé à la surface des 

hépatocytes, des LSECs et des HSCs qui sont constamment exposés à de bas niveaux de 



53 
 

LPS provenant du système porte, les rendant réfractaires à une forte réaction inflammatoire 

(Thomson and Knolle, 2010). D’autres récepteurs sont décrits dans le foie : les NLR (pour 

Nucleotide-binding Oligomerization Domain-like Receptor) sont sensibles à des composants 

bactériens anormalement présents dans le cytoplasme cellulaire et les récepteurs RIG-1 à 

certains virus.  

Certaines populations cellulaires sont fortement impliquées dans les réponses innées. 

Les cellules NK sont plus fréquentes dans le foie que dans d’autres organes chez l’homme 

et le rongeur. Elles sont stimulées par des cytokines et par l’engagement de récepteurs acti-

vateurs (généralement des molécules de CMH non classiques). Les cellules NK stimulées 

ont un fort potentiel cytotoxique, via la sécrétion de perforine et l’expression de TRAIL pou-

vant, par exemple, causer la mort d’hépatocytes suite à une infection par HBV (Dunn et al., 

2007). Elles sécrètent aussi des cytokines pro-inflammatoires (IFNγ). Dans le foie, les fonc-

tions des NK sont altérées (expression du récepteur inhibiteur NKG2a, sécrétion de TGFβ et 

d’IL-10), favorisant la persistance de certains pathogènes comme le HBV et le HCV (Peng et 

al., 2016). Les cellules NKT sont plus fréquentes dans le foie chez la souris que chez 

l’homme. Elles reconnaissent des glycolipides présents au niveau des membranes bacté-

riennes et de façon restreinte par la molécule de CMH non classique CD1d. Elles répondent 

à des composants de la paroi bactérienne dérivés de bactéries provenant de la flore com-

mensale intestinale, ce qui explique à la fois leur abondance dans le foie mais aussi leur 

forte expression de marqueurs d’activation. Les NKT peuvent supprimer certaines réponses 

pro-inflammatoires pour protéger le foie de dommages tissulaires et peuvent protéger contre 

des lésions d’ischémie et reperfusion, des diabètes de type I et l’EAE (Bandyopadhyay et al., 

2016). Les KCs, les DCs hépatiques mais aussi les LSECs sont principalement impliquées 

dans l’endocytose et la dégradation des débris et toxines présents dans les sinusoïdes. 

 

3- Présentation de l’antigène dans le foie 

Les phénomènes d’induction de tolérance observés dans le foie sont grandement dé-

pendants de la façon dont sont présentés les antigènes. De nombreuses études démontrent 

le fort potentiel tolérogène des CPAs dans le foie. La micro-anatomie du foie favorise les 

interactions, notamment par les fenestrations créées par la discontinuité qu’il existe entre les 

LSECs, avec de nombreuses cellules spécialisées ou non dans la présentation antigénique, 

permettant l’activation des LT in situ (Figure 10). (Horst et al., 2016) 
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a- Les cellules dendritiques  

Les DCs sont plus abondantes dans le foie que dans d’autres organes, ce qui est pro-

bablement lié à la forte présence de PAMPs dans le sang portal. Elles sont spécialisées 

dans la présentation de l’antigène et l’activation de la réponse adaptative. Il existe une cer-

taine diversité de cellules dendritiques dans le foie : les DCs plasmacytoïdes, myéloïdes, 

CD8α+ et les NKDCs (Natural Killer DCs) (Crispe, 2009). Les DCs hépatiques sont situés 

préférentiellement dans le tronc portal. Le flux sanguin y est important, ce qui défavorise les 

interactions avec les lymphocytes circulants. Les DCs hépatiques sont peu sensibles aux 

stimulations de TLRs (phénomène de tolérance aux endotoxines). Elles sont généralement 

moins matures que les DCs présentes dans les OLSs (faibles niveaux de CMH II et de molé-

cules de costimulation). Les DCs activées dans le foie produisent des cytokines anti-

inflammatoires (IL-10 et TGFβ) plutôt que pro-inflammatoires (IL-12) (Thomson and Knolle, 

2010). Elles sont donc de faibles stimulatrices de LT naïfs et favorisent plutôt une différencia-

tion TH2 ou Treg. 

b- Les cellules de Kupffer 

Le foie contient une large proportion de macrophages, les cellules de Kupffer (environ 

15% de la totalité des cellules hépatiques), spécialisées dans la phagocytose de débris cellu-

laires et de toxines provenant du système porte. Les KCs expriment des molécules de CMH I 

et II ainsi que des molécules de costimulation. Les KCs sont localisées dans les sinusoïdes 

hépatiques, leur permettant un lien direct avec les LT, NK et NKT circulants. Ils jouent un rôle 

dans l’induction de la tolérance aux antigènes solubles et de la tolérance à la greffe hépa-

Espace de Disse

Lumière des 
sinusoïdes

Hépatocytes

KC
LT

LSEC
HSC

Figure 10 : Représentation schématique de la microanatomie du foie et la localisation des prin-
cipales cellules présentant les antigènes hépatocellulaires. Les LT circulant dans les sinusoïdes 
peuvent interagir avec les LSEC formant l’endothélium, les KCs, mais aussi directement avec les 
hépatocytes au travers des discontinuités de l’endothélium (d’après Horst et al., 2016) 
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tique. Tout comme les DCs, ils expriment de faibles niveaux de CMH II et de molécules de 

costimulation en condition normale. La stimulation de KCs avec du LPS entraine une forte 

production d’IL-10 et de TGFβ. Les KCs peuvent stimuler les LTreg et favoriser leur sécrétion 

d’IL-10, notamment suite à la présentation d’antigènes provenant de la dégradation 

d’hépatocytes apoptotiques (Crispe, 2009; Thomson and Knolle, 2010).  

c- Les cellules non spécialisées dans la présentation de l’antigène  
 

- Les LSECs :  

Les LSECs peuvent phagocyter et internaliser des antigènes circulant ou dérivés 

d’hépatocytes pour les présenter sur des molécules de CMH I (par présentation croisée) et 

II. Elles expriment les molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86 et sont donc ca-

pables d’activer des LT CD4+ et CD8+ naïfs. Elles possèdent un fort potentiel tolérogène : 

sécrétion d’IL-10 et perte d’expression de CMH II lors d’inflammation, différenciation des LT 

CD4+ en LTreg et tolérisation des LT CD8+ (absence de fonctions cytotoxiques et une faible 

capacité à sécréter des cytokines). Ce mécanisme de tolérisation des LT CD8+ est principa-

lement lié à la forte expression de la molécule co-inhibitrice PD-L1 (Diehl et al., 2008; Knolle, 

2016).  

- Les hépatocytes :  

Les nombreuses fonctions exercées par le foie dépendent des hépatocytes. Les réac-

tions métaboliques génèrent de nombreux néoantigènes présentés aux LT directement par 

les hépatocytes. Les lymphocytes circulants peuvent contacter directement les hépatocytes 

via les fenestrations de l’endothélium et par pénétration dans l’espace de Disse à l’aide de 

filopodes (Warren et al., 2006). En condition physiologique, les hépatocytes expriment de 

faibles niveaux de molécules de CMH I et n’expriment pas ou peu de molécules de costimu-

lation. Les LT CD8+ circulants peuvent être activés par les hépatocytes et rentrer en phase 

de prolifération clonale, mais l’absence de signaux supplémentaires provoque rapidement 

leur entrée en apoptose (Thomson and Knolle, 2010). Dans des conditions inflammatoires, 

les hépatocytes expriment des molécules de CMH II et sont donc capables de présenter des 

antigènes aux LT CD4+ (Herkel et al., 2003). L’activation de LT CD4+ conduit préférentielle-

ment à une différenciation en TH2 et Treg contribuant à la tolérance hépatique. Dans cer-

taines conditions, les hépatocytes peuvent favoriser le développement de l’immunité par une 

augmentation de l’expression de molécules de CMH I et de costimulation CD80 et CD86. Il y 

a alors un basculement entre tolérance et immunité (Dikopoulos et al., 2004).  
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- Les cellules étoilées : 

Lors d’inflammation, les HSCs sont avant tout impliquées dans le développement de la 

fibrose hépatique par différenciation en myofibroblaste et production de matrice extracellu-

laire. In vitro, les HSCs sont capables d’endocyter et de phagocyter et, en présence de cyto-

kines pro-inflammatoires, elles sur-expriment des molécules de CMH I et II et la molécule de 

costimulation CD86, les rendant capables d’activer des LT CD4+ et CD8+. Les études in vivo 

ont juste permis de démontrer des contacts entre les HSCs et les lymphocytes, suggérant la 

possibilité d’une activation directe (Muhanna et al., 2007; Winau et al., 2007).  

 

4- L’activation des lymphocytes T dans le foie contribue à leur tolérisation 
 
a- L’architecture hépatique facilite l’activation des lymphocytes T in situ 

Une large partie des LT naïfs sont présents dans les OLSs. Ils sont pleinement activés et 

se différencient uniquement en présence de deux signaux 1 (TCR-CMH-peptide) et 2 (costi-

mulation). C’est seulement une fois activés que les LT acquièrent un phénotype leur permet-

tant d’infiltrer les organes et les tissus périphériques. 

Le foie possède des particularités uniques suggérant la possibilité de l’activation des LT 

naïfs in situ. La cyto-architecture hépatique, avec notamment la présence de fenestration 

dans l’endothélium mais aussi l’hémodynamisme particulier au sein des sinusoïdes hépa-

tiques favorisent des contacts directs entre les lymphocytes et le parenchyme. Le diamètre 

des sinusoïdes (6-15 µm), très proche de la taille des lymphocytes (7-12 µm) crée un contact 

physique avec les cellules endothéliales. Les KCs participent aussi aux phénomènes hémo-

dynamiques. Ils sont présents dans les sinusoïdes, et en plus de présenter des antigènes 

endogènes ou exogènes, ils peuvent obstruer partiellement le lumen des sinusoïdes, dimi-

nuant largement le débit sanguin et parfois même l’inversant (MacPhee et al., 1995). Ces 

facteurs mécaniques limitent la nécessité d’expression de sélectines par les lymphocytes 

circulants pour entrer en interaction avec les cellules hépatiques. Dans la partie précédente, 

j’ai décrit la richesse du foie en cellules potentiellement capables de présenter l’antigène, 

renforçant l’idée que l’activation des LT peut y avoir lieu directement. 
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b- Preuves expérimentales de l’activation des LT CD8+ dans le foie 

La preuve de la capacité de LT CD8+ spécifiques à infiltrer directement le tissu hépa-

tique, sans la nécessité d’une présentation dans les organes lymphoïdes, a été apportée in 

vivo à l’aide d’un modèle de souris transgéniques exprimant un antigène de HBV à la mem-

brane de l’ensemble des cellules parenchymateuses de l’organisme. L’injection intravei-

neuse de CTLs spécifiques de l’antigène a engendré des lésions uniquement au niveau du 
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Figure 11 : L’activation des lymphocytes T dans le foie. Les LT peuvent être activés directement par 
les hépatocytes, ce qui peut induire la mort des LT CD8+ par négligence, apoptose ou empéripolèse. 
Elle peut aussi conduire à leur épuisement. Les antigènes hépatocellulaires peuvent être présentés 
par les cellules pouvant phagocyter (LSEC et KC). La présentation croisée de ces antigènes aux LT 
CD8+ ne permet pas la pleine activation ce qui les rend non fonctionnels. Les LT CD4+ activés dans 
le foie se différencient préférentiellement en LTreg.  
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tissu hépatique, phénomène lié aux nombreuses fenestrations situées dans l’endothélium 

des sinusoïdes (Ando et al., 1994). Ces résultats ont été confirmés in vivo l’année suivante 

dans un modèle d’expression d’un alloantigène dans le foie. Les auteurs ont étudié le deve-

nir de LT CD8+ transgéniques, spécifiques de la molécule de CHM I H-2Kb intacte (LT CD8+ 

Des-TCR) après injection à des souris H-2k (B10.BR) transgéniques et exprimant la molé-

cule H-2Kb sous contrôle du promoteur de la métallothionéine. Chez ces animaux, le gène 

codant H-2Kb est transcrit dans le foie, le rein et le pancréas exocrine, mais la protéine n’est 

détectable avec les techniques de l’époque uniquement dans le foie et à de faibles niveaux 

au niveau des cellules stromales thymiques (Souris Met-Kb ; (Morahan et al., 1989). Pour 

éviter les phénomènes de sélection négative des LT CD8+ Des-TCR dans le thymus des sou-

ris Met-Kb (due à l’expression thymique du transgène) la moelle osseuse des souris Des-

TCR a été injectée après avoir réalisé successivement une thymectomie et une irradiation 

totale. La greffe d’un lobe de thymus sous la capsule rénale a ensuite permis la génération 

de nouveaux LT Des-TCR. Ce modèle complexe a permis d’observer une infiltration de LT 

CD8+ Des-TCR uniquement dans le foie, associée à des dommages hépatiques importants. 

Ils disparaissent ensuite rapidement, suggérant leur délétion en périphérie (Bertolino et al., 

1995). 

La même équipe a démontré in vitro que les hépatocytes H-2b (C57Bl/6) pouvaient di-

rectement activer des LT CD8+ Des-TCR, de façon aussi efficace que des splénocytes, in-

duisant leur prolifération et leur différentiation en CTLs. Dans ce modèle, les cellules perdent 

rapidement leur fonction et entrent en apoptose deux jours après activation (Bertolino et al., 

1998) (Figure 11). Leur mort serait liée à un manque important de signaux de costimulation 

(CD80/CD86) à la surface des hépatocytes, limitant la production d’IL-2 et du facteur anti-

apoptotique Bcl-xL par les LT CD8+ activés (mort par négligence ; (Bertolino et al., 1999). In 

vivo, les LT CD8+ Des-TCR naïfs transférés chez la souris Met-Kb reconnaissent rapidement 

l’antigène dans le foie et sont retenus avant recirculation et entrée en apoptose (Bertolino et 

al., 2001). Néanmoins une forte partie des LT CD8+ naïfs transférés sont rapidement locali-

sés dans les ganglions et la rate, à cause de l’expression de la molécule de homing CD62L 

(Bertolino et al., 2001; Bowen et al., 2004). C’est l’activation dans le foie plutôt que dans un 

OLS qui est déterminante dans la balance entre immunité et tolérance (Bowen et al., 2004). 

L’injection d’un anticorps dirigé contre CD62L et bloquant l’entrée dans les ganglions, permet 

de limiter l’hépatite induite après transfert de LT CD8+ Des-TCR chez la souris Met-Kb. 

L’utilisation du promoteur à l’albumine, protéine exprimée uniquement dans le foie, en rem-

placement du promoteur Met rend l’expression de H-2Kb détectable seulement à la mem-

brane des hépatocytes chez les animaux transgéniques. L’injection de LT CD8+ Des-TCR à 

ces animaux induit une plus faible infiltration au niveau du foie, et une absence d’activation 
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au niveau des ganglions (absence d’expression de CD69). Comme les souris Met-Kb ayant 

reçu une injection d’anticorps anti-CD62L, il n’y a aucun signe d’apparition d’hépatite chez 

ces animaux, à cause d’un défaut de différenciation en CTL des LT CD8+ activés dans le foie 

(Bowen et al., 2004).  

Bien que le dogme de l’activation des LT stipule l’incapacité pour des cellules naïves de 

pénétrer la barrière endothéliale, l’utilisation de la microscopie électronique a permis de 

mettre en évidence in vivo l’interaction entre des hépatocytes et des LT naïfs via les fenestra-

tions des sinusoïdes hépatiques. L’utilisation des modèles précédents démontrent même la 

possibilité de la reconnaissance directe de molécules de CMH allogéniques exprimées par 

les hépatocytes (Warren et al., 2006).  

L’entrée en apoptose des LT activés localement par les hépatocytes dépend de la façon 

dont est présenté l’antigène (faible costimulation et présence de signaux inhibiteurs). Chez 

les patients souffrant d’hépatites virales chroniques, la présence de LT CD8+ spécifiques ne 

permet pas l’élimination des virus HBV et HCV. Le facteur de transcription Bim est un média-

teur pro-apoptotique clé induisant la mort des CTLs spécifiques du virus (Lopes et al., 2008). 

L’importance de Bim dans l’induction de la mort cellulaire a aussi été décrite dans les mo-

dèles de souris transgéniques Alb-Kb et Met-Kb (Holz et al., 2008). L’expression de Bim est 

favorisée par l’importance des signaux co-inhibiteurs tels que CTLA-4 ou le TGFβ (Schurich 

et al., 2011; Tinoco et al., 2009). D’autres mécanismes de mort induite par les hépatocytes 

ont été décrits dans des modèles expérimentaux murins d’autoimmunité. L’injection de LT 

auto-réactifs spécifiques d’un antigène ubiquitaire chez la souris ne provoque pas 

d’autoimmunité généralisée. Ce phénomène est lié à la rétention et à l’activation au niveau 

du foie, puis la mort de ces lymphocytes après invasion dans les hépatocytes (ou empérilo-

poïèse) et dégradation au niveau des endosomes et lysosomes (Benseler et al., 2011) (Fi-

gure 11). 

c- L’épuisement des LT CD8+ contribue au développement de pathologies hé-
patiques   

L’équipe de P. Bertolino a proposé différents facteurs conditionnant la réponse des LT 

CD8+ activés par les hépatocytes (Tay et al., 2014). Ils ont montré expérimentalement à 

l’aide d’outils de transfert de gène au niveau des hépatocytes, et des modèles de souris 

transgéniques Alb-Kb et Des-TCR, qu’un faible niveau d’expression, joint à une forte affinité 

de reconnaissance du TCR pour un complexe CMH-peptide, favorise le développement 

d’une réponse cytotoxique. La forte affinité TCR-CMH-peptide permettrait d’induire des si-

gnaux d’activation suffisant en rendant les LT CD8+ activés indépendants de signaux de cos-

timulation. Au contraire, une forte expression de l’antigène par les hépatocytes entraine 
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l’activation puis la persistance dans le foie de LT CD8+ spécifiques, sans activité cytotoxique 

ainsi que phénotypiquement et fonctionnellement épuisés (PD-1+, faible sécrétion d’IFNγ 

après restimulation) (Figure 11).    

Le foie est sujet à de nombreuses pathologies dérivant en formes chroniques dues à la 

persistance du pathogène malgré la présence de LT spécifiques. La persistance des hépa-

tites causées par les virus HBV ou HCV sont associées à un état de non réponse des LT 

CD8+ spécifiques : sécrétion de faibles niveaux de cytokines (IFNγ), faible prolifération ex 

vivo et faible cytotoxicité (Fisicaro et al., 2010). Ils expriment des molécules de surface asso-

ciées à un phénotype de cellules mémoires ainsi que de forts niveaux de molécules 

d’activation et de récepteurs inhibiteurs comme PD-1, dont le niveau d’expression dépend de 

l’importance de la charge virale initiale. La détection de LT CD8+ spécifiques d’antigènes tu-

moraux sécrétant de faibles quantités d’IFNγ et faiblement cytotoxiques chez des patients 

atteints d’hépatocarcinome démontre que l’épuisement est aussi un mécanisme important 

d’échappement tumoral (Flecken et al., 2014). Bien qu’il n’y ait pas d’études réalisées chez 

l’homme, le développement d’un phénotype épuisé a aussi été observé dans un modèle de 

greffe de foie spontanément accepté chez la souris. Dans ce modèle, les LT alloréactifs sont 

rapidement activés dans le foie mais expriment des niveaux faibles de transcrits d’IFNγ, de 

perforine et de FasL en comparaison avec les LT CD8+ isolés de reins ou de cœurs greffés, 

suggérant une fonction effectrice altérée (Steger et al., 2008). 

d- Facteurs cellulaires et moléculaires favorisant l’épuisement dans le foie  

Dans le foie, de nombreuses cellules expriment, ou peuvent exprimer dans certaines 

conditions, des ligands de récepteurs co-inhibiteurs PD-L1 (PD-1), Gal9 (Tim3), CD80-86 

(CTLA-4). PD-L1 par exemple est exprimé par les KCs, les LSECs, les HSCs et les hépato-

cytes (Diehl et al., 2008; Iwai et al., 2003; Mühlbauer et al., 2006; Yu et al., 2004). 

L’expression de PD-L1 par les hépatocytes est renforcée lors d’infection virale et en pré-

sence de LT activés, et davantage après stimulation avec des IFN I et II (Mühlbauer et al., 

2006). L’augmentation de l’expression de PD-1 par les LT CD8+ spécifiques du HBV lors des 

phases aiguës et sa persistance au cours du temps favorise la chronicité de l’hépatite B chez 

des patients (Zhang et al., 2008). L’interaction PD-1/PD-L1 intervient dans les processus de 

tolérisation des LT CD8+ favorisant l’immunopathologie au dépend de l’immunité antivirale 

(Blackburn et al., 2010).  

Les LSECs ont particulièrement été étudiées dans les mécanismes de la tolérance orale 

car elles sont continuellement exposées aux antigènes solubles d’origine portale. Elles sont 

aussi en contact étroit avec les LT CD8+ circulant dans le foie. Expérimentalement chez le 

rongeur, les LSECs  sont capables d’activer les LT CD8+ circulant par présentation croisée 
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de peptides exogènes (Limmer et al., 2000) et même de peptides dérivés d’antigènes admi-

nistrés par voie orale (Limmer et al., 2005). In vitro, l’interaction entre les LSECs et les LT 

CD8+ transmet un signal aux deux types cellulaires, activant des LT CD8+ mais induisant 

l’expression de PD-L1 et réduisant l’expression de CD80 et CD86 à la surface des LSECs ce 

qui contribue à diminuer les fonctions cytotoxiques des LT CD8+ et favoriser leur survie plutôt 

que leur délétion (forte expression de Bcl-2) (Diehl et al., 2008). La réponse des LT CD8+ 

dépend de la concentration en antigène et conditionne le niveau de présentation croisée par 

les LSECs et d’activation du TCR. A l’inverse de la présentation par les hépatocytes, de 

fortes doses d’antigène favoriseront le développement de CTLs (par augmentation de la pré-

sentation croisée) et des bas niveaux engendreront plutôt la tolérance (Schurich et al., 

2010). Les LSECs présentent des antigènes tumoraux circulants dans un contexte de CMH I 

et activent des LT CD8+ spécifiques qui deviennent incapables de développer une réponse 

effectrice à cause d’une inhibition par interaction PD-1/PD-L1 (Höchst et al., 2012) (Figure 

11).  

Les KCs jouent un rôle essentiel dans l’élimination de débris cellulaires et d’endotoxines 

dans le foie. Elles circulent continuellement dans les sinusoïdes hépatiques (2 µm/min) et 

sont idéalement localisées dans le lumen des sinusoïdes pour interagir avec les LT. In vitro, 

les KCs présentent des antigènes solubles et activent les LT CD8+ qui entrent en prolifération 

mais sécrètent moins efficacement de l’IFNγ que des LT CD8+ activés par des mDCs splé-

niques (Ebrahimkhani et al., 2011). 

Le foie contient un nombre important de DCs, ce qui est lié uniquement à sa taille (la 

densité de DCs dans le foie étant plus faible que dans les autres organes – (Steptoe et al., 

1999). Bien que situées principalement dans les zones portales, ne favorisant pas les inte-

ractions avec les LT circulants, les DCs sont capables de présentation croisée et donc poten-

tiellement d’activer les LT CD8+. Les DCs hépatiques pourraient être impliquées dans les 

mécanismes de tolérance spontanée aux allogreffes hépatiques puisqu’elles vont principa-

lement migrer dans les OLSs du receveur (Thomson and Knolle, 2010).  

Les LT CD4+, contrairement aux LT CD8+, ne peuvent pas répondre aux antigènes hépa-

tocellulaires indépendamment de la présentation par les CPAs. L’absence de signaux appor-

tés par les LTH lors de l’activation des LT CD8+ directement par les cellules non hématopoïé-

tiques altère leurs fonctions effectrices et pourrait favoriser l’émergence des infections virales 

chroniques du foie (Wuensch et al., 2010). La persistance dans le foie de fortes doses anti-

géniques durant ces infections, la richesse en cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGFβ), 

accentuée par la présence de LTreg dans le microenvironnement hépatique limitent 

l’inflammation et participent à la tolérisation des LT. L’utilisation de tétramères a permis 
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d’identifier des LT CD8+ spécifiques du HCV sur des biopsies de foie de patients. Par co-

marquage, il a été impossible de détecter la présence d’IFNγ mais en revanche ces cellules 

étaient positives pour l’IL-10, suggérant un rôle protecteur contre le développement de 

dommages tissulaires lors de l’infection (Abel et al., 2006). 

e- Les LT CD4+ activés dans le foie acquièrent un profil régulateur  

Comme les LT CD8+, les LT CD4+ peuvent être activés directement dans le foie. In vitro, 

les LSECs  murins activent des LT CD4+ naïfs mais ne provoquent pas leur différenciation en 

TH1 (Knolle et al., 1999). La présentation d’antigènes hépatocellulaires aux LT CD4+ spéci-

fiques dans le foie nécessite des processus de phagocytose ou d’endocytose de débris ou 

molécules d’origines hépatocytaire par les KCs et les LSECs (Tay et al., 2014). Par exemple, 

l’expression ectopique de la MBP (pour Myelin Basic Protein, antigène impliqué dans le dé-

veloppement de l’EAE) par les hépatocytes, en plus de prévenir le développement de l’EAE, 

permet aussi l’induction de LTreg spécifiques grâce à la présentation par les CPAs hépatiques 

(Lüth et al., 2008). La faible expression de molécules de costimulation par les LSECs biaise 

l’activation des LT CD4+, entrainant leur production d’IL-10 et d’IL-4 (Knolle et al., 1999) ou 

favorisant le développement de fonctions suppressives indépendantes de l’expression de 

CD25 et FoxP3 (Kruse et al., 2009). In vitro, les LSECs convertissent plus efficacement les 

LT CD4+ conventionnels en LTreg FoxP3+ que les KCs et les DCs du foie, de façon dépen-

dante à la sécrétion de TGFβ. Générés de façon spécifique à des peptides de la MBP, de 

tels LTreg retardent l’apparition de l’EAE chez la souris (Carambia et al., 2014) (Figure 11).  

Les KCs peuvent induire localement l’activation et la prolifération de LT CD4+ circulants 

et permettre l’expansion des nTreg de façon antigène spécifique dans le foie. Ils expriment 

des marqueurs inhibiteurs et sécrètent  des cytokines anti-inflammatoires (IL-10 et TGFβ) 

favorisant l’induction de la tolérance (Heymann et al., 2015) (Figure 11). Les DCs du foie 

expriment des niveaux de molécules de CMH II et de costimulation (CD80 et CD86) plus 

faibles que les DCs spléniques, ce qui les rend moins immunogéniques. Ils sont aussi en 

forte compétition dans la présentation de l’antigène avec les LSECs qui ont une plus grande 

activité endocytique (Schurich et al., 2009). Les DCs hépatiques sécrètent de l’IL-10 en cas 

d’activation, favorisant leur tolérogénicité. Les HSCs participent aussi à l’induction de LTreg 

dans le foie. Bien que leur capacité à présenter l’antigène soit très controversée, elles contri-

buent à l’induction de LTreg en présence de DCs et de TGFβ et de façon antigène indépen-

dante, via la sécrétion d’acide rétinoïque (Dunham et al., 2013).  

Les LTreg peuvent aussi être efficacement recrutés dans le foie lors d’inflammation. Dans 

le modèle d’hépatite aiguë par injection de concanavaline A (ConA), l’induction de 

l’expression de CXCL9, CXCL10 et CXCL11 par les hépatocytes est accompagnée par un 
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fort recrutement de LTreg qui expriment le récepteur CXCR3 et qui participent à la régulation 

de l’hépatite, évitant des dommages tissulaires exacerbés (Erhardt et al., 2011).  

 

III- Le foie, une cible importante en thérapie génique  
 

Les maladies héréditaires sont souvent associées à des mutations dans le gène codant 

pour une protéine, conduisant à son absence ou son dysfonctionnement. Le transfert de 

gène permet le remplacement de ce gène délétère par sa version non mutée, ce qui rétablit 

le phénotype normal. D’un point de vue immunologique, le développement du transfert de 

gène in vivo est associé au risque important d’induction d’une réponse immunitaire dirigée 

contre le produit du transgène, due à l’apparition d’une nouvelle protéine et donc de poten-

tiels nouveaux épitopes reconnus par le système immunitaire. L’immunité, en plus de provo-

quer la perte d’expression de la protéine thérapeutique, peut aussi causer de forts dom-

mages au niveau du tissu ciblé lors du transfert de gène.  

Le foie est un site privilégié dans l’induction de la tolérance. De plus, l’hépatocyte est le 

siège de nombreuses fonctions métabolique. Il est de ce fait impliqué dans de nombreux 

déficits d’origines génétiques (Facteur IX, α 1-antitrypsine). C’est aussi pour cela que le 

champ de la thérapie génique ciblant le foie s ‘est développé. Le développement des tech-

niques de transfert de gène, et notamment l’utilisation de différents types de vecteurs viraux, 

a permis de cibler spécifiquement le foie (informations complémentaires en Encart 2). Diffé-

rents modèles expérimentaux de traitement de maladies héréditaires par transfert de gène 

dans le foie ont rapidement été développés depuis les années 1990, avec notamment un 

succès majeur obtenu récemment lors d’essais cliniques dans le traitement de l’hémophilie 

B. Le champ d’investigation de l’utilisation du transfert de gène dans le foie s’est ensuite 

élargi, avec l’apport de preuves expérimentales démontrant la possibilité de traitement de 

maladies autoimmunes, voire d’induction de la tolérance en transplantation.  

  



64 
 

 

Encart n°2 : Les vecteurs AAV 

Les vecteurs AAV (pour Adeno Associated Virus) sont utilisés de plus en plus fréquem-

ment pour le transfert de gène in vivo car ils présentent de multiples avantages. Leur utilisa-

tion date des années 1980 (Hermonat and Muzyczka, 1984). A l’état naturel, les AAV font 

partis de la famille des Parvoviridae, et sont naturellement non pathogènes et incapables de 

se répliquer sans la présence de virus « helper » (Adénovirus ou autres membres de la fa-

mille des Herpesviridae). Chez l’homme, 12 sérotypes différents d’AAV ont été identifiés 

(plus d’une centaine chez le primate non humain), avec des tropismes tissulaires variés.  

Les vecteurs recombinants (rAAV) sont composés de la capside virale de forme icosaé-

drique, contenant le gène thérapeutique d’intérêt et de son promoteur. Ils peuvent contenir 

des séquences de 5kb (le génome naturel, contenant les gènes Rep et Cap, a une taille de 

4675 nucléotides). Les vecteurs AAV interagissent avec les cellules hôtes par fixation de la 

capside à des récepteurs membranaires. Par exemple, l’AAV de sérotype 2 (AAV 2) se lie au 

récepteur HSPG (pour Heparan Sulfate Proteoglycan), exprimé à la surface de nombreux 

types cellulaires, lui conférant un large tropisme. Les tropismes des vecteurs AAV sont va-

riés : foie, muscle squelettique, muscle cardiaque, système nerveux central, rétine, rein, 

poumon, pancréas. Après transduction, l’ADN vectoriel persiste sous forme épisomale et 

comme monomères ou plus souvent concatémères circulaires. Il arrive qu’il s’intègre dans le 

génome de la cellule hôte, au niveau de gènes fréquemment transcrits ou dans des zones 

de cassure des 2 brins d’ADN.  

Les améliorations des vecteurs AAV pour favoriser leur utilisation en transfert de gène in 

vivo ciblent principalement la capside, car elle est directement impliquée dans le tropisme et 

l’intégration dans la cellule hôte. La technique de pseudotypage par exemple permet de mo-

difier le tropisme initial de l’AAV 2 en intégrant son génome (ou gène thérapeutique compris 

entre les séquences ITR pour Inverted Terminal Repeated) dans la capside d’un autre séro-

type d’AAV. Contrairement aux vecteurs AAV 2, les vecteurs pseudotypés 2/8 (2/8 AAV)  

permettent par exemple de cibler le foie. La stabilité et la rapidité de l’expression du trans-

gène est améliorée par l’utilisation de vecteurs auto complémentaires (ou « self complemen-

tary, scAAV), composés du génome dimérique sous forme simple brin qui s’auto-assemble 

après transduction pour former une molécule double brin fonctionnelle (McCarty et al., 2001).   

Suite à la page suivante 
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Les vecteurs AAV ont une faible immunogénicité en comparaison avec d’autres types de 

vecteurs viraux comme les adénovirus. Néanmoins, des réponses immunes neutralisant les 

vecteurs AAV limitent leur efficacité clinique. Leur utilisation peut engendrée une inflamma-

tion dépendante de la voie NF-κB ou de la sécrétion d’IFN I. Cette inflammation est liée à la 

reconnaissance de protéines de la capside et du génome vectoriel respectivement par les 

TLR 2 et 9. L’administration de vecteurs AAV engendre le développement d’une réponse 

immune cellulaire caractérisée par la production de hauts niveaux d’anticorps neutralisants 

et du développement de LT CD8+ mémoires spécifiques. Ces deux facteurs, combinés avec 

la forte prévalence de personnes possédant des anticorps anti-AAV (près de 60% des indivi-

dus sains), limitent l’utilisation clinique des AAV et leur efficacité notamment lors de réadmi-

nistrations (Mingozzi and Büning, 2015). 

Actuellement, de nombreux essais cliniques utilisant le transfert de gène à l’aide de vec-

teurs AAV sont en cours, dans le traitement de maladie héréditaires (Myopathie de Du-

chenne, Maladie de Pompe, déficits en α1-antitrypsine ou Hémophilie B) ou acquises (Ar-

thrite rhumatoïde, maladie de Parkinson). 
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1- Le traitement des maladies héréditaires : une réussite clinique  

 
L’hémophilie B est une maladie liée à des troubles de la coagulation caractérisée par 

des hémorragies spontanées ou prolongées. Elle est causée par la transmission d’une forme 

mutée du gène codant pour le facteur IX (FIX), présent sur le chromosome X. Le FIX est 

déficitaire chez le patient possédant la forme mutée. Le transfert du gène non muté dans le 

foie, qui est le site majeur d’expression du FIX, est une stratégie envisagée depuis le début 

des années 1990. Le premier succès d’expression à long terme et à des niveaux thérapeu-

tiques chez le rongeur a été obtenu après transfert de gène par injection intra portale d’un 

vecteur de type AAV contenant le gène humain non muté et sous contrôle d’un promoteur 

hépato-spécifique (AAV-EF1α-F.IX, (Nakai et al., 1998). D’autres modèles murins ont été 

développés avec l’utilisation notamment d’autres types de vecteurs viraux comme les lentivi-

rus (Follenzi et al., 2004) ou des rétrovirus chez le souriceau (Zhang et al., 2004). Les stra-

tégies utilisant des vecteurs AAV ont ensuite été testées avec succès chez le chien (Mount 

et al., 2002), bien qu’associées à un risque de développement d’une réponse immunitaire 

notamment caractérisée par l’apparition d’anticorps neutralisant le FIX. Les essais cliniques 

menés chez l’homme depuis 2011 sont très encourageants, et ils démontrent une expression 

thérapeutique à 3 ans du FIX après une seule injection de vecteur AAV transportant la sé-

quence codante non mutée (Nathwani et al., 2011, 2014) Des mesures régulières des en-

zymes hépatiques permettent d’évaluer l’apparition de réactions inflammatoires dans le foie 

(lyse hépatocytaire) qui sont facilement enraillées par un traitement court à base de corti-

coïdes.  

Les modèles murins de la maladie ont largement été utilisés pour étudier les méca-

nismes immunologiques favorisant l’expression à long terme du FIX humain. Cibler le foie 

est un élément majeur dans le maintien de l’expression au long terme. L’expression res-

treinte aux hépatocytes permet à la fois d’éviter le développement d’anticorps neutralisants 

spécifiques du FIX humain et le développement d’une réponse cellulaire, même après vacci-

nation des animaux. Ce n’est pas le cas lorsque l’expression est ubiquitaire ou induite dans 

le muscle (Liu et al., 2004; Mingozzi et al., 2003). Des expériences de déplétion des LTreg ont 

démontré leur importance dans l’absence de formation d’anticorps neutralisants (Cao et al., 

2007).  

Le traitement de l’hémophilie B par transfert de gène utilisant un vecteur AAV a été et 

continue à être très largement investigué, probablement pour sa portée historique et son 

aboutissement clinique. Au niveau préclinique, le transfert de gène dans le foie est aussi 

utilisé pour traiter d’autres pathologies héréditaires. La maladie de Pompe est liée à une mu-
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tation du gène codant l’enzyme lysosomale dégradant le glycogène, l’acide glucosidase (ou 

GAA), entrainant un dépôt de glycogène dans les muscles cardiaques et squelettiques sou-

vent mortel chez l’enfant. L’administration d’une dose d’AAV transportant la séquence codant 

le gène humain fonctionnel rétablit des niveaux de glycogènes normaux ou quasi normaux 

dans un modèle murin de la maladie. A nouveau, il n’y a pas d’anticorps dirigés contre 

l’enzyme fonctionnelle détectés dans le sérum des souris (Franco et al., 2005). La combinai-

son de vecteurs AAV avec la séquence codante sous contrôle d’un promoteur hépatique et 

d’un promoteur ubiquitaire induit aussi la tolérance, contrairement à l’administration de la 

forme ubiquitaire seule, relevant l’immuno-dominance de l’expression hépatique. La combi-

naison des deux vecteurs permet une meilleure répartition de l’expression dans l’ensemble 

de l’organisme et ainsi un meilleur rétablissement de la maladie (Zhang et al., 2012).  

Les bénéfices d’une combinaison de vecteurs AAV ciblant différents organes a aussi 

démontré son intérêt dans une autre maladie lysosomale. La maladie de Niemann-Pick est 

liée à la perte d’activité de l’acide sphingomyelinase (ASM), ce qui engendre l’accumulation 

de lipides non dégradés dans les tissus viscéraux et dans le système nerveux central. 

L’expression combinée de la version fonctionnelle du gène dans le foie et dans le cerveau 

permet de corriger les troubles cognitifs et la survie chez la souris avec le gène codant l’ASM 

invalidé. Pour cela, l’expression de l’ASM humaine est d’abord induite dans le foie par trans-

fert de gène à l’aide d’un vecteur AAV à tropisme hépatique et sous contrôle d’un promoteur 

spécifique du foie (AAV 8 hASM, i.v.) puis dans le cerveau par injection intrathécale (4 zones 

d’injections par hémisphère) d’un vecteur AAV de sérotype différent et à tropisme cérébral 

(AAV 2 hASM), la séquence codante étant sous contrôle d’un promoteur ubiquitaire (Passini 

et al., 2007). Ces différents travaux démontrent donc que la tolérance à un antigène peut 

être induite par transfert de gène dans le foie, applicable à l’homme, et cela à l’aide de vec-

teurs viraux. 

2- Restaurer la tolérance dans les maladies autoimmunes  

Le développement de pathologies autoimmunes provient d’une rupture de tolérance aux 

antigènes du soi, associée à l’expansion de LT CD4+ et CD8+ effecteurs auto-réactifs. Cer-

tains antigènes du soi sont reconnus préférentiellement, et restaurer un état de tolérance 

envers ces antigènes pourrait donc permettre de contrôler la maladie et de limiter la destruc-

tion tissulaire. Une des possibilités envisagées est de délivrer l’antigène à forte dose dans le 

foie. La première démonstration a été apportée par Lüth et collaborateurs (Lüth et al., 2008) 

dans un modèle murin de la sclérose en plaque, l’EAE, provoquée par vaccination des ani-

maux contre la MBP, protéine impliquée dans la transmission du signal électrique généré par 

les neurones. L’expression de la MBP dans le foie (souris transgénique avec expression de 
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la MBP sous contrôle d’un promoteur hépato-spécifique) permet de prévenir du développe-

ment de l’EAE. La protection est due à l’induction de LTreg spécifiques en périphérie. Le 

transfert du gène de la MBP dans le foie chez la souris adulte à l’aide d’un vecteur adénovi-

ral protège aussi les animaux du développement de l’EAE, démontrant la faisabilité de 

l’approche pour le traitement des maladies autoimmunes.  

Le diabète de type I est une pathologie de plus en plus fréquente, résultant de la des-

truction des cellules productrices de l’insuline dans le pancréas. L’expression d’un peptide 

dérivé de l’insuline (l’un des auto-antigènes décrit dans le développement de la maladie) 

dans le foie de souris NOD (modèle murin du diabète de type I) à l’aide d’un vecteur lentiviral 

permet de supprimer les réponses autoimmunes en cours. La combinaison avec un traite-

ment éliminant les LT (anticorps anti-CD3) permet de reverser totalement la maladie chez la 

souris (Akbarpour et al., 2015). Les effets thérapeutiques observés dans ce modèle sont 

dépendants de l’induction de LTreg spécifiques du peptide dans ce modèle. 

 

3- Limiter la réponse allogénique en transplantation  

Les problèmes en transplantation sont majoritairement liés au rejet immun du greffon 

après reconnaissance des alloantigènes. Une stratégie envisagée pour limiter, retarder ou 

éviter le rejet, vise à induire la tolérance aux alloantigènes par expression dans le foie. Parmi 

les différents alloantigènes reconnus, les molécules de CMH I sont de bons candidats pour 

le transfert de gène dans le foie car ils sont exprimés par l’ensemble des cellules nucléées. 

Parallèlement aux travaux que nous avons menés au cours de mon doctorat, une étude a 

été publiée décrivant d’une part la possibilité d’exprimer un alloantigène dans le foie sans 

provoquer de dommages tissulaires et d’autre part, l’amélioration de la survie de greffe chez 

la souris. L’injection d’un vecteur AAV à tropisme fort pour le foie et codant la molécule de 

CMH I H-2Kb sous contrôle d’un promoteur hépato-spécifique chez la souris B10.BR (H-2k) 

permet d’induire la survie au long terme de greffe de peau d’un donneur ne possédant qu’un 

seul variant allogénique (souris 178.3 H-2k transgénique exprimant H-2Kb ; (Cunningham et 

al., 2013). La survie du greffon (greffe de peau ou greffe de cœur) n’est pas prolongée si les 

différences allogéniques entre donneur et receveur concernent l’ensemble des CMH I et II 

conventionnels (greffons provenant de souris C57Bl/6). L’effet observé est dépendant de la 

dose de vecteurs injectée (le niveau d’expression du transgène par les hépatocytes n’est pas 

évoqué) : à forte dose c’est la tolérance qui est induite alors que de faibles doses provoquent 

un rejet accéléré de la greffe. L’injection de LT CD8+ spécifiques de H-2Kb (isolés de la rate 

de souris Des-TCR) n’entraine pas leur délétion. Au contraire, ils sont retrouvés en plus 

grand nombre chez des animaux traités mais sécrètent des niveaux faibles d’IFNγ après une 

greffe de peau comparé à des animaux contrôles (Cunningham et al., 2013). Nos travaux 
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enrichissent ces observations, notamment quant à la contribution des LT CD8+ spécifiques 

de l’alloantigène dans la prolongation de la survie de la greffe.  

4- Les modèles expérimentaux de transfert de gène dans le foie contri-
buent à la compréhension des mécanismes d’induction de la tolérance 
dans le foie 

Bien que d’abord développés sur des modèles animaux, les mécanismes associés à la 

tolérance observée après transfert d’un gène thérapeutique dans le foie sont encore mal 

compris. De nombreux outils de caractérisation de la réponse immunitaire sont disponibles 

pour certaines protéines comme l’ovalbumine (OVA) ou la GFP (pour Green Fluorescent 

Protein), ce qui en fait de bons candidats pour investiguer les mécanismes immuns respon-

sables de la tolérance. Différents mécanismes d’induction de la tolérance après transfert de 

gène dans le foie ont ainsi été décrits. Le transfert du gène de l’ovalbumine, une protéine 

soluble, sous contrôle d’un promoteur hépato-spécifique et à l’aide d’un vecteur AAV à tro-

pisme hépatique induit une forte délétion des LT CD4+ spécifiques de l’ovalbumine chez la 

souris transgénique DO11.10 TCR (TCR transgénique spécifique du peptide OVA 323-339). 

Les LT CD4+ spécifiques non délétés prolifèrent moins et sécrètent des quantités plus faibles 

d’IL-2 comparé à des souris contrôles n’exprimant pas l’ovalbumine dans le foie (Dobrzynski 

et al., 2004). Cette équipe a aussi démontré que le transfert du gène de l’ovalbumine dans le 

foie permettait d’induire des LTreg spécifiques de l’ovalbumine (Cao et al., 2007). Les LTreg 

générés après transfert du gène du FIX humain permettent d’ailleurs de contrôler la réponse 

humorale chez la souris (Cao et al., 2007). Après transfert du gène de l’α1-anti-trypsine hu-

maine (hAAT) dans le foie de souris, les LTreg spécifiques induits sécrètent de l’IL-10. Leur 

déplétion induit le développement de la réponse anti-hAAT après vaccination, caractérisée 

par une diminution de la concentration sérique en hAAT et par la plus forte capacité des LT 

CD8+ spécifiques à sécréter de l’IFNγ après stimulation in vitro (Breous et al., 2009).  

La façon dont est présenté l’antigène est à nouveau primordiale dans le développement 

de la tolérance après transfert de gène dans le foie. Les vecteurs lentiviraux (LV) transdui-

sent fortement les CPAs. Le transfert du gène de la GFP sous contrôle d’un promoteur ubi-

quitaire PGK (pour Phosphoglycerate kinase) (LV-PGK-GFP) permet d’induire l’expression 

de la GFP dans toutes les cellules transduites ce qui inclut les KCs, les hépatocytes, les 

LSECs et les CPAs professionnelles de la rate (Annoni et al., 2009). L’expression est transi-

toire et disparait après 6 semaines. Le microRNA mir142.3, est exprimé exclusivement par 

les cellules de la lignée hématopoïétique. L’ajout de séquence cible du mir142.3 (mir142.3T) 

à la suite de séquences codantes permet la destruction des transcrits. L’ajout de mir142.3T à 

la construction lentivirale précédente permet d’induire une expression à long terme de la 

GFP dans les hépatocytes, dépendante de l’induction de LTreg spécifiques. Ces travaux dé-
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montrent de plus qu’une présentation efficace par les CPAs favorise le développement de 

l’immunité et par conséquent l’élimination du transgène. L’expression de la GFP par les hé-

patocytes plutôt que par les LSECs est un élément clé dans l’induction de la tolérance, 

comme le démontre le blocage de l’expression de la GFP par les hépatocytes en utilisant la 

cible du mir122a (Annoni et al., 2009).  

En résumé, il est clair que l’induction de LTreg spécifiques est primordiale dans le déve-

loppement de la tolérance à une protéine cytosolique (GFP) ou soluble (ovalbumine, FIX, 

hAAT, MBP, Insuline, GAA) après transfert de gène dans le foie. La façon dont est présenté 

l’antigène est un élément majeur, et limiter la présentation par les CPAs professionnelles 

favorise l’induction de la tolérance. Les CPAs et notamment les KCs participent aussi indi-

rectement à la tolérisation, probablement via la sécrétion de facteurs anti-inflammatoires (IL-

10, TGFβ). Les mécanismes de délétion clonale et d’anergie participent pleinement au main-

tien de la tolérance. Des réponses altérées et faiblement effectrices des LT CD8+ spécifiques 

ont aussi été observées après expression de protéines membranaires (CMH I allogénique) 

par les hépatocytes. 
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Partie 4 : Synthèse du projet 
 

 

Dans ma première partie d’introduction, j’évoquais les problèmes médicaux associés à 

la prise à long terme de traitements immunosuppresseurs chez les patients transplantés. La 

mise en évidence de cas de tolérance spontanée à certaines greffes et notamment les 

greffes hépatiques, associée à la description des mécanismes de tolérance et de régulation 

de la réponse immunitaire a favorisé l’émergence de nouvelles stratégies thérapeutiques 

cherchant à induire un état de tolérance spécifique aux antigènes du donneur. La façon dont 

est présenté l’alloantigène est l’élément primordial déterminant l’orientation de la réponse 

immunitaire, que ce soit dans la réponse conduisant à la perte du greffon ou dans l’induction 

de populations régulatrices favorisant son maintien.  

Les voies d’induction de la tolérance sont multiples (c.f. Partie 2). Les cas de tolérance 

spontanée aux greffes de foie, son implication dans la tolérance orale puis les différents tra-

vaux expérimentaux  étudiant les réponses immunitaires spécifiques d’antigènes hépatiques 

(c.f. Partie 3), ont permis de mettre en évidence les propriétés tolérogènes du foie. La tolé-

rance dans le foie est principalement due à l’activation in situ des lymphocytes T naïfs, et 

résulte de la façon dont sont présentés les antigènes. Les cellules présentatrices de 

l’antigène hépatiques sont moins sensibles aux signaux de danger émis lors d’une atteinte 

du tissu hépatique, et présentent les antigènes dans un contexte pro-tolérogène, lié à la 

faible expression de molécules de CMH, de costimulation et à la sécrétion de facteurs anti-

inflammatoires plutôt que pro-inflammatoires. 

Ces propriétés particulièrement tolérogènes du foie en font un site immuno-privilégié et 

une cible intéressante dans le développement de stratégies d’induction de la tolérance anti-

gène spécifique. La revue de la littérature démontre bien l’intérêt de la thérapie génique ci-

blant le foie, non seulement dans le traitement des maladies génétiques, mais aussi dans le 

contrôle de pathologies autoimmunes puis plus récemment dans l’induction de la tolérance 

allogénique.  

Le projet initié avant la publication des travaux de Cunningham et collaborateurs, et ins-

piré des travaux porteurs de transfert de gène dans le foie, visait à induire, à l’époque de 

façon originale, la tolérance allogénique dans le but d’améliorer la survie de greffes d’îlots 

pancréatiques chez la souris. Pour cela, nous avons développé un vecteur AAV à fort tro-

pisme hépatique (pseudosérotype 2/8) codant pour la molécule de CMH I allogénique H-2Kd 
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sous contrôle d’un promoteur hépato-spécifique (mTTR pour murine Transthyrétine) (scAAV 

mTTR-H-2Kd). Les objectifs initialement étaient alors :  

(1) de vérifier que la transduction de souris C57Bl/6 (H-2b) naïves et immunocompé-

tentes à l’aide des vecteurs AAV H-2Kd permettait une expression restreinte aux hé-

patocytes ; 

(2) de tester l’effet de l’expression hépatique d’une molécule de CMH I allogénique dans 

le foie sur la survie de greffons. Ces animaux ont été rendus diabétiques avant de 

réaliser des greffes allogéniques d’îlots pancréatiques de souris donneuses Balb/c 

(H-2d) sous la capsule rénale, afin de les guérir de leur diabète.  
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Résultats 
 

L’objectif de cette étude était de vérifier que : (1) l’injection d’une dose forte et unique de 

vecteur scAAV2/8 mTTR H-2Kd (AAV H-2Kd) permettait d’induire l’expression de la molécule 

de CMH I H-2Kd dans le foie de souris C57Bl/6 (H-2b) et (2) que l’expression d’un CMH I du 

donneur dans le foie favorisait la survie d’une allogreffe chez la souris. L’utilisation de souris 

transgénique Met-Kb et Alb-Kb avait déjà mis en évidence les phénomènes de tolérisation 

des LT CD8+ Des-TCR, spécifiques de la forme intacte de la molécule H-2Kb chez la souris 

B10.BR (H-2k). Au début de nos travaux, et à notre connaissance, il n’avait jamais été dé-

montré la possibilité d’induire l’expression à long terme d’une molécule de CMH I allogénique 

dans le foie après transfert de gène. L’expression de H-2Kd persiste même après vaccination 

par injection intramusculaire d’un vecteur adénoviral transférant la séquence codant H-2Kd et 

qui normalement provoque une forte réaction humorale et cellulaire chez la souris naïve.  

Deux semaines après administration du vecteur AAV H-2Kd (ou AAV contrôle contenant 

une séquence non codante), des animaux sont rendus chimiquement diabétiques par injec-

tion de streptozotocine (STZ), puis soignés de leur diabète par une greffe d’îlots pancréa-

tiques de souris donneuses Balb/c (H-2d) et exprimant donc H-2Kd. Dans ce modèle, la sur-

vie des greffons est prolongée lorsque l’expression de H-2Kd est induite dans le foie, au-delà 

de 100 jours chez 40% des animaux.  

L’amélioration de la survie des greffons suggère la mise en place de phénomènes de 

régulation systémique et spécifiques de l’alloantigène H-2Kd. En isolant les leucocytes du 

foie d’animaux traités avant la greffe, nous avons découvert une population de LT CD8+ mé-

moires, spécifiques de H-2Kd, exprimant des marqueurs communément décrits chez les LTreg 

CD8+ murins. Ils exercent des fonctions suppressives in vitro, et in vivo ils améliorent la sur-

vie de greffe d’îlots pancréatiques après transfert adoptif chez la souris naïve.  

Ces résultats, présentés dans le manuscrit suivant et actuellement en soumission, mon-

trent que le transfert de gène d’une molécule de CMH I dans le foie induit une population de 

LTreg CD8+ spécifiques et favorise l’induction de la tolérance en transplantation.  
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Abstract : 
Induction of donor-specific immune tolerance is a good alternative to chronic life-long 

immunosuppression for transplant patients. Donor major histocompatibility complex (MHC) 

molecules represent the main targets of the allogeneic immune response of transplant 

recipients. Liver-targeted gene transfer with viral vectors induces tolerance toward the 

encoded antigen. The aim of this work was to determine whether alloantigen gene transfer to 

hepatocytes induces tolerance and promotes graft acceptance. 

C57Bl/6 (H-2b) mice were treated with adeno-associated viral (AAV) vector targeting the 

expression of the MHC class I molecule H-2Kd to hepatocytes. AAV H-2Kd treated mice were 

tolerant to the alloantigen, as demonstrated by its long-term expression at the membrane of 

the hepatocytes, even after a highly immunogenic challenge with an adenoviral vector. In 

addition, after chemical induction of diabetes, the AAV treated mice had significantly delayed 

rejection of fully allogeneic pancreatic islet grafts from Balb/c mice (H-2d), with more than 

40% recipients tolerant (>100 days). AAV mediated expression of H-2Kd in the liver induced 

the local expansion of CD8+ T lymphocytes with allo-specific suppressive properties. The 

adoptive transfer of these liver-generated CD8+ Tregs into naive diabetic mice promoted the 

long-term survival of allogeneic pancreatic islet grafts. 

We demonstrate for the first time that AAV-mediated long-term expression of a single MHC 

class I molecule in the liver induces the generation of a subset of allospecific CD8+Treg 

cells, which promote tolerance toward fully allogeneic graft. Liver gene transfer represents a 

promising strategy for in vivo induction of donor-specific tolerance. 
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Lay summary 

The liver has a special immune system, biased towards tolerance. In this work we 

investigated the possibility of harnessing this property of the liver to induce tolerance to an 

allogeneic transplantation. 

We demonstrate for the first time that the in vivo gene transfer of an allogeneic antigen with 

an adeno associated viral vector to mouse hepatocytes induces the expansion of a 

population of CD8+ regulatory T lymphocytes. These Tregs are then instrumental in avoiding 

the rejection of allogeneic pancreatic islets transplanted in these animals. 

Allogeneic transplantation is the main treatment for end stage diseases of different organs. 

Lifelong immunosuppressive treatments are still required to limit graft rejection, and these 

treatments present serious side effects. Our present findings open a new avenue for 

promoting allo-specific tolerance via in vivo induction of CD8+ Treg expansion. 
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Introduction 

Allogeneic transplantation remains the only treatment available for end-stage diseases of 

various organs, such as kidney, heart, liver, and pancreas. However, the donor-specific 

allogeneic immune response of the host requires life-long immunosuppression. Despite 

constant progress, these long-term treatments still carry serious side effects, from toxicity to 

increased risk of opportunistic infections and of neoplasia [1,2]. An ideal way of doing 

awaywith the need for long-term exposure to immunosuppressors would consist of the 

induction of a donor-specific immune tolerance, which, despite having been achieved 

experimentally, remains a challenge in the clinical arena. The first intentional tolerance 

induction in transplant patients was achieved by induction of donor mixed chimerism in 

various ways after combined kidney and bone marrow transplantation, with long-term stable 

allograft survival without maintenance immunosuppression being achieved in a number of 

patients [3-5]. Another appealing approach is to actively establish peripheral tolerance by 

inducing and increasing in vitro immune cells with regulatory functions that can control allo-

specific effector T cells [6]. Several different regulatory cell populations are being tested in 

clinic, and these suggest that donor specific regulatory cells may be also a promising 

strategy for achieving immune tolerance [6,7]. Experimentally, the higher suppressive 

potential of allo-specific CD4+ regulatory cells over their naturally occurring polyclonal 

counterparts has been demonstrated in protecting against alloimmunity in a challenging skin 

graft model [8]. A number of obstacles to (e.g. risk of GvHD and/or vascular toxicity in 

induction of mixed chimérisme [9,10]) and difficulties with (such as the logistics of in vitro 

preparation of specific regulatory cells [11]) these cell therapies persist and there is still the 

need for new preventive strategies of tolerance induction that could alleviate some of these 

concerns and permit the reduction of allograft loss through immunological injury and long-

term exposure to non-specific immunosuppression. 

The strategy we outline in this paper is to induce antigen-specific immune tolerance, through 

harnessing an “immune-privileged” site, the liver, by a forced expression of the antigen 

directly into such a site, in the hope of benefiting from its unique regulatory properties on 

systemic immune response. The immune response in the liver is biased toward tolerance 

rather than immunity [12]. Due to its anatomic location, the blood supply from the portal vein 

constitutively exposes the hepatic immune cells to Pathogen Associated Molecular Patterns 

(PAMPs), toxins and food-derived antigens [13]. Exorbitant inflammation and tissue damage 

in this unique, vital organ are limited by control mechanisms developed by hepatic immune 

cells to reduce inflammation and induce a pro-tolerogenic microenvironment and act as a 

checkpoint to determine if antigenic presentation will result in immunity or tolerance [14,15]. 
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Several mechanisms have been involved in hepatic tolerance. Among them, the most 

described is effector CD8+ T cell premature death and their exhaustion, which result from 

incomplete activation by various liver resident antigen presenting cells including the 

hepatocytes [16,17], as well as active suppressive mechanisms relying on activation of 

regulatory T cells [18].  

Liver targeted gene therapy for inherited diseases has benefited from this property to allow 

long term expression of a therapeutic transgene, first in animal models, and now in clinical 

trial. This is the case for a trial for haemophilia B that used a self-complementary adeno 

associated viral vector (scAAV8) that permitted a stable expression of human factor IX by the 

hepatocytes for more than 3 years at a level sufficient to reduce or abrogate the need for 

prophylactic factor IX concentrate [19]. At a preclinical level, the pro-tolerogenic properties of 

the liver to induce systemic tolerance to auto-antigens in models of autoimmune diseases 

have also been investigated. The liver targeted expression of the neural auto-antigen myelin 

basic protein (MBP) leads to protection from autoimmune neuroinflammation in a mouse 

model of multiple sclerosis [20]. More recently, hepatocyte-specific expression of an 

immunodominant peptide of insulin suppressed the progression of type 1 diabetes in NOD 

mice when performed at a late pre-diabetic stage [21]. In both cases, the regulatory 

mechanism involved the generation of antigen-specific CD4+Treg cells. 

In this paper, we tested whether the long-term stable expression of a donor MHC antigen in 

the liver with an AAV vector induced tolerance to allogeneic pancreatic islets. We 

demonstrate that liver targeted expression of a single donor MHC class I molecule (H-2Kd) 

prolongs pancreatic islet allograft survival in diabetic H-2b mice. The AAV vector injection 

results in the long-term expression of the alloantigen in the hepatocytes, and in the 

generation of a specific population of CD8+ regulatory T cells in the liver. We show that these 

CD8+ Treg cells display a particular phenotype and allo-specific suppressive function in vitro 

and in vivo in transfer experiments. 
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Material and methods 

Viral vectors design and production 

Vector plasmid used for AAVvector production consisted of H-2Kd coding sequence, or a 

non-coding DNA sequence for the AAV null control vector, inserted between the liver-specific 

promoter mTTR (mouse transthyretin) sequence, and a BGH polyA signal and flanked by 2 

AAV2-ITRs.  

Adenoviral vectors used for intra-muscular vaccination were produced with a pShuttle vector 

plasmid containing the H-2Kd coding sequence inserted behind the PGK promoter and 

followed by a SV40 polyA signal. Control AdLacZ and the peptide used for detection of ßGal-

specific immune response have been described previously [22]. 

scAAV2/8 and Adenoviral vector productions were performed by the INSERM UMR 1089 

Vector Production Centre at the University Hospital of Nantes (France). 

Mice 

6-8 week-old male C57/Bl6 (H-2b), Balb/c (H-2d) and C3H (H-2k) mice were purchased from 

Janvier Laboratory, France. All mice were housed at the Nantes University animal facilities. 

Procedures were approved by the regional ethical committee for animal care and use and by 

the French Ministry of Research. 

Mice were injected intravenously with 1.2 1012 vg.kg-1 (vg for vector genome) of the 

scAAVmTTR H-2Kd or of the AAV null vector for the control group. For the adenoviral 

vaccination, the mice were injected intramuscularly with 1.6 1012 vg.kg-1of Ad PGK-H-2Kd or 

Ad LacZ. 

Depletion experiments were performed by intraperitoneal (i.p.) injections of anti CD25 mAb 

(PC61, 250µg on day -5, -2, 1 of Ad immunization), and anti PD-L1 mAb (BioXCell, clone 

10F.9G2, 200µg, day -3, 3, 6, 9, 12 of Ad immunization). 

Pancreaticislet transplantation 

Sub-capsular kidney pancreatic islet transplantations were performed in diabetic mice after 

streptozotocine i.p.injection of 200mg.kg-1 3 to 5 days before graft. Diabetes was defined as 

a non-fasting blood glucose greater than 16 mmol.L-1 (290 mg.dl-1) at two consecutive 

measurements. Pancreatic islets were purified from Balb/c mice after digestion by 

collagenase and isolation by Ficoll gradient centrifugation. 300-500 islets were transplanted 

under the right renal capsule [23]. When pancreatic islets were not rejected for more than 
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100 days, a total resection of the kidney with the implanted islet graft was performed to 

control the return to hyperglycemia. 

Hepatocyte isolation and immunostaining 

Hepatocytes were isolated following an adaptation of the standard 2-step collagenase 

perfusion protocol [24]. Isolated hepatocytes were quickly stained with PE anti H-2Kd (SF1-

1.1) antibodies and fixed with 4% Paraformaldehyde before analysis by flow cytometry.   

Non-parenchymalcellpreparation 

Liver non-parenchymal cells (NPCs) were isolated after in vivo elimination of blood by 

perfusion of HBSS buffer. Livers were digested with collagenase IV and NPCs enriched by 

Percoll density gradient centrifugation and red blood cells lysis [25].  

Antibodies for flow cytometry and depletion experiments : 

The following antibodies were used for multiparameter flow cytometry : anti H-2Kd (SF1-1.1), 

anti CD3 (145-2C11), anti TCRβ (H57-597), anti CD4 (RM4-5), anti CD8α (53-6.7), anti 

CD69 (H1.2F3), anti CD44 (IM7), anti CD62L (MEL-14), anti CD28 (37.51), anti NK1.1 

(PK136), anti PD-1 (J43), anti CTLA-4 (UC10-4F10-11), anti CD244.2 (2B4), anti CD127 

B12-1), anti CD122 (TM-β1 or 5H4 for depletion verification), anti CD25 (PC61 or 3C7 for 

depletion verification), anti CD45.1 (A20), anti IFNγ (XMG1.2), anti CD103 (M290), anti 

KLRG1 (2F1), anti CCR7 (4B12), anti CD27 (LG.3A10), anti CXCR3 (CXCR3-173), (BD 

Biosciences Pharmingen), anti Lag3 (eBioC9B7W), anti IL-10 (JES5-16E3) and anti Ly49 

C/I/F/H (14B11) (eBioscience). 

Non-viable cells were excluded of analysis after staining with the Live/Dead fixable yellow 

dead cell stain kit (Life technologies). Cells were analyzed on an LSR II (Becton Dickinson). 

Data were processed with FlowJo software. 

H-2Kd expressing APC 

The murine dendritic cell line JAWS II derived from BMDCs of a C57Bl/6 p53-knockout mice 

[26] was used as target cell for in vitro experiment. H-2Kd expression was constitutively 

induced in JAWS II cells by lentiviral transduction (PGK H-2Kd). Briefly, 5.105 cells were 

cultured for one day before lentivirus was added in the medium at a MOI of 10 and incubated 

24h before washing and amplification of cells. More than 90% of cells were H-2Kd positive 

after 3 days and the frequency of positive cells remained stable over time. 
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IL-10 assays 

Hepatic and splenic CD8 T cells were purified by magnetic cell sorting with MACS beads 

according to the manufacturer’s protocol (CD8α+ T Cell Isolation Kit, Miltenyi). CD8 T cells 

were cultured 72h in the presence of anti-CD3, anti-CD28 and IL-2 (100U.ml-1)/IL-15 

(10ng.ml-1, Peptrotech). Supernatants were collected and assayed for IL-10 by ELISA 

(mouse IL-10 ELISA Set, BD Biosciences). For H-2Kd specific assay, hepatic and splenic 

CD8 T cells were cultured 48 hours in the presence of syngeneic APCs or H-2Kd expressing 

APCs. Cells were stimulated with 50 ng.ml-1 PMA, 100 ng.ml-1 ionomycin and BD GolgiPlug™ 

Protein Transport Inhibitor for 6 hours and stained for FACS analysis.  

Proliferation and cytokine assays  

NPCs and splenocytes were isolated, stained with 10µM Cell Proliferation Dye (CPD) 

eFluor® 450 (eBioscience) and stimulated 96 hours in the presence of syngeneic APCs, H-

2Kd expressing APCs or with anti-CD3 and anti-CD28 as positive control. Supernatants were 

collected and assayed for cytokines with a multiplex bead assay (Mouse Th1/Th2 10plex 

FlowCytomix, eBioscience). Cells were harvested and stained for proliferation analysis by 

FACS.  

The β-Galactosidase-specific immune response was monitored after 96 hours culture of liver 

NPCs or splenocytes with a class I immunodominant peptide (P497-504 ICPMYARV) or with 

irrelevant peptide (PA-15 PVSLMRMATPLLMQA). IFNγ ELISA assay was performed on the 

culture supernatants.  

MLR/suppressive assay 

Suppressive ability of hepatic CD8+ Treg cells was evaluated in vitro on the proliferation of 

responder T cells isolated from B6.Ly5.1 mice (Charles River) stained with CPD. Hepatic 

NPCs from C57Bl/6 mice 4-6 weeks after AAV H-2Kd transduction were pooled. Cells were 

stained with anti-CD3-PB, anti-CD8-APC Cy7, anti-PD-1-APC and anti-CD122-PE and 

CD3+CD8+PD-1+CD122+ T cells were sorted out using a FACS Aria (BD Biosciences). The 

purity of the sorted cells was higher than 95%. Suppressive cells were co-cultured at different 

ratio Effector T cells: Suppressive cells (E:S 1:1, 2:1, 4:1, 8:1 and 2:0; 4.104 effector T cells 

per well), in the presence of anti-CD3/anti-CD28 coated microbeads for 48 hours, in 96-wells 

conical bottom microplate. When indicated, anti IL-10R antibody (1B1.3A, BioXCell, 150 

µg.ml-1) or istotype were added in culture medium. Cells were harvested and Ly5.1+ T cells 

stained for proliferation analysis by FACS. 
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Histology, immunofluorescence 

Histological analyses were performed on 4% paraformaldehyde-fixed/paraffin-embedded 

sections (5µm) after hematoxyline and phloxine staining. The presence of H-2Kd positive 

cells was assessed by immunofluorescence on frozen liver section (8µm). Purified mouse 

anti H-2Kd antibody (SF1-1.1, BD Pharmingen) diluted in PBS containing 5% BSA, 5% NGS 

was applied overnight at 4°C. Revelation was performed with AlexaFluor568 goat anti mouse 

IgG2d (Life Technologies) incubated for 1h30 at room temperature.   

RT qPCR : mRNApreparation, list of primers 

Total RNA was extracted from liver tissue using Trizol reagent and purified with the Qiagen 

RNeasy Mini Kit (Qiagen) according to the manufacturer’s protocol. One microgram total 

RNA was transcribed using M-MLV Reverse Transcriptase, oligonucleotides and random 

primer from Life Technologies. Real-time RT-PCR was performed using the ViiA™ 7 Real-

Time PCR System and Power SYBR®Master Mix (Life Tecnologies). Primers for murine H-

2Kd (forward 5’ GTGACATCAACTTGAGATCTGGG 3’ ; reverse 5’ ACACGTTGCAGCGGAT 

GTTC 3’), PD-1 (forward 5’CAGGCTGGGTAGAAGGTGAG 3’ ; reverse 5’ CATTCACT 

TGGGCTGTGCT 3’), CTLA-4 (forward CTGAAGGTTGGGTCACCTGT 3’ ; reverse 5’ 

TGGACTCCGGAGGTACAAAG 3’), IL-10 (forward 5’CCAAGCCTTATCGGAAATGA 3’ ; 

reverse 5’ TTTTCACAGGGGAGAAATCG 3’) and β-actin (forward 5’ TACCACAGGC 

ATTGTGATGG 3’; reverse 5’ AATAGTGATGACCTGGCCGT 3’) were used for detection. 

Relative gene expressions were calculated by the 2-ΔΔCt method. 

Donor specific antibody (DSA) assay 

For total donor-specific antibody detection or anti-H-2Kd antibody detection, sera were 

serially diluted (1:20, 1:200 and 1:2000) and incubated with 2.105 Balb/c (H-2d) mesenteric 

lymph node cells or 2.105 C57Bl/6.Kd (H-2Kd) for 20 min at 4°C. The cells were washed and 

incubated with FITC conjugated goat anti-mouse IgG, Fcγ Fragment specific (Jackson 

ImmunoResearch) for 20 min. An additional anti-CD3 staining was performed. Mean 

fluorescence intensity of CD3 positive cells were measured by flow cytometry.  

PD-1+ CD122+ CD8 T cells isolation and adoptive transfer  

Hepatic CD3+CD8+PD-1+CD122+ T cells were sorted out using a FACS Aria (BD 

Biosciences) as described above. The purity of the sorted cells was higher than 95%. Cells 
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were cultured overnight with anti-CD3, anti-CD28 and IL-2/IL-15. CD8 T cells were counted 

and 3.105-5.105 cells were intravenously injected in mice at the time of the graft.  

Statistical analysis 

Prism (GraphPad Software, Inc.) was used for statistical analysis. For group comparison 

analysis, p values were calculated using the non-parametric Mann-Whithney U test. For 

survival analysis, p values were calculated by Kaplan Meier log-rank test. Two-sided p 

values <0.05 were considered statistically significant between two groups. 
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Results 

Hepatocyte-targeted H-2Kd expression regulates donor specific antibodiesand allogeneic 

immune response in pancreatic islet allograft:  

An adeno-associated virus encoding for the MHC class I molecule H-2Kd, downstream of the 

liver-specific murine transthyretin promoter (AAV H-2Kd, 1.2 1012vg.kg-1, i.v.) was injected to 

adult C57Bl/6 mice of the H-2b haplotype. The frequency of H-2Kd expressing hepatocytes 

was evaluated by flow cytometry, and H-2Kd mRNAs were quantified by RT qPCR to 

determine the level of expression in the liver at different time points. Expression of H-2Kd was 

detected in more than 80% of the hepatocytes for at least 10 weeks (Fig. 1A), and the level 

of expression was maximal one week after transduction and remained stable there after (Fig. 

1B). H-2Kd was expressed at the membrane of hepatocytes, as shown on specific 

immunostaining of liver sections (Fig. 1C). Plasma levels of AST/ALT did not reveal any 

signs of liver damage at any time (Supp Fig.1). Histological examination showed a diffuse 

global infiltration of cells within the parenchyma of AAV H-2Kd transduced animals, and an 

absence of hepatocytic damage at any time (Fig 1D).  

We then examined whether the sustained expression of a single allogeneic MHC class I 

molecule at the surface of hepatocytes could be instrumental in avoiding rejection and 

maintaining a functional allogeneic graft. Two weeks after AAV H-2Kd transduction diabetes 

was chemically induced in C57Bl/6 mice by injection of a single dose of Streptozotocin (Fig. 

2A). Pancreatic islets were isolated from fully MHC mismatched mice (Balb/c - H-2d) and 

grafted under the kidney capsule of the AAV H-2Kd transduced diabetic recipients. Graft 

function was monitored by repeated glycemia measurements (Fig. 2B). In mice that received 

a control AAV vector, the median survival time (MST) was 20 days. Mice injected with AAV 

H-2Kd exhibited a significantly extended overall survival of their pancreatic islet allograft (MST 

57 days), and 41% of the treated mice exhibited long-term survival and remained 

normoglycemic (144.8 ± 20 mg.ml-1) for more than 100 days, until they were euthanised. 

Third party grafts from H-2k mice were rejected rapidly in AAV control and AAV H-2Kd 

transduced mice, demonstrating the specificity of the process (Fig. 2C). Donor specific 

antibodies (DSA) were monitored in long survivors (>100 days), and were hardly detectable, 

and drastically lower than the high titres of control mice at the time of their allograft rejection. 

Regarding the H-2Kd specific antibodies, no specific IgG could be found in AAV H-2Kd 

transduced mice, either in long survivors, or in those with a delayed rejection, in contrast to 

the control mice, in which high titres of H-2Kd-specific antibodies were detected at rejection 

(Fig. 2D). This suggests a strong regulation of the allogeneic immune response by the AAV-

mediated liver expression of the alloantigen.The level of expression of H-2Kd was similar in 
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the liver of rejecting mice and of long survivors (Fig. 2E), suggesting that the graft rejection 

was not due to a weakening of the liver induced H-2Kd-specific tolerance but rather to an 

immune response toward other alloantigens expressed in the islet graft. This is consistent 

with the moderate, but significant, presence of DSA and the absence of H-2Kd-specific 

antibodies in the blood of the rejecting animals (Fig. 2D).   

AAV H-2Kd transduced recipients cross-regulate the humoral and cellular immune response 

against a highly immunogenic Adenoviral vector challenge: 

To investigate the cellular and molecular events involved, we first focused on the H-2Kd-

specific immune response and its regulation by the sustained liver expression of the 

alloantigen. Intramuscular injection with adenoviral vector is well known for triggering a very 

strong humoral and cellular immune response against the product of the transgene. C57Bl/6 

mice were immunized by intramuscular injection with an adenovirus encoding for H-2Kd (Ad 

H-2Kd) 2 weeks after transduction with the AAV H-2Kd or the control vector (Fig. 3A). To 

characterize the H-2Kd specific immune response, specific antibodies were monitored in the 

serum of the mice and splenic and hepatic leucocytes were prepared.The ability of these 

cells to proliferate and to secrete IFNγ after specific stimulation with syngeneic H-2b antigen 

presenting cells stably expressing H-2Kd (APC H-2Kd+) was monitored. As expected, Ad H-

2Kd vaccinated mice had a high level of alloantigen-specific antibodies (Fig. 3B), and their T 

cells prepared from the spleen and the liver responded strongly to the H-2Kd specific 

stimulation, in terms of IFNγ secretion and proliferation (Fig. 3 C&D). In contrast, in mice that 

had first been transduced with AAV-H-2Kd and stably expressed H-2Kd in their liver, the 

humoral and cellular immune responses triggered by Ad H-2Kd i.m. injection were 

significantly blunted, reminiscent of what was observed in the pancreatic islets allograft long 

survivors (Fig 2D). Consistent with this, we found that the level of expression of H-2Kd in the 

liver of AAV H-2Kd transduced mice was not significantly altered after Ad H-2Kd immunization 

(Fig. 3E), and there was no sign of liver damage upon histological examination (Fig. 3F). 

Thus, after AAV-mediated H-2Kd expression in the liver of the C57Bl/6 mice, a specific 

immune regulation takes place that allows the maintenance of the liver expression of the 

alloantigen, and is strong enough to control and even block the specific immune response 

triggered by intramuscular immunization with the Ad H-2Kd. The specificity of this regulation 

is confirmed by the unaltered immune response stimulated by immunization with an 

adenovirus encoding ß-galactosidase (Fig. 3G). 
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AAV H-2Kd transduction in the liver results in local expansion of a PD1+CD8+ T cell popula-

tion, and H-2Kd-specific tolerance depends on the PD-1/PD-L1 pathway: 

As stated earlier, there was a general infiltrate within the liver of AAV H-2Kd transduced mice. 

To identify the immune cell population generated by AAV H-2Kd mediated liver transduction 

that was responsible for the regulatory mechanisms observed, the liver non-parenchymal 

cells (NPC) were harvested and counted at different time points. The infiltration increased 

steadily from 1 week up to 4 weeks after AAV H-2Kd transduction (8.2 105 to 3.12 106 liver 

NPCs) (Fig. 4A), and remained stable afterwards. This increase was specific to AAV H-2Kd 

transduced mice and was not observed in AAV Control transduced mice (data not shown). 

The main cell subsets among NPCs were analysed by flow cytometry. There was a general 

increase in the number of all cell types, however the CD8+ T cell subset was the only one 

that showed a significantly increased frequency among NPCs, a consequence of a 5-fold 

increase of their total number after AAV H-2Kd transduction (Fig. 4B&C). In comparison, the 

frequencies of all the other cell populations decreased or stayed stable over time (data not 

shown). There was also a significant increase in the frequency of Ki67-positive hepatic CD8+ 

T cells in AAV H-2Kd transduced mice compared to control mice, demonstrating their 

entrance in cell cycle and their ability to proliferate (Fig. 4C). 

Markers associated with immunomodulation and regulation were analyzed by qPCR on liver 

NPC and splenocyte samples. A significant increase of the CTLA-4 and IL-10 mRNA levels 

was detected in liver NPCs of AAV H-2Kd transduced mice (respectively 1.9 and 2.5 fold 

increase compared to AAV control mice) and in their splenocytes (respectively 4.3 and 3.4 

fold increase). A large increase in the PD-1 mRNA level was observed in liver NPCs of AAV 

H-2Kd mice (13.6 fold increase) as well as in their splenocytes, although to a lesser extent 

(3.6 fold increase) (Fig. 4D). Flow cytometry analysis showed a PD-1 staining almost 

exclusively restricted to CD8+ T cells among liver NPCs from AAV H-2Kd transduced mice 

(Fig. 4E), and the frequency of PD-1+ CD8+ T cells increased over the time to reach about 

7% of total liver NPCs (Fig. 4F). No similar population was detected in the spleen of the mice 

(data not shown). Altogether, these results argue for the importance of PD-1 in the 

maintenance of transgene expression. 

We then took advantage of the Adenoviral vaccination model described above (Fig 3A) to 

test whether the immune response against the alloantigen H-2Kd could be restored in the 

presence of an anti-PD-L1 antibody (10F.9G2), which blocks the PD-1/PD-L1 pathway. We 

also tested the effect of an anti-CD25 antibody (PC61), classically used to deplete CD4+ 

CD25+ FoxP3+ regulatory T lymphocytes. AAV H-2Kd transduced mice were injected with 

either antibody or with isotype controls at the time of the Ad H-2Kd vaccination. The 
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expression of H-2Kd in the liver of the mice was monitored 2 weeks later (Fig. 4G) and was 

not modified by the depletion of CD4+ CD25+ FoxP3+ T cells. The depletion of Treg cells was 

confirmed (SuppFig.2), and the H-2Kd specific immune response triggered by Ad H-2Kd i.m. 

vaccination was not altered by the PC61 injection in control mice (SuppFig.3). This argues 

against an active role of CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg cells in the maintenance of the H-2Kd-

specific tolerance in AAV H-2Kd transduced mice. In contrast, the anti PD-L1 antibody 

treatment resulted in a drastic reduction of H-2Kd mRNA levels in the liver, as a consequence 

of the restoration of the immune response triggered by the Ad H-2Kd vaccination, leading to 

major hepatocytic damages as shown on liver sections (Fig. 4H). This suggests that the 

immune regulation triggered by the liver expression of the alloantigen relies on the PD1+ 

CD8+ T lymphocytes generated after AAV transduction.  

Liver PD1+CD8+T cells display a regulatory phenotype and secrete IL-10 after H-2Kd-specific 

stimulation in vitro: 

In conditions of hepatic chronic inflammation (e.g. after HCV or HBV infection), PD-1+ CD8+ T 

cells have been reported to be anergic, or exhausted cells [27,28]. We performed an 

extensive phenotypic characterization of the CD8+ T cells in the liver of AAV H-2Kd 

transduced mice (Fig. 5A). We found that up to 60% of hepatic CD8+ T cells were PD-1+. 

These PD-1+ CD8+ cells were memory cells (CD44+ CD62L-), they up-regulated the 

activation marker CD69, and down-regulated CD127. They also expressed the markers 2B4, 

Lag-3 and down-regulated CD3, TCRβ, and CD28. However, hepatic PD1+CD8+ T cells over 

expressed CD122 and CD25, the beta and alpha subunit of IL-2 receptor respectively. The 

phenotype of these cells was stable over time, especially in terms of their CD122 staining, 

which was still positive more than 16 weeks after AAV transduction (data not shown). This, 

together with the fact that they were actively proliferating (over-expression of Ki67), is in 

striking contrast with the classical phenotype of exhausted cells [29], and could correspond 

to a population of regulatory T cells. Indeed, although they were negative for Foxp3, these 

cells were positive for Helios, suggesting a possible regulatory function. 

CD8+ T cells purified from the liver of mice transduced with AAV H-2Kd or AAV control were 

cultured in vitro, and a polyclonal TCR stimulation with anti-CD3 and anti-CD28 antibodies 

was performed. After 72hours, the supernatants were collected and IL-10 concentration was 

determined by ELISA. A significantly increased secretion of IL-10 was detected in the 

supernatant of cells from AAV H-2Kd transduced mice, and it was enhanced by IL-2 and IL-

15 (Fig. 5B). The receptors of these two cytokines share the same β subunit (CD122). The 

expression of IL-10 was detected by flow cytometry in CD8+ T cells purified from NPCs of 

AAV H-2Kd transduced mice, after specific stimulation for 48 hours with syngeneic H-2b APC 
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stably expressing H-2Kd. The frequency of IL-10 positive cells detected by flow cytometry 

increased to more than 12% of CD8+ T cells, and these IL-10+ CD8+ T cells overexpressed 

both PD-1 and CD122 (Fig. 5C&D). Thus, AAV H-2Kd transduction leads to a sustained 

expression of the alloantigen in the hepatocytes, and concurrently promotes the local 

proliferation of CD8+ T cells that upregulate PD-1 and CD122 and synthesize IL-10 after H-

2Kd-specific stimulation in vitro.  

Transfer of suppressive CD8+T cells from AAV H-2Kd transduced mice inhibits rejection of 

allogeneic islets in naive mice: 

The suppressive function of these liver PD-1+ CD8+ T cells was first demonstrated in vitro, in 

mixed lymphocyte reactions with purified T cells from B6.Ly5.1 mice as responders, 

stimulated with anti-CD3 and anti-CD28 microbeads. PD-1+ CD8+ T cells inhibited T-cell 

proliferation in vitro at various ratios and this inhibition was dependent on the number of 

suppressor cells, but was not due to competition in culture (data not shown) (Fig. 6A&B). 

Anti-IL-10R antibody (1B1.3A, 100µg.ml-1) was added to the culture. This led to a partial 

restoration of the proliferation of responder T cells (E:S 4:1 92% vs 67.5%), demonstrating 

the role IL-10 secretion by PD-1+ CD8+ T cells in their suppressive function in vitro (Fig. 6C 

&D).  

We then tested whether the suppressive CD8+ T cells, educated in the AAV H-2Kd 

transduced recipients, were able to specifically affect the survival of the fully allogeneic islets 

following transfer into naive mice. Liver PD-1+ CD8+ T cells were FACS-sorted from NPCs of 

mice that had been transduced with AAV H-2Kd, and adoptively transferred to diabetic, naive 

C57Bl/6 mice on the same day they were grafted with the Balb/c pancreatic islets (Fig. 6E). 

The adoptive transfer of 3.105 to 5.105 of these CD8+ Treg cells led to a significantly 

prolonged graft survival in all the mice, with 50% (2 out of 4) reaching more than 100 days, 

comparable to what we had observed in the mice that had been transduced with the AAV H-

2Kd vector, demonstrating that the tolerance was transferred to naive mice by the liver H-2Kd-

specific PD-1+ CD8+ Treg cells (Fig. 6F). 
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Discussion : 

In this article, we show that AAV based gene transfer of the allogeneic MHC I molecule H-

2Kd in the liver induces the long-term survival of fully allogeneic pancreatic islet graft in 

streptozotocin-induced diabetic mice. The survival was extended beyond 100 days in more 

than 40% of the animals, and was associated with a quasi-absence of DSA. In addition, we 

show that the AAV H-2Kd transduction inhibits H-2Kd-specific T cell response and the 

production of anti-H-2Kd-specific antibodies observed after adeno viral vaccination. Finally, 

we show for the first time that the AAV H-2Kd transduction in the liver acts through the 

generation of “educated” suppressor CD8+ T cells able to transfer the regulation following 

their transfer to unmodified naive mice.  

The field of gene therapy was the first to take advantage of the tolerogenic properties of 

the liver, to permit the long term expression of the product of a transgene, which was either a 

model antigen (GFP, OVA) or a therapeutic protein (factor IX for haemophilia B, ATP7B for 

Wilson’s disease) [30-33]. This strategy was then extended to the field of experimental 

autoimmune diseases. Systemic tolerance was re-introduced after liver-targeted expression 

of auto-antigens, and can protect mice from EAE, a model of multiple sclerosis, and more 

recently from type 1 diabetes [20,21]. Tolerance induction toward an alloantigen expressed in 

the liver has been described recently, and the tolerized mice (H-2d) stably expressed the 

MHC I H-2Kb molecule in their liver and accepted a skin graft with a single MHC class I 

mismatch [34]. Our work extends this result to another haplotype combination (H-2Kd in H-2b 

mice) and demonstrates that the tolerance induced by the liver expression of a single 

allogeneic MHC I molecule is a robust phenomenon which resists an active vaccination with 

an adenoviral vector encoding the alloantigen, and more importantly, that this tolerance is 

sufficient to allow the long term acceptance of a fully allogeneic pancreatic islet graft.  

Several immune mechanisms participate in the tolerogenic skew of the liver. Among them, 

studies based on gene transfer of soluble antigens in the liver have demonstrated the 

importance of CD4+ CD25+ FoxP3+ regulatory T cells as key cellular mediators [21,35]. 

Interestingly, we have no evidence of a role for CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg cells in the 

persistence of H-2Kd expression and in the underlying immune regulation. The frequencies of 

CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg cells in the liver of transduced mice remained unchanged over 

time. Moreover, the depletion of CD4+ CD25+ T cells in AAV H-2Kd transduced mice did not 

restore the effector functions of T cells, nor the humoral response, did not break the 

tolerance state, even after Ad H-2Kd vaccination, and the H-2Kd expression in the liver 

remained stable during the antigenic challenge (Fig.4& supp. Fig.3). This difference in the 

type of regulatory effectors could result from our choice of transgene, an MHC I molecule, 
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expressed at the plasma membrane of hepatocytes, which implies a strong bias toward CD8-

related events. 

We observed the emergence of hepatic CD8+ T cells, highly proliferating up to 4 weeks 

after AAV H-2Kd transduction and remaining stable for at least 15 weeks. Phenotypic studies 

revealed a global homogeneity in this population, which was restricted to the liver and could 

represent up to 60% of total CD8+ T cells in this organ. This emerging population of hepatic 

memory CD8+ T cells was first identified by their lower expression of CD3, in accordance with 

TCR engagement. It was confirmed by up-regulation of the activation markers CD69, CD44 

and NK1.1. The persistence of activated memory T cells in the liver without sign of tissue 

damage and no loss of transgene expression even after vaccination, suggested altered 

effector functions of these CD8+T cells. Phenotypically, expression of high levels of the 

inhibitory T-cell activation markers (PD-1, CTLA-4, Lag3, 2B4) by memory CD8+ T cells, 

comparable to what we have observed on our population, is associated with exhaustion, a 

state of unresponsiveness reached by T cells after strong and persistent TCR engagement 

during chronic viral, bacterial and parasitic infections [29]. Reversing CD8+ T cell dysfunction 

by blocking the PD-1/PD-L1 pathway is a promising therapeutic strategy, that has 

demonstrated some efficacy in murine models of chronic viral infection, such as HBV [36] 

and malignancies [37]. However, blocking only this pathway might not always be sufficient to 

restore T cell effector function [38-40], consistent with the idea that there might be 

compensatory roles of other inhibitory molecules such as CTLA-4 or Tim 3 [41]. In our model 

of persistent alloantigen expression in the liver, the injection of an anti PD-L1 antibody at the 

time of AAV transduction induced a proliferation of liver CD8 T cells, but there was no sign of 

liver damage and the liver expression of H-2Kd remained high and stable (data not shown), in 

agreement with what has been reported recently in another murine model [38]. However, the 

administration of the anti PD-L1 treatment concomitantly with the Ad H-2Kd vaccination 

restored the effector functions of liver T cells, leading to major hepatocytic damage, 

destruction of H-2Kd expressing hepatocytes (Fig. 4G&H) and tolerance breakdown. These 

results strongly suggest that the combination of PD-1/PD-L1 inhibition with antigen-specific 

vaccination could constitute a promising therapy against persistent hepatotropic pathogens. 

The most original observation of our work is that the liver PD-1+ CD8+ T cell population 

generated was not a classical exhausted population, but developed regulatory functions. 

Despite the phenotypic proximity of induced hepatic PD-1+ CD8+ T cells with exhausted T 

cells, they differ in their cell cycle activity, demonstrated by their increased absolute number 

over time, their Ki67 expression and their higher size and granularity (data not shown). 

Another notable difference is the expression of IL-2R alpha and beta chains, normally down-

regulated by exhausted cells [42,43], but which remained stable and even increased over 
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time in our cells. Interestingly, expression of both CTLA-4 and the IL-2R, as well as down-

regulation of CD127, was reminiscent of what is described for CD4+ CD25+ FoxP3+ 

regulatory T cells [44]. Although PD-1+ CD8+ T cells did not express FoxP3, they up-

regulated Helios, a key transcription factor important for the survival and stabilization of the 

suppressive functions of Foxp3+ CD4+ Tregs and also of some CD8+ Treg cells [45]. The 

population described here is, however, a distinct population of CD8+ Tregs, which does not 

express Ly49 (supp. Fig.4).  

In vitro, liver PD-1+ CD8+ T cells prepared from the AAV H-2Kd transduced mice secreted 

IL-10 upon H-2Kd specific stimulation and suppressed proliferation of activated T cells. This 

suppression was partially dependent on IL-10 since T-cell proliferation was restored in the 

presence of anti-IL-10R antibody. A population of CD122+ CD8+ T cells positive for PD-1 has 

recently been described as regulatory T cells. Adoptive transfer of these cells also improved 

the survival of full allogeneic skin graft in Rag KO mice, in an IL-10 dependent manner. 

However, these CD8 Treg cells were naturally occurring naive cells, and their adoptive 

transfer to immunocompetent animals failed to induce long term survival of fully allogeneic 

pancreatic islets [46]. This is in striking contrast with the PD1+ CD8+ Tregs isolated from the 

H-2Kd-expressing liver, since, in our experiment, the intravenous injection of only 3.105 

hepatic H-2Kd-specific PD-1+ CD8+ T cells was sufficient to allow the survival of Balb/c 

allogeneic pancreatic islet in naive immunocompetent C57Bl/6 mice. Superior suppressive 

functions of allo-specific memory over naturally occurring naive Treg cells have been 

demonstrated for CD4+ Tr1 cells in the same stringent model of pancreatic islet allograft [47]. 

In the present work, though, the suppressive cells that transferred the tolerance to naive 

mice were specific to a single alloantigen, suggesting possible linked suppression events [48] 

that need to be further investigated. 

Whether the allo-specificity of this population of liver CD8+ Tregs depends on a direct 

allogeneic recognition is yet another interesting question, particularly relevant in 

transplantation settings [49]. The use of an AAV8 vector, known for its low immunogenicity 

[50] and strong liver tropism, together with an hepato-specific promoter driving the 

expression of the transgene, ensure a restricted expression of H-2Kd to the hepatocytes, as 

shown by immunohistochemistry (Fig.1C), and in agreement with the literature [51]. These 

authors demonstrated with a similar vector, at a comparable titre, that a membrane-anchored 

form of ovalbumin was expressed by the hepatocytes, and that Ova derived peptides were 

presented on MHC I molecules at the surface of the hepatocytes, and also extra-hepatically, 

by cross-presentation within lymphoid tissues. In the present work, the same presentation 

pathways also exist, but the alloantigen H-2Kd expressed at the plasma membrane of the 

hepatocytes can also be directly recognized by alloreactive CD8+ T cells. One experimental 
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line of evidence points toward a direct allorecognition: the transduction of mice with an AAV 

vector encoding a soluble form of the H-2Kd molecule deleted of its transmembrane domain 

did not induce the expansion of the PD1+ CD8+ Treg cells (Supp Fig. 5), suggesting that the 

expression of H-2Kd at the plasma membrane of the hepatocytes, and its direct interaction 

with the CD8/TCR complex is necessary. 

We speculate that the efficacy of the adoptive transfer relies on the strong specificity and 

affinity of the CD8+ Treg cells for H-2Kd. It has been shown that exhaustion of CD8+ T cells in 

the liver requires high levels of expression of the antigen, and that the maintenance of the 

exhausted phenotype requires the constant expression of the antigen [51,52]. The same 

property might apply to the CD8+ Treg cells generated and isolated from H-2Kd expressing 

liver. Since H-2Kd is only present in the graft, and not in the liver of the recipient mice, the 

transferred cells might localize at the level of the graft under the kidney capsule. Their strong 

tissue resident properties (CD69+, CD62L-, CCR7-, KLRG1-, CXCR3int) (Fig. 5 & supp. Fig 4) 

could favour the migration towards this site, and their secretion of IL-10, in addition to their 

expression of co-inhibitory molecules such as Lag3 and CTLA-4 could tip the balance of the 

graft microenvironment toward a tolerogenic state.  

In this article we demonstrate the potential of gene therapy to induce a process of allo-

specific tolerance mediated by CD8+ Treg cells.  Although the CD4+ T cell populations with 

donor-specific immunoregulatory activity have been the main focus of many studies for some 

times now [53], other T-cell populations, including CD8+ ones with a direct [54] or an indirect 

allorecognition [55], have been shown to exhibit regulatory activities in different situations 

related to transplantation. These cellular regulation mechanisms are not exclusive one from 

another, and it is clear that optimal therapeutic benefit might arise from a combination of 

strategies harnessing several of these populations. The recent success of gene therapy 

clinical trials in the field of inherited disease and cancer treatment and their excellent safety 

records [56] argue for continuing the implementation of gene therapy strategies such as the 

one described in this article in the field of organ and cell transplantation. 
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   Figure 1. Long term expression of H-2Kd in the liver of H-2b mice after a single injection of AAV vector. 
Eight week old C57Bl/6 mice received an injection of AAV control or AAVH-2Kd (1.2 1012 vg.kg-1 , i.v.) and (A) 
hepatocytes were isolated 1, 4 and 10 weeks after transduction and stained with anti H-2Kd antibody before 
analysis by flow cytometry (n=4). Histograms present the percentage of H-2Kd positive hepatocytes at each time 
point. (B) Quantitative RT-PCR analysis of H-2Kd mRNA expression in liver samples of AAV H-2Kd transduced 
mice or control at 1, 4 and 15 weeks (n=4). Results are presented relative to the expression of β-actin. (C) H-2Kd 
expression was detected by immunofluorescence on frozen liver sections of C57Bl/6 mice 8 weeks after AAV 
control or AAV H-2Kd injections. (D) H&E staining on paraffin liver samples 2 weeks after AAV transduction (X200). 
The arrows point to leucocyte infiltrations. (D-E) Images are representative of liver from four animals per group.  
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Figure 2. Hepatic H-2Kd expression improves the survival of pancreatic islet allografts. (A) C57Bl/6 mice (H-
2b) received an injection of AAV H-2Kd or control (1.2 1012 vg.kg-1, i.v.). 2 weeks after, diabetes was induced by 
injection of streptozotocin (STZ, 200 mg.kg-1, i.p.) and 300-500 pancreatic islets from Balb/c mice (H-2d) were 
implanted under the kidney capsule. Survival of pancreatic islets was evaluated by measure of blood glucose 
several times per week. (B) Blood glucose level in individual mouse. Graft rejection corresponded to blood glucose 
level above 290 mg.dl-1. (C) Graft survival in AAV control (dotted black lines) and AAV H-2Kd (bold black lines) 
mice. In control mice, grafts were rejected with an MST of 20 days (n=11). MST is statistically prolonged to 57 
days (p<0.0001, n=17) in AAV H-2Kd treated mice. Third party allografts (from H-2k mice) were similarly rejected in 
control (dotted gray lines, n=3, MST of 24 days) and AAV H-2Kd transduced mice (bold gray lines, n=4, MST of 20 
days). (D) Serum were diluted (1:20, 1:200, 1:2000 in PBS) and assayed for titration of donor specific antibodies 
(DSA) or anti H-2Kd IgG (naive mice n=3, AAV control n=8, AAV H-2Kd at rejection n=9, AAV H-2Kd>100 days 
n=6). (E) Quantitative RT-PCR analysis of H-2Kd mRNA expression in liver samples of grafted AAV H-2Kd-
transduced mice, at time of rejection (n=5) or at sacrifice (>100 days) when there was no rejection (n=3), or in 
grafted AAV control-transduced mice at rejection (n=5). Results are presented relative to the expression of β-actin. 
Histograms represent the mean (± s.e.m). For survival analysis, p values were calculated by Kaplan Meier log-rank 
test (**** P<0.0001). For group comparison, p values were calculated by Mann-Whitney U test, ns = no 
significance, * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001.  
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Figure 3. AAV H-2Kd transduced mice regulate the humoral and cellular immune response triggered by an 
Adenoviral H-2Kd immunisation. (A) Two weeks after AAV control or AAV H-2Kd injection, mice were immunized 
with a single injection of Ad H-2Kd (1.6 1012 vg.kg-1, i.m.). (B) At the end of experiments, diluted sera (1:20, 1:200, 
1:2000 in PBS) were assayed for determination of anti H-2Kd IgG levels by flow cytometry (n=4 for AAV control-
PBS and AAV H-2Kd-PBS and n=8 for AAV control-Ad H-2Kd and AAV H-2Kd-Ad H-2Kd). Splenocytes and liver 
NPCs were co-cultured 96 hours in the presence of syngenic APCs H-2Kd+. (C) Culture supernatants were 
collected for dosage of IFNγ by multiplex bead assay (n=4). (D) Cells were stained and analyzed by flow cytometry 
for CPD dilution (n=7). (E) qRT-PCR analysis of H-2Kd mRNA expression in liver samples of mice (n=5 for AAV 
control + PBS and AAV control + Ad H-2Kd and n=8 for AAV H-2Kd + PBS and AAV H-2Kd + Ad H-2Kd). Results 
are presented relative to expression of β-actin. (F) H&E staining of liver section (X200). Images are representative 
of liver from 4 animals per group. (G) Immune responses after immunization against third party antigen were 
tested by injection of Ad LacZ (1.2 1012 vg.kg-1, i.m.) 2 weeks after AAV transduction. Two weeks after vaccination, 
splenocytes and liver NPCs were cultured for 96 hours in the presence of β-gal immunodominant peptide (P497-
504) or irrelevant peptide. Culture supernatants were tested for IFNγ by ELISA (n=4). Data were compiled from 
two experiments (B, E) or representative of two (C) or three independent experiments (D, F). (G) represents data 
from single experiments performed on 3 to 4 animals per group. Histograms represent the mean (± s.e.m). p 
values were calculated by Mann-Whitney U test, ns = no significance, * p<0.05, ** p<0.01.  
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Figure 4. H-2Kd expression in the liver impacts hepatic CD8 T cells. (A) Liver NPCs were isolated at different times 
after AAV H-2Kd injection (1.2 1012 vg.kg-1, i.v.) and counted (n=4). At week 4, CD4+ and CD8+ T cells, B cells, CD11c+ 

and F4-80+ cells were evaluated by flow cytometry and (B) absolute number of each subpopulation was compared with 
that measured for control mice (n=4). (C) Frequencies of CD8+ T cells and Ki67+ CD8+ T cells in liver NPCs (n=4) were 
reported on histograms. (D) qRT-PCR analysis of indicated mRNA expression in liver NPCs and splenocytes isolated 
from AAV control or AAV H-2Kd mice 2 weeks after injections. Results are presented relative to expression of β-actin 
and compared to the mean of relative mRNA levels of sample from AAV control mice (n=6). (E) Representative PD-1 
and CD8 co-staining of liver NPCs isolated from AAV control or AAV H-2Kd mice. (F) Time-course of  hepatic PD-1+ 
CD8+ T cells frequencies after AAV H-2Kd injection (n=4). (G) qRT-PCR analysis of H-2Kd mRNA expression in liver 
samples of AAV H-2Kd - Ad H-2Kd mice injected with isotype antibody (200 µg per injection, i.p., n=4) or anti CD25 
antibody (250 µg per injection, i.p., n=4) or anti PD-L1 antibody (200 µg per injection, i.p., n=3). Results are presented 
relative to β-actin expression and compared to the mean of relative mRNA levels of mice receiving isotype antibody. 
(H) Representative images of H&E staining of liver section from indicated mice. Data were representative of two (A, B, 
C, D) or more than three independent experiments (E, F). (G, H) represent data from single experiments performed on 
3 to 4 animals per group.Histograms represent the mean (± s.e.m). p values were calculated by Mann-Whitney U test, 
ns = no significance, * p<0.05, ** p<0.01. 
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  Figure 5. Hepatic PD-1+ CD8+ T cells express markers of regulatory T cells and secrete IL-10. (A) Four weeks 

after injection of AAV H-2Kd (1.2 1012 vg.kg-1, i.v.), liver NPCs were isolated and stained for phenotypic analysis by 
flow cytometry of indicated molecules on PD-1- CD8+ T cells (gray histogram) or PD-1+ CD8+ T cells (black 
histogram) (n=3). Representative results are shown. (B) Four weeks after injection of AAV H-2Kd or control, 
hepatic CD8+ T cells were isolated and stimulated 72 hours at 37°C in the presence of anti-CD3, anti-CD28 
antibodies and IL-2 (100 U.ml-1) /IL-15 (10 ng.ml-1). Culture supernatants were collected for dosage of IL-10 by 
ELISA (n=6). (C) Hepatic CD8+ T cells were stimulated 48 hours at 37°C in the presence of syngeneic APCs H-
2Kd+ and by addition of PMA (50 ng.ml-1), Ionomycin (100 ng.ml-1) and BD GolgiPlug for the last 6 hours for 
intracellular cytokine staining. Representative IL-10 and CD8 co-staining are presented. Histograms represent the 
analysis of PD-1 and CD122 expression on IL-10- CD8+ T cells (gray histograms) and IL-10+ CD8+ T cells (black 
histograms). Frequencies of IL-10+ CD8+ T cells for each condition are reported in (D) (n=4). Histograms represent 
the mean (± s.e.m). p values were calculated by Mann-Whitney U test, ns = no significance, * p<0.05, ** p<0.01. 
Data were representative of two (A) or three independent experiments (B, C and D).  
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  Figure 6. Hepatic PD-1+ CD8+ T cells suppress proliferation in vitro and improve pancreatic islet graft 

survival. 8.105 polyclonally activated T cells were co-cultured in duplicate and at ratio Effector: Suppressor cells 
indicated with PD-1+ CD8+ T cells sorted from liver NPCs of AAV H-2Kd treated mice by BD FACS Aria. After 48 
hours, proliferation of effector T cells was analyzed by CPD dilution assay. (A) Representative histograms of CPD 
dilution profiles from effector T cells cultured without (in gray) or with suppressor cells (in black) at indicated ratio. 
Frequencies of divided cells were calculated and reported in (B). (C and D) In a similar experiment, the effect of 
blocking IL-10 signaling was tested by the addition of control isotypic or anti IL-10R antibody (clone 1B1.3A, 100 
µg.ml-1). Diabetic naive mice (STZ, 200 mg.kg-1, i.p.) were grafted with 300-500 pancreatic islets from Balb/c mice. 
3.105 to 5.105 PD-1- CD8+ T cells (dotted lines) or PD-1+ CD8+ T cells (black lines) isolated by BD FACS Aria from 
pools of liver NPCs from AAV H-2Kd mice were adoptively transferred to grafted mice. (E) Blood glucose levels in 
individual mice after pancreatic islet grafts. (F) Pancreatic islet survival in the different groups were compared. 
After adoptive transfer of PD-1- CD8+ T cells, grafts were rejected with an MST of 25 day (n=4) whereas MST is 
statistically prolonged to 78.5 days (p<0.01, n=4) after injection of PD-1+ CD8+ T cells. Histograms represent the 
mean (± s.e.m).  
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Figure S1. Plasma levels of AST/ALT. 8 weeks old C57Bl/6 mice 
received a single injection of AAV H-2Kd (1.2 1012 vg.kg-1, i.v.). 
Plasma samples were collected 2 and 4 weeks after for dosage of 
AST/ALT (n=4). Histograms represent the mean (± s.e.m).  

 

Figure S2. Control of CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg depletion. Naive C57Bl/6 mice were 
injected with anti-CD25 antibodies (clone PC61, 250 µg per injection at day -5 and -2 of 
end of experiment, i.p.). Splenocytes and liver NPCs were harvested and stained for 
analysis of CD4+ Treg frequencies. (A) Representative CD25 and FoxP3 co-staining 
(gated on CD4+ T cells). (B) Frequencies of CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg were reported on 
histograms (n=3). Histograms represent the mean (± s.e.m).  
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Figure S3. Effect of CD4+ CD25+ FoxP3+ Treg depletion on H-2Kd specific immune 
response. Two weeks after AAV control or AAV H-2Kd injection (1.2 1012 vg.kg-1, i.v.), CD4+ 

CD25+ FoxP3+ Tregs were depleted by injections of anti-CD25 antibodies (clone PC61, 250 µg 
per injection on day -5, -2 and -1 of Ad vaccination, or isotype) and mice were vaccinated 
against H-2Kd (Ad H-2Kd, 1.6 1012 vg.kg-1, i.p.). (A) Two weeks later, splenocytes and liver 
NPCs were isolated and co-cultured 96 hours in presence of syngenic APCs H-2Kd+ for CPD 
proliferation assay. Frequencies of CPDlow T cells were reported on histograms for each 
condition (n=4). (B) Serum were diluted (1:20 in PBS) and assayed for determination of anti H-
2Kd IgG levels by flow cytometry (n=4). Histograms represent the mean (± s.e.m). p values were 
calculated by Mann-Whitney U test, ns = no significance. 

Figure S4. Additional markers analyzed on PD-1+ CD8+ T cells. Four weeks after injection of 
AAV H-2Kd (1.2 1012 vg.kg-1, i.v.), liver NPCs were isolated and stained for phenotypic analysis 
of indicated molecules by flow cytometry on PD-1- CD8+ T cells (gray histogram) or PD-1+ CD8+ 
T cells (black histogram) from the same mice (n=3). Representative results are shown.  
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Figure S5. Expression of a soluble form of H-2Kd in the liver does not induce PD-1+ CD8+ 
T cells. Four weeks after injection of AAV H-2Kd or AAV H-2Kd sol, a mutant soluble version of 
H-2Kd, deleted of its transmembrane domain (1.2 1012 vg.kg-1, i.v.), liver NPCs were isolated 
and stained for FACS analysis. (A) Representative PD-1 and CD8 co-staining for liver NPCs. 
(B) Frequencies of hepatic PD-1+ CD8+ T cells 4 weeks after AAV injection (n=3). Histograms 
represent the mean (± s.e.m).  
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Discussion 
 

I- L’expression d’alloantigènes dans le foie est une stratégie qui 

induit la tolérance en transplantation chez la souris 

 
1- La tolérance allogénique a été observée dans différents modèles de 

greffe  

Le projet élaboré avait pour objectif original de démontrer la possibilité d’induire 

l’expression d’une molécule de CMH I allogénique dans le foie de souris naïves afin 

d’améliorer la survie de greffe. Le laboratoire disposait d’une forte expertise dans les straté-

gies de transfert de gène in vivo dans le foie et notamment pour la thérapie génique des hé-

patopathies héréditaires, ce qui a permis de développer des vecteurs de transfert de gène 

AAV ciblant spécifiquement les cellules hépatiques et principalement les hépatocytes. 

L’injection d’une forte dose de vecteur scAAV 2/8mTTR H-2Kd (1.1012 vg.kg-1) par voie intra-

veineuse induit une expression forte et stable au cours du temps dans le foie de souris 

C57Bl/6 (H-2b) naïves et immunocompétentes. H-2Kd est exprimé à la membrane de plus de 

90% des hépatocytes. Des résultats similaires ont été obtenus après injection d’un vecteur 

AAV H-2Kb (AAV 2/8 α-1hAAT/ApoE H-2Kb), permettant l’expression du transgène par 

l’ensemble des hépatocytes de souris B10.BR (H-2k). Ces résultats démontrent conjointe-

ment la possibilité d’exprimer une molécule allogénique de CMH I à long terme dans le foie 

alors qu’elles sont majoritairement impliquées dans l’alloreconnaissance et le rejet de greffe 

(c.f. Introduction Partie 1.II.3).  

L’expression hépatique de H-2Kb permet d’induire la survie à long terme (à plus de 100 

jours) de greffe de peau de souris H-2k transgéniques et exprimant constitutivement H-2Kb 

(souris 178.3) (Cunningham et al., 2013). Nos travaux démontrent qu’il est même possible 

d’étendre cette tolérance induite à des combinaisons d’haplotypes H-2 différentes (H-2d 

chez H-2b) dans un modèle de greffe d’îlots pancréatiques chez la souris. Ces résultats sont 

cependant dépendants du modèle de greffe utilisé, et des greffes de peau (résultats non 

présentés et (Cunningham et al., 2013) ou de cœur (Cunningham et al., 2013) de souris 

donneuses d’haplotypes H-2 différents sont rejetées. L’utilisation de la greffe d’îlots pancréa-

tiques chez la souris a probablement contribué à la réussite de nos expériences. On peut 

évoquer 3 raisons :  
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(1) L’injection de STZ combinée avec l’hyperglycémie résultante du diabète provoque une 

lymphopénie (sang et rate), ainsi qu’une augmentation de la fréquence de LTreg dans le sang, 

dépendamment de plus hauts niveaux de TGFβ, et suffisante pour retarder le rejet de greffe 

d’îlots pancréatiques ou de peau de souris d’haplotypes H-2 différents (Muller et al., 2011). 

On peut donc se demander si l’injection de STZ favorise l’induction de mécanismes de tolé-

rance spécifiques des alloantigènes du donneur.  

(2) Les mécanismes immuns de rejet sont très dépendants du type de greffe réalisée. La 

tolérance est plus difficile à induire dans des modèles de greffes de cœur et de peau chez la 

souris. Les greffes de peau chez la souris naïve sont rejetées plus rapidement (après envi-

ron 2 semaines) que les greffes d’îlots pancréatiques, dans des combinaisons donneur-

receveur identiques et au laboratoire.  

(3) En exprimant H-2Kd dans le foie de souris C57Bl/6 nous avons démontré l’émergence de 

LTreg CD8+ spécifiques de l’alloantigène. Or, le rejet d’allogreffes d’îlots pancréatiques de 

souris donneuses Balb/c chez la souris C57Bl/6 est particulièrement sensible à la présence 

de LT CD8+ reconnaissant directement les alloantigènes. La survie des greffons chez la sou-

ris naïve est largement prolongée en absence de LT CD8+. La présence de LTH accentue 

seulement le rejet mais les LT CD4+ seuls ne peuvent le provoquer (Makhlouf et al., 2003). 

En revanche, les LT CD4+ sont nécessaires et même suffisants pour induire le rejet 

d’allogreffes de cœur (Pietra et al., 2000) ou de peau (Rosenberg et al., 1987). La stratégie 

de transfert d’un CMH I allogénique n’a peut-être pas d’effets régulateurs suffisants sur les 

LT CD4+ allospécifiques pour retarder le rejet surtout dans des modèles de rejet hautement 

dépendants des LT CD4+. Des expériences de déplétion des LT CD4+ combinées à l’injection 

d’AAV H-2Kd pourraient favoriser la survie de greffe de cœur et de peau. Pour aller plus loin, 

on peut aussi se demander quels seraient les bénéfices d’une injection combinée ou seule 

d’un vecteur permettant le transfert d’une molécule de CMH II allogénique dans le foie sur la 

survie du greffon.  

 

2-  L’absence de DSA comme facteur facilitant la survie des greffons ?  

En transplantation, la présence de DSA (anticorps spécifiques d’antigènes du donneur) 

chez le patient est hautement corrélée avec la perte de fonction de l’organe greffé. Ils sont 

aussi très impliqués dans les phases aiguës et chroniques de rejet du greffon (Smith and 

Colvin, 2012; Valenzuela and Reed, 2013). L’expression de H-2Kd dans le foie permet le 

développement de mécanismes de régulation de la réponse humorale de façon robuste et 

spécifique :  
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- absence de DSA malgré l’expression forte de l’antigène dans le foie 

- absence de DSA chez ces animaux après vaccination (Ad H-2Kd)  

- absence de DSA chez  des animaux AAV H-2Kd chez qui nous avons observé 

une survie à plus de 100 jours à des greffes d’îlots pancréatiques (anti H-2d) et 

absence d’IgG anti H-2Kd systématiquement chez des animaux traités et greffés.  

La régulation de la réponse humorale spécifique d’antigènes exprimés dans le foie est 

méconnue. Des expériences préliminaires ont montré que le blocage de l’interaction PD-1 

avec PD-L1 par administration d’un anticorps bloquant au moment de l’injection d’AAV H-2Kd 

permettait de restaurer la sécrétion d’IgG spécifiques de l’antigène (Figure 12). H-2Kd est 

toutefois toujours exprimé 2 semaines après le blocage (niveau d’ARNm H-2Kd inchangé). 

Cette expérience n’a pour le moment pas été reproduite.  

 

 

 

Des études chez la souris ont montré que les interactions PD-1/PD-L1 sont impliquées 

dans la régulation de la réponse humorale. Le blocage de PD-1/PD-L1 à l’aide d’anticorps 

accentue par exemple la réponse humorale après vaccination chez la souris, de façon dé-

pendante de l’expansion de LTFH (Hams et al., 2011). Des souris avec le gène codant PD-1 

invalidé développent de hauts niveaux d’auto-anticorps (Nishimura et al., 1998). Les LTreg ont 

aussi la capacité de réguler spécifiquement les LB autoréactifs exprimant PD-1 par engage-

ment de PD-L1 (Gotot et al., 2012). Contrairement à ces différents résultats publiés, le blo-

cage de la voie PD-1/PD-L1 chez des souris AAV H-2Kd (avec expression de H-2Kd établie) 

au moment de la vaccination (Ad H-2Kd, i.m.) n’induit pas la production d’IgG anti H-2Kd (ré-

sultats non montrés). La virulence de la réponse cellulaire cytotoxique observée chez ces 

animaux (dommages au niveau du tissu hépatique et forte infiltration leucocytaire – Figure 4 

de l’article ; augmentation du niveau d’ARNm de la granzyme B et de la perforine dans des 
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Figure 12 : Le blocage de PD-1/PD-L1 restaure la réponse humorale. Des souris C57Bl/6 sont injectées avec un Ac 
anti-PD-L1 (10F.9G2, 200 µg par injection, i.p., n=3) ou Isotype (n=3, i.p.) 3 jours avant et le jour de l’administration 
d’AAV contrôle ou d’AAV H-2Kd (1.1012 vg/kg), puis tous les 3 jours durant 2 semaines. (A) Après deux semaines, le 
niveau d’ARNm H-2Kd extraits d’échantillons de foie est mesuré par RT-qPCR. Le niveau d’expression de H-2Kd est 
inchangé malgré le blocage de PD-L1 chez des animaux AAV H-2Kd. (B) Les DSA ont été titrés dans les sérums au 
même moment. Ils sont détectés lorsque la voie PD-1/PD-L1 est bloquée. 
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échantillons de foie total - résultats non présentés) et l’élimination rapide des hépatocytes 

exprimant H-2Kd (diminution importante du niveau d’ARNm H-2Kd dans des échantillons de 

foie, Figure 4 de l’article) pourraient avoir interféré dans le développement d’une réponse 

humorale dans ce modèle. 

Au sein de l’organisme, plusieurs voies de régulation de la différenciation des LB en 

plasmocytes (cellules sécrétrices d’anticorps) sont actuellement connues : absence de si-

gnaux « helper » apportés par les LTFH (principalement la sécrétion d’IL-21), présence de LT 

régulateurs localisés dans les follicules B (LTFR), élimination des LB par induction d’apoptose 

(voie Fas-FasL) dans les centres germinatifs (zone de maturation des LB en plasmocytes) 

(Goodnow et al., 2005). L’étude des mécanismes impliqués dans la régulation de la réponse 

humorale spécifique de H-2Kd nécessite le développement de techniques d’identification et 

de caractérisation fonctionnelle des LB alloréactifs (à l’aide de polymères de molécules H-

2Kd, (Chen et al., 2013a; Panoskaltsis-Mortari et al., 2008) et des LTFH spécifiques de H-2Kd 

(tétramères de classe II présentant un peptide immunogène décrit dérivé de H-2Kd) chez des 

animaux vaccinés (Ad H-2Kd) avec ou sans administration préalable d’AAV H-2Kd. Cette 

étude a été initiée au cours d’un stage de Master 2 que j’ai encadré et nécessite davantage 

d’investigations. A notre connaissance, aucune étude ne s’est focalisée particulièrement sur 

les mécanismes de régulation de la réponse humorale spécifique d’antigènes dont 

l’expression est induite dans le foie. 

 

3- La tolérance induite est spécifique, systémique et pourrait être « infec-

tieuse » 

L’induction de tolérance à des allogreffes par expression de CMH I allogéniques H-2Kd 

(et H-2Kb, (Cunningham et al., 2013) dans le foie démontre la robustesse des phénomènes 

régulateurs induits et leur aspect systémique. Nos travaux nous ont permis en plus de mon-

trer que l’expression de H-2Kd dans le foie suffisait à inhiber la réponse cellulaire et humorale 

causée par une vaccination anti H-2Kd (Ad H-2Kd) (Figure 3 de l’article). De plus, les méca-

nismes de régulation sont spécifiques de l’antigène : la vaccination d’une souris AAV H-2Kd 

contre un antigène tiers (Ad LacZ) provoque une réponse immunitaire comparable à celle 

observée chez une souris contrôle. Des greffes d’îlots pancréatiques de souris donneuses 

C3H (H-2k) sont rejetées aussi rapidement chez les animaux AAV H-2Kd et contrôles. Les 

animaux traités restent donc pleinement immunocompétents. L’expression de H-2Kd induite 

dans le foie permet une régulation systémique et spécifique ce qui est une des lacunes ma-

jeures des traitements immunosuppresseurs actuels.  
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Nous avons aussi démontré la possibilité de réguler des réponses allogéniques dans un 

modèle complet d’incompatibilité de CMH après injection d’AAV H-2Kd. Il a déjà été démon-

tré que l’administration par voie orale d’un seul antigène du donneur suffit à favoriser la sur-

vie à long terme d’allogreffes chez la souris (Niimi et al., 2000a, 2000b). Le potentiel toléro-

gène d’un seul alloantigène pouvant conférer un état de non réponse contre l’ensemble des 

alloantigènes du donneur de proche en proche est appelé en anglais « bystander suppres-

sion ». Les mécanismes de suppression dépendent de LTreg spécifiques, qui influencent né-

gativement l’activation de LT alloréactifs de proche en proche (lorsqu’ils sont activés par la 

présentation d’autre alloantigènes par la même CPA on parle de « linked suppression » en 

anglais) et favorisent la différenciation en LTreg. Ce phénomène permet la propagation de la 

tolérance à un panel plus vaste d’antigènes du donneur (Davies et al., 1996). Dans la me-

sure où nous avons démontré l’émergence de populations de LTreg spécifiques de H-2Kd 

dans notre modèle, il est tout à fait envisageable que de tels mécanismes participent à la 

prolongation de la survie des allogreffes d’îlots pancréatiques. L’importance de ces phéno-

mènes de « linked suppression » dans la régulation allogénique par les LTreg CD8+ a 

d’ailleurs été démontrée par l’équipe de Bucy (Kapp et al., 2006). En activant des LT OT1 

(spécifiques d’un peptide de l’ovalbumine restreint par un CMH I) en présence de CPAs ex-

primant l’ovalbumine et de TGFβ, environ 15% acquièrent des capacités suppressives et 

expriment FoxP3 (appelés LTS pour LT suppressives). In vitro, les LTS peuvent inhiber 

l’activation de LT CD4+ spécifiques de H-2Kd (TCR75, peptide H-2Kd
54-68 présenté sur I-Ab) 

uniquement lorsque les CPAs co-expriment l’ovalbumine et H-2Kd. In vivo, elles peuvent re-

tarder le rejet dans un modèle de greffe hétérotopique de cœur chez la souris H-2b transgé-

nique TCR75, à nouveau seulement si les cœurs proviennent de souris C57Bl/6 (H-2b) 

transgéniques et co-exprimant H-2Kd et l’ovalbumine. Dans ce modèle, l’activation des LT 

CD4+ TCR75 est limitée par inhibition des capacités de costimulation des CPAs du donneur 

par les LTS.     
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II- Les LT CD8+ hépatiques spécifiques de H-2Kd : épuisés ou régu-

lateurs ?  
 

1- LT CD8+ spécifiques de H-2Kd sont régulateurs 

Nos travaux apportent des preuves expérimentales de l’acquisition de capacités sup-

pressives par les LT CD8+ spécifiques de H-2Kd après transfert de gène dans le foie à l’aide 

d’un vecteur AAV. En effet, nous avons observé l’émergence d’une large population de LT 

CD8+ détectée uniquement dans le foie de souris AAV H-2Kd (non observé par injection 

d’AAV contrôle) et qui se distingue par la plus faible expression du complexe TCR-CD3 (Fi-

gure 13).  

 

Ce phénomène n’avait pas été mis en évidence par Cunningham et collaborateurs, pro-

bablement du fait de l’utilisation de l’immunohistochimie pour analyser les leucocytes pré-

sents dans le parenchyme hépatique (Cunningham et al., 2013). En plus de cette observa-

tion qui suggère d’emblée un engagement persistant du TCR et par conséquent une forte 

spécificité pour H-2Kd exprimé fortement par les hépatocytes dans le foie, ces cellules ex-

priment de nombreux marqueurs d’activation précoces (CD69, NK1.1) et plus tardifs (CD44+, 

CD62L-) et sont donc phénotypiquement catégorisées en cellules effectrices mémoires. Leur 

capacité à sécréter de l’IL-10 in vitro en réponse à l’expression spécifique de H-2Kd par des 

CPAs a rapidement suggéré leur potentialité à réguler la réponse immune. In vitro, les LTreg 

CD8+ inhibent la prolifération de LT activés et in vivo le transfert adoptif de 3.105 cellules 

triées améliore la survie de greffes d’îlots pancréatiques de donneur Balb/c (H-2d) chez la 

souris C57Bl/6 (H-2b) naïve et immunocompétente. Nous avons aussi montré plus ré-

AAV control AAV H-2Kd

C
D

8

CD3e

C
D

8

TCRβ

Figure 13 : Les LT CD8+ hépatiques spécifiques de 
H-2Kd expriment plus faiblement le complexe TCR-
CD3. Deux semaines après injection d’AAV H-2Kd ou 
contrôle (1.1012 vg/kg, i.v.), les NPCs sont isolés et 
co-marqués pour analyse de l’expression du TCRβ et 
CD8 ou CD3e et CD8 par cytométrie en flux. Les 
analyses sont représentatives.  
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cemment que la déplétion des LT CD8+ totaux de souris AAV H-2Kd avant la greffe d’ilots 

pancréatiques entrainait le rejet plus précoce (MS de 42,5 jours par rapport à 57 jours chez 

des animaux non déplétés) et empêchait la survie au long terme des greffons (Figure 14). 

Ces données démontrant l’importance de la présence des LTreg CD8+ dans l’induction de la 

survie au long terme doivent être confirmées au cours de nouveaux essais de greffes. La 

survie des greffons doit aussi être comparée à des animaux contrôles (AAV contrôle) 

déplétés en LT CD8+.  

 

 

 

Ces résultats sont actuellement uniques et en contradiction avec la littérature. Les mo-

dèles d’expression de protéines spécifiquement dans le foie ont permis de mettre en évi-

dence, pour le moment, l’importance des LTreg CD4+ et des mécanismes de tolérisation des 

LT CD8+ activés directement dans le foie. L’expression au long terme de protéines solubles 

(hFIX, hAAT, OVA, MBP, Insuline) ou cytosolique (GFP) dans le foie est corrélée avec la 

présence de LTreg CD4+ (c.f. Introduction Partie 3.III) alors que la présentation à la membrane 

des hépatocytes (mOVA, H-2Kb) provoque la délétion clonale des LT CD8+ spécifiques, la 

dysfonction après activation ou l’épuisement (c.f. Introduction Partie 3.II.4). 

Le transfert adoptif de 3.105 LTreg CD8+ suffit à induire la survie à long terme de greffes 

d’ilots pancréatiques (Figure 6 de l’article). Nous pensons que l’efficacité observée du trans-

fert adoptif de LTreg CD8+ sur la survie de greffons est liée à la forte spécificité antigénique de 

ces cellules, combinée à leur potentiel d’infiltration du parenchyme : expression de CXCR3 

(Groom and Luster, 2011), profil d’activation (cellules effectrices mémoires) et absence 

d’expression de CD62L. Pour vérifier les capacités d’infiltration au niveau du greffon des 

LTreg CD8+, nous réalisons actuellement des expériences visant à les localiser (par marquage 

au préalable au CPD, c.f. Article, Material and Methods) après transfert adoptif chez des 

animaux greffés. Douze heures après transfert adoptif, nous retrouvons une quantité impor-
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Figure 14 : La déplétion des LT CD8+ empêche le développement de la survie à long terme. Des animaux 
AAV H-2Kd diabétiques ont reçu des injections d’anti-CD8 (2.43, 200µg par injection, i.v., n=4) 3 et 1 jours 
avant de recevoir une greffe d’îlots pancréatiques. (A) Suivi de la glycémie des 4 animaux au cours du 
temps. (B) Survie des animaux, en comparaison avec des animaux AAV contrôle et AAV H-2Kd.  
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tante de LTreg CD8+ au niveau du foie de souris receveuses (environ 5.104 LTreg CD8+), une 

très faible proportion étant localisée au niveau des organes lymphoïdes (rate, ganglions mé-

sentériques et rénaux), ce qui est en adéquation avec l’absence d’expression de CD62L. 

Enfin, même s’il est modeste, nous parvenons à détecter un enrichissement en LTreg CD8+ 

au niveau du rein où sont localisés les ilots pancréatiques greffés par rapport au rein contra-

latéral (Figure 15). Globalement, l’infiltration observée à 12 heures est limitée et c’est pour-

quoi nous souhaitons répéter cette expérience à des temps plus tardifs (24 et 48 heures).  

Bien que généralement associé à un rejet de greffe en clinique, une étude a montré le 

rôle crucial de LTreg CD4+ infiltrant le greffon dans le maintien de la tolérance dans un modèle 

d’allogreffe rénale chez la souris. Ces LTreg expriment des niveaux élevés de TGFβ, d’IL-10 

et d’IFNγ mais aussi de CXCR3 et de Blimp-1 (Hu et al., 2013). A ma connaissance de telles 

observations n’ont pas été faites au sujet des LTreg CD8+. 

2- Caractérisation des LTreg CD8+ spécifiques de H-2Kd 

Nous avons évalué l’expression de nombreux marqueurs cellulaires par cytométrie, pro-

jet qui nous a permis d’établir une caractérisation assez précise des LTreg CD8+ induits dans 

le foie. Certains marqueurs ont déjà été décrits comme étant exprimés par différentes popu-

lations de LTreg CD8+ chez la souris. Il s’agit de marqueurs exprimés de façon homologue par 

les LTreg CD4+ et CD8+ comme CD122, CTLA-4, GITR (résultat récent non montré) et 

l’absence d’expression de CD127 (Tableaux 5 et 6 ; (Wood and Sakaguchi, 2003). Tout 

comme la chaine alpha du récepteur à l’IL-2 (CD25) exprimée fortement par les LTreg CD4+, 

la chaine beta, commune au récepteur à l’IL-2 et à l’IL-15 (CD122) semble être un marqueur 

important des LTreg CD8+ (Li et al., 2014). Les fonctions suppressives des LTreg CD8+ sont 

d’ailleurs fortement dépendantes de la présence d’IL-2 et d’IL-15 (Li et al., 2014). Au con-

Figure 15 : Les LTreg CD8+ transférés sont locali-
sés dans le foie et détectés dans la zone de 
greffe. 5.105 LTreg CD8+ sont isolés puis transfé-
rés chez des souris C57Bl/6 naïves et diabé-
tiques au moment de la greffe d’îlots pancréa-
tique. 12 heures après, la rate, les ganglions, le 
sang, le foie et des échantillons de rein sont pré-
levés et la présence des cellules transférées 
analysée par cytométrie en flux. Les dotplots sont 
représentatifs de n=2 souris et montrent un co-
marquage CPD-PD-1 de LT CD8+ présents dans 
les leucocytes totaux isolés. 
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traire, FoxP3 qui est un facteur de transcription clé dans le développement et la stabilisation 

des fonctions suppressives des LTreg CD4+, n’est cependant pas exprimé par les LTreg CD8+ 

chez la souris (Tableaux 5 et 6). D’autres facteurs de transcription sont importants pour les 

fonctions suppressives des LTreg. Nous avons mis en évidence l’expression de Helios, aussi 

exprimé par les LTreg CD8+ restreint à Qa-1. Helios participe à leur survie et à la stabilisation 

de leurs fonctions suppressives (Kim et al., 2015). Il est relativement difficile de distinguer 

des populations précises de LTreg CD8+ en fonction de l’expression de marqueurs principa-

lement à cause de la diversité des modèles utilisés et de la précision des descriptions réali-

sées (Tableaux 5 et 6).  

Au cours de notre étude, nous avons remarqué qu’après vaccination (Ad H-2Kd, i.m.), le 

niveau d’expression de H-2Kd dans le foie reste inchangé chez des animaux AAV H-2Kd (Fi-

gure 3 de l’article). Par ailleurs, les LTreg CD8+ pourraient aussi participer à la résolution de 

l’inflammation causée par l’injection de Concanavalin A (ConA). Chez la souris naïve, une 

telle injection provoque une hépatite aiguë associée à la destruction d’hépatocytes (Tiegs et 

al., 1992). Nous avons évalué les effets de la ConA injectée deux semaines après adminis-

tration de l’AAV H-2Kd. De façon surprenante, nous n’avons pas observé de perte 

d’expression de H-2kd (fréquence des hépatocytes H-2Kd+ inchangée, niveau d’ARNm com-

parables), suggérant un contrôle rapide de l’hépatite induite et une destruction plus modérée 

du tissu hépatique. Dans le foie, la fréquence des LTreg CD8+ est en revanche largement 

augmentée, ce qui peut être associé à leur plus forte activation et prolifération en réponse à 

la ConA (Figure 16). Dans ce modèle, nous n’avons pas observé d’augmentation de la fré-

quence des LTreg CD4+.  

Figure 16 : L’hépatite aiguë induite par la ConA ne 
cause pas la perte d’expression de H-2Kd dans le 
foie. Deux semaines après injection d’AAV H-2Kd ou 
Contrôle (1.1012 vg/kg, i.v., n=4), les souris C57Bl/6 
reçoivent une injection de ConA (12mg/kg, i.v. ) ou 
PBS. Les animaux sont euthanasiés 2 semaines 
après. (A) Le niveau d’ARNm H-2Kd est mesuré par 
RT-qPCR, à partir d’échantillons de foie. Le niveau 
d’ARNm H-2Kd reste fort après injection de ConA 
chez des souris AAV H-2Kd. (B) La fréquence 
d’hépatocytes H-2Kd positifs est au-delà de 90% 
dans les deux groupes d’animaux AAV H-2Kd. (C) 
Après isolation des NPCs du foie, la fréquence des 
LTreg CD8+ et des LTreg CD4+ est évaluée. Seuls les 
LTreg CD8+ sont augmentés dans le foie de souris 
AAV H-2Kd en réponse à l’injection de ConA   
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La revue de la littérature met en évidence principalement l’origine thymique des LTreg 

CD8+ et une localisation préférentielle dans les organes lymphoïdes (Tableaux 5 et 6). Les 

LTreg CD8+ d’origine thymique sont impliqués majoritairement dans le contrôle de 

l’autoimmunité (Hu et al., 2004) et le maintien de l’homéostasie (Rifa’i et al., 2004). Il est 

possible que les LTreg CD8+ induits dans notre modèle aient un rôle protecteur et participent 

au maintien de l’intégrité du tissu hépatique, en limitant les réponses effectrices notamment 

lors d’inflammation.  

Nous avons commencé à déterminer les mécanismes de suppression des LTreg CD8+ in-

duits dans notre modèle. Le blocage du récepteur à l’IL-10 in vitro à l’aide d’un anticorps 

spécifique restaure en partie l’activité proliférative des LT répondeurs (Figure 6 de l’article). 

La capacité à produire de l’IL-10 en réponse à l’engagement du TCR est accrue en présence 

d’IL-2 et d’IL-15. L’induction de la mort des LT activés est un mécanisme majeur de suppres-

sion par les LTreg CD8+ décrit dans la littérature (c.f. Introduction Partie 2.IV.2). Il serait inté-

ressant de vérifier si ce mécanisme participe à la tolérance dans notre modèle. Nous envisa-

geons de réaliser des tests de cytotoxicité contre des LT répondeurs in vitro. Les LTreg CD8+ 

expriment de nombreuses molécules inhibitrices. Certains mécanismes suppresseurs des 

LTreg CD4+ dépendent de l’expression de ces molécules : diminution de la présentation anti-

génique (interaction Lag3-CMH II) et de la costimulation par les CPAs (interaction CTLA-4-

CD80/86). A notre connaissance, ces mécanismes de suppression n’ont pas été mis en évi-

dence, pour le moment, chez des populations de LTreg CD8+ murines. Ils sont relativement 

importants en transplantation car ils permettent de limiter l’efficacité de la présentation 

d’alloantigènes par les CPAs du donneur. Ces mécanismes contribuent aussi à l’induction de 

LTreg spécifiques d’antigènes du donneur (Huang et al., 2004; Wood and Sakaguchi, 2003).  

 

3- Les LTreg CD8+ spécifiques de H-2Kd, proches voisines des LT CD8+ 

épuisés ? 

Dans notre modèle, les LTreg CD8+ induits dans le foie partagent de nombreux points 

communs avec les cellules épuisées en termes d’induction (forte expression de l’antigène, 

persistance de l’expression au cours du temps, environnement pro-tolérogène hépatique) et 

de phénotype (LT effecteurs mémoires, forte expression de PD-1, CTLA-4, Lag3, 2B4, faible 

expression de CD127). C’est en focalisant sur les différences (prolifération in vitro en ré-

ponse à l’alloantigène – Figure 17, expression de CD122) que nous avons investigué 

d’autres voies et notamment leur rôle dans la régulation.  
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Au contraire, Cunningham et collaborateurs ont montré que des LT CD8+ Des-TCR 

(spécifiques de H-2Kb) injectés chez des animaux ayant reçu une injection d’AAV H-2Kb per-

dent rapidement leur capacité à sécréter de l’IFNγ. L’épuisement des LT CD8+ est un méca-

nisme majeur de régulation de la réponse immune dans le foie (c.f. Introduction Partie 3.II.4). 

Ce phénomène est décrit dans des modèles d’activation de LT CD8+ causée par un fort ni-

veau d’expression d’antigènes par les hépatocytes. Il a aussi été décrit après induction de 

l’expression de l’ovalbumine à la membrane des hépatocytes par transfert de gène à l’aide 

d’un vecteur AAV mOVA (Tay et al., 2014). Dans ce modèle de transfert adoptif, les LT CD8+ 

spécifiques de l’ovalbumine deviennent fonctionnellement épuisés (faible prolifération, ab-

sence de cytotoxicité, absence de sécrétion d’IFNγ) et expriment de forts niveaux de PD-1. 

Ces résultats ne concordent pas avec nos observations malgré des approches de transfert 

de gène comparables (forte expression à la membrane des hépatocytes de H-2Kb ou mOVA 

après transfert de gène à l’aide de vecteurs AAV). La différence majeure résulte des proto-

coles expérimentaux utilisés pour caractériser fonctionnellement et phénotypiquement les LT 

CD8+ spécifiques : analyse du phénotype et de la fonction in vitro après transfert adoptif de 

LT Des-TCR (spécifiques de H-2Kb) ou de LT OTI (spécifiques d’un peptide de l’Ova présen-

té sur un CMH I). Ces modèles ont l’avantage d’être très spécifiques mais ils ne reflètent pas 

le statut immunologique des souris et ils ne caractérisent pas le développement de la ré-

ponse immunologique des animaux transduits avec les AAV. Nos travaux se focalisent sur la 

réponse des LT dans le foie suite à l’induction de l’expression de H-2Kd.  

Les LTreg CD8+ spécifiques de H-2Kd expriment aussi le facteur de transcription Blimp-1 

(résultats non montrés), facteur de transcription majeur impliqué dans l’épuisement des LT 

CD8+ lors d’infections chroniques virales (Shin et al., 2009). Blimp-1 est aussi impliqué dans 

le maintien de l’homéostasie des LT et il est nécessaire à la différenciation des LT CD8+  en 

CTL et en cellules mémoires (Martins and Calame, 2008). Il est aussi exprimé par les LTreg 
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Figure 17 : Les LTreg CD8+ prolifèrent en présence de CPAs H-2Kd+. Les LTreg CD8+ ou les LT CD8+ 
CD44- PD-1- (LT naïfs) de foie de souris AAV H-2Kd sont isolés à l’ARIA puis cultivés 72h en présence de 
CPAs H-2Kd+ (4.104 LT avec 8.103 CPAs) ou d’Ac anti-CD3/28 (n=4 par condition). La prolifération est 
évaluée par dilution du CPD. Les LTreg CD8+, contrairement aux LT CD8+ naïfs, prolifèrent fortement en 
présence de CPAs H-2Kd+. 
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CD4+ effecteurs et est requis pour la production d’IL-10 (Cretney et al., 2011). Lors 

d’infections chroniques virales, il est exprimé par les LTH1 spécifiques du virus et il entraine 

leur sécrétion d’IL-10 (Parish et al., 2014). Il serait intéressant de vérifier l’implication de 

Blimp-1 dans la production d’IL-10 par les LTreg CD8+ que nous décrivons. L’induction de 

Blimp-1 pourrait alors être un élément clé dans l’orientation préférentielle des LT CD8+ en 

cellules régulatrices dans le foie. En accord avec la littérature citée précédemment, ce mé-

canisme favoriserait la protection tissulaire plutôt que l’élimination des cellules exprimant H-

2Kd, (la totalité des hépatocytes) permettant d’éviter la perte des fonctions hépatiques.  

 

III- Importance de l’expression de H-2Kd à la membrane des hépa-

tocytes dans l’induction des LTreg CD8+ 

Au cours du projet, nous avons développé un second vecteur AAV codant pour une ver-

sion soluble de H-2Kd (AAV H-2Kd soluble - la séquence codant le domaine transmembra-

naire a été supprimée par des techniques de biologie moléculaire). L’injection de la même 

dose d’AAV H-2Kd soluble permet une expression à long terme de l’antigène dans le foie 

(observé jusqu’à 10 semaines) (Figure 18). En revanche, nous avons détecté des IgG spéci-

fiques de H-2Kd dans le sérum des animaux (Figure 18), bien que le titre en IgG soit nette-

ment plus faible que ce qu’on observe lors d’une immunisation par injection intramusculaire 

d’Ad H-2Kd (résultat non montré). La réponse des LT est différente lors de stimulation in vitro 

(c.f. article, Material and Methods) : les LT hépatiques prolifèrent faiblement en présence de 

CPAs exprimant H-2Kd et en comparaison avec des LT isolés de souris exprimant la forme 

membranaire de l’antigène. Dans la rate en revanche, une part des LT prolifèrent in vitro ce 

qui n’est pas le cas quand c’est la forme membranaire de l’antigène qui est exprimée (Figure 

18). Nous avions développé en parallèle des modèles de rejet tumoraux d’hépatomes murins 

consistant à injecter directement dans le foie, et via la veine porte, des cellules tumorales 

Hepa 1.6 (d’origine C57L/J, H-2b) que nous avons modifié pour exprimer H-2Kd (Hepa 1.6 

Kd). Les cellules Hepa 1.6 Kd sont rapidement éliminées après injection chez la souris naïve 

mais elles entrainent le développement d’hépatomes chez les souris AAV H-2Kd (en accord 

avec la prolongation de survie d’allogreffe). En revanche, lorsque c’est la forme soluble qui 

est exprimée, les cellules Hepa 1.6Kd sont rejetées (absence d’hépatome ; Tableau 7). 

 
Injection intra-portale  
de cellules Hepa 1.6 

Injection intra-portale  
de cellules Hepa 1.6 H-2Kd 

PBS 6/7 0/9 (100% de rejet) 

AAV H-2Kd 3/3 10/10 (0% de rejet) 

AAV H-2Kd soluble 4/4 0/4 (100% de rejet) 

Tableau 7 : Ratios des animaux développant un hépatome, en fonction du type de cellules 
tumorales injectées ou de l’expression hépatique de H-2Kd 
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 Ces résultats montrent le développement d’une réponse spécifique de H-2Kd qui, dans 

un contexte inflammatoire peut conduire au développement de l’immunité et au rejet de cel-

lules exprimant l’alloantigène. Ils suggèrent aussi que le maintien de l’expression à long 

terme de H-2Kd sous sa forme membranaire ou soluble implique des mécanismes de régula-

tion différents. Ils ne confirment d’ailleurs pas les effets tolérogènes supposés de 

l’administration d’alloantigènes solubles du donneur chez le receveur en transplantation, 

comme ce qui a été, par exemple, observé lors d’injection intra-péritonéale de CMH I so-

lubles favorisant la survie d’allogreffes cardiaques chez le rat (Behrens et al., 2001). 

L’expression de la forme soluble de l’antigène n’induit pas l’expansion de LTreg CD8+ 

dans le foie (Figure S5 de l’article). Ce résultat suggère l’importance de l’interaction entre la 

molécule H-2Kd exprimée à la membrane des hépatocytes et le complexe TCR-CD3 des LT 

CD8+ dans l’induction et la prolifération des LTreg CD8+ dans le foie. La reconnaissance di-

recte des molécules de CMH allogéniques par les LT de receveur domine dans les phases 

de rejet aigu en transplantation. Elle est liée principalement à la forte fréquence de précur-

seurs de LT capables d’interagir directement avec des molécules de CMH du donneur en 

périphérie (c.f. Introduction Partie 1.II.3). La forte présence de tels précurseurs est un argu-

Figure 18 : L’injection d’AAV H-2Kd soluble entraine une réponse spécifique H-2Kd. (A) Niveau 
d’ARNm H-2Kd dans des échantillons de foie après injection d’AAV H-2Kd soluble (scAAV 2/8 
mTTR H-2Kd soluble, 1.1012 vg/kg, i.v., n=5 par groupe). (B) Détection de DSA dans le sérum 
d’animaux AAV H-2Kd soluble (n=5) alors qu’ils ne sont pas détectés chez des animaux AAV H-
2Kd (n=5). (C) Après 72h de co-culture en présence de CPAs syng ou CPA syng H-2Kd+ (ratio 
CPA :LT 1 :5), les LT hépatiques d’animaux AAV H-2Kd soluble prolifèrent moins que ceux prove-
nant d’animaux AAV H-2Kd. L’inverse est observé pour les LT spléniques (n=4 par conditions).   
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ment en faveur d’une spécificité directe des LTreg CD8+ pour la molécule H-2Kd dans notre 

modèle. De plus, in vitro, la stimulation des LTreg CD8+ en présence de CPAs H-2Kd et d’un 

anticorps anti H-2Kd bloquant potentiellement l’engagement directe du TCR sur H-2Kd di-

minue la fréquence des cellules répondeuses (diminution de la sécrétion de l’IL-10, Figure 

19).  

 

Ce résultat appuie fortement notre idée d’une reconnaissance préférentiellement directe 

et doit être reproduit. L’induction de LTreg CD8+ avec une spécificité directe pour une molé-

cule de CMH I du donneur en transplantation pourrait être un atout majeur dans 

l’amélioration de la survie de greffe. Les LTreg CD8+ pourraient : (1) réguler des réponses 

allogéniques mises en places rapidement chez le receveur et dirigées contre les cellules du 

parenchyme et de l’endothélium, cibles principales des CTLs lors des phases de rejet ; (2) 

favoriser l’immunorégulation des LT allospécifiques en inhibant la présentation des alloanti-

gènes par les CPAs du donneur et favoriser la régulation et l’induction de nouveaux LTreg.  

 

 

IV- Du développement préclinique à l’utilisation chez l’homme 

Nous avons démontré la possibilité d’améliorer significativement la survie d’allogreffes 

par expression d’une molécule de CMH I du donneur dans le foie du receveur, et ces résul-

tats sont d’ailleurs reproduits en utilisant d’autres combinaisons d’incompatibilité H-2 (Cun-

ningham et al., 2013). Le transfert de gène dans le foie à l’aide de vecteurs AAV a connu un 

récent succès dans le traitement de l’hémophilie B chez l’homme (Nathwani et al., 2011, 

2014). Ces résultats cliniques très encourageants dans le traitement de maladies hérédi-

taires, et les nombreuses études précliniques actuellement menées et élargissant le champ 

d’investigation à l’autoimmunité (Akbarpour et al., 2015; Lüth et al., 2008) confortent notre 

idée de l’intérêt du développement de telles stratégies en transplantation. 
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Figure 19 : Le blocage de H-2Kd à la membrane des 
CPAs à l’aide d’un anticorps inhibe la sécrétion d’IL-
10 par les LT CD8+ hépatiques. Les LT CD8+ isolés 
du foie de souris AAV H-2Kd sont stimulés 48h en 
présence de CPAs H-2Kd+, d’IL-2/15 et d’Ac anti-H-
2Kd (SF1-1.1, 50µg/mL) ou Isotype. Après restimula-
tion 6 heures en présence de PMA (50 ng/mL), Iono 
(100 ng/mL) et BD GolgiPlug, les LT CD8+ IL-10+ sont 
détectés par marquage intracellulaire de l’IL-10 et 
analysés en cytométrie en flux. 
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En parallèle, nous avons montré le fort potentiel régulateur de LTreg CD8+ induits dans le 

foie. Actuellement en clinique, l’intérêt se porte sur l’utilisation de LTreg CD4+, que ce soit en 

transplantation (Wood and Sakaguchi, 2003) ou dans le traitement de l’autoimmunité (Blues-

tone et al., 2010). Les LTreg CD8+ ont aussi un fort potentiel régulateur et leur utilisation ap-

portent d’importants bénéfices dans des modèles précliniques en transplantation (Dai et al., 

2010, 2014; Guillonneau et al., 2007). La question principale résulte surtout de l’intérêt 

d’utiliser des LTreg CD8+ plutôt que leurs homologues CD4+. Bien qu’une étude préclinique 

démontre leur plus forte activité dans la suppression du rejet d’allogreffe chez la souris (Dai 

et al., 2014), le manque de caractérisation et de compréhension des mécanismes de sup-

pression des réactions allogéniques limite pour le moment la transposition en utilisation cli-

nique chez l’homme.  

La génération de LTreg CD8+ telle que nous la décrivons dans nos travaux précliniques 

n’est pas immédiatement transposable en clinique. Il est encore prématuré de statuer sur 

l’avantage que peut constituer une telle induction de LTreg CD8+ in vivo par transfert de gène, 

par rapport à des stratégies (très lourdes) d’expansion ex vivo telles que celles qui sont ac-

tuellement testées pour les LTreg CD4+. Du fait du très fort potentiel suppresseur des LTreg 

CD8+, nous pensons qu’il est très intéressant de poursuivre dans la caractérisation de ces 

cellules et de leur mode d’action. Il serait aussi important d’étudier l’applicabilité de notre 

stratégie d’induction de tolérance à d’autres conditions pour lesquelles l’allocompatibilité de-

meure une limitation, comme la greffe allogénique d'organes solides vascularisés, mais aussi 

de tissus ou de cellules souches. La thérapie cellulaire est en plein essor et elle ouvre la 

porte à de nouvelles approches cliniques : transplantation de cellules souches hématopoïé-

tiques, thérapie cellulaire régénératrice, pour lesquelles l’utilisation de cellules allogéniques, 

sans recours à des traitements immunosuppresseurs au long cours serait un réel avantage. 
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Résumé 
 

L’induction de la tolérance immune spécifique du don-
neur est une bonne alternative à la prise d’immuno-
suppresseurs au long terme, classiquement utilisés pour 
limiter le rejet de greffe. Les molécules de Complexe 
Majeur d’Histocompatibilité du Donneur (CMH) sont les 
principales cibles de la réponse allogénique chez le 
receveur en transplantation. Le transfert de gène ciblant 
le foie à l’aide de vecteurs viraux induit la tolérance au 
produit du transgène. Pour déterminer si l’expression 
d’un alloantigène par les hépatocytes induit la tolérance 
et favorise l’acceptation de la greffe, des souris C57Bl/6 
(H-2b) ont été traitées à l’aide d’un vecteur AAV  (pour 
Adeno Associated Virus) permettant l’expression du 
CMH I H-2Kd par les hépatocytes. Les souris sont tolé-
rantes à l’alloantigène et l’expriment à leur membrane à 
long terme, même après vaccination à l’aide d’un adé-
novirus. Après induction d’un diabète, des souris trai-
tées avec l’AAV rejettent plus tardivement des greffes 
d’îlots pancréatiques de souris Balb/c (H-2d), et 40% 
d’entre elles sont tolérantes (survie >100 jours). 
L’expression de H-2Kd dans le foie induit l’expansion 
localement de LT CD8+ allospécifiques et suppresseurs. 
Leur transfert adoptif chez des souris naïves diabé-
tiques améliore la survie de greffe allogéniques d’îlots 
pancréatiques. Nous avons démontré pour la première 
fois que l’expression à long terme d’une molécule de 
CMH I induit la génération d’un sous-type de LTreg CD8+ 
allospécifiques favorisant la tolérance à des allogreffes. 
Le transfert de gène dans le foie est une stratégie pro-
metteuse pour l’induction de la tolérance spécifique du 
donneur in vivo.  

 

Mots clés 

AAV ; Foie ; Lymphocyte T CD8+ Régulateurs ;  To-
lérance ; Transplantation ; Transfert de gène 

Abstract 
 

Induction of donor-specific immune tolerance is a good 
alternative to chronic life-long immunosuppression for 
the avoidance of allograft rejection. Donor major histo-
compatibility complex (MHC) molecules represent the 
main targets of the allogeneic immune response of 
transplant recipients. Liver-targeted gene transfer with 
viral vectors induces tolerance toward the encoded 
antigen. To determine whether alloantigen gene transfer 
to hepatocytes induces tolerance and promotes graft 
acceptance, C57Bl/6 (H-2b) mice were treated with 
adeno-associated viral (AAV) vector targeting the ex-
pression of the MHC I molecule H-2Kd to hepatocytes. 
AAV H-2Kd treated mice were tolerant to the alloantigen, 
as demonstrated by its long-term expression at the 
membrane of the hepatocytes, even after a highly im-
munogenic challenge with an adenoviral vector. In addi-
tion, after induction of diabetes, the AAV treated mice 
had significantly delayed rejection of fully allogeneic 
pancreatic islet grafts from Balb/c mice (H-2d), with 
more than 40% recipients tolerant (>100 days). AAV 
mediated expression of H-2Kd in the liver induced the 
local expansion of CD8+ T lymphocytes with allo-specific 
suppressive properties. The adoptive transfer of these 
liver-generated CD8+ Tregs into naive diabetic mice 
promoted the long-term survival of allogeneic pancreatic 
islet grafts. We demonstrate for the first time that AAV-
mediated long-term expression of a single MHC I mole-
cule in the liver induces the generation of a subset of 
allospecific CD8+ Treg cells, which promotes tolerance 
toward fully allogeneic graft. Liver gene transfer 
represents a promising strategy for in vivo induction of 
donor-specific tolerance. 
 

Key Words 

AAV ; CD8+ Regulatory T Cell ; Gene Transfer ; 
Liver ; Tolerance ; Transplantation 
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