
UNIVERSITE DE NANTES 

FACULTE DE MEDECINE 

 

ECOLE DOCTORALE BIOLOGIE-SANTE 

 

 

ANNEE 2011 

 

Expression des microARN dans le sang 

de patients transplantés rénaux 

 

 

THESE DE DOCTORAT 

Discipline : Science de la Vie et de la Santé 

Spécialité : Immunologie 

 

Présentée et soutenue publiquement par : 

 
 

Richard DANGER 
 

Le 12 Octobre 2011, devant le jury ci-dessous : 

 

 

Président du jury : Rémi Houlgatte, Directeur de Recherche, Nantes 

 

Rapporteurs :   Dominique Baeten, Professeur, Amsterdam 

Eric Thervet, Professeur, Paris 

 

Examinateurs :  Dany Anglicheau, Docteur, Paris 

    Jean-Marie Bach, Docteur, Nantes 

 

Directeur de thèse :  Sophie Brouard, Directeur de Recherche, Nantes 



 

Sommaire 

Remerciements ........................................................................................ Erreur ! Signet non défini. 

Sommaire .................................................................................................................................... ii 

Abréviations .................................................................................................................................iv 

Table des illustrations ...................................................................................................................vi 

Introduction ................................................................................................................................. 1 

I/ Transplantation rénale et tolérance ............................................................................................... 1 

1) Définition de la tolérance : un ou des états ......................................................................... 1 
2) L’induction de la tolérance................................................................................................... 2 

a) La tolérance centrale ................................................................................................... 3 
b) La tolérance périphérique ........................................................................................... 5 

3) La tolérance partielle ........................................................................................................... 9 
4) La tolérance opérationnelle ............................................................................................... 10 

a) Contraintes méthodologiques des patients opérationnellement tolérants .............. 10 
i. Le problème de la population contrôle ................................................................. 10 
ii. Méthodologie utilisée ........................................................................................... 11 
iii. Choix du compartiment à analyser ........................................................................ 11 
b) Analyses phénotypiques des cellules périphériques des patients opérationnellement 

tolérants ................................................................................................................................... 13 
c) Etudes du transcriptome des patients opérationnellement tolérants ...................... 18 

II/ Le Rejet Chronique Humoral Actif en transplantation rénale ..................................................... 23 

5) Définition du RCHA ............................................................................................................ 24 
6) Diagnostic précoce du RCHA .............................................................................................. 26 
7) Traitement du RCHA .......................................................................................................... 30 

III/ Les petits nouveaux dans le contrôle d’expression des gènes : les microARN........................... 32 

1) Découverte des miARN ...................................................................................................... 32 
2) Biogénèse des miARN ........................................................................................................ 34 

a) Transcription des gènes codant les miARN ............................................................... 34 
b) Maturation du miARN ............................................................................................... 35 

3) Mesure des miARN............................................................................................................. 36 
4) Mécanismes d’action des miARN ....................................................................................... 38 

a) Reconnaissance de la cible du miARN ....................................................................... 38 
b) Choix du brin guide .................................................................................................... 40 
c) Répression de la traduction protéique ...................................................................... 41 
d) Dégradation des ARNm cibles ................................................................................... 41 
e) Activation de la traduction protéique ....................................................................... 42 
f) Rôle de leurre ............................................................................................................. 43 

5) Intérêts cliniques de l’étude des miARN ............................................................................ 43 
a) Les miARN comme biomarqueurs ............................................................................. 43 
b) Intérêt thérapeutique des miARN ............................................................................. 44 

6) Importance des miARN dans le contrôle de l’immunité .................................................... 45 
a) L’oncomiR-21 dans l’immunité .................................................................................. 47 
b) miR-155, l’exemple du miARN multifonctionnel ....................................................... 47 



Sommaire 

iii 

c) miR-142-3p, fortement exprimé dans les PBMC ....................................................... 49 

7) Implications des miARN en transplantation rénale ........................................................... 50 
a) miARN et physiopathologie du rein ........................................................................... 50 
b) miARN et immunité de la transplantation................................................................. 52 

Objectifs  ................................................................................................................................... 55 

I/ Objectifs de l’étude 1 .................................................................................................................... 55 

II/ Objectifs de l’étude 2 ................................................................................................................... 56 

III/ Objectifs de l’étude 3 .................................................................................................................. 57 

Résultats  ................................................................................................................................... 58 

I/ Résultats de l’étude 1 ................................................................................................................... 58 

II/ Résultats de l’étude 2 .................................................................................................................. 70 

III/ Résultats de l’étude 3 ............................................................................................................... 115 

Discussion générale ................................................................................................................... 117 

Perspectives .............................................................................................................................. 122 

I/ Implication des lymphocytes B dans la tolérance opérationnelle .............................................. 122 

1) Analyse de la différenciation lymphocytaire B ................................................................ 122 
2) Etude des propriétés suppressives des lymphocytes B ................................................... 122 

II/ Analyse de l’expression des miARN chez les patients transplantés .......................................... 123 

1) Rôle du miR-142-3p dans la tolérance opérationnelle .................................................... 123 
a) Implication du miR-142-3p dans la voie de signalisation du TGFβ1 ........................ 123 
b) Répression de la production d’Il-6 par miR-142-3p ................................................ 124 
c) Rôle de miR-142-3p sur la fonction des lymphocytes B .......................................... 124 
d) Implications in vivo de miR-142-3p ......................................................................... 125 

2) Implications de miR-142-5p dans le RCHA ....................................................................... 125 
a) Identification des cellules responsables de la surexpression de miR-142-5p ......... 125 
b) Implications in vivo de miR-142-5p dans le RCHA ................................................... 125 
c) Confirmation du potentiel biomarqueur de miR-142-5p ........................................ 126 

III/ Comparaison rein-foie .............................................................................................................. 127 

Bibliographie ............................................................................................................................. 128 

Annexes  .................................................................................................................................. 145 

Annexe 1 ......................................................................................................................................... 145 

Annexe 2 ......................................................................................................................................... 147 

Annexe 3 ......................................................................................................................................... 148 

Annexe 4 ......................................................................................................................................... 150 

Annexe 5 ......................................................................................................................................... 151 



 

Abréviations 

Ac : Anticorps 

ADN : Acide DesoxyriboNucleique 

AKT : v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1 

Ag : Antigène 

AMPc : Adénosine monophosphate cyclique 

ADCY9 : Adénylate cyclase 9 

ARN : Acide RiboNucleique 

ARNm : ARN messager 

AT1R : Récepteur de type 1 de l’angiotensine 

ATG : Globulines antithymocytes polyclonales 

AUC: Aire sous la courbe (Area Under the Curve) 

BANK1 : B-cell scaffold protein with ANKyrin repeats 1 

C4d : Complement component 4 d 

CAN :Néphropathie chronique d’allogreffe (Chronic Allograft Nephropathy) 

CD : Cluster de Différenciation 

CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

CPA : Cellule Présentatrice d’Antigène 

CTLA-4 : Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4 

DAG : Diacylglycérol 

ENDAT : Endothelial-Associated Transcripts 

Fab : Fragment antigen binding 

Fc : Fragment cristallisable 

FOXP3 : Forkhead Box P3 

GVHD : Réaction du greffon contre l'hôte (Graft Versus Host Disease) 

GFP : Protéine fluorescente verte (Green Fluorescent Protein) 

HLA : système des antigènes des leucocytes humains (Human Leucocyte Antigens) 

HO-1 : Hème Oxygénase 1 

IDO : Indoléamine 2,3-dioxygénase 

IFNγ : Interféron γ 

Il : Interleukine 

Ig : Immunoglobuline 

IOT : Indice Of Tolerance 



Abréviations 

v 

IS : Immunossuppression 

ITN : Immune Tolerance Network 

IVIg : Immunoglobulines Intraveineuses 

JAK3 : Janus Kinase 3 

miARN : microARN 

MMP7: Matrix Metalloproteinase-7 

MRE: sites de reconnaissance à l’ARNm du miARN (miARN Recognition Elements) 

mTOR : mammalian Target of Rapamycine 

NF-KB : Nuclear factor κB 

PBMC : Cellules mononuclée du sang périphérique (Peripheral Blood Mononuclear Cell) 

PBT: Pathogenesis-Based Transcript Sets 

PCR : Polymerase Chain Reaction 

RCHA : Rejet Chronique Humoral Actif 

RFP : Protéine fluorescente rouge (Red Fluorescent Protein) 

PI-3K: Phospho-Inositol-3 Kinase 

PKC : Protéine Kinase C 

PLC : Phospholipase C 

PSMB10 : Proteasome Subunit, Beta type, 10 

qPCR : PCR quantitative 

polyA: poly Adénylé 

ROC : Receiver Operating Curve 

STAT : Signal Transducer and Activator of Transcription 

TCR : T Cell Receptor 

TGFβ1 : Transforming Growth Factor β 1 

TGFBR1 : TGFβ1 Récepteur 1 

Th1 : Lymphocyte T helper 1 

TLR4 : Toll-Like Receptor 4 

Treg : Lymphocyte T régulateur 

TRIB1: Tribbles-1 

ZAP-70 : Zeta-chain (TCR) Associated Protein kinase 70kDa 

 



 

Table des illustrations 

Figure 1: Représentation des étapes de l’activation lymphocytaire T, issu de Thervet, et al. 2011. ..... 7 

Figure 2: Illustration des gènes mis en évidence par l'étude de Lozano et al. (Lozano, et al. 2011) .... 21 

Figure 3: Survie du greffon rénal selon la période de la greffe (ABM, 2009) ........................................ 23 

Figure 4: Causes tardives de perte du greffon rénal inspiré de Pascual, et al. 2002. ........................... 24 

Figure 5: Caractéristiques histologiques du RCHA (Giral, et al. 2010a) ................................................ 25 

Figure 6: Augmentation de la protéinurie chez des patients transplantés rénaux présentant des DSA 
de novo (Fotheringham, et al. 2011)...................................................................................... 28 

Figure 7: Validation du score prédictif de la perte de greffon avec 48 biopsies indépendantes 
(Einecke, et al. 2010). ............................................................................................................. 29 

Figure 8: Représentation des sept sites de fixation du miARN lin-4 au gène lin-14 ............................. 32 

Figure 9 : Croissance du nombre de séquences dans la base miRBase et du nombre d’articles publiés 
citant le mot « microRNA » dans PubMed (Kozomara and Griffiths-Jones 2011) ................. 33 

Figure 10: Biogénèse et mécanismes d’action des miARN, issu de Inui, et al. 2010 ............................ 35 

Figure 11: Principe de dosages par PCR quantitative des miARN ......................................................... 37 

Figure 12: Trois grands types de structures secondaires de duplexe miARN/ARNm (Maziere and 
Enright 2007) .......................................................................................................................... 39 

Figure 13: Fluctuations d’expression de miR-150-5p et -3p dans différentes populations 
lymphocytaires (Kuchen, et al. 2010) .................................................................................... 40 

Figure 14: Profil d'expression de miARN en fonction du type cellulaire analysé (Liang, et al. 2007) ... 46 

Figure 15: Exemples de fonctions de miR-155 dans des cellules immunitaires (Schott and Stoecklin 
2010) ...................................................................................................................................... 48 

Figure 16 : miARN différentiellement exprimés dans des biopsies de patients transplantés rénaux en 
épisode de rejet aigu et dans des biopsies normales (Anglicheau, D., et al. 2009a)............. 53 

Figure 17: Hypothèse de rétrocontrôle négatif de la signalisation du TGFβ1 par miR-142-3p dans les 
lymphocytes B ...................................................................................................................... 119 

Figure 18: Expression de miR-142-3p dans des lymphocytes B naïfs, mémoires et régulateurs triés à 
partir de PBMC d’individus sains (n=2). ............................................................................... 120 

Figure 19: Concentration du TGFβ1 dans le plasma de patients stables et opérationnellement 
tolérants ............................................................................................................................... 124 

Figure 20: Expression de miR142-5p et miR-21 dans les reins de rats syngéniques et DST à J100 .... 126 

Figure 21: Regroupement hiérarchique des 5 miARN différentiels mis en évidence entre transplantés 
hépatiques opérationnellement tolérants (TOL) et non tolérants (nonTOL). ..................... 127 

 

Tableau 1: Etudes décrivant des patients opérationnellement tolérants............................................. 14 

 



 

1 

Introduction 

 

I/ Transplantation rénale et tolérance 

 

Le but en transplantation, voire le Graal pour certains, est l’établissement durable d’une 

allogreffe d’un organe solide sans recours à un traitement immunosuppresseur à vie. Mais, face aux 

nombreux échecs, le fait d’outrepasser la barrière immunologique entre deux individus non 

identiques génétiquement semble difficile (Starzl 2000). Pourtant, quelques exemples de tolérance 

chez l’Homme permettent d’envisager la possibilité d’induire une tolérance aux allogreffes. 

L’établissement d’une tolérance permettrait de s’affranchir des nombreux effets secondaires des 

immunosuppresseurs tels que l’augmentation de l’incidence des infections opportunistes (Singh 

2005), de cancers (Stallone, et al. 2005; Dantal, et al. 1998) ou, paradoxalement de néphrotoxicités 

(Nankivell, et al. 2003; Bennett, et al. 1996). Ainsi, la prévalence de néphrotoxicités associées aux 

inhibiteurs de calcineurine est de 96,8% à 10 ans (Nankivell, et al. 2003). La tolérance permettrait 

également de réduire les coûts à long terme de la transplantation rénale ainsi que de s’affranchir des 

problèmes de non-observance des traitements par le patient qui s’accompagnent le plus souvent de 

la perte du greffon. 

 

 

1) Définition de la tolérance : un ou des états 

C’est en 1953 que Billingham, Brent et Medawar démontrèrent la possibilité d’induire une 

tolérance à une allogreffe de peau chez la souris par exposition du receveur aux antigènes du 

donneur de la greffe à un stade fœtal (Billingham, et al. 1953). A partir de ces expériences, la 

définition de tolérance « vraie » a été établie consistant en « une greffe fonctionnelle sans lésion 

histologique de rejet, en absence d’immunosuppression (IS), chez un hôte immunocompétent ». 

Cette tolérance est spécifique du donneur puisque le receveur accepte une seconde greffe du même 

donneur alors qu’il rejette une greffe d’un tiers. 

Cette définition, établie chez l’animal, n’est pas transposable chez l’Homme où la greffe d’un 

organe tiers n’est pas envisageable pour prouver un état de tolérance spécifique. Ansari et Sayegh 

ont défini la tolérance chez l’Homme par l’absence de réaction immunitaire dirigée contre 

l’allogreffe, avec une fonction stable du greffon en l’absence d’IS (Ansari and Sayegh 2004). Plusieurs 

autres critères peuvent compléter la définition de tolérance incluant l’absence d’anticorps anti-

donneur (DSA pour donor specific antibody) pour certains protocoles, l’absence d’infiltration du 
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greffon par des lymphocytes agressifs et une faible réponse dirigée contre le donneur in vitro, alors 

que la réponse immune contre les cellules d’une tierce personne est conservée (Fehr and Sykes 

2004). Les protocoles d’induction de tolérance incluent un suivi du patient et des prélèvements qui 

peuvent permettre de répondre à cette définition. 

De façon intéressante, dans certains cas rares, un état de tolérance spontanée est observé, 

principalement par non observance du traitement immunosuppresseur par le patient (Orlando, et al. 

2010). Dans ces cas, l’accès au greffon est souvent impossible, par refus du patient, ou parce que 

prélever une biopsie chez ces patients présentant une bonne fonction rénale ne semble pas éthique 

face aux risques encourus. La définition de la tolérance ne se base alors que sur des critères 

fonctionnels et l’on parle alors de tolérance « opérationnelle » (Roussey-Kesler, et al. 2006). Plus 

précisément, nous l’avons définie par l’absence de traitements immunosuppresseurs depuis plus 

d’un an, avec une créatinémie inferieure à 150µmol/L et une protéinurie inferieure à 1g/24h 

(Roussey-Kesler, et al. 2006). L’arrêt des traitements immunosuppresseurs peut aussi être une 

décision médicale lorsque la survenue de cancers ou d’infections virales engage le pronostic vital du 

patient. 

Enfin, un état partiel de tolérance ou « prope » tolérance est défini comme le maintien d’une 

fonction du greffon satisfaisante avec un traitement immunosuppresseur minimal dans le but de 

diminuer le risque de toxicité médicamenteuse et les complications infectieuses et tumorales (Calne, 

et al. 1998). 

Ainsi, la réduction voire l’interruption des traitements immunosuppresseurs est une option 

envisageable pour l’amélioration du devenir du greffon ainsi que du patient lui-même en 

s’affranchissant de leurs effets secondaires. Les critères d’éligibilité de patients transplantés rénaux 

pour l’interruption de traitements à base d’inhibiteurs de calcineurine sont le sujet d’une revue 

rédigée en 2008 présentée en annexe 2 (p.147): Rationale and criteria of eligibility for calcineurin 

inhibitor interruption following kidney transplantation ; Danger R, Giral M, Soulillou JP, Brouard S. 

Curr Opin Organ Transplant., 2008. 

 

 

2) L’induction de la tolérance 

Depuis le travail pionnier de Medawar et de ses collègues, beaucoup de protocoles d’induction 

ont été développés dans des modèles de rongeurs (Jovanovic, et al. 2008) mais peu sont 

efficacement transposables chez des primates non-humains et encore moins chez l’Homme ; nous 

nous focaliserons donc sur les protocoles cliniques testés chez l’Homme. Ces protocoles se basent sur 

la compréhension des mécanismes de tolérance qui peuvent être distingués en deux types : la 

tolérance centrale et la tolérance périphérique. 
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a) La tolérance centrale 

La tolérance centrale implique des mécanismes de délétion centrale thymique analogues à la 

tolérance au soi fœtal qui se déroule dans le thymus où une sélection négative des lymphocytes T 

autoréactifs, reconnaissant le soi, est déclenchée par apoptose (Billingham, et al. 1953). Pour 

exploiter ce mécanisme dans le cadre de la transplantation d’organe, les lymphocytes T préexistants 

doivent d’abord être éliminés. Ensuite, l’expression des antigènes du donneur dans le thymus doit 

être obtenue pour rééduquer le thymus afin d’éliminer les lymphocytes réactifs envers les antigènes 

du donneur. 

Chez l’Homme, le premier exemple de tolérance centrale a été décrit en 1991 chez deux patients 

ayant reçu une greffe de moelle osseuse présentant des antigènes des leucocytes humains (HLA pour 

Human Leucocyte Antigens) identiques suite à une leucémie aigüe. Ces deux patients ont reçu une 

allogreffe rénale du même donneur que la moelle quelques années après, pour traiter une 

dysfonction rénale (Sayegh, et al. 1991). Ces deux patients ont alors toléré leur greffe rénale sans IS 

et ont présenté un chimérisme, défini par la présence simultanée de cellules vivantes ayant des fonds 

génétiques différents dans un même organisme. Par la suite, différentes études ont rapporté des 

résultats similaires de tolérance rénale après transplantation de moelle osseuse (Helg, et al. 1994; 

Sellers, et al. 2001; Butcher, et al. 1999; Hamawi, et al. 2003; Jacobsen, et al. 1994; Sorof, et al. 1995; 

Gajewski, et al. 2002). Dans ces cas, la tolérance centrale est obtenue grâce à des traitements myélo-

ablatifs, par irradiation totale ou par chimiothérapie, afin d’éliminer toutes les cellules 

hématopoïétiques dont les lymphocytes T matures, suivie d’une reconstitution de la moelle osseuse, 

par transplantation, qui assure la colonisation du thymus par des cellules souches (Delis, et al. 2004). 

Il faut noter que la transplantation de moelle osseuse dans ces cas est indiquée pour le traitement de 

leucémie, de lymphome ou de syndrome myélodysplasique prolifératif, et que les traitements myélo-

ablatifs sont trop toxiques pour être utilisés chez des patients atteints de maladies rénales (Bolling, et 

al. 2011). 

Les traitements non myélo-ablatifs ont aussi été utilisés pour induire une tolérance lors de greffe 

rénale. Dans ce cas, le but est d’induire un chimérisme mixte, c'est-à-dire un état où les cellules 

hématopoïétiques du donneur et du receveur coexistent. Ainsi, au Massachusetts General Hospital, 

six patients présentant une dysfonction rénale à la suite de myélomes multiples ont reçu une greffe 

combinée de rein et de moelle osseuse HLA identique (Spitzer, et al. 1999; Buhler, et al. 2002; 

Fudaba, et al. 2006). Tous les receveurs ont développé un chimérisme mixte, devenant indétectable 

100 jours après la greffe pour quatre d’entre eux. Une rémission complète du myélome fut effective 

pour 3 de ces 6 patients malgré la perte de chimérisme pour deux d’entre eux. Les 

immunosuppresseurs furent arrêtés avec succès pour ces 4 patients avec un chimérisme mixte 

transitoire. Un autre patient avec un chimérisme mixte stable présenta une fonction rénale stable 
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sans IS pendant plus de trois ans. Ainsi, ce traitement non myélo-ablatif semble envisageable dans le 

cas de dysfonction rénale suite à un myélome. 

Par la suite, le même groupe a rapporté la transplantation combinée de rein et de moelle 

osseuse entre des donneurs vivants avec une incompatibilité HLA (Kawai, et al. 2008). Les 5 individus 

ont reçu un traitement non myélo-ablatif (cyclophosphamide, anticorps (Ac) monoclonal anti-CD2, 

irradiation thymique) et deux d’entre eux ont aussi reçu des corticoïdes et du Rituximab, un Ac 

déplétant dirigé contre le CD20 exprimé par les lymphocytes B. Les auteurs ont arrêté le traitement 

IS (cyclosporine A) chez 4 des 5 patients pendant une période de 1,2 à 4,6 ans avec une fonction 

stable du greffon. Porcheray et al. ont montré que 2 de ces patients ont développé des DSA de novo 

sans pour autant rejeter leur greffon (Porcheray, et al. 2009). La production de ces Ac coïncide avec 

la reconstitution du compartiment B, notamment de B transitionnels, sans compromettre cette 

tolérance. Ces protocoles de greffes combinées permettent donc d’aboutir à l’induction de tolérance 

dans certains cas, mais bien que la greffe de moelle osseuse soit régulièrement réalisée pour des 

patients atteints de cancers, le risque mortel de réaction du greffon contre l'hôte (ou GVHD pour 

graft versus host disease) empêche l’utilisation en routine des greffes de moelle osseuse pour ce type 

d’application (Barton-Burke, et al. 2008). 

L’utilisation de cellules hématopoïétiques souches périphériques CD34+ à la place des cellules de 

moelle osseuse a aussi été réalisée lors de deux essais avec 4 et 6 patients (Millan, et al. 2002; 

Scandling, et al. 2008). Ces deux études démontrent qu’il est alors possible d’induire un chimérisme 

mixte sans GVHD mais l’arrêt des IS a été obtenu seulement dans deux cas. La même équipe a 

présenté une étude similaire où 15 patients ont reçu une transplantation rénale avec des donneurs 

vivants HLA compatibles intrafamiliaux, suivie d’un traitement d’induction d’irradiation lymphoïde 

totale, de globulines antithymocytes polyclonales (ATG), puis d’une injection de cellules CD34+ et 

CD3+ du donneur (Busque, et al. 2011). Un chimérisme mixte a été observé chez 12 des 15 patients, 

et 8 ont pu être sevrés d’immunosuppresseurs sans rejet. Les biopsies protocolaires à un an ne 

montraient aucun signe de rejet alors que la fonction rénale était excellente. Et aucun patient n’a 

présenté de GVHD, arguant encore le risque minoré de ce protocole par rapport à des protocoles de 

transplantation de moelle osseuse (Busque, et al. 2011). Cette nouvelle étude d’induction de 

tolérance semble donc prometteuse au moins dans le cadre de donneur HLA-compatibles vivants. 

Ainsi, ces résultats montrent que la tolérance peut être induite par la greffe combinée de cellules 

hématopoïétiques et d’un rein. Cependant, parmi tous ces essais, peu de patients sont devenus 

durablement tolérants, la plupart avec des donneurs vivants HLA-compatibles. De plus, ce type de 

protocole est difficilement applicable en routine, de par son coût, et des risques pour le receveur. 
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b) La tolérance périphérique 

Les mécanismes naturels de tolérance périphérique permettent le contrôle des cellules T 

matures qui ont échappé à la délétion centrale thymique durant le développement fœtal et qui 

présentent un risque potentiel d’auto-immunité. Plusieurs mécanismes ont été exploités pour 

induire cette tolérance périphérique : 

- la déplétion lymphocytaire T : puisque le rejet d’allogreffe est un processus dépendant des 

lymphocytes T, la déplétion des lymphocytes T du receveur avant la transplantation a été testée pour 

induire une tolérance. Ainsi, Strober et al. ont décrit un protocole d’induction de tolérance par 

irradiation lymphoïde totale associée à l’injection d’ATG (Strober, et al. 1989; Strober, et al. 2000). 

Mais parmi les 28 patients testés, seul un patient avait encore une fonction rénale normale en 

absence d’IS plus de 12 ans après l’arrêt des traitements. Par ailleurs, ce patient présentait une forte 

réponse anti-donneur dans un test de réaction lymphocytaire mixte, suggérant que, dans ce cas au 

moins, la délétion clonale n’était pas le mécanisme d’induction de tolérance. L’approche de 

déplétion lymphocytaire T semble une approche logique pour éliminer les lymphocytes T 

allorésistants mais semble insuffisante pour induire une tolérance durable, d’après cet essai. Dans 

l’idée que cette déplétion n’était pas assez profonde, l’utilisation de l’alemtuzumab (Ac monoclonal 

anti-CD52 déplétant ou Campath-1) a été réalisée pour induire une tolérance chez 7 patients, mais 

sans succès (Kirk, et al. 2003). Ainsi, des mécanismes autres que la déplétion clonale T semblent 

nécessaires pour induire une tolérance. 

Malgré une déplétion lymphocytaire, la présence de cellules T mémoires est possible et peut être 

responsable de rejet d’allogreffe (Valujskikh and Lakkis 2003). En effet, ces cellules sont résistantes à 

certaines stratégies immunosuppressives incluant une résistance au blocage de costimulation (Yang, 

et al. 2007), une résistance aux thérapies de déplétion par les Ac (Gallon, et al. 2006), une résistance 

à l’apoptose (Wu, Z., et al. 2004) et des réponses de réactivation à l’antigène exacerbées qui 

nécessitent une costimulation minimale, voire nulle (Cho, et al. 2000). Ainsi, Nadazdin et al. ont 

récemment montré chez le primate non humain que le taux de lymphocytes T mémoires avant 

transplantation était plus important chez les animaux rejetant leur greffon que ceux devenus 

tolérants (Nadazdin, et al. 2011). De plus, malgré la présence de lymphocytes T mémoires chez les 2 

groupes de singes, seuls ceux rejetant leur greffon présentaient une augmentation de la fréquence 

de lymphocytes T mémoires spécifiques au donneur. Le ciblage de cette population cellulaire semble 

une stratégie nécessaire pour l’induction efficace d’une tolérance. Ainsi, il pourrait être possible 

d’inhiber spécifiquement les cellules mémoires en ciblant leurs molécules d’adhésion, par exemple 

par l’Ig anti-LFA3 (alefacept, ciblant le CD2) qui a montré son efficacité contre les cellules T 

mémoires-effectrices chez le primate non humain (Weaver, et al. 2009). La différence de fréquence 

de cellules mémoires entre l’Homme ou des primates non humains et des animaux de laboratoire qui 
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sont très peu soumis à des antigènes et ont donc une faible fréquence de lymphocytes T mémoires 

avant la transplantation peut, en partie, expliquer l’échec de protocoles d’induction de tolérance 

chez l’Homme ou le primate non humain qui réussissent dans des modèles de rongeurs (Nadazdin, et 

al. 2011). 

Une approche originale a récemment été testée par l’équipe de Terasaki, où les patients, avant 

l’induction d’une déplétion par un traitement non myélo-ablatif avec addition de Bortézomib, furent 

immunisés soit par des transfusions sanguines et l’injection de cellules souches hématopoïétiques du 

donneur soit par l’injection de cellules souches hématopoïétiques seules (Trivedi, et al. 2010). Dans 

cet essai, et avec un suivi moyen de 9,3 mois seulement, tous les patients présentaient une fonction 

stable de leur greffon dont 4 en l’absence d’IS, 7 avec des faibles doses de corticoïdes et 7 avec un 

traitement conventionnel. Cet essai, basé sur l’immunisation avant la transplantation, est prometteur 

mais un suivi plus long est nécessaire. 

 

- le blocage de la costimulation : l’activation des lymphocytes T nécessite la présentation 

antigénique par une molécule de CMH et aussi un signal de costimulation délivré par l’interaction de 

CD28 avec B7-1/2 (CD80/CD86) présent sur les cellules présentatrices d’antigènes (CPA) ; l’absence 

de ce signal de costimulation conduit à l’anergie des cellules T (figure 1). Par ailleurs, l’interaction 

CTLA4 avec B7-1/2 se fait avec une affinité plus forte, empêchant l’induction du signal CD28/B7-1/2. 

D’autres voies de costimulation ont un rôle important dans l’activation lymphocytaire et pourraient 

être utilisées pour induire une transplantation rénale (PD1, ICOS, BTLA,…) (figure 1). Pour l’heure, la 

stimulation ou le blocage de ces voies n’ont pas été décrits dans des protocoles d’induction de 

tolérance chez l’Homme mais pour le maintien de la greffe rénale en option des traitements actuels. 

L’utilisation du Belatacept, une protéine de fusion entre le fragment cristallisable (Fc) de l’IgG1 

humaine et le domaine extracellulaire de CTLA4 qui bloque par compétition la costimulation 

dépendante du CD28 est en évaluation en transplantation rénale (Larsen, et al. 2005). Ainsi, une 

étude de phase III a montré que le Belatacept permettait une survie du greffon et du patient similaire 

à la cyclosporine A alors que la fonction rénale à 2 ans était meilleure dans le groupe Belatacept tout 

comme le profil de risque cardiovasculaire (Larsen, et al. 2010). Par ailleurs, Bestard et al. ont montré 

que l’utilisation du Belatacept, en association avec le sirolimus, un inhibiteur de la voie mTOR 

(mammalian target of rapamycine), augmentait le nombre de lymphocytes T régulateurs (Treg) par 

rapport aux lymphocytes T mémoires (Bestard, et al. 2011). Ces résultats préliminaires montrent que 

l’association d’agents agissant selon plusieurs mécanismes, ici la déplétion T par l’ATG, le blocage de 

costimulation et l’utilisation d’inhibiteurs de la voie mTor, peuvent promouvoir une meilleure 

acceptation du greffon par l’inhibition de la réponse allospécifique contre le donneur (Bestard, et al. 

2011). 
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De même, Poirier et al. ont récemment montré que l’utilisation d’un Ac humain chimérique 

antagoniste monovalent anti-CD28, sc28AT, qui se fixe au CD28 sans induire de signal de 

costimulation et ne bloque pas l’interaction CTLA4/B7-1/2, agissait en synergie avec des inhibiteurs 

de calcineurine pour promouvoir l’acceptation d’une greffe rénale ou cardiaque chez le primate non 

humain (Poirier, et al. 2010). De plus, cette équipe a montré que le blocage sélectif de CD28 affectait 

directement les cellules T effectrices tout en induisant une augmentation du nombre de lymphocytes 

T reg, le CTLA4 et d’autres molécules immunorégulatrices telles que l’enzyme IDO, l’hème oxygénase 

1 (HO-1) et le transforming growth factor β 1 (TGFβ1). 

 

 

 

Figure 1: Représentation des étapes de l’activation lymphocytaire T, issu de Thervet, et al. 2011. 
 

Le premier signal est issu de la reconnaissance du récepteur des lymphocytes T (TCR) avec son ligand 

(CMH). Des voies de signalisation pro-inflammatoires sont alors mises en jeu, incluant la participation 

des facteurs de transcription NF-κB, NFAT et AP-1. Le second signal est délivré par la liaison des 

molécules de costimulation (CD28, Inducible costimulator-ligand (ICOS-L), CD40L). Le troisième signal 

est induit par la fixation de l’IL-2 sur son récepteur, CD25. Celui-ci délivre un message permettant la 

prolifération, la sécrétion de cytokines et de chémokines, ainsi que des signaux protégeant de la mort 

par apoptose. IDO : indoléamine 2,3-dioxygénase ; ZAP-70 : protéine tyrosine-kinase; PLC : 

phospholipase C; CTLA-4 : Cytotoxic T Lymphocyte Antigen-4; DAG : Diacylglycérol; PKC : Protéine 

Kinase C; PI-3K : Phospho-Inositol-3 Kinase; Akt : protéine kinase; STAT : Signal Transducer and 

Activator of Transcription; mTOR : mammalian Target of Rapamycine; G1-S-G2-M : phases du cycle 

cellulaire; JAK3 : Janus Kinase 3. 
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- la régulation lymphocytaire : les lymphocytes Treg qui régulent ou suppriment l’activation T 

peuvent être des acteurs du maintien d’une tolérance périphérique. Actuellement, aucune étude n’a 

rapporté l’utilisation de ces cellules en clinique, mais une étude européenne, « the ONE study », est 

en cours de lancement. Cette étude est basée sur une méthode d’enrichissement des Treg 

spécifiques du donneur et de résultats obtenus chez la souris où l’utilisation de ces cellules diminue 

le rejet de greffe de peau (Sagoo, et al. 2011). Etant donné leur capacité à inhiber les réactions 

allogéniques, cette stratégie semble intéressante et les résultats de cette étude sont très attendus. 

Cependant, l’utilisation de ces cellules est risquée, notamment par la plasticité cellulaire où des Treg 

peuvent se comporter en lymphocytes T effecteurs et produire des cytokines pro-inflammatoires 

(Zhou, et al. 2009). 

Puisque les cellules T anergiques ont des activités suppressives sur les lymphocytes T, 

notamment en inhibant la prolifération de lymphocytes T dans le cadre de rejet de greffe de peau 

chez la souris (Chai, et al. 1999), leur utilisation est envisageable. Ainsi, une étude a montré 

l’obtention d’une tolérance d’une allogreffe rénale de plus d’un an chez 3 primates non humains sur 

6 après transfusion de cellules T anergiques générées ex vivo (Bashuda, et al. 2005). L’hypothèse des 

auteurs est que les lymphocytes T alloréactifs naïfs ont été inactivés dans le greffon par transfert 

adaptatif. Mais malgré qu’un seul des 6 animaux développa un rejet aigu, des signes de rejet 

chronique furent observés chez les animaux devenus tolérants. 

Pour finir, les lymphocytes T ont longtemps été considérés comme les seules cellules à cibler 

pour établir une tolérance par leur rôle prépondérant lors de rejet d’allogreffe chez l’Homme alors 

que les lymphocytes B étaient considérés comme des cellules auxiliaires. Or, plusieurs études 

montrent que les lymphocytes B exercent aussi des fonctions immuno-régulatrices (Vitale, et al. 

2010). En effet, des souris déficientes en lymphocytes B ne sont pas capables de maitriser 

l’inflammation dans un modèle d’encéphalite expérimentale auto-immune (EAE) (Wolf, et al. 1996). 

Tous les lymphocytes B ne possèdent pas cette capacité et Fillatreau et al. ont montré dans un 

modèle murin que les lymphocytes B impliqués dans le contrôle de l’inflammation sont ceux 

produisant de l’interleukine 10 (Il-10) et sont appelés des lymphocytes B10 (Fillatreau, et al. 2002). 

Chez l’Homme, Blair et al. ont décrit une population de lymphocytes B, qui en réponse à une 

stimulation par le CD40, empêche la différenciation des lymphocytes T activés en lymphocytes T 

helper 1 (Th1) via la sécrétion d’Il-10 mais pas de TGFβ1 (Blair, et al. 2010). Ces lymphocytes B 

produisant de l’Il-10 semblent être des lymphocytes B immatures, caractérisés par le phénotype 

CD19+CD24highCD38high. Ces lymphocytes B régulateurs (Breg) expriment aussi fortement le CD1d et le 

CD5 suggérant que les propriétés des Breg et B10 précédemment décrits dans des modèles animaux 

sont communes aux Breg décrits chez l’Homme (Blair, et al. 2010). 
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Par ailleurs, l’implication de la fonction des lymphocytes B en transplantation a été montrée par 

Deng et al. dans un modèle de transplantation cardiaque chez des souris déficientes en cellules B 

(Deng, et al. 2007). Le greffon est immédiatement rejeté et insensible à la tolérance induite par un Ac 

anti-CD45RB. De plus, des lymphocytes B activés par le CD40 sont responsables, via la stimulation du 

CD80 et du CD86, de la conversion de lymphocytes T effecteurs en Treg (Zheng, et al. 2010; Tu, et al. 

2008). Bien que la production d’Il-10 ou encore de TGFβ1 n’est pas attribuée à ces lymphocytes B, 

ces études démontrent aussi des capacités régulatrices des lymphocytes B. 

Ces cellules n’étant pas très bien caractérisées, notamment chez l’Homme, aucun essai 

d’induction de tolérance utilisant ces cellules n’est en cours en clinique. Mais ces cellules présentent 

un fort potentiel d’immunorégulation en transplantation. 

 

Les résultats de certaines de ces approches sont encourageants puisque l’état de tolérance peut 

être obtenu intentionnellement dans certains cas. Mais soit les protocoles sont trop lourds pour être 

mis en place en routine, soit les résultats sont aléatoires, et donc trop risqués pour les patients. Il est 

alors indispensable d’améliorer nos connaissances des mécanismes immunologiques qui se déroulent 

après la greffe ou de développer d’autres stratégies. 

 

 

3) La tolérance partielle 

Face à la difficulté d’établir une tolérance vraie, Roy Calne suggéra que la déplétion en 

lymphocytes T pourrait permettre la survie à long terme de la greffe en association à des doses 

réduites d’immunosuppresseurs et appela cet état la « prope tolérance » (Calne, et al. 1998), ou 

tolérance partielle (Cortesini and Suciu-Foca 2004). Plusieurs protocoles cliniques ont permis 

l’établissement d’un tel état permettant le maintien d’une fonction du greffon satisfaisante avec un 

traitement immunosuppresseur minimal dans le but de diminuer le risque de toxicité 

médicamenteuse et les complications infectieuses et tumorales, mais les bénéfices à long-terme de 

cette approche restent à éclaircir (Calne and Watson 2011; Watson, et al. 2005). De plus, pour 

envisager une réduction progressive des traitements immunosuppresseurs, il est nécessaire 

d’identifier les patients à faible risque immunologique. L’utilisation de biomarqueurs de faible risque 

immunologique ou de tolérance permettrait de réduire les risques encourus par les patients. 
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4) La tolérance opérationnelle 

Alors qu’aucun protocole pour induire une tolérance à une greffe rénale n’est vraiment établi et 

que seulement peu de cas de tolérance induite ont été rapportés, plusieurs cas de tolérance 

spontanée ont été décrits (Orlando, et al. 2010). En transplantation rénale, ces cas de tolérance sont 

rares et font souvent suite à un arrêt des traitements sur décision du patient lui-même, par non-

observance. Mais l’occurrence de ces cas de tolérance spontanée pourrait être sous-estimée puisque 

la non-observance du traitement est plus fréquente qu’elle n’est avouée (Greenstein and Siegal 

1998; Germani, et al. 2011). Comme précisé précédemment (« définition de la tolérance : un ou des 

états », p.1), puisque l’accès au greffon est souvent impossible chez ces patients, la tolérance est 

définie comme opérationnelle par des critères fonctionnels, c'est-à-dire une survie prolongée d’une 

allogreffe d’organe avec une fonction stable du greffon en l’absence de traitement 

immunosuppresseur chez un receveur immunocompétent (Ansari and Sayegh 2004). 

L’établissement de biomarqueurs de la tolérance opérationnelle permettrait d’identifier parmi 

les patients stables sous immunosuppression ceux qui pourraient potentiellement présenter un état 

de tolérance et bénéficier d’une diminution ou d’un arrêt des traitements immunosuppresseurs 

(Ashton-Chess, J., et al. 2009). Nous allons détailler les études phénotypiques et transcriptionnelles 

conduites dans le but de mieux comprendre les mécanismes de tolérance. Mais tout d’abord, il est 

nécessaire de rappeler certaines contraintes méthodologiques liées à ces études. 

 

a) Contraintes méthodologiques des patients opérationnellement tolérants 

i. Le problème de la population contrôle 

Depuis que les premiers cas de patients ayant une fonction stable de leur greffon sans IS ont été 

décrits en clinique (Roussey-Kesler, et al. 2006), le choix d’un groupe contrôle reste problématique. 

Ce paradoxe est dû à la situation clinique de ces patients qui présentent une fonction stable du 

transplant mais ne reçoivent plus d’IS. 

Les patients dits « stables » présentent une fonction stable de leur greffon, selon les mêmes 

caractéristiques fonctionnelles que les patients opérationnellement tolérants. De plus, ce groupe de 

patients semble être le plus cliniquement pertinent puisque ce sont ces individus qui seront 

considérés comme « candidats » à une diminution de l’IS. Cependant, ces patients sont sous IS 

contrairement aux patients tolérants. Il est donc important de comparer également ces patients à 

des individus témoins, par définition sans IS, tout en gardant à l’esprit que ces patients ne sont pas 

greffés, ce qui établit également un biais important dans ce contrôle. 

Un autre contrôle possible est celui des patients présentant des lésions de rejet chronique 

humoral actif (RCHA) (p. 23). Toutefois ces patients sont sous IS et présentent une dégradation de 
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leur fonction, absente par définition chez les patients tolérants. Cependant, en l’absence de biopsies 

rénales, il est difficile d’exclure la présence d’une forme de rejet « subclinique » dans le greffon des 

patients opérationnellement tolérants. Il semble donc intéressant d’utiliser les patients en RCHA 

comme contrôles. Ce groupe permet ainsi de faire la différence entre marqueurs spécifiques de 

tolérance et marqueurs de rejet ou tout du moins de lésions tissulaires. 

L’utilisation de plusieurs groupes contrôles semble donc nécessaire dans les études de 

caractérisation des patients tolérants afin d’éviter d’associer des facteurs confondants à l’état de 

tolérance (présence d’IS, de lésions tissulaires, …). 

 

ii. Méthodologie utilisée 

L’approche transcriptionnelle est l’approche utilisée par notre équipe pour identifier des 

biomarqueurs et tenter de comprendre les mécanismes de la tolérance. En effet, cette approche a 

l’avantage de pouvoir se baser sur les outils à haut débit que sont les puces à ADN pour mesurer 

l’ensemble des gènes transcrits à un temps donné, alors que l’approche protéique est pour l’instant 

plus limitée. Même si il existe des outils pour l’analyse à haut débit du protéome, ces outils sont plus 

récents et la validation des résultats est plus lourde à mettre en place, voire plus limitée. Dans le 

cadre des puces à ADN, même si le problème de faux positifs reste un problème majeur, la validation 

individuelle des résultats de puces à ADN par PCR quantitative permet d’éliminer les faux-positifs 

éventuels. Ces problèmes sont le sujet du chapitre d’un livre auquel j’ai participé, présenté en 

annexe 3 (p.148) : Pan Stanford Series on Nanobiotechnology Volume 2, ,: Functional Proteomics and 

Nanotechnology-based Microarrays, Chapter 10: Organ transplants and gene microarrays,: 

Functional Proteomics and Nanotechnology-based Microarrays, Danger R., Soulillou J.P., Brouard S., 

Nicolini C. (Eds. Nicolini C., LaBaer J.), p. 229-256, 2010, London - New York - Singapore. D’ailleurs, les 

résultats des puces a ADN doivent toujours être confirmés par d’autres technologies comme la PCR 

quantitative ou avec des outils protéiques sur des échantillons indépendants. C’est d’ailleurs une 

limite de nos études ; le nombre d’individus opérationnellement tolérants étant faible, nous ne 

pouvons valider nos résultats que sur un nombre limité d’échantillons. 

 

iii. Choix du compartiment à analyser 

Aujourd’hui, l’examen histologique de la biopsie et son interprétation selon la classification de 

Banff, est le standard pour évaluer le statut de la greffe rénale (Sis, et al. 2010). D’ailleurs, c’est sur la 

biopsie que beaucoup d’études transcriptionnelles ont été réalisées pour mieux comprendre les 

mécanismes de rejet d’allogreffe. Cependant, les patients tolérants qui ont arrêté leur traitement 

pour non observance, refusent généralement toutes les procédures invasives. De plus, la biopsie, 
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quoique bien maitrisée actuellement, représente un risque et son interprétation reste toujours 

dépendante de l’anatomopathologiste (Thaunat, et al. 2007). 

En transplantation rénale, les urines, directement au contact du greffon, semblent être un 

compartiment intéressant à étudier et leur recueil a l’avantage d’être non-invasif (Anglicheau, Dany 

and Suthanthiran 2008). De fait, récemment, les urines apparaissent comme un compartiment de 

choix pour l’identification des épisodes de rejets aigus (Afaneh, et al. 2010). Newell et al. ont mesuré 

l’expression de 18 gènes dans les urines de patients opérationnellement tolérants (Newell, et al. 

2010). Ainsi, ils ont montré une augmentation significative du transcrit CD20 dans les urines des 

patients tolérants par rapport aux patients stables, reflétant l’augmentation du nombre de cellules B 

en périphérie chez ces patients. Ce compartiment semble donc utile pour l’identification de 

biomarqueurs. 

Actuellement, le sang est le compartiment le plus utilisé pour l’analyse des gènes des patients 

transplantés notamment les patients tolérants. La mise en place d’un test pour le diagnostic de 

transplantations cardiaques a démontré son potentiel (Mehra, et al. 2008). De plus, Horwitz et al. ont 

démontré que l’expression des gènes dans les PBMC corrélait avec le diagnostic histologique de rejet 

cellulaire aigu dans des biopsies endomyocardiques (Horwitz, et al. 2004). Cependant, les PBMC ne 

sont pas forcément le miroir du greffon. Par exemple, le nombre de transcrits de granzyme B 

augmente dans les biopsies de patients atteints de RCHA alors qu’il diminue dans les PBMC, ce qui 

peut s’expliquer par une accumulation des cellules sanguines exprimant granzyme B dans le greffon 

(Ashton-Chess et al., 2009a). Ces résultats n’excluent pas l’utilisation de molécules issues du sang 

comme outils diagnostiques ou pronostiques, mais peuvent limiter l’interprétation mécanistique de 

ces molécules. Ces résultats sont d’ailleurs discutés dans la revue présente en annexe 4 (p. 150): 

What can we learn from the transcriptional characterization of spontaneously tolerant transplant 

recipients?, 2010, Curr Opin Organ Transplant. 2010 Aug;15(4):435-40) Danger R, Racapé M, Soulillou 

JP, Brouard S. Toujours à partir du sang périphérique, l’utilisation du sérum ou de plasma est aussi 

envisageable pour la recherche de marqueurs protéiques ou de petits ARN. Ainsi, Mitchell et al. 

montrent que la mesure de miR-141 dans le plasma permet de discriminer 25 patients atteints d’un 

cancer de la prostate de 25 individus sains avec une aire sous la courbe (AUC) d’une courbe ROC 

(Receiver operating curve) de 0,907 (Mitchell, et al. 2008). 
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b) Analyses phénotypiques des cellules périphériques des patients 

opérationnellement tolérants 

Moins d’une centaine de cas de tolérance spontanée de patients transplantés rénaux a été 

décrite dans le monde (tableau 1, p. 14). En ce qui concerne la première cohorte, décrite en 1980, 

Zoller et al. ont identifié 48 patients qui avaient arrêté leur traitement immunosuppresseur dont 23 

au moins 244 jours parmi le registre national américain (soit plus de 6 000 patients transplantés 

rénaux) (Zoller, et al. 1980). Parmi eux, seuls 6 patients ont conservé un état de tolérance plus de 3 

ans. Les auteurs en concluaient que l’arrêt des immunosuppresseurs était à proscrire car trop risqué, 

la plupart des patients arrêtant leur traitement déclarant un rejet aigu et/ou perdant leur greffon 

(Zoller, et al. 1980). La seconde cohorte de 10 patients a été décrite par notre groupe en 2006 

(Roussey-Kesler, et al. 2006). L’historique clinique de ces 10 patients opérationnellement tolérants 

ne diffère pas de manière notable des autres patients transplantés rénaux. Ainsi, la moyenne des 

incompatibilités HLA est de 3 ±1,5, la moitié des patients ont eu des épisodes de rejets aigus avant 

l’arrêt des immunosuppresseurs, 6 patients sur 9 présentaient des immunisations anti-HLA, etc. Par 

contre, les donneurs étaient plus jeunes que la moyenne d’âge des donneurs et que les receveurs 

eux-mêmes. Ce point est à rapprocher de l’observation que l’âge du donneur influence la survie du 

greffon, l’augmentation de l’âge du donneur étant associée a une diminution de la survie du greffon 

(Lee, C. M., et al. 2000; Carter, et al. 2000). 

Ces 10 patients font l’objet d’une description clinique actualisée avec un suivi de plus de 10 ans 

et avec l’addition de 17 autres patients opérationnellement tolérants (Brouard, et al. en préparation). 

Ainsi, au total, le traitement immunosuppresseur a été arrêté après une médiane de 10 ±7 ans après 

la transplantation et la tolérance dure depuis une médiane de 9 ±6 ans. Les raisons d’arrêt des 

immunosuppresseurs sont la non-observance pour 19 des patients, la survenue de désordres 

lymphoprolifératifs pour 5 patients, un cancer de peau, un cancer rénal et une toxicité des 

inhibiteurs de calcineurine. Comme dans la description précédente, l’historique clinique de ces 

patients ne diffère pas de manière notable de celui des patients transplantés rénaux stables sous IS, 

par exemple, la moyenne des incompatibilités HLA est de 3 ±2,25 et 10 des 27 (37%) patients ont eu 

des épisodes de rejets aigus avant l’arrêt des immunosuppresseurs. Cependant, dans cette étude, les 

critères cliniques des patients opérationnellement tolérants ont été comparés à un groupe de 

patients stables sous IS apparié sur la durée de survie du greffon (avant et après arrêt de l’IS), 

permettant une comparaison statistique plus rigoureuse. Dans ce cas, l’âge des donneurs n’est pas 

retrouvé significativement différent entre les 27 patients opérationnellement tolérants et la 

population contrôle de 26 patients transplantés sous IS. Cette observation n’est pas contradictoire 
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Tableau 1: Etudes décrivant des patients opérationnellement tolérants 

Nombre de patients 
opérationnellement 

tolérants 

Donneur 
vivant/décédé 

Nombre 
d’incompatibilités 

HLA 
IS avant l’arrêt 

Raison de l’arrêt du 
traitement 

Durée de la 
tolérance 

Référence 

1 Vivant HLA identique AZA + CS Non-observance >36 mois 
(Uehling, et al. 

1976) 

6 Les deux    >3 ans 
(Zoller, et al. 

1980) 

6 Vivant  AZA + CS  3 à 38 ans 
(Starzl, et al. 

2004) 

1 Vivant 3 DST, puis CsA+AZA+CS Non-observance > 5 ans 
(Burlingham, et 

al. 1995) 

1 Vivant 3 ND PTLD >3 ans 
(Christensen, et 

al. 1998) 

2 
Vivant et 
décédé 

0 pour l’un, 
2 pour l’autre 

thérapie d’induction pour 
l’un (OKT3);pas pour l’autre 

Non-observance 
> 5 ans pour 
l’un, > 27 ans 
pour l’autre 

(VanBuskirk, et 
al. 2000) 

1 ND 
1 de classe I, (classe 
II pas déterminée) 

AZA + CS Non-observance > 9 ans 
(Fischer, et al. 

1996) 

4 ND ND ND Non-observance 
moyenne : 27 

mois 
(Owens, et al. 

1975) 

1 ND ND ND Non-observance 40 mois (Hussey 1976) 

10 les deux moyenne : 3 ± 1.5 
thérapie d’induction: 6 

patients/10, inhibiteurs de 
calcineurine : 7 patients/10 

Non-observance (7), 
raison médicale (2) 

moyenne : 9 
±5 ans 

(Roussey-Kesler, 
et al. 2006) 

27 les deux 
moyenne : 3 ±2,25 
(5 HLA-identiques) 

 
Non-observance (19), 

raison médicale (7) 
moyenne : 9 ± 

6 ans 
(Brouard, et al. 

2011) 

25 
5 cadavériques, 

17 vivants 
  

Non-observance (20), 
raison médicale (2) 

de 1 à 32 ans 
(Newell, et al. 

2010) 

35 
7 cadavériques, 

28 vivants 
  

Non-observance (31), 
raison médicale (3) 

de 1 à 32 ans 
(Sagoo, et al. 

2010) 

 
 

PTLD: désordre lymphoprolifératif post-transplantation; AZA + CS : azathioprine + corticostéroïde ; DST : transfusion spécifique du donneur ; CsA : 

cyclosporine A 
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avec la précédente, où la moyenne d’âge des donneurs des patients tolérants était plus faible que 

celle de la population générale des patients transplantés : pour les patients tolérants greffés depuis 

des dizaines d’années, les critères de greffe étaient moins étendus, notamment l’âge du donneur 

maximal était moins élevé que de nos jours. Cela explique l’âge plus jeune par rapport à la 

population générale actuelle et non pas par rapport à une population présentant la même durée 

post-transplantation. De plus, le phénomène de tolérance est peut être plus observable chez des 

patients ayant reçu des reins de bonne qualité, notamment de patients plus jeunes. 

Dans ce groupe, 5 patients (18,5%) ont reçu une transplantation HLA identique provenant de leur 

frère ou sœur non jumeau et 5 patients n’ont reçu aucune transfusion sanguine (Brouard, et al. en 

préparation). De plus, bien qu’à peu près la moitié d’entre eux ont arrêté leur traitement 

immunosuppresseur de façon progressive comme cela avait été décrit dans la première étude, 

l’analyse d’une cohorte plus grande montre qu’un tiers ont arrêté leur traitement brutalement. Ainsi, 

la procédure d’arrêt progressive des immunosuppresseurs n’est peut être pas la clé pour favoriser la 

transition vers un état de tolérance opérationnelle. 

Après l’arrêt des immunosuppresseurs, 8 patients ont développé des Ac de novo, dont 4 sont des 

DSA. Cependant, malgré l’absence de traitement pour prévenir une réponse humorale, seuls 2 de ces 

patients ont développé une perte de fonction du greffon, 6 mois et 4 ans après la détection des DSA. 

Les 6 autres patients présentant une immunisation de novo conservent une fonction stable de leur 

greffon depuis une période d’observation médiane de 7 ans (Brouard, et al. en préparation). Ces 

résultats sont concordants avec les observations faites par Strober et al. qui ont trouvé une réactivité 

anti-donneur chez un patient tolérant depuis plus de douze ans en réaction mixte lymphocytaire 

(Strober, et al. 2000). De plus, certains de ces patients tolérants ont conservé la capacité de répondre 

à d’autres sollicitations immunologiques (Ballet, et al. 2006) et ne semblent donc pas immuno-

régulés de manière non-spécifique. Mais là encore, l’étude de Ballet et al. montre une hétérogénéité 

chez les patients tolérants dans leur réponse à une vaccination antigrippale. Ces patients ne 

présentent pas d’incidence d’infection plus élevée en dépit d’une surveillance post-transplantation 

s’étendant souvent sur plus de 10 ans, renforçant le fait que la tolérance est spécifique et ne résulte 

pas d’une immunodéficience généralisée. 

Les analyses transcriptionnelles du répertoire du TCR des lymphocytes T sanguins ont montré 

des altérations du CDR3 (région hypervariable de la chaîne du TCRβ) et, dans les cellules T 

sélectionnées, une absence d’accumulation de transcrits de cytokines, suggérant une réponse 

atténuée de ces clones cellulaires (Brouard, et al. 2005). Ces altérations du CDR3 pourraient 

s’expliquer par délétion clonale, par un épuisement de certains clones ou par la prédominance de 

familles de cellules T spécifiques aux dépends d’autres familles (Alvarez, et al. 2005). Les auteurs 

d’une étude similaire chez des patients présentant une survie de leur allogreffe rénale de plus de 9 
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ans envisagent également l’hypothèse d’une perte des cellules effectrices ou d’une augmentation 

des cellules T particulières ayant des capacités régulatrices (Alvarez, et al. 2005). 

Puisqu’il semble y avoir une régulation de la réponse immune chez ces patients, notre équipe 

s’est intéressée aux lymphocytes Treg, caractérisés par une expression des marqueurs CD4, CD25 

(récepteur à l’Il-2), Forkhead Box P3 (FOXP3) et une absence du CD127 (Braudeau, et al. 2007; Louis, 

et al. 2006). Ces études ont montré que les patients tolérants présentaient un nombre de Treg plus 

élevé par rapport aux patients en rejet chronique, tout comme une diminution des transcrits de TLR4 

et de MyD88 dans les PBMC (Braudeau, et al. 2008). Cependant, ces patients opérationnellement 

tolerants présentent un nombre normal de Treg et de transcrits de TLR4 et de MyD88 dans les PBMC 

par rapport aux patients stables et aux volontaires sains. Une étude de l’équipe de Coelho a confirmé 

un nombre de Treg plus élevé chez quatre patients tolérants par rapport à des patients en RCHA mais 

pas par rapport à des stables (Moraes-Vieira, et al. 2010). Le problème du groupe contrôle 

précédemment discuté (« le problème de la population contrôle », p. 10) est ici clairement illustré. 

L’étude montre que les patients tolérants présentent une diminution de l’activation de la voie 

IL4/STAT6 dans les monocytes mais pas dans les lymphocytes T. L’hypothèse selon laquelle les 

monocytes pourraient être impliqués dans une présentation antigénique et dans l’induction d’une 

réponse effectrice moins efficace reste à confirmer. Enfin, récemment, une étude du réseau 

européen Indices Of Tolerance (IOT) a montré que les patients opérationnellement tolérants 

n’avaient pas plus de lymphocytes Treg que des patients stables ou des individus sains et même que 

des patients en rejet chronique (Sagoo, et al. 2010). Cependant, le nombre de lymphocytes T 

CD4+CD25int, étant majoritairement des lymphocytes activés, était plus faible chez les tolérants que 

chez les autres groupes, suggérant une régulation du système immunitaire, au moins au niveau du 

nombre de lymphocytes T activés. 

En 2006, dans son analyse phénotypique de huit patients opérationnellement tolérants, notre 

équipe avait rapporté une augmentation du nombre de cellules B périphériques chez ces patients par 

rapport aux patients en rejet chronique et aux patients stables (Louis, et al. 2006), observation 

retrouvée dans quatre autres études récentes (Newell, et al. 2010; Sagoo, et al. 2010; Pallier, et al. 

2010; Lozano, et al. 2011). Nous avons également démontré une augmentation du nombre en valeur 

absolue de cellules B mémoires chez ces patients (Pallier, et al. 2010; Lozano, et al. 2011). Dans notre 

étude, la caractérisation des cellules B totales montre un profil inhibé de ces cellules avec une 

diminution du ratio CD32a/CD32b (Ravetch JV et Lanier 200), une augmentation du ratio B cell 

activating factor receptor/ B cell activating factor (BAFFR/BAFF) et une augmentation de la molécule 

B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1 (BANK1), une molécule inhibitrice de l’activation des 

cellules B par le CD40 (Aiba, et al. 2006). De plus, la mise en évidence d’une augmentation des 

cellules CD19+CD1d+ et CD19+CD5+ est en faveur d’une population CD19+CD1d+CD5+ décrites comme 
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une population B régulatrice (Iwata, et al. 2010). Similairement, l’étude de Newell et al. montre une 

augmentation du nombre de lymphocytes B transitionnels CD19+CD38+CD24+IgD+ (Newell, et al. 

2010), aussi décrite pour contenir la population des Breg sécréteurs d’IL-10 (Blair, et al. 2010). Ces 

résultats suggèrent un rôle potentiel des lymphocytes B dans le phénomène de tolérance 

opérationnelle. Enfin, l’article Pallier et al. est le premier travail de cette thèse qui est présenté dans 

la partie : « Résultats de l’étude 1 », (p. 58). 

Parmi les autres cas de tolérance décrits (tableau 1), peu d’informations mécanistiques ont été 

avancées. Nous pouvons toutefois noter le cas d’un patient de 21 ans, ayant reçu le rein de sa mère à 

11 ans, puis le rein de son père à 15 ans, tolérant plus de 3 ans après arrêt de son traitement pour 

cause de désordre lymphoprolifératif post-transplantation (Christensen, et al. 1998). Ce patient 

présentait une absence de réponse aux cellules de ses parents avec faible expression des transcrits 

de cytokines Th1 (Il-2 et interféron γ (IFNγ)). De plus, VanBuskirk et al. ont également présenté le cas 

de deux patients transplantés rénaux ayant une fonction stable de leur greffon après plus de 5 et 27 

ans d’arrêt des traitements (VanBuskirk, et al. 2000). Les PBMC de ces patients présentaient une 

absence de réponse aux antigènes du donneur qui semblait régulée par l’interleukine 10 (Il-10) ou le 

TGFβ1. Ce dernier point est important puisque Newell et al. ont rapporté une augmentation de la 

production d’Il-10 par les lymphocytes B transitionnels des patients tolérants par rapport aux 

patients stables (Newell, et al. 2010). Puisque les lymphocytes Breg exercent leur fonction par la 

sécrétion d’Il-10 et/ou de TGFβ1 (Mauri and Ehrenstein 2008), ces résultats sont en accord avec 

l’augmentation de cellules CD19+CD1d+CD5+ rapportée par Pallier et al. et suggèrent encore un rôle 

régulateur des lymphocytes B dans la tolérance (Pallier, et al. 2010). 

Finalement, la tolérance opérationnelle chez l’Homme n’est pas un état « stable et indéfini » 

puisque plusieurs exemples de perte de greffon sont rapportés, même plusieurs années après la 

greffe (Roussey-Kesler, et al. 2006; Zoller, et al. 1980; Brouard, et al. en préparation; VanBuskirk, et 

al. 2000). Ainsi, sur les 27 patients opérationnellement tolérants étudiés par notre équipe, 8 ont 

perdu leur greffe dont un pour cause de RCHA et un pour rejet chronique cellulaire en l’absence de 

dépôt de C4d (Brouard, et al. en préparation). Les 4 autres patients pour lesquels une biopsie était 

disponible montrent seulement des lésions avec présence d’inflammation ou de fibrose interstitielle 

accompagnée d’atrophie tubulaire (FI/AT) sans dépôt de C4d. Ainsi, il n’est pas possible de 

déterminer si ces patients, qui présentent pour certains un greffon stable pendant plusieurs 

décennies, ont perdu leur greffon à cause d’une rupture de tolérance ou seulement par des 

processus de vieillissement ou d’épuisement du greffon comme c’est le cas dans la population 

générale de patients stables. 

La tolérance opérationnelle semble donc un phénomène actif, mais les cohortes de patients 

opérationnellement tolérants étudiés présentent des caractéristiques hétérogènes (réponse à la 
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vaccination, présence d’Ac anti-HLA ou de DSA, etc). Il est pour l’instant difficile de définir s’il existe 

un ou plusieurs mécanismes de tolérance et même si cette tolérance opérationnelle est dans tous les 

cas spécifique du donneur. 

 

A défaut de comprendre ce phénomène, l’identification de marqueurs diagnostiques ou 

prédictifs de la tolérance est indispensable. Ils permettraient de définir parmi une population de 

patient transplantés rénaux sous immunosuppression ceux pour lesquels un arrêt de traitement 

pourrait être envisagé, de contrôler cet arrêt ainsi que de les surveiller afin de prévenir toute perte 

de greffon ; c’est l’un des objectifs des études transcriptomiques réalisées. 

 

c) Etudes du transcriptome des patients opérationnellement tolérants 

La première étude d’analyse du transcriptome des patients opérationnellement tolérants a été 

publiée en 2007 (Brouard, et al. 2007). Dans cette étude, 982 gènes furent identifiés comme 

différentiellement exprimé ente le groupe des patients opérationnellement tolérants (n=17) et le 

groupe des patients en rejet chronique (n=22). Parmi ces gènes, certains codant pour des marqueurs 

d’activation lymphocytaire T comme la molécule CD69, pour des cytokines cytotoxiques comme les 

granzymes, pour des cytokines proinflammatoires comme le TNFα étaient diminués chez les patients 

opérationnellement tolérants. Ces résultats sont en accord avec une étude précédente qui montrait 

que le nombre de lymphocytes T CD8+CD28-
 présentant des marqueurs de cellules cytotoxiques 

différenciées (perforine, granzyme A) était augmenté chez les patients en rejet chronique par rapport 

aux patients opérationnellement tolérants ou à des individus sains (Baeten, et al. 2006). De plus, 

cette étude a démontré fonctionnellement le caractère cytotoxique de ces lymphocytes T CD8+CD28-. 

Au contraire, un enrichissement de gènes identifiés dans les lymphocytes T mémoires (Holm, et al. 

2004) suggère que les patients tolérants ont un système immunitaire normal avec une réponse 

dirigée contre le donneur régulée. Par ailleurs, le niveau d’expression du gène de FOXP3 dans les 

puces à ADN était plus élevé chez les tolérants et les individus normaux que chez les patients en rejet 

chronique, en accord avec les différentes études montrant une augmentation du nombre de 

lymphocytes Treg chez les patients opérationnellement tolérants par rapport aux patients en rejet 

chronique (Braudeau, et al. 2007; Louis, et al. 2006; Moraes-Vieira, et al. 2010; Sagoo, et al. 2010). 

Ces résultats sont donc en faveur d’une inversion du rapport Treg/T effecteurs chez ces patients par 

rapport aux autres patients transplantés (Louis, et al. 2006; Brouard, et al. 2007; Baeten, et al. 2006). 

Les auteurs ont mis en évidence une signature minimale, de 49 gènes, associée à la tolérance 

(chez 5 tolérants) et permettant de prédire cet état chez 10 patients opérationnellement tolérants de 

validation (Brouard, et al. 2007). Malgré l’absence d’augmentation des transcrits du TGFβ1 chez les 

patients opérationnellement tolérants, le TGFβ1 est relié à 27% des gènes de la signature de 49 
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gènes associée à la tolérance. Le TGFβ1 a été décrit comme participant à l’homéostasie des 

lymphocytes Treg (Hori, et al. 2003) et impliqué dans des modèles de tolérance (Torrealba, et al. 

2004). Cette signature est un premier pas dans l’établissement d’une signature diagnostique de l’état 

de tolérance, mais nécessite d’être validée sur une plus grande cohorte de patients, ce qui reste 

impossible aujourd’hui compte tenu de la faible prévalence de ces patients. 

Un nouvel algorithme de prédiction utilisant une méthode de ré-échantillonnage a été appliqué 

sur la mesure en PCR quantitative de 40 gènes de 49 gènes et à permis d’identifier 20 gènes 

prédisant un état de tolérance avec une AUC d’une courbe ROC supérieure à 0,90 (Brouard, et al. 

2011). La mesure de ces 20 gènes dans le sang de 144 patients présentant une fonction stable de leur 

greffon à long-terme (au moins 5 ans après la greffe) a permis d’identifier 5 patients (3,5%) 

présentant un profil de tolérance. Cette analyse confirme donc la possibilité d’identifier des patients 

potentiellement tolérants parmi une population de patients stables à long terme sous IS. Même si 

seul l’arrêt des immunosuppresseurs pourrait effectivement confirmer l’état de tolérance de ces 

patients, ces résultats montrent que la signature de tolérance n’est pas masquée par la présence des 

traitements immunosuppresseurs. Ces résultats suggèrent que la tolérance est moins fréquente chez 

les patients transplantés rénaux que chez les patients transplantés hépatiques où la prévalence de 

patients tolérants après un arrêt des immunosuppresseurs est estimée en moyenne à 20% (Lerut and 

Sanchez-Fueyo 2006). 

A partir des données de puces à ADN de la première étude des patients opérationnellement 

tolérants (Brouard, et al. 2007), l’analyse des gènes corrélés au phénotype de tolérance et associés 

aux lymphocytes B en utilisant le logiciel Gene Set Enrichment Analysis (GSEA), nous a montré des 

gènes reliés au cycle cellulaire, à la prolifération, au développement et à la maturation dans les 

lymphocytes B (Pallier, et al. 2010). Ces résultats sont corrélés avec l’augmentation du nombre de 

lymphocytes B observés dans différentes études (Newell, et al. 2010; Louis, et al. 2006; Sagoo, et al. 

2010; Pallier, et al. 2010). 

Les deux études collaboratives entre le réseau américain Immune Tolerance Network (ITN) 

(Newell, et al. 2010) et le consortium européen IOT (Sagoo, et al. 2010) ont aussi analysé l’expression 

des gènes des PBMC à l’aide de puces à ADN. Parmi les 25 patients tolérants américains, 20 ont reçu 

un greffon HLA apparié alors que les patients du réseau européen et la plupart de ceux de nos études 

présentent des disparités HLA. Cependant, cette différence ne semble pas prépondérante puisque 

l’analyse des gènes différentiellement exprimés dans ces cohortes a révélé, dans les deux cas, un 

enrichissement en gènes impliqués dans les voies de signalisation des lymphocytes B (Newell, et al. 

2010; Sagoo, et al. 2010). L’étude Sagoo et al. a ainsi permis d’identifier 170 gènes différentiellement 

exprimés par les patients tolérants dont la majorité était impliquée dans des voies de signalisation B. 

Sélectionnant les 10 gènes les plus différentiels, dont 6 sont exprimés ou impliqués dans les cellules 
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B, les auteurs ont montré que ces 10 gènes permettent une bonne discrimination des patients 

tolérants. De plus, dans cette étude, les auteurs ont créé un score composite permettant d’identifier 

des patients tolérants avec une valeur positive de prédiction de 80% et une valeur négative de 

prédiction de 96% en associant des analyses transcriptomiques, phénotypiques et fonctionnelles 

composées de : i) l’expression des 10 gènes les plus différentiellement exprimés, ii) le ratio 

d’expression de FOXP3 par rapport à l’expression de l’α-1,2 mannosidase, iii) le pourcentage de 

lymphocytes CD4+CD25int dans le sang, iv) la fréquence de la réponse anti-donneur par rapport à la 

fréquence de la réponse à un tiers en ELISpot, et v) le nombre de lymphocytes B totaux par rapport 

au nombre de lymphocytes T totaux dans le sang. 

L’étude de Newell et al. a permis d’identifier 31 gènes différentiellement exprimés chez les 

patients tolérants par rapport aux contrôles en PCR quantitative. Ces 31 gènes sont issus d’une 

sélection de 228 gènes dont 50 étaient les plus différentiels dans les puces à ADN, d’autres rapportés 

comme spécifiques de la signature de tolérance hépatique (Martinez-Llordella, et al. 2007) ou encore 

suggérés pour jouer des rôles dans la tolérance comme CD40. Parmi ces 31 gènes, 26 sont reliés aux 

fonctions des lymphocytes B, et les auteurs ont pu identifier une signature de 3 gènes (IGKV4-1, 

IGLL1 et IGKV1D-13) permettant de diagnostiquer la tolérance avec une valeur positive de prédiction 

de 86% et une valeur négative de prédiction de 100%. Là encore, ces 3 gènes sont reliés aux 

lymphocytes B puisqu’ils encodent pour des chaines légères des immunoglobulines. 

Dans cette étude, aucun gène différentiel n’a été identifié parmi les gènes testés de la signature 

de tolérance hépatique, suggérant la possibilité que la tolérance soit spécifique de l’organe. 

Cependant, l’utilisation de plateformes de puces à ADN différentes rend difficile les comparaisons de 

données issues de plusieurs études. Afin de s’affranchir de ces biais techniques, nous avons analysé 

l’expression de gènes de PBMC de patients transplantés rénaux opérationnellement tolérants (n=12), 

stables (n=12), de patients transplantés hépatiques opérationnellement tolérants (n=12) et non 

tolérants (n=12) en utilisant la même plateforme de puces à ADN (Lozano, et al. 2011). L’article de 

cette étude est présentée en annexe 5 (p.151). Cette étude confirme les résultats précédents où une 

variété de gènes codant pour des gènes des cellules NK sont enrichis chez les patients transplantés 

hépatiques opérationnellement tolérants (Martinez-Llordella, et al. 2007) alors qu’une signature 

reliée aux lymphocytes B est majoritairement observée chez les patients transplantés rénaux 

(Newell, et al. 2010; Sagoo, et al. 2010; Pallier, et al. 2010). Cette étude confirme aussi un plus grand 

nombre de lymphocytes B activés et mémoires chez les patients tolérants transplantés rénaux par 

rapport aux autres groupes analysés, comme nous l’avons précédemment publié (Pallier, et al. 2010). 

Les patients transplantés hépatiques ne présentent pas de variations du nombre de lymphocytes B. 

Finalement, la comparaison des gènes différentiellement exprimés entre patients transplantés 

hépatiques tolérants et non-tolérants avec les gènes différentiellement exprimés entre patients 
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transplantés rénaux tolérants et stables n’identifie que deux gènes en commun (TROVE2 et 

AI885665) (figure 2). Cette comparaison renforce l’idée que le mécanisme de tolérance 

opérationnelle est dépendant de l’organe transplanté et que les mécanismes de cette tolérance y 

sont fondamentalement différents. 

 

A
B

TOL-foie

Vs

NonTOL-foie

TOL-rein

Vs

STA-rein

 

Figure 2: Illustration des gènes mis en évidence par l'étude de Lozano et al. (Lozano, et al. 2011) 

A) Diagramme de Venn indiquant le nombre de gènes différentiellement surexprimés (en noir) et 

sous-exprimés (en gris) entre patients transplantés hépatiques tolérants et non-tolérants et entre 

patients transplantés rénaux tolérants et stables. B) Diagramme de Venn montrant les gènes 

différentiellement exprimés identifiés d’après les données des études de Lozano et al. (Lozano, et al. 

2011), Sagoo et al. (Sagoo, et al. 2010) et Newell et al. (Sagoo, et al. 2010). 

 

Ainsi, 4 études différentes rapportent un enrichissement en gènes impliqués dans les voies de 

signalisation des cellules B par rapport aux autres cohortes de patients (Newell, et al. 2010; Sagoo, et 

al. 2010; Pallier, et al. 2010). Parmi les listes de gènes différentiellement exprimés, un seul gène est 

retrouvé commun aux études de Brouard et al., Newell et al. et Sagoo et al., (Newell, et al. 2010). Il 

s’agit du gène codant pour la protéine CD20, officiellement appelé membrane-spanning 4-domains, 

subfamily A, member 1 (MS4A1), marqueur des cellules B qui est surexprimé chez les patients 

tolérants. La surexpression de ce gène est cohérente avec l’augmentation du nombre de 

lymphocytes B observée dans toutes ces études. Ce gène fait partie de la signature des 49 gènes 

initialement décrits par Brouard et al., ce qui renforce la validité de cette signature. Il est aussi 

surexprimé dans les urines des patients tolérants en comparaison de patients stables parmi 18 gènes 

testés en PCR quantitative (Newell, et al. 2010). Une nouvelle comparaison des gènes 

différentiellement exprimés entre les études de Newell et al., Sagoo et al. et Lozano et al. a permis 

d’identifier 35 gènes communs dont 24 préférentiellement exprimés dans les lymphocytes B (figure 

2). L’utilisation des Lymphochips, des puces à ADN présentant un nombre restreint de clones d’ADN 

associés à des lymphomes et d’élaboration relativement ancienne (Bustin 2000), peut expliquer 
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l’absence de gènes communs, hormis CD20, avec l’étude de Brouard et al. Quoiqu’il en soit, 

l’identification de ce groupe de 35 gènes renforce encore l’implication possible des lymphocytes B 

dans la tolérance à la greffe rénale. Sa validation sur d’autres échantillons, avec une autre technique 

ou sur une population de patients stables comme dans l’étude de Brouard et al. en 2011 (Brouard, et 

al. 2011), permettrait d’identifier une signature diagnostique de la tolérance opérationnelle à une 

greffe rénale. 

 

Les analyses des paramètres cliniques, des paramètres phénotypiques et de l’expression des 

gènes du sang périphérique ont ainsi permis de mettre en évidence des caractéristiques communes 

aux patients opérationnellement tolérants rénaux par rapport aux autres populations de patients 

transplantés. Ces caractéristiques pourraient permettre de créer un score composite afin de 

diagnostiquer ces patients, comme c’est le cas dans l’étude de Sagoo et al. (Sagoo, et al. 2010). 

D’après l’étude de Brouard et al., il semble possible d’identifier des patients potentiellement 

tolérants parmi la population des patients transplantés sous IS même si le pourcentage de ces 

patients semble plus faible qu’en transplantation hépatique (Brouard, et al. 2011). De plus, le 

mécanisme de tolérance opérationnelle semble dépendant de l’organe transplanté puisque les 

signatures sanguines sont différentes entre les patients transplantés rénaux et hépatiques (Lozano, 

et al. 2011). Finalement, il est indispensable de continuer les analyses chez ces patients 

opérationnellement tolérants afin d’obtenir une meilleure compréhension des facteurs influençant 

cet état. 
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II/ Le Rejet Chronique Humoral Actif en transplantation rénale 

 

Depuis les premières greffes réalisées dans les années 50, les avancées en transplantation rénale 

ont été considérables, notamment grâce à une meilleure compréhension des mécanismes de rejet, 

une amélioration des techniques chirurgicales et des traitements immunosuppresseurs disponibles 

(Morris 2004). Ainsi, le taux de survie du greffon à un an est habituellement supérieur à 90% et la 

transplantation rénale est devenue le traitement de choix de l’insuffisance rénale terminale, offrant à 

la fois une meilleure survie du greffon et du patient (Lee, A. J., et al. 2005) ainsi qu’une meilleure 

qualité de vie au patient tout en étant plus économique que la dialyse (Laupacis, et al. 1996). 

Cependant, malgré l’ensemble des traitements immunosuppresseurs disponibles, les mécanismes 

immunologiques qui reflètent la fonction normale du système immunitaire restent une menace 

majeure pour la survie du greffon. Ainsi, d’après le rapport annuel de l’Agence de la BioMédecine 

française (ABM) de 2008, le taux de survie du greffon est d’environ 80% à 5 ans, diminue à environ 

70% à 8 ans et jusqu’à 60% à 10 ans comme présenté sur la figure 3 (ABM, 2009). L’amélioration du 

devenir à moyen et long-terme de la greffe nécessite donc encore une meilleure compréhension des 

mécanismes immunologiques conduisant aux lésions du greffon ainsi que de nouveaux outils 

diagnostics et thérapeutiques. 

 

 

Figure 3: Survie du greffon rénal selon la période de la greffe (ABM, 2009) 
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A long terme, la première cause de perte de greffon est la dysfonction rénale chronique (figure 

4). Ces dysfonctions chroniques regroupent de nombreuses étiologies dont certaines de nature 

immunologique comme les rejets chroniques humoraux ou cellulaires et des infections virales (BK 

polymavirus et cytomegalovirus (CMV)), et d’autres de nature non-immunologique incluant la 

récidive de la maladie initiale (maladie de Berger, etc), et la toxicité des inhibiteurs de calcineurine 

(Nankivell, et al. 2003; El-Zoghby, et al. 2009; Pascual, et al. 2002). La perte tardive due à des lésions 

médiées par les Ac semble majeure puisque 63% des pertes de greffon après un an peuvent leur être 

imputées (Einecke, et al. 2009). L’impact du RCHA est d’autant plus dramatique qu’à ce jour aucun 

traitement n’est vraiment efficace. 

 

 

Figure 4: Causes tardives de perte du greffon rénal inspiré de Pascual, et al. 2002. 

 

1) Définition du RCHA 

Le RCHA se caractérise par une dégradation progressive de la fonction du greffon et apparaît 

quelques mois voire quelques années après la transplantation. Cette détérioration de la fonction 

s’associe à des changements physiopathologiques observés dans le cadre d’une analyse histologique 

de biopsie du greffon. Seule la biopsie d’un rein transplanté permet d’établir le diagnostic, d’évaluer 

la gravité des lésions, de prédire la réponse au traitement et d’envisager le pronostic. D’après la 

dernière mise à jour, en 2009, de la classification de Banff, qui permet de quantifier les lésions du 

greffon, le diagnostic du RCHA repose sur l’identification de 3 critères primordiaux (Sis, et al. 2010) : 
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- morphologique : des lésions tissulaires histologiques témoignant d’une agression chronique du 

greffon, dont (i) une glomérulopathie d’allogreffe caractérisée par l’aspect en « double contours » de 

la membrane des capillaires, et /ou (ii) des capillaires péritubulaires présentant une membrane 

basale en feuillets et/ou (iii) une FI/AT et/ou (iv) un épaississement fibreux de l’intima vasculaire 

(figure 5A); 

- sérologique : la présence de DSA circulants dans le sérum du receveur; 

- immunologique : des dépôts de C4d au niveau des capillaires péritubulaires du greffon. Le C4d 

est un fragment du C4b, un produit de l’activation de la voie classique du complément par les Ac, et 

témoigne grâce à sa longue demi-vie d’un rôle pathogénique de l’immunité humorale (figure 5B). 

 

En l’absence de DSA circulants ou de dépôts de C4d mais avec présence d’atteintes tissulaires, le 

terme de « suspicion » de RCHA est recommandé. 

 

 

Figure 5: Caractéristiques histologiques du RCHA (Giral, et al. 2010a) 

A) La glomérulopathie d’allogreffe est caractérisée par des membranes basales glomérulaires avec un 

aspect en double contours ; coloration à l’acide périodique de Schiff, x400 ; B) Dépôts de C4d sur les 

capillaires péritubulaires ; immunofluorescence, x400. 

 

Du fait de la mise à jour régulière de la classification de Banff, certaines définitions sont 

devenues obsolètes. C’est le cas de la néphropathie chronique d’allogreffe (CAN pour chronic 

allograft nephropathy), catégorie qui a été modifiée dans la réactualisation de la classification de 

Banff de 2005 car trop large voire « fourre-tout » (Solez, et al. 2007). Malheureusement, de 

nombreuses études se sont basées sur cette classification et ne sont de ce fait pas spécifiques du 

RCHA mais d’un rejet chronique au sens large, présentant une détérioration progressive de la 

fonction rénale, avec, le plus souvent, des composantes histologiques du RCHA comme la FI/AT qui 

est retrouvée dans de nombreuses néphropathies. 
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De nombreux facteurs cliniques et biologiques sont décrits comme facteurs de risque associés au 

devenir du greffon tels que le nombre d’épisodes de rejet aigus (Opelz and Dohler 2008), notamment 

lors de la première année après la greffe, la créatinémie à un an, le nombre d’incompatibilité HLA, 

notamment l’incompatibilité HLA-DR (Opelz and Dohler 2007; Cecka 2010), le retard de démarrage 

du greffon (Giral-Classe, et al. 1998), l’âge du donneur (Cecka 2010), le poids du greffon et du 

receveur (Giral, et al. 2010b). Leur association ne suffit pas à en faire des marqueurs prédictifs ou 

diagnostics, mais la création d’un score clinique, basé sur un modèle de Cox, utilisant certains de ces 

facteurs permet de prédire la survie du greffon à long terme (Foucher, et al. 2010). Ce score 

composite n’est pas spécifique du RCHA mais permet de prédire les patients à risque qui vont 

présenter une dégradation de leur fonction rénale. L’association de ce score avec des marqueurs 

biologiques spécifiques du RCHA permettrait d’accroître sa valeur prédictive ainsi que sa spécificité 

vis-à-vis du RCHA. 

 

2) Diagnostic précoce du RCHA 

Dans 2/3 des cas, la glomérulopathie d’allogreffe est associée à une protéinurie et à une 

dégradation de la fonction rénale. La sévérité de la glomérulopathie d’allogreffe et de la protéinurie 

qui en résulte sont corrélées avec une diminution de la survie du greffon (Banfi, et al. 2005). 

Cependant, l’altération des valeurs de marqueurs de la fonction rénale, tels que la protéinurie, la 

créatinémie, voire l’hématurie, apparait tardivement lorsque l’atteinte fonctionnelle est établie et 

irréversible. Par ailleurs, même si les atteintes histologiques apparaissent plus précocement que les 

atteintes fonctionnelles, la biopsie rénale est le plus souvent réalisée « pour cause », c'est-à-dire 

après l’observation d’une atteinte fonctionnelle. Les biopsies protocolaires, à une date anniversaire, 

le plus souvent à 1 an post-greffe, sont de plus en plus réalisées mais les chances d’observer 

précocement un RCHA sont restreintes et nécessitent des indicateurs fiables. Ainsi, l’établissement 

de marqueurs biologiques, aussi appelés biomarqueurs, est nécessaire pour un diagnostic précoce du 

RCHA voire un pronostic afin de permettre la prise en charge des patients le plus tôt possible. 

La définition d’un biomarqueur établie en 2001 par le Biomarkers Definition Working Group 

(BDWG) correspond à « une caractéristique mesurée objectivement et évaluée comme un indicateur 

d'un processus biologique normal, d'un processus pathogène ou de réponses pharmacologiques à 

une intervention thérapeutique » (Biomarkers Definitions Working Group 2001). Plusieurs 

biomarqueurs ont été proposés pour le diagnostic du RCHA. Hormis des marqueurs fonctionnels, 

trop tardifs, discutés précédemment (e.g. créatinémie), le dépôt de C4d, faisant partie de la 

définition du RCHA dans la classification de Banff, est un biomarqueur histologique décrit depuis 

plusieurs années (Mauiyyedi, et al. 2001). Cependant, les dépôts de C4d ne semblent pas toujours 

présents lors d’altérations fonctionnelles dues aux Ac, mettant en doute la sensibilité de ce 
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marqueur (Akalin, et al. 2007; Sis, et al. 2009; Loupy, et al. 2011). Par exemple, chez 80 patients 

présentant des DSA, 54% d’entre eux présentaient une fluctuation du marquage C4d entre une 

biopsie à 3 mois et une à un an. De plus, dans 55% des biopsies de cette étude, le marquage C4d était 

négatif malgré la présence d’une inflammation (Loupy, et al. 2011). 

La détection de DSA dans le sérum des receveurs est utilisée en routine pour diagnostiquer la 

survenue de rejet aigu (Hourmant, et al. 2005), mais aussi parce que le taux d’Ac anti-HLA est corrélé 

à la survie du greffon (Mao, et al. 2007). De même que le marquage C4d, la détection sérique de DSA 

fait partie de la définition de Banff du RCHA puisque leur présence est un des acteurs de ce rejet (Sis, 

et al. 2010). Ainsi, la présence d’Ac préformés, c'est-à-dire avant la greffe, est associée à une 

diminution de la survie à 8 ans du greffon (Lefaucheur, et al. 2010). De même, la détection de DSA 

après la greffe, de novo, est associée à la perte du greffon (Worthington, et al. 2003), mais aussi à la 

dégradation de la fonction rénale (Fotheringham, et al. 2011). En effet, la survenue de protéinurie est 

statistiquement plus importante chez des patients présentant des DSA de novo que chez des patients 

présentant des Ac de novo non DSA et des patients sans Ac (figure 6). La détection de DSA semble 

actuellement le biomarqueur le plus fiable du RCHA (Lefaucheur, et al. 2010; Worthington, et al. 

2003; Lachmann, et al. 2009). Nous pouvons quand même noter que ce marqueur semble manquer 

de spécificité. En effet, la présence de DSA ne prédit pas toujours le RCHA puisque des patients sans 

altération fonctionnelle ni histologique présentent ces Ac (Lefaucheur, et al. 2010; Reinsmoen, et al. 

2008; Supon, et al. 2001). Par ailleurs, la production d’Ac de novo peut être une conséquence de la 

libération de molécules de cellules lésées du rein sans qu’une réponse allogénique en soit la cause 

primaire. L’implication d’Ac non dirigés contre les molécules HLA du donneur est aussi décrite dans le 

rejet du greffon. Par exemple, une association entre la présence d’Ac dirigés contre le récepteur de 

type 1 de l’angiotensine (AT1R) ou de type 2 (AT2R) avec la survenue de rejets chroniques a été 

décrite (Reinsmoen, et al. 2010; Becker, et al. 2002). Cependant, ces associations sont discutées et 

nécessitent plus de preuves notamment à cause du faible nombre de patients décrits. Ainsi, la 

production d’Ac est une préoccupation majeure du RCHA et les DSA semblent pouvoir être utilisés 

comme biomarqueurs, mais avec une spécificité limitée. 

Alors que dans le cadre du rejet aigu de nombreux biomarqueurs ont été proposés, dans la 

biopsie, le sang ou les urines (e.g. les gènes Granzyme B, Perforine, etc), peu de biomarqueurs 

spécifiques du RCHA ont été proposés (Anglicheau, Dany and Suthanthiran 2008). L’utilisation des 

puces à ADN permettant de mesurer l’expression de milliers de gènes simultanément a permis de 

mettre en évidence des signatures de gènes associées à des dysfonctions tardives du greffon. 

Cependant, la plupart des études transcriptomiques de patients transplantés rénaux ne sont pas 

spécifiques au RCHA mais de CAN ou de composantes de celui-ci, telle que la FI/AT, comme cité 

précédemment (Hotchkiss, et al. 2006; Rödder, et al. 2009; Scherer, et al. 2003; Maluf, et al. 2008; 
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Mas, et al. 2007). A défaut d’être spécifiques du RCHA comme défini actuellement, ces études ont le 

mérite d’avoir amélioré la compréhension des mécanismes aboutissant à la perte progressive de la 

greffe. 
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Figure 6: Augmentation de la protéinurie chez des patients transplantés rénaux présentant des DSA 

de novo (Fotheringham, et al. 2011). 

Pour les patients présentant des DSA de novo (n=38) le taux de protéinurie augmente 

significativement comparé à des patients avec des Ac de novo non-DSA (n=34) ou des patients 

contrôles sans Ac (n=205). 

 

Parmi les premières études, Scherer A et al. ont identifié un groupe de 10 gènes capables de 

prédire la survenue d’un rejet chronique (Banff 97) 12 mois après la transplantation pour 88% des 

patients analysés, dans les biopsies prélevées 6 mois après la transplantation (Scherer, et al. 2003). 

Cependant, seulement 17 échantillons ont été utilisés, nécessitant une validation externe de ces 10 

gènes. D’autres études également réalisées sur des biopsies (Hotchkiss, et al. 2006; Rödder, et al. 

2009; Maluf, et al. 2008), l’urine ou le sang (Mas, et al. 2007) identifièrent de larges groupes de 

gènes associés à la FI/AT ou à la CAN. A partir de ces larges groupes de gènes, des fonctions 

biologiques ou réseaux de gènes ont été décrits associés à la fibrose, au remodelage de la matrice 

extracellulaire ou à l’implication du système immunitaire, démontrant ainsi la validité de l’utilisation 

des puces à ADN dans ces pathologies multifactorielles. Par exemple, Rödder et al. démontrèrent 

une dérégulation de gènes impliqués dans le remodelage de la matrice extracellulaire lors de FI/AT, 

particulièrement le gène de la métalloprotéinase -7 (MMP7), qui reflètent la progression de la fibrose 

et permettent de différencier une biopsie normale d’une biopsie atteinte de FI/AT (Rödder, et al. 

2009). 
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L’équipe du Pr Halloran identifia, en 2009, une signature de 119 gènes dans la biopsie associée à 

un dommage des cellules endothéliales, nommée ENDAT pour endothelial-associated transcripts (Sis, 

et al. 2009). Ils montrent que la valeur moyenne de ce score associée à la présence d’alloanticorps 

présente une valeur prédictive plus forte que le marquage C4d dans la biopsie pour le RCHA (77% 

versus 31%) et est un indicateur d’une faible survie du greffon même en absence de dépôts de C4d 

(environ 40% des biopsies). L’utilisation d’un groupe d’apprentissage de 81 biopsies et d’un groupe 

de validation de 82 biopsies renforce l’intérêt de cette signature qui doit encore être validée dans 

des cohortes externes et plus larges. Plus récemment, en regroupant des groupes de gènes décrits 

par cette équipe comme associés à des pathologies du rein transplanté (PBT pour Pathogenesis-

Based Transcript Sets) dont l’ENDAT, cette équipe créa un score de risque prédictif de la perte du 

greffon en utilisant des biopsies réalisées un an après la transplantation (Einecke, et al. 2010). Les 

gènes de cette signature moléculaire sont en grande partie associés aux lésions tubulaires et au 

remodelage de la matrice extracellulaire et, là aussi, l’utilisation d’un groupe de biopsies de 

validation (n=48) renforce la robustesse de cette signature (figure 7). 

 

 

Figure 7: Validation du score prédictif de la perte de greffon avec 48 biopsies indépendantes 

(Einecke, et al. 2010). 

A) Score de risque en fonction du temps de perte du greffon. Le seuil de risque distinguant un groupe 

à fort risque de perte de greffon d’un groupe à faible risque est le même que celui utilisé pour le 

groupe de biopsies tests (=105 biopsies) ; B) Courbe de survie (Kaplan-Meier) en fonction du risque 

estimé selon le seuil de risque utilisé en A ; C) Courbe Receiver Operating Curve (ROC) illustrant la 

sensibilité et spécificité du score de risque de perte du greffon. 

 

L’utilisation de signature de gènes permettant la réalisation d’un score global ou composite 

semble être une direction prise actuellement puisqu’aucun marqueur unique fiable n’est pour 

l’instant utilisé en clinique. Cependant, certains biomarqueurs uniques mais nécessitant de plus 

amples validations ont déjà été décrits ; c’est le cas du gène Tribles-1 (TRIB1) (Ashton-Chess, Joanna, 
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et al. 2008). L’expression du gène TRIB1 fut montrée comme significativement augmentée dans les 

cellules mononuclées du sang périphérique (PBMC) de patients présentant un RCHA par rapport à 

des patients présentant une fonction stable de leur greffon. La réalisation d’une courbe ROC montra 

que TRIB1 discrimine bien le RCHA avec une spécificité de 88% et une sensibilité de 75%. De la même 

façon, nous avons aussi identifié comme biomarqueur potentiel du RCHA le gène proteasome 

subunit, beta type, 10 (PSMB10), codant pour une sous-unité de l’immunoprotéasome nécessaire à 

l’apprêtement des peptides pour leur présentation via le Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

(CMH) de classe I (Tanaka and Kasahara 1998; Ashton-Chess, J., et al. 2010) (annexe 1, p. 145). Enfin, 

les gènes MyD88 et TLR4 ont été décrits comme surexprimés dans les PBMC de patients atteints de 

RCHA comparés à des patients présentant une fonction stable de leur greffon (Braudeau, et al. 2008). 

L’utilisation de ces molécules en clinique nécessite des validations sur des cohortes externes et 

de grande taille. Cependant leur description ouvre la voie à une meilleure compréhension des 

mécanismes conduisant à la perte du greffon liée à des lésions humorales et permet d’envisager une 

meilleure prise en charge thérapeutique de ces patients. 

 

3) Traitement du RCHA 

A ce jour, aucun traitement conventionnel pour le RCHA n’est efficace, ce qui renforce la 

nécessité de mieux comprendre ses mécanismes immunologiques et cellulaires. 

Parmi les nombreux protocoles cliniques testés, beaucoup reposent sur le recours à des 

protocoles de désensibilisation visant à réduire le taux d'alloanticorps circulants, sur la même base 

que les protocoles de désensibilisation avant greffe (Marfo, et al. 2011). Ceux-ci ont été mis au point 

pour faire face à la pénurie de greffons et permettent ainsi de réaliser des greffes dans des cas où 

elle aurait été rapidement rejetée chez des patients hyper-immunisés ou ABO incompatibles. Ils 

reposent sur l’élimination et la neutralisation des DSA et le blocage de leur production par les 

lymphocytes B. Cependant, ces protocoles pré-greffe ont leurs limites puisque le taux de rejets aigus 

médiés par les Ac est plus important chez ces patients et leur efficacité à long terme est discutée 

(Marfo, et al. 2011). 

L’élimination des alloanticorps, au moins de façon transitoire, repose sur une plasmacytaphérèse 

avec soit filtration, échange plasmatique ou immunoadsorption des alloanticorps. Cette élimination 

est souvent associée à des agents bloquant la synthèse des Ac (inhibiteurs de calcineurine, acide 

mycophénolique, etc). Même si leurs mécanismes d’action ne sont pas complètement connus, 

beaucoup de protocoles utilisent des injections d’immunoglobulines intraveineuses (IVIg) obtenues à 

partir d’un mélange de plasmas provenant de donneurs sains, et comportant plus de 90% d’IgG 

intactes ainsi que des fragments Fab (Fragment antigen binding) (Jordan, et al. 2010). Ces IVIg 

permettent une neutralisation des Ac anti-HLA circulants par les interactions idiotypiques, une 
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inhibition de la liaison au complément et une inhibition de la prolifération et de la différenciation des 

cellules B et T. 

De nouvelles stratégies ont été introduites, dont l’utilisation du Rituximab, (Ac déplétant anti- 

CD20). Cependant, les plasmocytes, les cellules produisant les Ac, n’expriment pas le CD20 et par 

conséquent le Rituximab n’a pas d’effet direct sur ces cellules et donc sur la production des Ac. 

L’utilisation du Bortézomib, un inhibiteur de l’immunoprotéasome, est décrit dans plusieurs études 

mais malgré un effet bénéfique dans le traitement de rejets aigus son intérêt lors de RCHA reste 

discuté (Lemy, et al. 2010) puisqu’il semble être bénéfique que de 50% des cas (Mai, et al. 2009). La 

rate étant l’organe lymphoïde le plus gros du corps, le recours à la splénectomie montre des résultats 

positifs dans le cas de rejet médié par les Ac (Kaplan, et al. 2007), cependant l’impact sur le système 

immunitaire n’est pas négligeable et cette pratique ne peut être envisagée en routine. Enfin, de 

nombreuses molécules pour lesquelles le recul n’est pas suffisant sont proposées telles que 

l’Eculizumab, un Ac humanisé qui se lie et prévient l’activation du C5 empêchant la formation du 

complexe d’attaque membranaire, et qui a montré de bons résultats (Jordan, et al. 2010; Wang, H., 

et al. 2007). 

 

La faible amélioration des taux de survie à moyen et long terme (Meier-Kriesche, et al. 2004) 

témoigne de la nécessité d’une meilleure prise en charge du rejet chronique, et principalement du 

RCHA. Une meilleure compréhension des mécanismes cellulaires mis en jeu est indispensable pour la 

mise au point d’un diagnostic fiable, spécifique et précoce ainsi que l’établissement de protocoles 

cliniques. 
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III/ Les petits nouveaux dans le contrôle d’expression des gènes : les microARN 

 

Les microARN (miARN) sont des petits ARN d’environ 22 nucléotides de long, simple brin, qui 

régulent l’expression des gènes. Un miARN peut contrôler l’expression de plusieurs centaines voire 

milliers de gènes, ainsi jusqu’à 92% des transcrits d’un génome sont ciblés par ces miARN (Miranda, 

et al. 2006). Ces molécules contrôlent l’expression de gènes impliqués dans de nombreux processus 

biologiques, incluant la prolifération, la différenciation ou encore l’apoptose (Huang, Y., et al. 2011). 

Ainsi, l’expression aberrante de ces miARN est impliquée dans de nombreuses pathologies dont des 

cancers, des maladies métaboliques, neurodégénératives ou inflammatoires (Huang, Y., et al. 2011). 

 

1) Découverte des miARN 

Le premier miARN, lin-4, fut mis en évidence en 1993 chez le vers Caenorhabditis elegans par les 

équipes d’Ambros et de Ruvkun (Lee, R. C., et al. 1993; Wightman, et al. 1993). Alors que l’équipe 

d’Ambros identifia deux transcrits de lin-4, de 61 et 22 nucléotides, ne codant pas pour une protéine, 

l’équipe de Ruvkun démontra que seule la partie non codante en 3’ du gène lin-14 était nécessaire 

pour sa répression temporelle. Or, puisque la délétion de lin-14 cause le phénotype opposé de la 

délétion du gène de lin-4 (Ferguson, et al. 1987), les 2 équipes décrivirent, dans la même édition du 

journal Cell, que lin-4 régulait l’expression du gène lin-14 via sa région 3’ non transcrite (UTR pour 

untranslated region) (figure 8) (Lee, R. C., et al. 1993; Wightman, et al. 1993). 

sites de liaison de lin-4

lin-4 mature

gène lin-14 3’UTR

 

Figure 8: Représentation des sept sites de fixation du miARN lin-4 au gène lin-14 

Deux exemples de séquences de fixation sont représentés, la région graine de sept nucléotides de 

lin-4 étant soulignée. ORF : Open reading frame ou phase ouverte de lecture correspondante à la 

séquence codante du gène. 

 

Il fallut attendre l’année 2000 pour que le deuxième miARN, let-7, soit décrit par l’équipe de 

Ruvkun toujours chez le vers Caenorhabditis elegans (Reinhart, et al. 2000). Le fait que let-7 soit 

conservé à travers les espèces dont l’Homme, et ne soit pas seulement une particularité de 

Caenorhabditis elegans, a largement contribué à l’intérêt ensuite suscité par ces petits ARN non 
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codants (Pasquinelli, et al. 2000). Ainsi, initiée en 2002 sous le nom de miRBase Registry, la base 

officielle répertoriant les miARN, miRBase (http://www.mirbase.org/) en est à sa 17ème version et 

contient maintenant 16 772 séquences de miARN provenant de 142 espèces (Kozomara and Griffiths-

Jones 2011). En ce qui concerne l’Homme, 1 424 séquences sont indexées dans cette nouvelle mise à 

jour, ce qui représente un ajout de plus de 400 nouvelles séquences par rapport à la version 16. Le 

nombre croissant de miARN découverts, ainsi que le nombre croissant d’articles publiés concernant 

les miARN démontrent l’intérêt de la communauté scientifique pour ces ARN (figure 9). 

 

 

Figure 9 : Croissance du nombre de séquences dans la base miRBase et du nombre d’articles publiés 

citant le mot « microRNA » dans PubMed (Kozomara and Griffiths-Jones 2011) 

 

Une nomenclature simple a rapidement été établie grâce à la miRBase. Ainsi, lorsque l’espèce 

doit être précisée, un miARN est d’abord dénommé par le signe de l’espèce d’intérêt, « hsa »  pour 

l’Homme, « rno » pour le rat, etc. Le terme « mir » est utilisé pour désigner le précurseur alors que le 

terme « miR » est utilisé pour désigner la forme mature d’un miARN. Enfin, le numéro du miARN est 

indiqué ; par exemple, le terme « hsa-miR-21 » désigne la forme mature du miARN 21 chez l’Homme. 

Lorsqu’une famille de miARN est décrite, les miARN de cette famille sont distingués par une lettre en 

minuscule, par exemple hsa-miR-20a, hsa-miR-20b, etc. Enfin, comme nous le verrons plus tard, le 

précurseur d’un miARN peut donner naissance à deux miARN matures ; pour les distinguer, sont 

ajoutés les suffixes « 5p » et « 3p » selon que le brin est issu du bras 5’ ou 3’ du précurseur. 

Précédemment, l’ajout d’une étoile indiquait la forme minoritaire des deux brins, mais cette 

désignation est en train d’être éliminée de la base au profil de la désignation « 5p/3p » (Kozomara 

and Griffiths-Jones 2011). Par exemple, la désignation du brin mature issu du bras 3’ du précurseur 

mir-142 chez l’Homme est : hsa-miR-142-3p.
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2) Biogénèse des miARN 

La compréhension des mécanismes conduisant à la fonction des miARN est relativement récente 

et beaucoup de points restent à élucider. Par ailleurs, la compréhension de ces mécanismes a 

bénéficié de la description du mécanisme d’ARN interférence qui emprunte des éléments communs à 

la voie des miARN (Fire, et al. 1998). Il existe des différences majeures entre mammifères et plantes, 

nous nous focaliserons donc sur les voies qui se déroulent chez les mammifères. 

 

a) Transcription des gènes codant les miARN 

Les gènes codant les miARN sont principalement transcrits par l’ARN polymérase II (Lee, Y., et al. 

2004), même si l’ARN polymérase III semble aussi avoir un rôle dans la biogénèse de certains miARN 

(Ozsolak, et al. 2008). Le miARN primaire (pri-miARN) produit est un ARN de plusieurs centaines à 

milliers de nucléotides, présentant une ou plusieurs structures d’épingles à cheveux (ou tige/boucle), 

et ayant comme les ARN codant des protéines une coiffe guanosine méthylée en 5’ de l’ARN et une 

queue poly adénylée (polyA) en 3’ (figure 10). Dans certains cas, plusieurs ARN peuvent être issus du 

même transcrit polycistronique, et l’on parle alors de cluster de miARN (Sonkoly and Pivarcsi 2009). 

Un exemple de cluster est le cluster miR-17-92 qui comprend 7 miARN décrits (miR-17-5p, miR-17-

3p, miR-18a, miR-19a, miR-19b, miR-20a et miR-92a). 

L’organisation génomique de tous les miARN n’est pas encore connue, mais il semble qu’environ 

40% des gènes codant des miARN soient présents dans des introns ou des régions ne codant pas 

pour des protéines, 10% dans des exons et 20% sont dérivés de régions génomiques répétées 

(Rodriguez, et al. 2004; Berezikov, et al. 2011). Les analyses génomiques de miARN montrent que 

beaucoup de caractéristiques des promoteurs des gènes de miARN sont similaires à celles des gènes 

codant des protéines (Schanen and Li 2011), telles que la fréquence des îlots CpG, la présence de 

TATAbox et la présence d’éléments d’initiation de la transcription (Ozsolak, et al. 2008). De même, 

des facteurs de transcription régulent la transcription de ces ARN ; par exemple l’expression de mir-

34a est régulée par le facteur de transcription p53 (Raver-Shapira, et al. 2007) et miR-142 par LIM 

domain only 2 (LMO2) (Sun, W., et al. 2010). Ce sont donc des gènes dont l’expression est régulée 

par des stimuli extérieurs, comme le TGFβ1 qui induit une surexpression de miR-192, miR-216a et 

217 dans les cellules mésengiales glomérulaires (Kato, et al. 2009). Enfin, les mécanismes de contrôle 

épigénétiques qui régulent la production des gènes codant des protéines s’appliquent aussi aux 

gènes des miARN, tels que la méthylation de l’ADN et les modifications des histones. Par exemple, 

dans le cancer de la vessie, l’expression de miR-127 est réduite par l’hyperméthylation de son 

promoteur (Saito, et al. 2006). 
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b) Maturation du miARN 

Le pri-miARN transcrit est pris en charge 

par un complexe protéique de liaison aux 

ARN double brin (dsRBD) comprenant les 

protéines Pasha et DiGeorge syndrome 

critical region protein 8 (DGCR8) (figure 10). 

Le recrutement de la RNase III Drosha forme 

le complexe Microprocessor qui va cliver le 

pri-miARN en un miARN précurseur (pré-

miARN) d’environ 70 nucléotides ayant une 

structure irrégulière en épingle à cheveux. 

L’extrémité cohésive de 2 nucléotides en 3’ 

du pré-miARN, qui est caractéristique des 

RNase III, va permettre sa reconnaissance par 

l’Exportine 5 et son transport dans le 

cytoplasme. L’Exportine 5 se lie de façon 

directe au pré-miARN ; une saturation de ce 

système d’export par l’introduction d’ARN 

exogènes double brin (shARN pour short 

hairpinRNA) induit une diminution du niveau 

de miARN matures dans le cytoplasme (Yi, et 

al. 2005; Yi, et al. 2003). De façon 

intéressante, une fois maturé dans le 

cytoplasme, un miARN mature peut être 

réimporté dans le noyau, soit pour jouer un 

rôle dans le noyau, soit par restriction 

spatiale, comme cela a été montré pour miR-

29b (Hwang, et al. 2007). Ainsi, les auteurs ont 

montré que malgré leur petite taille, les miARN contiennent des motifs de régulation - pour miR-29b 

une séquence hexamèrique d’import nucléaire - qui peut influencer leur fonction (Hwang, et al. 

2007). 

Une nouvelle classe de précurseurs est produite de façon indépendante du complexe 

Microprossessor (Berezikov, et al. 2007). Ces « mirtrons » ne possèdent pas la longue structure d’un 

Figure 10: Biogénèse et mécanismes d’action des 

miARN, issu de Inui, et al. 2010 



Introduction 

36 

miARN et ne sont donc pas pris en charge par Drosha, cependant ils ressemblent à des pré-miARN, 

avec une extrémité 3’ libre et, dans une voie alternative, donnent naissance à des miARN matures. 

Une fois dans le cytoplasme, le pré-miARN est alors clivé par la RNase III Dicer en un court ARN 

double brin (≈22 nucléotides) présentant des extrémités cohésives de 2 nucléotides aux 2 extrémités 

3’. Le complexe multiprotéique est renforcé par une protéine de liaison à l’ARN double brin (TRBP 

chez l’Homme) et des protéines de la famille Argonaute (AGO) qui vont former le complexe RNA-

induced silencing complex (RISC). Les protéines de la famille Argonaute (AGO1,-2, -3 et -4 chez 

l’Homme) semblent prépondérantes dans ce complexe car ce sont elles qui se lient aux miARN, 

notamment par leur extrémité 5’ (Jinek and Doudna 2009). Dans ce complexe, le brin d’ARN passager 

est dissocié et ne reste que le brin « guide » alors appelé brin mature. Au sein de ce complexe, le 

miARN mature interagit avec sa cible. La plupart des études de cibles se focalisent sur la partie 3’UTR 

des ARN messagers (ARNm), probablement car les premières études ont décrit des miARN ciblant 

cette région. Cependant, en 2007, Lyte et al. ont montré que les miARN peuvent aussi se fixer dans la 

partie 5’ des UTR (Lytle, et al. 2007). Par la suite, Tay et al. ont identifié des gènes murins (nanog, 

oct4, sox2) qui présentent des sites de liaison aux miARN dans leur région codante (Tay, et al. 2010). 

Ainsi, les miARN peuvent se fixer tout le long des séquences des ARNm. 

 

3) Mesure des miARN 

Les miARN étant des ARN, les techniques classiques de mesure des ARNm peuvent leur être 

appliquées, mais leur courte taille et l’absence de queue polyA nécessitent quelques adaptations. Le 

clonage des miARN est principalement utilisé pour découvrir de nouveaux miARN, et la fréquence de 

clonage peut dans une certaine mesure indiquer leur abondance (Lagos-Quintana, et al. 2002). Le 

principe est simple. Les miARN sont séparés sur gel dénaturant de polyacrylamide, isolés, transférés 

dans des vecteurs de clonage après une étape d’amplification puis les clones sont séquencés. La 

technique de Nothern blot permet d’étudier le profil d’expression des miARN de façon plus précise 

mais nécessite une sonde spécifique pour chaque miARN (Sempere, et al. 2004). Cette technique ne 

peut donc être utilisée que pour la détection de miARN déjà identifiés. Brièvement, les miARN sont 

séparés sur gel dénaturant de polyacrylamide, transférés puis fixés sur une membrane, puis une 

sonde spécifique du miARN recherché est hybridée sur la membrane. Puisque les miARN sont de 

petite taille et présents en faible quantité parmi les ARN totaux, quelques améliorations ont été 

apportées, dont l’utilisation de sondes spécifiques aux miARN, modifiées chimiquement pour être 

plus affines envers l’ARN cible et augmentant la sensibilité du Nothern blot (Valoczi, et al. 2004). 

La technique de PCR quantitative est largement utilisée pour quantifier l’expression d’un miARN 

de façon spécifique dans un échantillon. Cependant, la petite taille des miARN et l’absence de queue 

polyA ont nécessité la modification du protocole classique de PCR quantitative. La société Applied 
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Biosystems a développé un protocole où, à l’étape de transcription inverse, une séquence 

adaptatrice, spécifique du miARN cherché, est ajoutée et permet la synthèse d’une longue séquence 

(Chen, C., et al. 2005). Cette séquence augmente la taille du miARN et permet l’utilisation de 2 

amorces pour la PCR, l’une ciblant le miARN, l’autre ciblant la séquence ajoutée lors de la 

transcription inverse. D’autres protocoles, comme ceux proposés par les sociétés Qiagen, Exiqon et 

Quanta Biosciences, se basent sur l’ajout d’une queue polyA par une polyA polymérase, puis de 

l’ajout d’un adaptateur universel grâce à la queue polyA. Cet adaptateur permet l’accroche d’un 

primer universel. Ces protocoles ont l’avantage de nécessiter qu’une étape de transcription inverse 

pour tous les miARN, au contraire du protocole d’Applied Biosystems qui nécessite une transcription 

inverse spécifique pour chaque miARN. Pour la mesure des nombreux miARN, ces techniques sont 

laborieuses, et l’utilisation de puces à ADN dédiées aux miARN est possible (Li and Ruan 2009). Une 

solution intermédiaire est l’utilisation de « puces à PCR » ou microfluidic cards qui permettent la 

mesure simultanée de centaines de miARN par PCR quantitative, généralement plus reproductible 

que la mesure par puces à ADN (Mestdagh, et al. 2008). 
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antisens

Sonde Taqman

Etape 2 : PCR 
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universelleTranscriptase 
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dNTP
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Figure 11: Principe de dosages par PCR quantitative des miARN 

A gauche, le protocole développé par la société Applied Biosystems (Chen, C., et al. 2005) et à droite, 

le protocole universel adapté par de nombreuses sociétés, compatible avec la technologie SYBR 

Green, sont représentés. 

 

L’hybridation in situ permet de détecter la présence de miARN dans des tissus ou des cellules 

(Nuovo 2008). Plusieurs adaptations ont été mises au point, afin d’améliorer la sensibilité et la 

spécificité des protocoles d’hybridation in situ, dont l’utilisation de sondes modifiées chimiquement, 

l’utilisation de molécules fluorescentes ou d’une étape de PCR in situ (Nuovo 2008). 
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Finalement, ces techniques de détection et/ou de dosage des miARN sont très utiles pour la 

mesure des miARN mais étant récentes, ces techniques nécessitent souvent une mise au point lors 

de leur réalisation ou de l’analyse des résultats par rapport à leur utilisation pour des ARNm. D’autres 

techniques, moins utilisées, ont aussi été développées et peuvent trouver leur intérêt dans des 

applications particulières, telles que la mesure de miARN par microbilles cotées de sondes (Barad, et 

al. 2004), par transfert d'énergie bioluminescente par résonnance (BRET) (Cissell, et al. 2008), etc 

(Hunt, et al. 2009). 

 

4) Mécanismes d’action des miARN 

La principale fonction des miARN est d’inhiber la synthèse de protéines, soit par inhibition de la 

traduction protéique soit par dégradation de l’ARNm cible. Le niveau d’ARNm dans la cellules est 

alors diminué, rarement plus que d’un facteur 3, et la diminution observée au niveau protéique est 

encore plus faible (Guo, et al. 2010). Les miARN sont ainsi souvent décrits comme des rhéostats 

permettant un contrôle fin de l’expression des gènes. 

 

a) Reconnaissance de la cible du miARN 

Le complexe RISC s’apparie à l’ARNm au niveau de régions spécifiques plus ou moins 

complémentaires de la séquence des miARN appelées MRE pour miARN Recognition Elements (Bartel 

2004). La région « seed » ou région graine est une région de 2 à 8 nucléotides en 5’ du miARN qui 

semble cruciale pour la reconnaissance de l’ARNm cible (figure 8) (Lewis, et al. 2003). Alors que l’on 

observe des mésappariements le long de l’association miARN/ARNm, la complémentarité est parfaite 

au niveau de cette région graine. 

De part leurs propriétés, l’identification des cibles des miARN in silico est une étape difficile. 

Premièrement, la courte taille des miARN rend difficile une analyse statistique de complémentarité 

puisque les techniques classiques requièrent habituellement des séquences plus longues (Maziere 

and Enright 2007). De plus, la complémentarité imparfaite d’un miARN semble difficile à prédire et 

réduit encore le nombre d’appariements contigus sans mésappariement à la région graine de 

seulement 2 à 8 nucléotides (figure 12). En effet, un appariement parfait de 6 nucléotides est 

retrouvé statistiquement tous les 1,3 kilobases dans un génome, ce qui reviendrait à prédire qu’un 

miARN peut cibler, en moyenne, tous les 3’ UTR des gènes du génome humain (Maziere and Enright 

2007). Cependant, certaines caractéristiques participent à prédire des cibles potentielles, telles que 

la conservation des miARN au cours de l’évolution, qui est très forte chez les mammifères et parfois 

présente avec les invertébrés (Pasquinelli, et al. 2000). Généralement, les algorithmes de prédiction 

des cibles des miARN identifient des cibles potentielles en cherchant des séquences 

complémentaires (plus ou moins selon les algorithmes utilisés), puis filtrent les résultats sur des 
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calculs thermodynamiques, de structure et de conservation entre les espèces (Maziere and Enright 

2007). C’est le cas de l’algorithme TargetScan qui fut la première méthode utilisée pour la prédiction 

de miARN chez l’Homme. Ainsi, dans sa première version, cet algorithme identifie en premier des 

cibles présentant des régions complémentaires en 5’ d’un miARN, puis réalise une analyse de la 

conservation de la séquence entre les génomes de souris, de rat et de poisson puis une analyse 

thermodynamique. Un score est ensuite attribué à chaque séquence. Le taux de faux positifs estimé 

est de 22% à 31%, ainsi 11 sites prédits ont été validés sur 15 avec cette méthode (Lewis, et al. 2003). 

Cependant puisque cet algorithme requiert une complémentarité parfaite en 5’, il n’identifie pas les 

sites de compensation et peut omettre des sites avec une région graine dominante (figure 12). Une 

seconde version améliorée de cet algorithme est maintenant utilisée. De nombreux autres 

algorithmes sont disponibles tels que Pictar (Krek, et al. 2005), qui utilise un calcul d’alignement par 

chaine de Markov ou DIANA-microT basé sur un calcul thermodynamique (Maragkakis, et al. 2009). 

Malheureusement, même pour les méthodes qui semblent les plus efficaces, le nombre de faux 

positifs est supérieur à 30%. Ainsi, une étude a montré que TargetScan, PicTar et miRanda semblent 

être les meilleures méthodes mais avec des sensibilités variant entre 65 et 68%. Des expériences 

biologiques sont donc indispensables pour valider des cibles prédites in silico d’un miARN. 
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Figure 12: Trois grands types de structures secondaires de duplexe miARN/ARNm (Maziere and 

Enright 2007) 

a) Les sites canoniques ont une forte complémentarité en 5’ et 3’ avec un mésappariement au milieu 

de la séquence du miARN ; b) Les sites avec une région graine dominante ont une bonne 

complémentarité en 5’ mais une faible complémentarité en 3’ ; Les sites dit de compensation ont un 

mésappariement en 5’ de la région graine mais compensent avec un bon appariement en 3’. 
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b) Choix du brin guide 

Jusqu’à récemment, des études suggéraient que le brin guide était déterminé par des propriétés 

thermodynamiques où le brin préférentiellement chargé dans le complexe RISC était celui dont 

l’extrémité 5’ était la moins thermodynamiquement appariée avec le brin complémentaire (Schwarz, 

et al. 2003; Khvorova, et al. 2003). Alors, l’autre brin, le brin minoritaire, était dégradé et ne semblait 

pas avoir de rôle propre. Mais dans certains cas, le brin minoritaire semble fonctionnel, ce qui 

contredit cette théorie (Okamura, et al. 2008). En fait, des études récentes montrent que les 

séquences des deux bras sont triées et chargées dans différents complexes RISC selon la nature des 

protéines Argonautes présentes (Czech, et al. 2009; Ghildiyal, et al. 2010; Okamura, et al. 2009; 

Wang, B., et al. 2009). Le brin dominant, le moins thermodynamiquement stable en 5’, serait associé 

à la protéine AGO1 pour réprimer la traduction protéique alors que le brin minoritaire serait associé 

à la protéine AGO2, douée d’une activité enzymatique, induisant un clivage de l’ARNm cible (Jinek 

and Doudna 2009). Même si ces études tendent à expliquer pourquoi certains ARNm cibles sont 

directement clivés par le complexe RISC, le mécanisme définissant le brin guide du passager n’est 

toujours pas clairement défini. Il est pourtant clair qu’un tel mécanisme existe puisque selon le type 

cellulaire ou le stade de développement, le brin le plus représenté n’est pas le même. Ainsi, Kuchen 

et al. montrent que miR-150-3p est plus exprimé dans des lymphocytes B alors que c’est la forme 

miR-150-5p qui est plus exprimée dans des lymphocytes T CD8+ chez l’Homme (figure 13) (Kuchen, et 

al. 2010). 

 

 

Figure 13: Fluctuations d’expression de miR-150-5p et -3p dans différentes populations 

lymphocytaires (Kuchen, et al. 2010) 

(TPM : nombre de séquences correspondantes par million de séquences mesurées) 

 



Introduction 

41 

Initialement, les miARN sont décrits comme des inhibiteurs de la traduction protéique sans 

dégradation de l’ARNm. Ainsi, l’étude initiale de l’équipe d’Ambros, en 1993, montrait que le niveau 

d’ARNm lin-14 était faiblement affecté, contrairement à la protéine LIN-14 (Lee, R. C., et al. 1993). 

Plus tard, d’autres études ont montré que le mécanisme d’inhibition de la traduction se déroulait 

lorsqu’il y avait complémentarité partielle entre le miARN et sa cible alors que lors de 

complémentarité parfaite, il y avait dégradation de l’ARNm cible (Huntzinger and Izaurralde 2011). 

Mais récemment, plusieurs études majeures faisant intervenir des analyses de transcriptomes et de 

protéomes entiers ont démontré que la dégradation des ARNm est l’effet le plus courant des miARN 

dans des cellules de mammifères en culture (Guo, et al. 2010; Selbach, et al. 2008; Baek, et al. 2008). 

Ainsi, 84% des protéines dont le niveau diminue après transfection de miARN présentent une 

diminution de leur niveau d’ARNm (Guo, et al. 2010). Cependant, la coexistence des deux 

phénomènes n’est pas exclue, et là encore plusieurs mécanismes peuvent intervenir. 

 

c) Répression de la traduction protéique 

Plusieurs études dont celles mettant en évidence lin-4, montrent que la quantité d’ARN cible est 

diminuée alors que le taux d’ARNm est inchangé (Lee, R. C., et al. 1993; Wightman, et al. 1993). De 

plus, lin-4 est retrouvé avec les ribosomes et l’ARNm de lin-14 par cosédimentation (Olsen and 

Ambros 1999). Ces expériences suggèrent donc que l’association du polysome à l’ARNm est inaltérée 

par le miARN. Mais dans ces expériences, la présence de peptides est indétectable ; Nottrott et al. 

suggèrent donc que le miARN pourrait induire la dégradation du peptide naissant (Nottrott, et al. 

2006) alors que Petersen et al. proposent que le miARN cause une dissociation prématurée du 

ribosome (Petersen, et al. 2006). Cette dernière hypothèse semble plus probable car la dissociation 

des polysomes induite par des inhibiteurs de la traduction est plus rapide en présence des miARN 

(Petersen, et al. 2006). D’autres mécanismes ont été proposés, comme la dissimulation de la coiffe 

en 5’ des ARNm par le complexe RISC puisque AGO2 contient un domaine de liaison à la coiffe, ce qui 

empêche la fixation du facteur d’initiation eIF4E (Kiriakidou, et al. 2007). Mais finalement, 

l’implication de ces mécanismes dans la fonction des miARN reste à élucider. 

 

d) Dégradation des ARNm cibles 

De nombreuses preuves indiquent clairement que les miARN induisent la dégradation des ARNm. 

En effet, l’altération des voies essentielles aux miARN (déletion de DICER ou AGO2) induit une 

augmentation de la quantité d’ARNm (Schmitter, et al. 2006), alors que l’introduction de miARN 

induit une diminution de la quantité d’ARNm (Guo, et al. 2010; Selbach, et al. 2008; Baek, et al. 

2008). 
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Bien que certains miARN peuvent induire directement un clivage enzymatique par AGO2, ce 

mode d’action ne semble pas le mécanisme principal de la dégradation des ARNm cibles. La 

diminution de la quantité d’ARNm cible semble être due à une élimination de la queue polyA des 

ARNm cibles pour lesquels les miARN sont partiellement complémentaires (Wu, L., et al. 2006; 

Eulalio, et al. 2007). La déadénylation induit alors une perte de la coiffe protectrice en 5’ des ARNm. 

Les ARNm décoiffés sont alors rapidement dégradés majoritairement par la 5’-3’ exonucléase XRN1 

présente dans le cytoplasme. L’inhibition de la traduction protéique est alors irréversible. 

La dégradation des ARNm semble avoir lieu dans des sites cytoplasmiques particuliers ou 

Processing bodies (P-bodies) (Eystathioy, et al. 2002; Liu, J., et al. 2005a). L’intérêt de ces structures 

n’est pas clairement établi, mais ces agrégats ribonucléiques, assez larges pour être visualisés en 

microscopie, contiennent des fortes concentrations en miARN et protéines associée au miARN 

(Argonautes, XRN1, etc) (Liu, J., et al. 2005b). De plus, la déplétion de protéines associées au 

complexe RISC induit une dégradation de P-bodies et empêche la fonction de miARN (Liu, J., et al. 

2005a). Ces P-bodies permettraient une séquestration des miARN, réversible dans certains cas, et 

une concentration des éléments nécessaires à la fonction des miARN pour une efficacité optimale 

(Kulkarni, et al. 2010). 

 

En résumé, l’implication préférentielle des miARN dans l’inhibition de la traduction protéique ou 

dans la dégradation des ARNm n’est pas élucidée. Mais des résultats suggèrent une action 

séquentielle où l’inhibition de la traduction serait un événement précoce, de l’ordre de quelques 

dizaines de minutes, et que la dégradation serait une étape secondaire (Mathonnet, et al. 2007). 

 

e) Activation de la traduction protéique 

Paradoxalement, les miARN semblent capables d’activer la traduction protéique. Ainsi, le hsa-

miR-369-3 s’associe directement à des séquences riches en AU de l’ARNm du TNFα ce qui permet le 

recrutement d’AGO2 et la protéine fragile X mental retardation-related protein 1 (FXR1) pour activer 

la traduction de gènes dans des conditions de privation en sérum (Vasudevan, et al. 2007). De plus, 

let-7 induit une surexpression de gènes dans des cellules en arrêt du cycle cellulaire alors qu’il induit 

une répression d’expression de gènes dans des cellules en prolifération. De même, miR-373 se fixe 

aux promoteurs des gènes cold-shock domain-containing protein C2 (CSDC2) et de l’E-cadherine et 

induit leur surexpression dans des cellules humaines (Place, et al. 2008). Cependant, pour expliquer 

l’augmentation d’expression d’un gène après surexpression d’un miARN et en absence de preuve de 

lien direct, l’argument le plus souvent avancé est un effet indirect du miARN où la répression d’un 

inhibiteur par le miARN induit une augmentation de l’effet de la cible de l’inhibiteur. 
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f) Rôle de leurre 

En plus de leur capacité de liaison à l’ARN ou à l’ADN, les miARN peuvent se lier au site de liaison 

à l’ARN de protéines de régulation pour inhiber leur fonction (Eiring, et al. 2010). Ainsi, miR-328 

semble avoir un rôle de leurre ou d’éponge pour la protéine hnRNP E2 pour empêcher sa liaison avec 

l’ARNm de CEBPA. 

 

Finalement, les miARN, par différents mécanismes, semblent être des acteurs importants du 

contrôle de l’expression des gènes. Cette importance ne tient pas dans la force de répression d’une 

cible où le changement d’expression observé atteint rarement une diminution de plus de 3 fois, mais 

dans la rapidité d’intervention, de l’ordre de dizaines de minutes, et du nombre de cibles atteintes, 

de l’ordre de plusieurs centaines (Mathonnet, et al. 2007). 

 

5) Intérêts cliniques de l’étude des miARN 

a) Les miARN comme biomarqueurs 

Tout comme l’expression d’autres gènes, l’expression de miARN peut être utilisée comme 

mesure diagnostique voire pronostique. De surcroit, des miARN peuvent être mesurés dans divers 

fluides biologiques (Weber, et al. 2010). Ainsi, Weber et al. ont mesuré l’expression de miARN dans 

12 liquides biologiques dont les urines, la salive et le plasma, et ont montré que la composition en 

miARN varie d’un fluide à l’autre. Au contraire des ARNm qui sont rapidement dégradés, notamment 

par les RNases, les miARN semblent moins sensibles à la dégradation. Cette résistance est telle 

qu’une incubation de plasma durant 24 heures à température ambiante ou l’alternance de huit 

cycles de congélation/décongélation n’altère pas l’expression des miR-15b, miR-16 et miR-24 

(Mitchell, et al. 2008). De plus, puisque des ARN synthétiques ajoutés dans le plasma sont 

rapidement dégradés, au contraire des miARN endogènes, Mitchell et al. en concluent que les miARN 

endogènes sont sous une forme qui leur permet une résistance aux RNases endogènes. Cette 

résistance à la dégradation peut être due à la présence des miARN dans des exosomes comme c’est 

le cas pour miR-150 sécrété par les monocytes (Zhang, et al. 2010) ou plus majoritairement par leur 

état complexé à des protéines Argonautes (Turchinovich, et al. 2011). Ces miARN présents hors des 

cellules sont donc soit libérés par des cellules mortes soit libérés par un phénomène actif dans le 

cadre de signalisation. Quoiqu’il en soit, la présence de ces miARN dans le plasma ou les urines de 

patients en fait des biomarqueurs potentiels. Ainsi, Mitchell et al. montrent que la mesure de miR-

141 dans le plasma semble un bon biomarqueur diagnostique puisque l’AUC d’une courbe ROC est de 

0,907, avec 25 patients atteints d’un cancer de la prostate et 25 individus sains (Mitchell, et al. 2008). 
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Dans les urines, le ratio d’expression miR-126/ miR-152 montre une augmentation moyenne de 9,9 

fois chez des patients atteints de cancer de la vessie comparés à des individus sains (Hanke, et al.). 

L’exploration de l’expression des miARN dans une pathologie représente donc un double avantage : 

la compréhension de réseau de gènes médiés par ces miARN impliqués dans un état pathologique et 

la possibilité d’identifier de nouveaux biomarqueurs. 

 

b) Intérêt thérapeutique des miARN 

Puisque l’expression de miARN est dérégulée dans certaines pathologies, les miARN peuvent être 

des cibles thérapeutiques. De plus, la capacité d’un miARN à réguler plusieurs gènes en fait de bons 

candidats. Plusieurs stratégies peuvent être utilisées pour réduire l’expression d’un miARN dont 

l’utilisation d’oligonucléotides complémentaires à la séquence du miARN ciblé (Garzon, et al. 2010). 

Dans ce cas, ces oligonucléotides sont des ARN modifiés chimiquement pour ne pas être dégradés 

par les RNases et plus affins envers leur cible. Plusieurs modifications ont été décrites, dont des ARN 

simples brins avec un groupe méthylène en 2’ de l’atome d’oxygène du ribose, des ARN simples brins 

conjugués avec des molécules de cholestérol, qui sont alors appelés des antagomirs, et les Locked 

Nucleic Acid (LNA) où le ribose est bloqué en conformation 3’ endo par une liaison covalente liant 

l’atome d’oxygène en 2’ et l’atome de carbone en 4’ (Garzon, et al. 2010). Krutzfeldt et al. ont 

montré qu’un antagomir ciblant miR-122 était spécifique et efficace dès 24 heures et à long terme 

puisque son effet est présent 23 jours après l’injection en intraveineuse chez la souris. Par ailleurs, 

l’injection d’un antagomiR-16 inhibe la présence de miR-16 dans tous les tissus sauf dans le cerveau 

(Krutzfeldt, et al. 2005). De même, l’utilisation de LNA dirigé contre le miR-122 inhibe durablement 

l’expression de miR-122 dans le foie et diminue sa charge virale dans un modèle d’hépatite C chez le 

chimpanzé (Lanford, et al. 2010). Ces résultats suggèrent l’utilisation de cet inhibiteur pour prévenir 

l’infection d’hépatite C chronique, qui fait d’ailleurs l’objet d’un essai de phase II promu par la société 

Santaris Pharma. 

L’utilisation d’oligonucléotides « éponges » est aussi une stratégie possible pour réprimer un 

miARN (Garzon, et al. 2010). Ces éponges ou ces leurres sont des ARN transcrits par un vecteur viral 

qui contiennent plusieurs séquences cibles du miARN qui va alors s’y fixer. L’utilisation d’un gène 

rapporteur comme la Green Fluorescent Protein (GFP) permet de déterminer facilement l’efficacité 

de ce système. Choi et al. ont décrit l’utilisation de « miR-masks » qui consistent en oligonucléotides 

modifiés chimiquement et parfaitement complémentaires d’un site ciblé par un miARN (Choi, et al. 

2007). Dans ce cas, le miR-mask va recouvrir la séquence cible du miARN sur l’ARNm et empêcher sa 

fixation et donc la répression du gène. Ainsi, cette approche est spécifique d’un gène et n’induit pas 

des effets aspécifiques. 
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A l’inverse, il est aussi possible d’augmenter l’expression  d’un miARN dans une pathologie où sa 

diminution est impliquée. Ainsi, l’injection de miARN synthétiques, modifiés chimiquement pour 

éviter leur dégradation, ou « mimics », a été décrite in vitro (Garzon, et al. 2010). De même, 

l’injection de pré-miARN est envisageable, mais n’a aussi été décrite qu’in vitro. Enfin, l’utilisation de 

vecteurs viraux codant pour un miARN, a été décrite pour la première fois par Kota et al. en 2009 

(Kota, et al. 2009). L’injection en intraveineuse d’un adenovirus-associated vector (AAV) codant pour 

le miR-26, absent des cellules du cancer du foie d’un modèle murin, inhibe la prolifération 

cancéreuse et l’induction de l’apoptose spécifique de ces cellules, sans signe de toxicité. 

Ainsi, l’injection in vivo d’un inhibiteur ou d’un mimic de miARN semble possible pour prévenir ou 

guérir une pathologie. Ces stratégies, pour l’instant à l’essai, sont donc prometteuses lorsque la 

dérégulation d’un miARN a été identifiée, comme c’est le cas de certains cancers. Cependant, 

l’utilisation de ces stratégies est confrontée aux problèmes de faible délivrance de l’oligonucléotide 

synthétique, et surtout au large spectre d’action d’un miARN qui peut induire de nombreux effets 

non souhaités, au lieu de délivrance ou dans d’autres types cellulaires. 

 

6) Importance des miARN dans le contrôle de l’immunité 

La première description de l’implication des miARN dans le système immunitaire date de 2004. 

Chen et al. ont identifié 3 miARN préférentiellement exprimés dans les cellules hématopoïétiques : 

miR-142, miR-181a et miR-223 (Chen, C. Z., et al. 2004). Cette étude montre que les miARN jouent 

des rôles importants dans l’hématopoïèse, où miR-181 est préférentiellement impliqué dans le 

développement des lymphocytes B, miR-142 dans les lymphocytes B et les cellules myéloïdes alors 

que miR-223 est confiné aux cellules myéloïdes (Chen, C. Z., et al. 2004). De façon surprenante, la 

délétion du gène de Dicer pendant les phases précoces du développement lymphocytaire T montre 

que les miARN ne sont pas impératifs dans l’engagement de la voie CD4+ ou CD8+ (Cobb, et al. 2005). 

Cependant, le nombre de thymocytes est réduit, et une réduction de 90% des cellules circulantes 

suggère un rôle des miARN dans la prolifération des lymphocytes T. Pour les lymphocytes B, la 

délétion de Dicer à des stades précoces induit un blocage complet à la transition pro-B vers pré-B dû 

à une apoptose massive au stade pré-B (Koralov, et al. 2008). Une accumulation de la protéine pro-

apoptotique Bim due à l’absence de régulation de son expression par miR-17-92 semble être en 

partie en cause. A des stades plus tardifs, l’absence de Dicer induit un blocage de la transition des 

cellules B de la zone marginale vers la zone folliculaire, un défaut de réarrangement des gènes des Ig 

et une forte production d’Ac (Belver, et al. 2010). Parmi les miARN présentant une expression 

différentielle entre les cellules B de la zone marginale et de la zone folliculaire, Belver et al. ont mis 

en évidence l’implication de miR-185, qui en situation normale régule l’expression de la protéine 

Bruton tyrosine kinase (Btk) impliquée dans la différenciation des cellules B. Ces approches ont 
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démontré l’implication des miARN dans le contrôle de l’immunité, notamment dans la différenciation 

des cellules du système immunitaire. Cependant l’identification du rôle d’un miARN en particulier est 

difficile dans ces systèmes où plusieurs miARN sont impliqués. 

La description du profil d’expression de miARN dans des cellules triées est aussi une approche 

utile pour identifier des fonctions possibles selon un type cellulaire particulier ou un stade de 

développement (Kuchen, et al. 2010; Basso, et al. 2009; Landgraf, et al. 2007; Liang, et al. 2007; 

Merkerova, M., et al. 2008a; Wu, H., et al. 2007). Ainsi, ces études ont mis en évidence que miR-122a 

est principalement exprimé dans le foie, contrairement à miR-15 exprimé dans tous les types 

cellulaires analysés (Liang, et al. 2007), ou que miR-150 principalement exprimé dans les lymphocytes 

B et T (Merkerova, M., et al. 2008a). Plus récemment, Basso et al. ont mis en évidence 66 nouveaux 

miARN exprimés dans les lymphocytes B à différents stades (Basso, et al. 2009). 

 

 

Figure 14: Profil d'expression de miARN en fonction du type cellulaire analysé (Liang, et al. 2007) 

Les miARN, en lignes, sont regroupés selon leur profil d’expression. Les valeurs sont identifiées selon 

un code couleur où le vert représente une faible expression et le rouge une forte expression. 

 

De façon similaire, Wu et al. ont analysé l’expression des miARN de lymphocytes T CD8+ naïfs, 

effecteurs et mémoires (Wu, H., et al. 2007). Des 94 miARN clonés à partir des 3 populations de 

lymphocytes CD8+, 7 miARN représentent à eux seuls environ 60% de l’ensemble des miARN clonés, 

dont miR-142-3p qui est le plus représenté, ce qui est en accord avec ce qu’avait décrit Landgraf et 

al. (Landgraf, et al. 2007). De plus, 6 des 7 miARN (miR-16, miR-142-3p, miR-142-5p, miR-150, miR-
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15b and let-7f) sont sous-exprimés après stimulation antigénique. Il est donc possible que la synthèse 

protéique nécessaire après une stimulation antigénique requiert la sous-expression de ces miARN 

qui, en conditions basales, répriment l’expression de ces protéines. Ainsi, ces études ont permis de 

mettre en évidence quelques miARN individuels impliqués dans le contrôle de la réponse 

immunitaire, même si le rôle de chacun reste à élucider. 

 

a) L’oncomiR-21 dans l’immunité 

Parmi les 7 miARN décrits par Wu et al.; miR-21 est le seul à être surexprimé après stimulation 

antigénique (Wu, H., et al. 2007). Ce miARN est l’un des plus fréquemment surexprimés dans le cadre 

de cancers et est de ce fait classé en « oncomiR » (Kumarswamy, et al. 2011). Puisque sa 

surexpression induit la prolifération cellulaire et diminue l’apoptose et que son inhibition réduit la 

prolifération et l’invasion cellulaire, ce miARN a été décrit comme une cible thérapeutique anti-

tumorale potentielle. Il est donc probable que lors d’une stimulation antigénique miR-21 favorise la 

survie des lymphocytes activés. Par ailleurs, Sheddy et al. ont montré que la stimulation par le 

lipopolysaccharide (LPS) de PBMC totaux, et plus particulièrement de macrophages, induisait une 

augmentation de l’expression de miR-21 et une diminution d’une de ses cibles, la protéine 

Programmed Cell Death 4 (PCD4) qui inhibe la progression de tumeurs et la production d’Il-10 

(Sheedy, et al. 2010). Ces résultats suggèrent donc qu’en plus de favoriser la survie, miR-21 intervient 

dans une boucle de régulation négative, où après une stimulation par le LPS, miR-21 entraine 

l’augmentation d’Il-10 par inhibition de PCD4. De plus, l’expression de miR-21 est augmentée dans 

les lymphocytes Treg et induit par un mécanisme indirect l’expression de FOXP3 (Rouas, et al. 2009). 

Ainsi, ces résultats qui impliquent miR-21 dans des processus inflammatoires, ouvrent de nouvelles 

opportunités thérapeutiques, notamment dans le contrôle de l’activation de la voie TLR4. 

 

b) miR-155, l’exemple du miARN multifonctionnel 

Tout comme miR-21, miR-155 est considéré comme un oncomiR puisqu’il est impliqué dans 

divers cancers (Tili, et al. 2009). miR-155 est codé par une région connue sous le nom de B cell 

integration cluster (Bic) identifiée initialement comme site d’intégration de virus. Ainsi, une forte 

expression de Bic et donc de miR-155 est impliquée dans des lymphomes diffus à grandes cellules B 

et la mesure de son expression a été envisagée comme mesure pronostique de la survie des patients 

atteints de ces lymphomes (Tili, et al. 2009). Mais miR-155 est exprimé dans de nombreux types 

cellulaires et possède toutes les caractéristiques qui en font un miARN ayant de multiples fonctions 

puisqu’il semble avoir des fonctions différentes selon le type cellulaire où il est exprimé (figure 15). 

Ainsi, miR-155 semble impliqué dans l’hématopoïèse puisque son expression est 200 fois plus faible 

dans des globules rouges matures que dans des cellules progénitrices, à l’inverse une augmentation 
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de 270 fois de miR-451 est observée (Masaki, et al. 2007). Ce miARN semble aussi avoir un rôle dans 

le système rénine-angiotensine puisqu’une de ses cibles est le gène codant pour le récepteur de type 

1 à l’angiotensine (AT1R) (Martin, et al. 2006). Plusieurs équipes ont aussi montré que des souris 

déficientes en miR-155 (miR-155-/-) avaient des défauts immunitaires, notamment pour les 

lymphocytes B puisque ces souris ont un centre germinatif réduit et ne produisent pas d’Ac de type 

IgG1 de haute affinité (Rodriguez, et al. 2007; Thai, et al. 2007; Vigorito, et al. 2007). D’après une 

analyse transcriptomique, 185 gènes présentaient une expression altérée dans les lymphocytes B 

activés de ces souris miR-155-/-, dont 60 étaient des cibles potentielles de miR-155. Rodriguez et al. 

ont aussi montré dans leur analyse des souris miR-155-/- que les lymphocytes T CD4+ se différencient 

plus en lymphocytes T helper 2 (Th2) qu’en Th1 et produisent plus de cytokines Th2 (Il-4, Il-5 et Il-10) 

(Rodriguez, et al. 2007). A l’inverse, Banerjee et al. ont montré que la surexpression de miR-155 dans 

des lymphocytes T CD4+ activés promeut la différenciation Th1 (figure 15) (Banerjee, et al. 2009). 

 

A B C

 

Figure 15: Exemples de fonctions de miR-155 dans des cellules immunitaires (Schott and Stoecklin 

2010) 

A) L’activation du TCR induit l’expression de miR-155 dans les lymphocytes CD4+ naïfs. miR-155 

contribue à la différenciation des lymphocytes T activés en lymphocytes Th1 en réprimant 

l’expression du facteur de transcription c-Maf et de la sous-unité 1 du récepteur à l’IFNγ. B) Dans les 

lymphocytes B, miR-155 est induit après stimulation au LPS ou à l’Il-4 et contribue alors au 

changement de classe des Ig en réprimant l’expression du facteur de transcription Pu.1 et de la 

phosphatidylinositol 5′-phosphatase SHIP1. miR-155 réprime aussi la désaminase induite par 

l’activation (AID) et prévient les translocations chromosomiques aberrantes. C) Lors de la 

différenciation des cellules dendritiques immatures en cellules dendritiques matures, après 

stimulation par les TLR, miR-155 induit la répression DC-SIGN (Dendritic Cell-Specific Intercellular 

adhesion molecule-3-Grabbing Non-integrin) via la répression de Pu.1 par miR-155. DC-SIGN est une 

lectine qui promeut la phagocytose chez les cellules dendritiques immatures. 

 

Ainsi, plusieurs études ont mis en évidence l’implication de miR-155 dans des cellules du système 

immunitaire et son expression est modifiée dans des processus pathologiques. miR-155 est 
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surexprimé dans des PBMC de patients atteints d’arthrite rhumatoïde par rapport à des individus 

sains, ainsi que miR-146a (Pauley, et al. 2008), mais aussi dans les monocytes du liquide synovial de 

patients atteints d’arthrite rhumatoïde comparé aux monocytes périphériques chez les mêmes 

patients ou des individus sains (Stanczyk, et al. 2008). De plus, Stanczyk et al. ont montré que 

l’expression de miR-155 peut être augmentée dans des fibroblastes de la synovie de patients atteints 

d’arthrite rhumatoïde par différents stimuli pro-inflammatoires dont le TNFα et le LPS. Par ailleurs, la 

surexpression de miR-155, et celle de miR-34a et de miR-326, a été montrée dans des astrocytes 

présents dans des lésions de sclérose en plaque (Junker, et al. 2009). La surexpression de ces 3 

miARN réprime l’expression de CD47, une molécule qui prévient la phagocytose par les 

macrophages. La dérégulation de l’expression de ces miARN peut donc contribuer à la levée d’une 

inhibition des macrophages, promouvant la phagocytose de molécules comme la myéline et 

favorisant un environnement inflammatoire. Renforçant le rôle potentiel de ce miARN dans les 

maladies auto-immunes, les souris n’exprimant pas le gène Bic (miR155-/-) ne développent pas 

d’arthrite induite, d’Ac autoréactifs, et sont résistantes à l’EAE. Récemment, Wang et al. ont montré 

que les taux sériques de miR-155 et miR-146a étaient plus faibles chez des patients atteints de lupus 

érythémateux (SLE) comparés à des individus sains et corrélés au taux de filtration glomérulaire. 

Cependant, ces diminutions de niveau d’expression dans le sérum de miARN peuvent être dues à des 

facteurs confondants comme la présence d’immunosuppresseurs puisque le taux de miR-155 était 

inversement corrélé au dosage de prédnisolone. En résumé, l’expression aberrante de miR-155 est 

observée dans divers dérèglements pathologiques et l’absence de miR-155 prévient le 

développement d’automimmunité chez les souris miR-155-/-. Par contre, seules quelques cibles de 

miR-155 ont été décrites et le fonctionnement de ce miARN reste à approfondir. 

 

c) miR-142-3p, fortement exprimé dans les PBMC 

Comme vu précédemment, miR-142-3p est décrit selon les études comme le ou un des miARN 

les plus exprimés dans les PBMC chez l’Homme (Landgraf, et al. 2007; Merkerova, M., et al. 2008a; 

Wu, H., et al. 2007). L’expression de ce miARN est restreinte aux cellules hématopoïétiques 

(Landgraf, et al. 2007), bien que Wu et al. ont décrit son expression dans des cellules dérivées 

d’hépatocarcinome; le statut cancéreux de ces cellules peut être à l’origine de la réactivation de ce 

miARN (Wu, L., et al. 2011). L’implication indirecte de miR-142 a été démontrée dans des processus 

cancéreux puisque, dans des lymphomes B, le gène c-Myc est transloqué à la suite du gène codant 

miR-142, et est alors sous le contrôle du promoteur du gène de miR-142 (Robbiani, et al. 2009). 

L’expression de miR-142-3p est réprimée par le gène FOXP3 dans les lymphocytes Treg, même si le 

mécanisme utilisé n’est pas connu (Huang, B., et al. 2009). L’expression du gène de l’adénylate 

cyclase 9 (ADYC9) impliquée dans la production d’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) 
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nécessaire à la signalisation des Treg, n’est alors plus réprimée par miR-142-3p. Par ailleurs, miR-142-

3p réprime l’expression du gène de l’ll-6 dans les cellules dendritiques, une cytokine pro-

inflammatoire et son expression est diminuée en cas de stimulation des cellules dendritiques au LPS, 

au contraire de l’expression du gène de l’IL6 qui est alors augmentée (Sun, Y., et al. 2011). Ces 

résultats montrent que miR-142-3p a un rôle dans le contrôle de la réaction immunitaire, au moins 

en permettant la différenciation de lymphocytes T en Treg et en contrôlant la production d’Il-6 par 

les cellules dendritiques. 

Il est à noter que l’utilisation des séquences cibles de miR-142-3p dans des lentivirus a été 

utilisée pour le transfert de gène in vivo (Brown, et al. 2006). Cette stratégie de vecteur « éponge » 

utilise l’expression spécifique aux cellules hématopoïétiques de miR-142-3p. La présence des 

séquences cibles de miR-142-3p empêche la production d’une protéine dans les cellules 

hématopoïétiques où est exprimé miR-142-3p et une expression de la protéine voulue dans les 

autres types cellulaires. 

 

De nombreux autres miARN ont été décrits comme jouant des rôles dans le système immunitaire 

et étant dérégulés dans des processus pathologiques. Par exemple, miR-150, miR-146a, miR-155 et 

miR-181 sont associés à la différenciation des cellules B (Spierings, et al. 2011), une déficience en 

miR-146a de lymphocytes Treg abolit leurs capacités suppressives (Lu, et al. 2010), miR-223, 

principalement exprimé dans la lignée myéloïde, régule négativement la prolifération et la 

différenciation des neutrophiles par la répression du facteur de transcription Mef2c (Liu, Q., et al. 

2011a), etc. 

 

7) Implications des miARN en transplantation rénale 

a) miARN et physiopathologie du rein 

La comparaison des profils d’expression de différents tissus montre que certains miARN sont 

enrichis dans le rein, tels que miR-192, miR-194 et miR-204 (Landgraf, et al. 2007). Par ailleurs, 3 

équipes ont montré que la délétion de Dicer (Dicer -/-) spécifiquement dans les podocytes a des 

impacts majeurs sur la fonction du rein (Harvey, et al. 2008; Ho, et al. 2008; Shi, et al. 2008). Des 

altérations phénotypiques majeures ont été observées dés 2 à 4 semaines chez les souris Dicer -/-, 

dont l’apparition d’une protéinurie, et la progression des altérations phénotypiques fut 

accompagnée de scléroses glomérulaires, de FI/AT, aboutissant à la perte de fonction du rein et à la 

mort des souris après 6 à 8 semaines. Ces 3 groupes montrent que des miARN de la famille miR-30 

sont impliqués dans ces phénotypes (Harvey, et al. 2008; Ho, et al. 2008; Shi, et al. 2008). 

Récemment, la délétion de l’enzyme Drosha toujours spécifiquement dans les podocytes a confirmé 

l’importance des miARN dans le développement du rein (Zhdanova, et al. 2011). De plus, la délétion 
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de Drosha chez des souris de 2 à 3 mois induit des glomérulopathies, avec apparition de protéinurie 

et une inflammation interstitielle du rein. Ainsi, les miARN semblent indispensables au 

développement du rein mais aussi à sa fonction. 

La délétion spécifique de Dicer, non plus dans les podocytes, mais dans les cellules tubulaires des 

tubules contournés proximaux n’induit pas de phénotype anormal chez les souris (Wei, et al. 2010). 

Cependant, après une ischémie et reperfusion, les animaux déficients en Dicer ont moins de lésions 

histologiques et moins de cellules en apoptose, ce qui se traduit par une fonction rénale meilleure 

que pour les contrôles. Dicer semble donc jouer un rôle dans les lésions rénales observées suite à 

une ischémie/reperfusion. En effet, Goldwin et al. ont identifié 9 miARN différentiellement exprimés 

entre des souris ayant subi une ischémie par rapport à des contrôles (miR-20a, miR-21, miR-146a, 

miR-187, miR-192, miR-194, miR-199a-3p, miR-214 et miR-805) (Godwin, et al. 2010). Puisque les 

altérations d’expression de ces miARN sont aussi retrouvées dans des souris immunodéficientes 

(souris RAG2-/-, cγ0
-/-), ces altérations semblent indépendantes des lymphocytes et cette signature de 

miARN associée à l’ischémie pourrait être utilisée pour déterminer les dommages induits par une 

ischémie dans le rein.  

L’implication de miARN a aussi été montrée dans différentes pathologies rénales. Ainsi, Kato et 

al. ont montré la surexpression de miR-192 dans des cellules mésenchymales stimulées par le TGFβ1 

et dans des cellules glomérulaires d’un modèle murin de néphropathie diabétique (Kato, et al. 2007). 

miR-192 cible le E-box repressor Smad-1 interacting protein (SIP1) et sa répression par miR-192 induit 

la production de collagène en réponse au TGFβ1. Chung et al. ont confirmé ces résultats en montrant 

que miR-192 est induit par le TGFβ1 produisant ainsi du collagène dans un modèle de fibrose rénale 

(Chung, et al. 2010). Mais de façon surprenante, Krupa et al. ont montré une perte d’expression de 

miR-192 dans les biopsies rénales de patients atteints de néphropathie d’origine diabétique (Krupa, 

et al. 2010). De plus, cette diminution d’expression est corrélée avec la fonction rénale et le niveau 

de fibrose interstitielle. Pour l’heure, la différence d’expression de miR-192 dans le modèle murin et 

chez l’Homme n’est pas expliquée. Dans un modèle de fibrose rénale, par obstruction urétrale 

unilatérale dans des souris, une signature de miARN a été mise en évidence (Zarjou, et al. 2011). 

Parmi ceux-ci, miR-192 et miR-194, miARN enrichis dans le rein d’après d’autres études (Landgraf, et 

al. 2007), sont sous-exprimés. Ces résultats sont cohérents avec la sous-expression de miR-192 

observée par Krupa et al. dans les biopsies rénales de patients atteints de néphropathie d’origine 

diabétique (Krupa, et al. 2010), et celles de miR-192 et miR-194 observées dans un modèle 

d’ischémie/ reperfusion (Godwin, et al. 2010). De plus, une surexpression de miR-21 est observée, 

principalement localisée aux cellules épithéliales tubulaires distales, et le blocage de miR-21 par un 

antagomir diminue la fibrose rénale, par une diminution de l’expression de protéines pro-fibrotiques 

(collagènes, fibronectine, etc) et une diminution de l’infiltration des macrophages (Zarjou, et al. 
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2011). Ces résultats démontrent l’implication des miARN dans la fibrose rénale, qui est une 

composante majeure de nombreuses pathologies rénales, et l’intérêt thérapeutique potentiel des 

antagomirs. 

La transition épithélio-mésenchymateuse, impliquée dans la progression de la fibrose rénale, et 

qui peut être induite par le TGFβ1, implique aussi l’intervention de miARN. Ainsi, plusieurs études 

montrent que les miARN de la famille miR-200 (miR-200a, -b et -c, miR-141 et miR-429) sont 

réprimés en réponse au TGFβ1 et que au contraire, leur surexpression pourrait empêcher le 

développement de la fibrose (Bracken, et al. 2008; Wang, G., et al. 2010a; Oba, et al. 2010). En effet, 

une injection intraveineuse du précurseur de miR-200b est suffisante pour inhiber l’augmentation de 

la production de collagène (type I et II) et de fibronectine (Oba, et al. 2010). Les auteurs suggèrent 

que l’utilisation de miR-200b pourrait inhiber la progression de fibrose. L’expression des miARN de la 

famille miR-200 a aussi été analysée dans des biopsies de patients atteints de néphropathie à IgA 

(Wang, G., et al. 2010b). L’expression de miR-200c est diminuée dans ces biopsies par rapport à des 

biopsies contrôles et est corrélée avec le taux de protéinurie et l’expression de cadherine E. Dans ce 

cas, la diminution de miR-200c n’est pas spécifique de la néphropathie à IgA mais résulte 

d’altérations du greffon. 

En 2008, Lee et al. ont mis en évidence une diminution de miR-15a dans les kystes hépatiques 

dans un modèle de polykystose rénale familiale récessive chez le rat (Lee, S. O., et al. 2008). miR-15a 

réprime l’expression de Cdc24a, un régulateur du cycle cellulaire, et est corrélé à la prolifération 

cellulaire et la formation de kystes. Mais, Pandey et al. ont reporté l’expression différentielle de 30 

miARN, dont miR-21, puis dans une deuxième étude l’expression différentielle de 9 autres miARN 

associés à la polykystose rénale (Pandey, et al. 2008; Pandey, et al. 2011). Chaque étude utilise un 

modèle différent de polykystose rénale chez le rat, ce qui pourrait expliquer que les mêmes miARN 

ne soient pas retrouvés. De plus amples investigations sont donc nécessaires, notamment chez 

l’Homme puisqu’aucune étude chez des patients atteints de polykystose rénale n’a été réalisée. 

 

b) miARN et immunité de la transplantation 

D’après les exemples cités précédemment, il semble clair que les miARN participent au contrôle 

de la fonction immunitaire et participent aux mécanismes physiopathologiques se déroulant dans le 

rein. La réponse aux alloantigènes et les lésions rénales après transplantation font donc intervenir 

des miARN. En effet, Sui et al. sont les premiers à avoir mesuré les miARN dans des biopsies de reins 

de patients transplantés en épisode de rejet aigu en utilisant la technologie des puces à ADN (Sui, et 

al. 2008). Ils ont identifié 71 miARN exprimés parmi 455 mesurés dont 20 différentiellement 

exprimés dans un mélange des ARN extraits à partir de 3 biopsies de patients en épisode de rejet 

aigu par rapport à un mélange des ARN extraits de 3 contrôles (12 miARNs sous-exprimés et 8 sur-
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exprimés). Les 2 miARN les plus différentiels, miR-320 et miR-324-3p, ont été confirmés par PCR 

quantitative, mais l’utilisation d’une puce à ADN, de deux mélanges d’ARN issus d’individus différents 

et l’absence d’échantillon de validation rendent difficile l’interprétation de ces résultats (Sui, et al. 

2008). Une seconde étude a été réalisée avec des biopsies de patients transplantés rénaux en 

épisode de rejet aigu en comparaison à des biopsies de patients présentant une histologie normale 

(Anglicheau, D., et al. 2009a). Dans ce cas, les auteurs ont identifié 53 miARN différentiellement 

exprimés entre 3 biopsies de patients en épisode de rejet aigu et 4 biopsies de patients contrôles 

(figure 16). Seul miR-125a est retrouvé dans les 2 études (Sui, et al. 2008; Anglicheau, D., et al. 

2009a). Six miARN ont ensuite été validés dans un groupe de biopsies de validation (9 biopsies de 

patients transplantés rénaux en épisode de rejet aigu et 17 biopsies de patients présentant une 

histologie normale) (figure 16). Les auteurs ont ensuite montré une corrélation de miR-142-5p, miR-

155 et miR-223 avec l’expression du gène de CD3 ; il semble que l’augmentation de l’expression de 

ces miARN soit due à l’infiltration de cellules lymphocytes T dans le greffon. De même, une 

corrélation de miR-30a-3p, miR-10b et let-7c avec l’expression de gènes spécifiques des cellules 

rénales tubulaires, NKCC2, USAG1, semblent dues aux cellules résidentes du rein. Enfin, puisque les 

AUC en courbe ROC de miR-142-5p, miR-155 et miR-223 sont respectivement de 0,99, de 0,98 et de 

0,96, ces résultats suggèrent que ces miARN pourraient être utilisés comme biomarqueurs afin 

d’aider au diagnostic histologique du rejet aigu. 

 

A B

 

Figure 16 : miARN différentiellement exprimés dans des biopsies de patients transplantés rénaux en 

épisode de rejet aigu et dans des biopsies normales (Anglicheau, D., et al. 2009a) 

A) Regroupement hiérarchique des 53 miARN différentiellement exprimés entre 3 biopsies de 

patients en épisode de rejet aigu et 4 biopsies de patients contrôles. B) Validation de 6 miARN dans 

un groupe de biopsies de validation (9 biopsies de patients transplantés rénaux en épisode de rejet 

aigu et 17 biopsies de patients présentant une histologie normale). 
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En résumé, la découverte récente des miARN a permis d’identifier un système majeur dans le 

contrôle de l’expression des gènes. De plus, ces systèmes, présents dans les processus normaux, 

semblent aussi être impliqués dans des systèmes pathologiques cancéreux, infectieux et auto-

immuns. La compréhension de ces mécanismes dans le cadre de la transplantation rénale 

permettrait de mieux comprendre les systèmes de régulation des gènes dans le devenir des greffes. 

L’identification de miARN dans ces processus pourrait aussi permettre d’identifier des biomarqueurs. 
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Objectifs 

I/ Objectifs de l’étude 1 

 

L’étude de Louis et al. a montré, en 2006, que les patients opérationnellement tolérants 

présentaient un nombre de lymphocytes B plus important que les patients stables ou en rejet 

chronique (Louis, et al. 2006). Par ailleurs, l’idée émerge de plus en plus que les lymphocytes B sont 

impliqués dans la tolérance aux allogreffes (Deng, et al. 2007). Nous avons ainsi étudié le rôle 

potentiel des lymphocytes B dans la tolérance opérationnelle. L’analyse des données de puces à ADN 

de l’étude de Brouard et al. a été réalisée sans a priori, dans l’objectif d’identifier des gènes 

différentiels entre patients opérationnellement tolérants et patients en rejet chronique, et 

d’identifier une signature minimale associée à la tolérance, mais d’autres méthodes d’analyse 

auraient pu être choisies (Brouard et al. 2007). Dans l’étude de Pallier et al. à laquelle j’ai participé, 

nous avons analysé de nouveau ces données de puces à ADN en recherchant si des signatures de 

gènes associés aux fonctions des lymphocytes B étaient corrélées au phénotype de la tolérance en 

utilisant le logiciel Gene Set Enrichment Analysis (Pallier, et al. 2010). De plus, les analyses de 

cytométrie et en parallèle de PCR quantitative du niveau d’expression de transcrits de certains gènes, 

notamment des molécules BANK1, CD32a, CD32b dans les lymphocytes B totaux montrent un profil 

inhibé et/ou inhibiteur de ces cellules et une expression plus forte de facteurs de survie des 

lymphocytes B dont BAFF et son récepteur BAFFR. Ces résultats pourraient expliquer le plus grand 

nombre de lymphocytes B dans le sang des patients opérationnellement tolérants et la signature 

retrouvée dans les puces à ADN. Par ailleurs, ces lymphocytes B totaux répondent de façon normale 

à une stimulation polyclonale in vitro, notamment, la production d’Il-6 et d’Il-10 est comparable dans 

les différents groupes analysés, et les taux d’auto-anticorps présents dans le sérum analysés par 

puces à protéines, sont aussi comparables dans les différents groupes de patients. Une 

caractérisation phénotypique des lymphocytes B périphériques a aussi été réalisée, mettant en 

évidence une augmentation du nombre en valeur absolue de cellules B naïves, transitionnelles et 

mémoires chez ces patients. Une augmentation des cellules CD19+CD1d+ et des cellules CD19+CD5+ a 

aussi été mise en évidence ce qui est à rapprocher du potentiel régulateur des cellules 

CD19+CD1d+CD5+ montré chez l’Homme (Iwata, et al. 2010). Finalement, ces données montrent un 

phénotype B particulier qui pourrait participer à la maintenance de la tolérance opérationnelle chez 

ces patients transplantés rénaux. 
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II/ Objectifs de l’étude 2 

 

Les analyses transcriptionnelles réalisées à partir du sang ont permis de mettre en évidence des 

signatures associées à la tolérance opérationnelle. Ainsi, l’étude de Brouard et al. met en évidence 

une augmentation des gènes associés à des fonctions régulatrices et une diminution des gènes 

associés à des fonctions effectrices en corrélation avec une inversion de la balance Treg/T effecteur 

rapportée (Louis, et al. 2006; Brouard, et al. 2007; Baeten, et al. 2006). Par ailleurs, l’étude de Pallier 

et al., ainsi que d’autres, mettent en évidence des signatures de gènes associés aux lymphocytes B 

(Newell, et al. 2010; Sagoo, et al. 2010; Pallier, et al. 2010; Lozano, et al. 2011). Puisque les miARN 

peuvent contrôler l’expression de centaines de gènes, nous avons réalisé une analyse de l’expression 

des miARN dans le sang de patients opérationnellement tolérants. La comparaison avec le profil 

d’expression des miARN dans le sang de patients présentant une fonction stable de leur greffon, 

nous a permis de mettre en évidence 8 miARN différentiellement exprimés chez les patients 

opérationnellement tolérants. Parmi ceux-ci, nous nous sommes intéressés au miARN miR-142-3p, 

spécifique à la lignée hématopoïétique (Chen, C. Z., et al. 2004; Landgraf, et al. 2007; Merkerova, M., 

et al. 2008a), jouant des rôles dans le développement des lymphocytes B (Chen, C. Z., et al. 2004) et 

dans la fonction des lymphocytes T (Huang, B., et al. 2009). Nous avons confirmé la surexpression de 

ce miARN dans les PBMC de patients opérationnellement tolérants, puis plus particulièrement dans 

les lymphocytes B en comparaison à des patients stables. La surexpression de ce miARN dans une 

lignée lymphocytaires B nous a permis de mettre en évidence près de 1 000 gènes modulés, 

directement ou indirectement par ce miARN. Finalement, l’analyse des gènes potentiellement 

modulés par miR-142-3p et reliés à des fonctions immunes a permis d’identifier plusieurs réseaux de 

gènes dont l’un relié au TGFβ1, molécule déjà rapportée comme molécule centrale dans l’étude 

transcriptomique des patients opérationnellement tolérants, puisqu’elle est liée à 27% des 49 gènes 

de la signature de tolérance (Brouard, et al. 2007). Ces résultats suggèrent un rôle de miR-142-3p 

dans une boucle de rétrocontrôle négatif du TGFβ1 dans les lymphocytes B des patients 

opérationnellement tolérants. 
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III/ Objectifs de l’étude 3 

 

L’absence de traitement efficace pour le RCHA et l’incapacité des marqueurs fonctionnels à 

identifier les patients à risque de développer un RCHA afin de moduler leur traitement le plus tôt 

possible démontrent le besoin urgent de biomarqueurs précoces du RCHA. Puisque plusieurs études 

ont mis en évidence des gènes associés au RCHA, notamment dans le sang, nous avons analysé 

l’expression de miARN dans les PBMC de patients atteints de RCHA. La comparaison du profil 

d’expression de 381 miARN dans le sang de 9 patients atteints de RCHA et de 10 patients stables 

nous a permis de mettre en évidence 10 miARN différentiellement exprimés entre ces deux groupes. 

Parmi ceux-ci, miR-142-5p a été décrit comme surexprimé dans les biopsies de patients en rejet aigu 

(Anglicheau, Dany, et al. 2009b) et aussi dans un modèle de fibrose rénale, où l’inflammation est 

présente (Zarjou, et al. 2011). Nous avons donc focalisé notre étude sur ce miARN qui est le miARN le 

plus exprimé parmi les miARN différentiels et décrit comme spécifique de la lignée hématopoiétique 

(Chen, C. Z., et al. 2004; Landgraf, et al. 2007; Merkerova, Michaela, et al. 2008b). La surexpression 

de ce miARN a été confirmée dans les PBMC d’un groupe de validation comprenant 10 patients 

stables et 10 patients en RCHA. Par ailleurs, afin de définir si la surexpression de ce miARN dans les 

PBMC était spécifique du RCHA, nous avons mesuré son expression dans les PBMC de patients 

présentant des situations cliniques différentes. Ainsi, miR-142-5p n’est pas surexprimé dans les 

PBMC d’un groupe de 10 patients non transplantés en insuffisance rénale terminale pour causes non 

immunologiques, ni dans les PBMC de 11 patients présentant des lésions de rejet aigu cellulaire en 

comparaison des 10 patients stables de validation, suggérant ainsi que miR-142-5p est spécifique du 

RCHA. Les résultats de cette étude ont fait l’objet d’un poster au congrès américain de 

transplantation de 2011 (ATC 2011, Philadelphie) et l’article issu de ce travail est en cours d’écriture. 
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Résultats 

I/ Résultats de l’étude 1 

 

Patients with drug-free long-term graft function display increased numbers of 

peripheral B cells with a memory and inhibitory phenotype. 

 

Pallier A*, Hillion S*, Danger R*, Giral M, Racapé M, Degauque N, Dugast E, Ashton-Chess J, Pettré S, 

Lozano JJ, Bataille R, Devys A, Cesbron-Gautier A, Braudeau C, Larrose C, Soulillou JP*, Brouard S*. 

 

Kidney International. 2010 Sep;78(5):503-13. 
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II/ Résultats de l’étude 2 

 

miR-142-3p over-expression in the blood of drug-free kidney transplant recipients 

 

Richard Danger, Annaïck Pallier, Magali Giral, Marc Martínez-Llordella, Juan José Lozano, Nicolas 

Degauque, Alberto Sanchez-Fueyo, Jean-Paul Soulillou, and Sophie Brouard 

 

En révision 

 



Résultats 

71 



Résultats 

72 



Résultats 

73 



Résultats 

74 

 



Résultats 

75 



Résultats 

76 



Résultats 

77 



Résultats 

78 



Résultats 

79  



Résultats 

80 



Résultats 

81 
 



Résultats 

82 



Résultats 

83 

 



Résultats 

84 



Résultats 

85 



Résultats 

86 



Résultats 

87 



Résultats 

88 
 



Résultats 

89 



Résultats 

90 



Résultats 

91 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Résultats 

92 



Résultats 

93 



Résultats 

94 



Résultats 

95 



Résultats 

96 



Résultats 

97 



Résultats 

98 



Résultats 

99 



Résultats 

100 



Résultats 

101 



Résultats 

102 

 



Résultats 

103 



Résultats 

104 



Résultats 

105 

 



Résultats 

106 



Résultats 

107 



Résultats 

108 



Résultats 

109 



Résultats 

110 



Résultats 

111 



Résultats 

112 



Résultats 

113 



Résultats 

114 

 

 

 



Résultats 

115 

III/ Résultats de l’étude 3 

 

miR-142-5p over-expression in blood and kidney graft from patients exhibiting 

chronic antibody mediated rejection 

Richard Danger, Amélie Lavault, Magali Giral, Jean-Paul Duong Van Huyen, Yohann Foucher, Annaïck 

Pallier, Nicolas Degauque, Jean-Paul Soulillou and Sophie Brouard 

 

Résumé du poster présenté à l’ATC 2011-Philadelphie : 

Chronic antibody mediated rejection (CAMR) is characterized by specific 

histopathological lesions described by the BANFF classification and progressive but 

irreversible degradation of the kidney function despite immunosuppressive regimens. Gene 

expression modifications have been reported in organ biopsies as well as peripheral blood 

from transplanted recipients with CAMR which implicate de facto mechanisms of gene 

expression regulation during this process. Among gene expression regulating molecules, 

microRNA (miARN), small non-coding RNA, have been clearly shown to be involved in 

various biological mechanisms and diseases. We performed miARN expression profiling of 

381 miARN using Taqman low density arrays in total RNA from peripheral blood 

mononuclear cells from 9 patients with CAMR and 10 recipients with stable graft function 

(STA). Among the 231 miARN expressed in at least half of samples for each groups, we 

highlighted on the differential expression of several miARN involved in immune response 

including miR-142-5p, with a Mann-Whitney test corrected with a multitesting procedure. 

miR-142-5p over-expression was confirmed with individual qPCR assays on same PBMC 

samples (9 CAMR and 10 STA) and furthermore validated with 20 independent PBMC 

samples (10 CAMR or suspicious CAMR and 10 STA). We could not demonstrate a 

difference of miR-142-5p expression in PBMC from non-transplanted patients with terminal 

renal failure suggesting that the modulation of miR-142-5p in patients with CAMR is not due 

to renal dysfunction but rather related to immunological mechanisms. Moreover, miR-142-5p 

was also increased in biopsies from 5 CAMR patients compared to biopsies from 8 STA 

patients with normal histology. Altogether, these data suggest that miR-142-5p could be a 

biomarker of CAMR and may improve our understanding of chronic rejection mechanisms 

after transplantation. 



Résultats 

116 

 

Poster présenté à l’ATC 2011-Philadelphie : 
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Discussion générale 

 

Les dernières études concernant la tolérance opérationnelle dans le cadre de la transplantation 

rénale montrent une implication des lymphocytes B chez ces patients (Newell, et al. 2010; Louis, et 

al. 2006; Sagoo, et al. 2010; Pallier, et al. 2010; Lozano, et al. 2011; Brouard, et al. 2007). Ainsi, ces 

études montrent une augmentation en valeur absolue du nombre des lymphocytes B totaux, et plus 

particulièrement des lymphocytes B naïfs, mémoires et transitionnels chez les patients 

opérationnellement tolérants par rapport aux patients stables (Newell, et al. 2010; Pallier, et al. 

2010). Une des conséquences de cette augmentation est une surreprésentation des gènes reliés aux 

fonctions des lymphocytes B parmi l’ensemble du transcriptome des PBMC ; c’est ce qui est observé 

dans les 4 études transcriptomiques récentes (Newell, et al. 2010; Sagoo, et al. 2010; Pallier, et al. 

2010; Lozano, et al. 2011), mais aussi dans les urines (Newell, et al. 2010). De plus, la mise en 

évidence de gènes associés à la prolifération et la survie cellulaire indique une plus grande 

prolifération de ces lymphocytes qui peut expliquer leur nombre plus important en périphérie. 

Cependant, la signature B présente aussi des caractéristiques particulières. La mise en évidence d’un 

profil inhibé ou inhibiteur des cellules B avec une diminution du ratio CD32a/CD32b, une 

augmentation du ratio BAFF/BAFFR et une augmentation de la molécule BANK1 est en faveur d’un 

mécanisme de régulation de ces lymphocytes B (Pallier, et al. 2010). 

Notre étude a montré une augmentation en valeur absolue du nombre de lymphocytes B 

mémoires alors que Sagoo et al. observent une diminution de la fréquence en lymphocytes B 

mémoires par rapport à la population totale de lymphocytes B CD19+. Ces résultats ne sont pas 

contradictoires puisque des résultats récents de notre équipe confirment une augmentation en 

valeur absolue du nombre de lymphocytes B mémoires associée à une diminution de leur fréquence 

par rapport à la population totale de lymphocytes B, tout comme une augmentation de la fréquence 

en lymphocytes B naïfs (Faouzi et al. en préparation). 

Plusieurs études ont mis en évidence le rôle tolérogénique des cellules B naïves chez l’animal 

impliquant des mécanismes de délétion clonale et d’anergie des cellules T (Lassila, et al. 1988; Eynon 

and Parker 1992). En effet, les cellules B naïves peuvent induire l’anergie de lymphocytes T naïfs 

(Lassila, et al. 1988) et aussi mémoires (Dalai, et al. 2008). De plus, les descriptions de lymphocytes 

Breg et B10 chez l’Homme, suggèrent leur implication en transplantation, mais celle-ci n’a pas encore 

été démontrée (Blair, et al. 2010; Mauri and Ehrenstein 2008). En effet, la mise en évidence d’une 

augmentation du nombre de cellules CD19+CD1d+/CD19+CD5+ est en faveur d’une population B
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régulatrice (Iwata, et al. 2010). De même, l’augmentation du nombre de lymphocytes B 

transitionnels CD19+CD38+CD24+IgD+ dans l’étude de Newell et al., décrits comme pouvant contenir 

ces lymphocytes Bregs sécréteurs d’IL-10 (Blair, et al. 2010), suggère la présence de lymphocytes B 

régulateurs en plus grand nombre dans le sang des patients opérationnellement tolérants. Newell et 

al. montrent que cette population de lymphocytes B transitionnels expriment plus d’Il-10 chez les 

patients opérationnellement tolérants que chez les patients stables renforçant l’hypothèse que des 

lymphocytes B régulateurs participent au phénomène de tolérance opérationnelle (Newell, et al. 

2010). Sagoo et al. n’ont pas reporté de différence d’expression de TGFβ1 ni d’Il-10 par ces cellules. 

Cependant, puisqu’il semble que la sécrétion d’Il-10 par des lymphocytes B régulateurs est 

dépendante de stimuli particuliers (Iwata, et al. 2010), ces analyses doivent être approfondies. Par 

ailleurs, une meilleure caractérisation des lymphocytes B régulateurs chez l’Homme permettrait de 

mieux définir la population à analyser. Les différences observées entre ces études peuvent aussi être 

dues à une hétérogénéité dans les populations de patients étudiés. Par exemple, les patients du 

consortium américain ITN sont tous HLA-identiques (Newell, et al. 2010), le mécanisme de tolérance 

peut être différent de celui des patients présentant des incompatibilités HLA majoritaires dans 

l’étude européenne (Sagoo, et al. 2010) et de Nantes (Pallier, et al. 2010), même si dans tous les cas 

une signature B a été mise en évidence. 

Une des limites de ces études est le nombre de patients tolérants disponibles. De par leur rareté, 

il est difficile d’analyser de grandes cohortes de patients, ce qui limite la validation des résultats. De 

plus, l’analyse de sous-populations lymphocytaires B, notamment transcriptomique, requiert un 

nombre minimal de lymphocytes B et le prélèvement d’un volume de sang conséquent. Les patients 

opérationnellement tolérants, ayant souvent arrêté leur traitement par non-observance, refusent le 

prélèvement sanguin. Les patients en RCHA et les patients présentant une fonction stable de leur 

greffon ne refusent généralement pas les prélèvements de sang, mais présentent souvent une 

lymphopénie consécutive aux traitements immunosuppresseurs. Ces aspects, purement pratiques, 

sont importants puisqu’ils limitent les possibilités d’analyses et doivent donc être pris en compte 

dans nos projets. 

 

A partir de l’analyse de l’expression des miARN, nous avons mis en évidence une surexpression 

du miR-142-3p dans les lymphocytes B des patients opérationnellement tolérants. Ce résultat 

renforce l’idée d’un phénotype particulier des lymphocytes B des patients tolérants. Puisque la 

fonction de ce miARN dans les lymphocytes B n’est pas élucidée, nous ne pouvons conclure quant à 

son rôle dans la tolérance. Cependant, la possibilité d’une implication de ce miARN dans un 

rétrocontrôle du TGFβ1 (figure 17) renforce le caractère inhibé des lymphocytes B trouvé dans 

l’étude de Pallier et al., car le TGFβ1 exerce, entre autres, des fonctions immunosuppressives 
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(Kosiewicz and Alard 2004). Une implication possible du TGFβ1 est renforcée par l’observation de la 

signature de 49 gènes associée à la tolérance où 27% des gènes sont reliés au TGFβ1 (Brouard, et al. 

2007). 

 

 

Figure 17: Hypothèse de rétrocontrôle négatif de la signalisation du TGFβ1 par miR-142-3p dans les 

lymphocytes B 

 

Puisque les patients opérationnellement tolérants présentent un nombre plus important de 

lymphocytes B naïfs que les patients stables, nous ne pouvons exclure la possibilité que 

l’augmentation de miR-142-3p est seulement une conséquence de l’augmentation de ces 

lymphocytes B naïfs. En effet, des résultats préliminaires montrent que miR-142-3p est plus exprimé 

dans des lymphocytes B naïfs que mémoires et régulateurs de patients sains (figure 18), ce qui 

corrèle avec l’étude de Basso et al. où miR-142-3p est plus exprimé dans des lymphocytes B naïfs que 

mémoires ou issus de centres germinatifs (Basso, et al. 2009). Cette hypothèse doit être vérifiée ainsi 

que l’implication de miR-142-3p dans la fonction des lymphocytes B. Mais la modulation d’expression 

de ce miARN en fonction du stade de différenciation des lymphocytes B ainsi qu’en fonction du 

stimuli (par exemple TGFβ1 et IFNγ) suggère un rôle actif de ce miARN lors de la différenciation des 

lymphocytes B. 
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Figure 18: Expression de miR-142-3p dans des lymphocytes B naïfs, mémoires et régulateurs triés à 

partir de PBMC d’individus sains (n=2). 

 

Le TGFβ1 a aussi une action pro-fibrotique sur le rein (Liu, Y. 2006) et miR-142-3p a été 

récemment décrit dans un modèle de fibrose rénale (Zarjou, et al. 2011). Or en absence de biopsies 

des patients opérationnellement tolérants, nous ne pouvons exclure la présence d’une fibrose au 

sein de leur greffon. Cela ne serait pas étonnant puisque certains patients ont un greffon depuis 

plusieurs dizaines d’années. Cependant, la mise en évidence de la surexpression de miR-142-3p dans 

les lymphocytes B de patients tolérants uniquement suggère une implication de ce miARN dans le 

contrôle de la fonction immunitaire. Par ailleurs, la présence d’une inflammation dans les reins des 

souris atteintes de fibrose et la présence d’un infiltrat de cellules immunitaires peut indiquer que 

miR-142-3p participe au contrôle d’une réponse immunitaire dans ce modèle, et non directement à 

la fibrose (Zarjou, et al. 2011). 

miR-142-3p a aussi été décrit pour participer à la fonction des Treg (Huang, B., et al. 2009). Bien 

que nous n’ayons pas mis en évidence d’expression différentielle de miR-142-3p dans les 

lymphocytes T totaux des différents groupes de patients, il ne peut être exclu une différence 

d’expression dans des sous-types lymphocytaires T, notamment CD4+CD25+, et une implication dans 

le contrôle de leurs fonctions. 

Nous nous sommes focalisés sur miR-142-3p, notamment parce qu’il a été décrit spécifiquement 

dans la lignée hématopoïétique, mais l’implication d’autres miARN différentiels entre patients 

tolérants et stables n’est pas exclue. 

 

Le profil d’expression des miARN dans les PBMC de patients en RCHA nous a permis d’identifier 

miR-142-5p comme surexprimé dans le sang de ces patients. La confirmation de sa surexpression 

dans un groupe indépendant renforce son potentiel biomarqueur, avec une AUC de 0,78 en courbe 
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ROC. L’analyse de ce miARN de façon prospective permettrait de définir si ce miARN est un bon 

biomarqueur du RCHA, et son augmentation permettrait d’être une indication de biopsie. 

 

Ces deux études nous montrent que miR-142-3p et miR-142-5p sont tous les deux augmentés 

dans le RCHA et la tolérance. Cependant, l’augmentation de ces miARN dans les lymphocytes B est 

spécifique aux patients opérationnellement tolérants. Les cellules responsables de la surexpression 

de ces miARN dans les PBMC des patients en RCHA restent à identifier. Ces résultats suggèrent que 

ces miARN n’ont pas les mêmes rôles selon le type cellulaire où ils sont exprimés, ce qui est en 

accord avec plusieurs autres miARN, comme miR-155 (Schott and Stoecklin 2010). 
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Perspectives 

 

I/ Implication des lymphocytes B dans la tolérance opérationnelle 

 

1) Analyse de la différenciation lymphocytaire B 

Puisque la fréquence des lymphocytes B naïfs est supérieure à celle des lymphocytes B mémoires 

chez les patients opérationnellement tolérants, nous faisons l’hypothèse d’un défaut de 

différenciation de ces lymphocytes B chez ces patients. L’analyse de la différenciation in vitro de ces 

lymphocytes B issus de patients opérationnellement tolérants est en cours. La première analyse 

consiste à observer si, au cours de leur prolifération puis de leur différenciation in vitro, les 

lymphocytes B de patients tolérants se comportent de la même façon (phénotype, transcriptome, 

analyse du surnageant pour la production de cytokines et des facteurs de différenciation de survie et 

de prolifération) que les cellules d’individus sains, et s’ils répondent de façon similaire à différents 

stimuli. Nous étudions également leur capacité à proliférer et leur sensibilité à l’apoptose aux 

différents stades de différenciation. 

 

2) Etude des propriétés suppressives des lymphocytes B 

Nous avons mis en évidence une augmentation du nombre de cellules CD19+CD1d+/CD19+CD5+ 

dans le sang des patients opérationnellement tolérants (Pallier, et al. 2010; Iwata, et al. 2010). Nous 

étudierons les capacités suppressives de ces lymphocytes B isolés en utilisant le protocole décrit par 

l’équipe de T. Tedder (Iwata, et al. 2010), après une stimulation spécifique par le CD40 ligand et des 

oligonucléotides CpG. Nous étudierons en détail leur phénotype, leur capacité à produire de l’Il-10 et 

à inhiber in vitro une réaction lymphocytaire mixte. 
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II/ Analyse de l’expression des miARN chez les patients transplantés 

 

1) Rôle du miR-142-3p dans la tolérance opérationnelle 

a) Implication du miR-142-3p dans la voie de signalisation du TGFβ1 

La surexpression de miR-142-3p, en utilisant un mimic dans des Raji, et une analyse par puces 

à ADN ont permis de mettre en évidence 66 gènes sous-exprimés étant des cibles potentielles de 

miR-142-3p. Une analyse des réseaux de gènes a permis d’identifier plusieurs réseaux dont l’un 

impliqué dans la signalisation du TGFβ1, incluant les gènes TGFBR1 et TGF-beta activated kinase 

1/MAP3K7 binding protein 2 (TAB2) (Danger et al., en révision). 

Après confirmation en qPCR de la sous-expression de TGFBR1 par un mimic de miR-142-3p, 

nous devons maintenant confirmer au niveau protéique la répression de ces cibles potentielles. La 

mise en évidence de la répression directe du gène TGFBR1 par miR-142-3p est en cours grâce à 

l’utilisation d’un clone exprimant l’ARNm de la GFP associée à la région 3’ UTR du TGFBR1. L’analyse 

par cytométrie en flux de la fluorescence de la GFP devrait montrer une diminution de son 

expression lorsque ce clone sera co-transfecté avec le mimic de miR-142-3p dans des lignées 

n’exprimant pas miR-142-3p en conditions normales. De plus, des résultats préliminaires concernant 

TGFBR1 nous montrent une diminution d’environ 15% et reproductible 48 heures après la 

transfection au niveau protéique. Cette faible diminution est compatible avec la régulation fine des 

miARN, et peut aussi s’expliquer par un faible taux de transfection de ces cellules B et une dilution du 

nombre de cellules transfectées à 48 heures par la prolifération des Raji. 

L’hypothèse d’un rétrocontrôle négatif du TGFβ1 par le miR-142-3p est illustrée en figure 17. 

Parce que les cellules Raji sont insensibles à l’apoptose induite par le TGFβ1, elles ne constituent 

donc pas le meilleur modèle pour continuer notre analyse ; la confirmation sera réalisée dans des 

cellules sensibles au TGFβ1 telles que les lignées Ramos, BL2 ou BL40 (Spender, et al. 2009). Pour 

cela, l’analyse par PCR quantitative et par Western Blot de la signalisation du TGFβ1 sera réalisée, en 

commençant par les molécules SMAD2, SMAD3 et p21, mais aussi les molécules faisant partie du 

réseau de gènes liés au TGFβ1 et cibles de miR-142-3p dont TAB2 et l’integrin alpha V (ITGAV). Des 

analyses phénotypiques de la prolifération et de l’apoptose induites par le TGFβ1 seront réalisées en 

parallèle dans ces cellules. Nous supposons que la surexpression de miR-142-3p induira alors une 

diminution de la réponse au TGFβ1. 

Par ailleurs, nous avons montré une concentration plus faible de TGFβ1 dans le plasma des 

patients opérationnellement tolérants par rapport à des patients transplantés présentant une 

fonction stable de leur greffon (figure 19) (collaboration D. Baeten, Amsterdam, Pays-Bas). Même si 

la raison d’une diminution de TGFβ1 reste à élucider, ces résultats suggèrent une régulation de la 
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production de TGFβ1 dans la tolérance et renforcent notre intérêt pour la signalisation de cette 

molécule. 
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Figure 19: Concentration du TGFβ1 dans le plasma de patients stables et opérationnellement 

tolérants 

 

b) Répression de la production d’Il-6 par miR-142-3p 

Par ailleurs, l’étude de Sun et al. a montré une répression directe de l’IL6 par miR-142-3p 

dans des cellules dendritiques (Sun, Y., et al. 2011). Ce gène est faiblement exprimé dans les puces à 

ADN que nous avons réalisées ; nous ne pouvons donc pas conclure quant à la répression de l’IL6 

dans notre expérience. Cette faible détection du gène de l’Il-6 dans les puces à ADN n’est toutefois 

pas étonnante puisque les interleukines sont faiblement exprimées et généralement non détectées 

par puces à ADN (Park and Stegall 2007). Nous allons donc mesurer l’expression de l’IL6 dans les 

lymphocytes B transfectés avec un mimic miR-142-3p et après stimulation des lymphocytes B des 

différents groupes de patients. Puisque la surexpression de miR-142-3p peut être due à d’autres 

types cellulaires que les lymphocytes B, dont les cellules dendritiques, nous réaliserons la mesurer de 

la concentration plasmatique de l’Il-6 chez les patients opérationnellement tolérants et stables. 

 

c) Rôle de miR-142-3p sur la fonction des lymphocytes B 

L’expression de miR-142-3p dans des lymphocytes B est modulée par différents stimuli dont le 

TGFβ1 et l’IFNγ. De plus, l’expression de miR-142-3p est modulée dans les lymphocytes B d’individus 

sains en fonction de leur stade de différenciation (figure 18 et Basso, et al. 2009). Ces résultats 

suggèrent une modulation active de l’expression de miR-142-3p dans les lymphocytes B et une 

implication de ce miARN dans leurs fonctions. Nous allons donc étudier les effets de la sur- et sous-

expression de miR-142-3p sur la fonction des lymphocytes B issus d’individus sains. 

Les lymphocytes B primaires étant des cellules difficiles à transfecter nous avons besoin d’utiliser 

des vecteurs viraux pour les transduire. Nous avons produit un clone de vecteur lentiviral codant 

pour un ARNm de la GFP associée à 4 séquences cibles de miR-142-3p. Afin de transduire de façon 
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maximale les lymphocytes B quiescents, nous utiliserons des particules virales en collaboration avec 

l’équipe de E. Verehoyen (Frecha, et al. 2011) ; les particules virales de ce vecteur éponge sont en 

cours de production. Par ailleurs, un vecteur lentiviral codant pour le gène de miR-142 couplé à un 

gène rapporteur, une protéine fluorescente rouge (RFP), est en cours de synthèse. 

Ces vecteurs nous permettront d’analyser la fonction de miR-142-3p dans les lymphocytes B. 

Ainsi, nous pourrons analyser si leur différenciation n’est pas altérée et mesurer la production de 

cytokines, notamment de TGFβ1, d’Il-6 et d’Il-10, la production d’Ig, leur prolifération, leur réponse à 

différents stimuli dont l’apoptose et la capacité suppressive de ces lymphocytes B dans des réactions 

lymphocytaires mixtes. 

 

d) Implications in vivo de miR-142-3p 

La surexpression de miR-142-3p dans le sang des patients opérationnellement tolérants suggère 

un rôle de ce miARN dans la tolérance. Nous analyserons l’effet de la surexpression de miR-142-3p 

sur la survie d’allogreffe dans un modèle de transplantation rénale chez le rat (Degauque, et al. 

2006 ; Gagne, et al. 2001). Nous utiliserons le vecteur lentiviral pour permettre une expression à 

long-terme de miR-142-3p. Après vérification de l’expression de miR-142-3p dans les lymphocytes B 

périphériques, une prolongation de survie de la greffe permettrait de mettre en évidence un rôle 

majeur de ce miARN dans le contrôle de la réponse immunitaire après tolérance. Afin de s’affranchir 

des contraintes liées à la manipulation de lentivirus, nous envisageons aussi d’injecter en 

intraveineuse le mimic de miR-142-3p. 

 

2) Implications de miR-142-5p dans le RCHA 

a) Identification des cellules responsables de la surexpression de miR-142-5p 

Nous avons mis en évidence une surexpression de miR-142-5p dans le sang des patients atteints 

de RCHA, mais nous n’avons pas identifié les cellules responsables de sa surexpression ; cette 

identification est en cours. Pour cela, nous mesurons l’expression de marqueurs de cellules 

sanguines, tels que CD3, CD14, CD19 et CD56, afin de rechercher une corrélation positive entre leur 

expression et celle de miR-142-5p dans les PBMC de patients en RCHA. 

Lorsque ces cellules seront identifiées, similairement aux études réalisées pour miR-142-3p, nous 

étudierons les cibles de miR-142-5p, et le rôle de ce miARN dans ces cellules. 

 

b) Implications in vivo de miR-142-5p dans le RCHA 

Puisque le miR-142-5p semble impliqué dans le RCHA, nous étudierons l’implication de ce miARN 

dans un modèle de rejet chronique dépendant des Ac après transplantation cardiaque hétérotopique 

chez le rat et transfusion de sang du donneur avant la greffe (DST); Ballet, et al. 2009). Nous avons 
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déjà montré une surexpression de l’expression de miR-142-5p, ainsi que de miR-21, dans la greffe de 

ces animaux souffrant de rejet chronique 100 jours après la transplantation en comparaison des 

greffes d’animaux ayant reçu une greffe syngénique, ce qui est cohérent avec l’augmentation de miR-

142-5p observée dans les biopsies de patients atteints de RCHA (figure 20). Par hybridation in situ, 

technique mise au point sur des coupes de reins humains détransplantés, nous allons mettre en 

évidence la présence de miR-142-5p dans les coupes de rein de rats DST. Nous identifierons les 

cellules responsables de la surexpression de miR-142-5p par colocalisation avec des marqueurs 

phénotypiques des cellules infiltrant le greffon. 

 

 

Figure 20: Expression de miR142-5p et miR-21 dans les reins de rats syngéniques et DST à J100 

(A) L’expression de miR-142-5p est augmentée dans les biopsies de patients en RCHA par rapport à 

des biopsies de patients ne présentant pas de lésions histologiques particulières (échantillons fournis 

par J.P. Duong Van Huyen). L’expression de miR-142-5p (B) et de miR-21 (C) sont significativement 

augmentées dans les greffes des animaux souffrant de rejet chronique 100 jours après la 

transplantation (DST) en comparaison des greffes d’animaux ayant reçu une greffe syngénique. 

 

L’intérêt thérapeutique d’un antagomir de miR-142-5p sera aussi étudié dans ce modèle, de 

façon similaire à ce qui a été réalisé dans un modèle de fibrose rénale chez la souris (Zarjou, et al. 

2011). Une augmentation de la survie, une diminution de la concentration de DSA, de l’infiltrat et de 

la fibrose seront les principaux facteurs analysés. 

 

c) Confirmation du potentiel biomarqueur de miR-142-5p 

Nous avons montré une surexpression de miR-142-5p dans les PBMC de 9 patients en RCHA par 

rapport à 10 patients stables et confirmé cette surexpression dans des échantillons indépendants de 

PBMC de 10 patients en RCHA par rapport à 10 patients stables. De plus, cette augmentation n’est 

pas observée dans les PBMC de patients transplantés présentant des lésions de rejet aigu cellulaire, 

de patients non transplantés en insuffisance terminale pour cause non immunologique et d’individus 

sains. miR-142-5p semble donc être un biomarqueur potentiel du RCHA et nous allons continuer sa 

validation dans le cadre d’une étude prospective avec 300 échantillons de patients, prélevés 1 an 

après la greffe (projet ValBio12). De plus, puisque les urines sont un compartiment au contact du 
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greffon et que leur recueil est un acte non invasif, nous allons réaliser la mesure de ce miARN dans 

les urines de patients transplantés rénaux en RCHA et stables en collaboration avec D. Anglicheau qui 

maitrise la technique d’extraction d’ARN à partir des urines. 

 

 

III/ Comparaison rein-foie 

 

Puisque les mécanismes de régulation de la tolérance aux allogreffes sont probablement 

différents entre la greffe de rein et de foie (Lozano, et al. 2011), nous avons analysé le profil 

d’expression de 381 miARN dans des PBMC de patients transplantés hépatiques tolérants et non 

tolérants, en collaboration avec l’équipe d’A. Sanchez-Fueyo (Barcelone). Ces patients 

opérationnellement tolérants ont arrêté leur traitement dans le cadre d’un protocole d’arrêt d’IS, les 

non-tolérants sont des patients qui ont expérimenté un épisode de rejet aigu après l’arrêt des 

immunosuppresseurs, pour lequel le traitement a été réintroduit et qui présentent une fonction 

normale au moment du prélèvement. 

Nous avons identifié 5 miARN différentiellement exprimés entre tolérants hépatiques et non-

tolérants (figure 21). De plus, puisque nous ne trouvons aucun miARN différentiel commun entre la 

tolérance rénale et hépatique, ces résultats préliminaires confirment l’idée d’une tolérance 

spécifique de l’organe, ou faisant intervenir des mécanismes différents (Lozano, et al. 2011). 

Finalement, l’analyse des 5 miARN différentiels va permettre d’identifier des biomarqueurs de la 

tolérance hépatique et de mieux comprendre les différences entre tolérance hépatique et rénale. 

 

 

Figure 21: Regroupement hiérarchique des 5 miARN 

différentiels mis en évidence entre transplantés 

hépatiques opérationnellement tolérants (TOL) et non 

tolérants (nonTOL). 

Les valeurs d’expression des miARN (2-ddCt) sont 

représentées en rouge pour des fortes expressions et en 

vert pour des faibles expressions. 
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Expression des microARN dans le sang de patients transplantés rénaux 

Résumé : L’absence de réponse des patients atteints de rejet chronique médié par les anticorps 

(RCHA) aux traitements classiques démontre le besoin urgent de nouvelles options thérapeutiques. 

Par ailleurs, l’établissement d’une tolérance aux allogreffes rénales sans recours aux 

immunosuppresseurs est nécessaire pour éviter leurs effets secondaires. Une meilleure 

compréhension des mécanismes post-greffe est nécessaire tout comme le besoin de biomarqueurs 

pour prédire/diagnostiquer le devenir du greffon et distinguer parmi des patients sous traitement 

ceux pour lesquels il pourrait être arrêté, appelés patients «opérationnellement tolérants». Nous 

avons comparé les caractéristiques des lymphocytes B périphériques de ces deux groupes de patients 

à des patients ayant une fonction stable de leur greffon sous immunosuppresseurs et à des individus 

sains. Les patients tolérants présentent un phénotype B sanguin et l’expression de gènes particuliers 

qui pourraient contribuer à la maintenance de leur tolérance. Parmi les molécules régulant 

l’expression de gènes, les microARN ont été impliqués dans des mécanismes biologiques et 

pathologiques. La mesure d’expression des microARN dans les cellules mononuclées du sang 

périphérique de patients transplantés rénaux nous a permis d’identifier des microARN associés à la 

tolérance ou au RCHA. La surexpression de miR-142-3p dans les lymphocytes B de patients tolérants 

nous a conduit à analyser les voies de signalisation impliquées, notamment celle du TGFβ. Nos 

résultats ouvrent de nouvelles perspectives pour la compréhension des mécanismes post-greffe, 

particulièrement celle des lymphocytes B, et l’utilisation de nouveaux biomarqueurs. 

Mots-clés : transplantation rénale, tolérance, rejet chronique médié par les anticorps, lymphocytes B, 

microARN. 

 

microRNA profiling in blood from renal transplanted patients 

Abstract: The unresponsiveness of patients undergoing chronic antibody mediated rejection (CAMR) 

to classical treatment highlight the need for new clinical options. Furthermore, major side-effects of 

immunosuppression (IS) prompt the establishment of a tolerance to the allograft without the need 

for IS. In this context, a better understand of post-transplantation mechanisms is required as well as 

the need for biomarkers that could predict and/or diagnose graft outcome and distinguish among 

immunosuppressed patients, which ones could be weaned off IS, called “operational tolerants”. 

Here, we compared the characteristics of peripheral B cells from both patient groups, to that of 

others who had stable graft function but under IS, and to healthy volunteers. Thus, tolerants 

patients, have a particular blood B-cell phenotype and gene expression modifications that may 

contribute to the maintenance of their long-term drug free graft function. Among gene expression 

regulating molecules, microRNA, small non-coding RNA, are involved in biological mechanisms and 

diseases. We performed microRNA expression profiling from peripheral blood mononuclear cells 

from kidney transplanted recipients with operational tolerance, with CAMR or with stable graft 

function. Among them, we identified differentially microRNA associated either with tolerance or 

CAMR. The over-expression of miR-142-3p in B lymphocytes from tolerant patients lead us to analyze 

implicated pathways, including TGFβ signaling. Our investigations open new perspectives for the 

understood of post-transplantation mechanisms, particularly with the implications of B lymphocytes, 

and the use of new diagnostic/prognostic biomarkers. 

Keywords: renal transplantation, tolerance, chronic antibody mediated rejection, B lymphocytes, 

microRNA. 
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