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Avant-propos 

Mes travaux de recherche durant ces 3 années de thèse se sont portés sur l’étude d’une 

population murine de lymphocytes CD8+ régulateurs induite dans le foie après transfert de 

gène codant pour une molécule de CMH allogénique. Cette population lymphocytaire, 

présente uniquement dans le foie des souris traitées par thérapie génique, induit une 

tolérance immunologique systémique envers la molécule de CMH allogénique génétiquement 

transférée et permet ainsi la prise d’un greffon allogénique portant cette molécule de CMH. 

Ce sujet présente pour moi un intérêt particulier, à l’interface des problématiques 

contemporaines liées à la transplantation et de l’étude de l’environnement immunitaire 

atypique que représente le foie.  

Mon travail de thèse a été centré sur la caractérisation de cette population lymphocytaire 

régulatrice, de l’étude transcriptomique à la recherche d’une population équivalente chez 

l’homme, mais également par l’optimisation de techniques de microscopie de pointe pour 

l’étude de cellules immunitaires in situ.  

Je commencerai ce manuscrit par introduire la transplantation d’organes, son histoire, ses 

chiffres, ses enjeux de santé mondiale et sa principale limite clinique : le rejet immun du 

greffon. Je décrirai ensuite les différentes approches thérapeutiques envisagées dans le 

contrôle du rejet. Cela me conduira à développer la notion de tolérance immunologique, ses 

principaux acteurs et son intérêt en transplantation.   

J’introduirai ensuite l’organe immunitaire qu’est le foie en insistant particulièrement sur ses 

capacités tolérogènes qui en font une cible de choix dans le développement de nouvelles 

stratégies d’inductions de tolérance. Je m’intéresserai spécifiquement aux nouvelles thérapies 

géniques utilisant ce potentiel tolérogène pour traiter des pathologies héréditaires et auto-

immunes. Enfin je présenterai les travaux originaux de mon équipe, qui a développé chez la 

souris une stratégie d’induction de tolérance en transplantation par détournement du 

potentiel tolérogène du foie par thérapie génique, impliquant l’expansion d’une population 

de lymphocytes CD8+ régulateurs résidentes du foie. 

Je présenterai ensuite mes résultats en deux parties distinctes, qui seront chacune introduites 

et discutées indépendamment.  
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La première partie sera dédiée à l’analyse transcriptomique de cette population régulatrice. 

Cette analyse m’a permis d’identifier de nouveaux marqueurs discriminants de cette 

population chez la souris, de mettre en lumière de nouvelles voies potentiellement impliquées 

dans la génération et les fonctions suppressives de ces cellules, mais également de débuter 

les recherches d’une population équivalente chez l’homme dans un contexte 

d’allotransplantation hépatique.  

La seconde partie de mon travail a été dédiée à la mise en place et à l’optimisation du tracking 

cellulaire dans le foie chez le petit animal grâce à une sonde fluorescente de nouvelle 

génération permettant une approche multimodale, de l’analyse en cytométrie en flux à la 

microscopie biphotonique sur échantillons épais transparisés. Le but de ce développement 

technologique est de faciliter et standardiser l’analyse microscopique en profondeur de 

cellules immunitaires telles que les lymphocytes régulateurs aux centres de nos travaux.  

Enfin je terminerai ce manuscrit par une conclusion regroupant les deux axes de ma thèse, et 

les perspectives de recherches directes liées à ceux-ci. 
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Introduction 

Partie 1 : La tolérance en transplantation 

La transplantation d’organe est une des avancées thérapeutiques majeures du XXème siècle 

qui consiste à remplacer un organe dysfonctionnel par un greffon fonctionnel provenant d’un 

autre individu. Elle reste aujourd’hui la seule issue thérapeutique pour un grand nombre de 

pathologies chroniques entraînant des pertes de fonctions irréversibles des organes vitaux. 

Dans cette première partie, j’introduirai brièvement la transplantation d’organe, ses enjeux 

de santé mondiale, et ses limites, principalement liées au rejet immun du greffon. J’aborderai 

ensuite les traitements immunosuppresseurs utilisés pour limiter le rejet de greffe mais pour 

lesquels les effets indésirables sont aujourd’hui bien caractérisés.  

Cela m’emmènera à décrire, dans un second temps, la tolérance immunologique et ses 

principaux acteurs : les lymphocytes régulateurs (LTRegs). Enfin, je développerai la notion de 

tolérance opérationnelle, son intérêt en transplantation et les nouvelles stratégies utilisées en 

ce sens.  
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1.1. La transplantation, enjeux et limites 

1.1.1. Généralités 

a- Historique 

D’après Jacques Cinqualbre : « Greffe d’organes » aux éditions Elsevier Masson, 2004. 

La transplantation d’organes est aujourd’hui considérée comme la seule alternative 

thérapeutique dans bon nombre de pathologies chroniques en stade terminale, en 

remplaçant un organe dysfonctionnel par un greffon fonctionnel provenant d’un donneur 

sain. On distingue 3 types de transplantations dépendant de l’origine du greffon. L’autogreffe 

consiste à greffer des cellules ou un tissu à l’individu même qui a donné le greffon. Les 

principales applications d’autogreffes sont effectuées dans des contextes de greffe de peau 

après brûlures sévères, ou dans le cadre de greffe de moelle osseuse autologue après 

chimiothérapie anti-cancéreuse. On parlera d’allogreffe quand donneur et receveur sont 

génétiquement différents mais appartiennent à la même espèce et de xénogreffe quand ceux-

ci n’appartiennent pas à la même espèce. Si la xénogreffe en est encore à ses débuts (la seule 

application clinique étant la greffe de valves cardiaques porcines à des humains), l’allogreffe 

est quant à elle la transplantation la plus effectuée dans le monde.  

Historiquement, la transplantation d’organes est considérée comme l’une des avancées 

médicales majeures du XXème siècle. René Küss (1913-2006), pionnier de la greffe rénale et 

lauréat du prix Medawar décrit la transplantation comme « la grande aventure médicale du 

XXème siècle ». La première partie du siècle fut une succession d’échecs pour la 

transplantation, due à des connaissances encore partielles dans les domaines de 

l’immunologie et de la physiologie humaine. Ce n’est qu’à partir des années 1950 que vont 

voir le jour les premiers succès en transplantation, dans un premier temps entre jumeaux 

homozygotes (greffe syngénique rénale, effectuée en 1954 par le Dr. Joseph E. Murray, Prix 

Nobel de Physiologie ou Médecine 1990, à Hôpital Peter Bent Brigham, Boston, États-Unis -

Harrison et al., 1956) puis progressivement (parallèlement à la découverte des traitements 

immunosuppresseurs, du chimérisme hématolymphopoïétique et du complexe majeur 

d’histocompatibilité) entre individus génétiquement différents. Parmi les premières études 
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les plus notables sur l’allogreffe, nous retenons les travaux du Dr Thomas Starzl (Denver, 

Colorado) qui démontra en 1963 l’efficacité de l’association azathioprine-prednisone pour 

prévenir le rejet aigu d’allogreffe rénale (Starzl, 1963). La décennie 1960 permit également la 

remise en cause des fondements éthiques de la transplantation d’organes en autorisant 

notamment les prélèvements sur des donneurs en mort encéphalique, ouvrant ainsi les 

possibilités de greffe à d’autres organes que le rein. S’ensuivirent les premiers succès de greffe 

de foie en 1963 (Dr Thomas Starzl - Denver, États-Unis) et de cœur en 1968 (Dr Christiaan 

Barnard - Le Cap, Afrique du Sud). Dès lors, l’amélioration des techniques chirurgicales et de 

conditionnement du greffon, couplée à la découverte de traitements immunosuppresseurs 

toujours plus efficaces permirent la démocratisation de la transplantation d’organes pour 

atteindre aujourd’hui des niveaux de succès thérapeutiques inégalés.  

b- Chiffres. 

Le rein reste aujourd’hui l’organe le plus greffé au monde. Selon l’Organisation Mondiale de 

la Santé (OMS), 139 024 organes ont été transplantés dans le monde en 2017 (soit 7,5% de 

plus qu’en 2015) dont 90 306 reins (32 990 provenant de donneurs vivants, 57 316 de 

donneurs décédés) se plaçant largement devant les greffes de foie (32 348) et de cœur (7881 

greffes) (Figure 2).  

 

Figure 2 : Répartition des différents organes greffés en 2017, tous donneurs confondus. Source : ABM. 
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La France est en 2017 le 5ème pays qui transplante le plus d’organes, derrière le Brésil, l’Inde, 

la Chine et les États-Unis, avec un total de 6360 greffes tout organes et donneurs confondus 

en 2018 selon l’Agence de la Biomédecine (ABM), contre 6734 en 2017 et 4815 en 2009. Il est 

cependant important de noter que, malgré des efforts certains pour la sensibilisation aux dons 

d’organes et l’amélioration du conditionnement du greffon pré-transplantation, cela reste en 

deçà du nombre de nouveaux inscrits (8322) en attente d’une greffe en 2018 (Figure 3).  

 

 

Si le besoin en transplantation reste aujourd’hui largement supérieur aux greffes effectuées 

(qui couvre seulement 10% du besoin mondial selon l’OMS), il est néanmoins nécessaire de 

mentionner l’impact qu’a eu l’amélioration des techniques chirurgicales, du conditionnement 

du greffon et du receveur ainsi que des traitements immunosuppresseurs sur le devenir du 

greffon. En 15 ans (1986-2000), la médiane de survie du greffon rénal n’a fait qu’augmenter, 

atteignant respectivement la valeur de 179,4 mois sur la période 1996-2000 contre 128,5 mois 

sur la période 1986-1990 soit une survie du greffon rénale augmentée de plus de 4 ans. Cela 

s’explique principalement par la prévention des rejets de greffe précoces de type hyperaigu 

et aigu grâce aux traitements immunosuppresseurs et au typage HLA (Human Leukocyte 

Antigen, nom donné au CMH humain).  
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Figure 3 : Évolution des transplantations d’organes en France de 2009 à 2018. Source : ABM. 
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Néanmoins, moins de 50% des patients ayant subis une greffe rénale entre 1996 et 2000 

présentent un greffon fonctionnel 15 ans après la transplantation (Table 1). Cette survie du 

greffon, diminuant invariablement à mesure que le temps passe, est le reflet d’une des plus 

importantes problématiques modernes de la transplantation : le rejet chronique du greffon. 

1.1.2. Le rejet immun du greffon. 

D’après l’expertise collective : « Transplantation d’organes : quelles voies de recherche ? » 
aux éditions Inserm, 2009. 

Le rejet de greffe consiste en l’ensemble des réactions immunitaires, locales et systémiques 

que l’organisme receveur peut développer à l’encontre du greffon, pouvant entraîner la 

destruction de ce dernier. La cause majeure du rejet immun du greffon est la variation 

génétique existante entre donneur et receveur, principalement au niveau des loci du CMH, 

induisant l’expression d’antigènes à la surface des cellules du greffon qui seront reconnus par 

le système immunitaire du donneur comme des antigènes du non soi (alloantigènes) 

conduisant à une réponse immunitaire envers le greffon. Cela explique pourquoi les premiers 

 

Période 
de greffe 

N 
Survie à 1 

mois 
Survie à 1 

an 
Survie à 5 

ans 
Survie à 
10 ans 

Survie à 
15 ans 

Médiane 
de survie 

(mois) 

1986-1990 8671 

93,30% 83,70% 68,20% 52,30% 38,20% 128,5 

[92,7% - 
93,8%] 

[82,8% - 
84,4%] 

[67,2% - 
69,2%] 

[51,2% - 
53,3%] 

[37,2% - 
39,3%] 

[124,4 - 
132,8] 

1991-1995 8819 

94,20% 86,30% 74,50% 59,10% 44,00% 156,6 

[93,7% - 
94,7%] 

[85,5% - 
87,0%] 

[73,6% - 
75,4%] 

[58,1% - 
60,2%] 

[42,9% - 
45,1%] 

[151,2 - 
161,0] 

1996-2000 8971 

96,00% 91,00% 80,50% 65,10% 49,90% 179,4 

[95,5% - 
96,3%] 

[90,4% - 
91,6%] 

[79,7% - 
81,3%] 

[64,1% - 
66,0%] 

[48,8% - 
50,9%] 

[175,0 - 
183,6] 

2001-2005 11396 

96,20% 92,20% 80,60% 63,60% 

NO 

165,1 

[95,8% - 
96,5%] 

[91,7% - 
92,6%] 

[79,9% - 
81,3%] 

[62,7% - 
64,5%] 

[161,3 - 
168,4] 

2006-2008 8580 

96,50% 92,60% 80,00% 59,60% 

NO NO [96,0% - 
96,8%] 

[92,1% - 
93,2%] 

[79,1% - 
80,9%] 

[58,2% - 
60,9%] 

2009-2011 8695 

96,00% 91,70% 79,40% 

NO NO NO [95,6% - 
96,4%] 

[91,1% - 
92,3%] 

[78,5% - 
80,2%] 

2012-2015 12836 

95,90% 91,60% 

NO NO NO NO [95,5% - 
96,2%] 

[91,1% - 
92,1%] 

Table 1 : Survie du greffon rénal selon la période de greffe (1986-2015), ABM. [] : Intervalle de 
confiance. NO : non observable. Données extraites de CRISTAL le 01/03/2017. 
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succès historiques de transplantation d’organe ont eu lieu entre patients apparentés donc 

génétiquement proches voire identiques dans le cas des jumeaux homozygotes (Harrison et 

al., 1956).  Il existe plusieurs types de rejet immun du greffon qui se caractérisent par le délai 

entre l’acte chirurgical de la transplantation et l’apparition des premiers signes de 

dysfonctions de l’organe greffé.  

a- Le rejet hyperaigu. 

Le rejet hyperaigu, uniquement médié par l’immunité humorale, apparaît dans les premières 

minutes suivant la transplantation du greffon dans l’organisme hôte. La principale cause du 

rejet hyperaigu est la préexistence, chez le receveur, d’anticorps anti-donneur (Cai and 

Terasaki, 2005a et b). Ces anticorps peuvent être naturels, assimilés aux groupes sanguins des 

donneurs et receveurs, ou induits lors de situations immunogènes antérieures à la 

transplantation (greffes, grossesses, transfusions sanguines). Dans le deuxième cas, ces 

anticorps sont notamment dirigés contre des déterminants du CMH du donneur. Ainsi, les 

complexes anticorps-antigènes formés au niveau du greffon vont entraîner une activation du 

complément, conduisant à un recrutement massif de neutrophiles fortement inflammatoires. 

Parallèlement, les anticorps anti-donneur vont également stimuler les cellules endothéliales 

aboutissant à une agrégation plaquettaire et à une thrombose intravasculaire instantanée des 

vaisseaux du greffon, provoquant la nécrose de ce dernier avant toute revascularisation. 

Le rejet hyperaigu est aujourd’hui évité dans la quasi-totalité des cas grâce à l’étude des 

antécédents des patients et à leurs typages HLA avant la greffe.  

b- Le rejet aigu. 

Le rejet aigu résulte d’une immunisation post-transplantation du receveur contre les 

alloantigènes du donneur présents dans le greffon. Il peut être à la fois médié par l’immunité 

adaptative cellulaire et humorale, et peut donc mettre plusieurs jours à survenir (en moyenne, 

une dizaine de jours après la transplantation). Le diagnostic est effectué par analyse 

histologique de l’organe greffé : le rejet aigu cellulaire est caractérisé par une infiltration 

massive de lymphocytes T et de macrophages et par des lésions tissulaires faisant l’objet d’une 

classification internationale (Marks and Finke, 2006). Dans le cas d’un rejet aigu humoral, le 

diagnostic s’effectue sur la présence d’immunoglobulines et de protéines du complément 
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(principalement C4d) au niveau des zones fibrotiques vasculaires entourant le greffon et 

d’anticorps anti-donneur circulants retrouvés dans le sérum (Racusen et al., 2003).  

L’implication des lymphocytes dans le rejet d’allogreffe a été mise en lumière très tôt dans 

l’histoire de la transplantation. Au début des années 1950, Avrion Mitchison et son équipe ont 

démontré par des expériences de transfert adoptif que les lymphocytes, contrairement aux 

anticorps sériques seuls, transmettaient les réponses de rejet des greffes allogéniques 

(Mitchison, 1955). Le rôle des lymphocytes T dans le rejet d’allogreffe a été démontré, plus 

tardivement, grâce aux souris nude, dépourvues de thymus et donc de cellules T 

fonctionnelles et incapables de rejeter des allogreffes de peau (Rygaard, 1974).  

La réponse immune adaptative à l’origine du rejet aigu cellulaire s’établit dans un contexte de 

reconnaissance des alloantigènes du donneur par le système immunitaire du receveur. Elle 

s’inscrit dans un schéma « classique » de réponse immunitaire à médiation cellulaire. La 

première étape, dîtes de sensibilisation, résulte de la reconnaissance des alloantigènes du 

donneur par les lymphocytes T naïfs au niveau des organes lymphoïdes secondaires (OLS). 

Plusieurs voies de reconnaissance des alloantigènes (ou alloreconnaissance) par les 

lymphocytes T ont été décrites (Siu et al., 2018) (Figure 4) : 

- la reconnaissance directe, pour laquelle les complexes CMH/peptide à la surface des cellules 

présentatrices d’antigènes (CPA) du donneur vont être reconnus par le TCR (T cell receptor) 

des lymphocytes T du receveur. Cette voie de reconnaissance, propre à la transplantation, 

conduit à une différenciation efficace des lymphocytes T naïfs en lymphocytes T cytotoxiques.  

- la reconnaissance indirecte, pour laquelle les alloantigènes du donneur (principalement les 

molécules du CMH) sont processés, à partir de corps apoptotiques et nécrotiques ou de 

protéines solubles, par les CPA du receveur et présentés à leur surface dans un contexte 

classique de présentation CMH du soi/peptide du non-soi.  

- la reconnaissance semi-directe, plus récemment décrite, pour laquelle un transfert de 

molécules de CMH allogéniques intactes s’opèrent entre CPA du donneur et CPA du receveur, 

aboutissant à une reconnaissance directe de molécules de CMH allogéniques à la surface des 

CPA du receveur.  
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L’implication de ces différentes voies de reconnaissances dans la mise en place du rejet de 

greffe est un sujet largement étudié (Siu et al., 2018) que je ne développerai pas d’avantage 

dans ce manuscrit.  

S’ensuit une phase effectrice où les cellules T activées, spécifiques des alloantigènes du 

donneur, infiltrent massivement le greffon en libérant des molécules pro-inflammatoires et 

cytotoxiques aboutissant à des lésions tissulaires. Bien que la réponse immunitaire à 

médiation cellulaire soit considérée depuis de nombreuses années comme prédominante 

dans le rejet aigu de greffe, il est désormais admis que la réponse humorale y joue également 

un rôle crucial (Terasaki, 2003). Il a fallu attendre la fin des années 1990, et le développement 

de lignées de souris déficientes en cellules B pour pleinement établir le rôle des lymphocytes 

B et des alloanticorps dans le développement du rejet aigu de greffe (Brändle et al., 1998; 

Figure 4 : Les voies de reconnaissance des alloantigènes en transplantation. (A) La voie directe implique une reconnaissance des 
molécules de CMH allogéniques à la surface des CPA du donneur par les lymphocytes T du receveur. (B) La voie indirecte implique une 
présentation de peptides dérivés des alloantigènes du donneur à la surface des CPA du receveur, reconnus par les lymphocytes T du 
receveur. (C) La voie semi-directe implique un échange de membrane entre CPA du donneur et du receveur, aboutissant à une 
reconnaissance par les lymphocytes T du receveur des molécules du CMH du donneur à la surface des CPA du receveur. 
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Wasowska et al., 2001). La réponse immunitaire innée joue également un rôle important dans 

le développement du rejet d’allogreffe, en particulier dans les phases précoces de rejet, lié à 

des dommages tissulaires importants au niveau du greffon induisant une forte inflammation 

(He et al., 2002, 2003).  

Grâce aux traitements immunosuppresseurs inhibant de façon aspécifique le système 

immunitaire du receveur, moins de 15% des patients transplantés vont aujourd’hui 

développer des épisodes de rejet aigu dans les premiers jours suivant la transplantation (Port 

et al., 2004). 

c- Le rejet chronique  

Si les rejets précoces de type hyperaigu et aigu sont aujourd’hui bien caractérisés et 

contrôlables, le rejet chronique dont les premiers signes cliniques peuvent mettre plusieurs 

mois ou années à survenir, est quant à lui la première cause de perte du greffon (Matas et al., 

2002; Pascual et al., 2002). La dégénérescence progressive du greffon associée au rejet 

chronique se caractérise par une fibrose interstitielle importante et par des vasculopathies 

chroniques résultant, entre autres, d’un épaississement de l’intima et d’une fibrose des 

muscles lisses (Mennander et al., 1993; Ramzy et al., 2005; Kloc and Ghobrial, 2014). De plus, 

certaines complications physiopathologiques peuvent survenir, aboutissant à un 

dysfonctionnement de l’organe greffé comme le rétrécissement des voies biliaires associé au 

rejet chronique de greffe de foie (Graziadei et al., 2006) ou l’atrophie tubulaire associée au 

rejet chronique de greffe rénale (Schelling, 2016). Si ses origines sont encore mal comprises, 

il est néanmoins admis que le rejet de greffe chronique résulterait d’une intensification 

progressive de l’inflammation présente au niveau du greffon depuis la transplantation ou 

installée au cours d’épisodes de rejets aigus mal contrôlés. Le seul traitement au rejet 

chronique est la retransplantation, avec des risques accrus de récidive sur le deuxième 

greffon. Ainsi, l’effort est aujourd’hui porté sur le diagnostic préventif, et la mise en place de 

traitements adaptés afin de contrôler les épisodes de rejet aigu.   
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1.1.3. Les traitements immunosuppresseurs en transplantation 

a- Historique 

C’est au début des années 1960 que l’immunosuppression non-spécifique médicamenteuse 

va commencer à voir le jour en transplantation. Avant cela, les seuls succès de greffes étaient 

restreints aux greffes autologues ou syngéniques entre jumeaux homozygotes. La fin des 

années 50 permis néanmoins d’outrepasser la barrière immunitaire individuelle qui semblait 

jusqu’alors infranchissable : des succès relatifs de greffes allogéniques sont observés chez 

l’animal après irradiation corporelle (le plus souvent léthale) suivi d’une greffe de moelle 

osseuse du donneur d’organe, posant là les bases du chimérisme hématolymphopoïétique 

(Main and Prehn, 1955; Mannick et al., 1959). 

En 1960, les stéroïdes et la 6-Mercaptopurine (dont on retiendra le nom de son analogue 

synthétique : l’azathioprine) font leur apparition dans le traitement immunosuppresseur du 

receveur de greffe rénale en association avec l’irradiation corporelle. Entre un dosage 

hasardeux de la 6MP et une irradiation corporelle encore non-maitrisée, les premiers essais 

se soldèrent majoritairement par des échecs. Nous retiendrons néanmoins le succès de René 

Küss qui, en 1961, témoignera le premier d’une survie supérieure à un an d’un greffon rénale 

allogénique en associant la 6MP à une irradiation corporelle allégée (Kuss and Legrain, 1961). 

À partir de 1963, de nombreux essais d’immunosuppressions médicamenteuses vont émerger 

autour du sérum antilymphocytaire associé à des corticoïdes ou à l’azathioprine, permettant 

une amélioration des résultats de survie du greffon rénal jusqu’à 50% à 10 ans. Le début des 

années 1980 marqua un tournant historique dans l’histoire de l’immunosuppression en 

transplantation avec la découverte de la cyclosporine A qui, malgré sa néphrotoxicité, va 

permettre une augmentation de 15% de la survie des greffons rénaux fonctionnels à 10 ans, 

et de 35% (de 40 à 75%) de la survie des greffons cardiaques fonctionnels à 5 ans. S’ensuivit 

la découverte et la démocratisation de nombreux immunosuppresseurs tels que le 

mycophénolate mofétil (MMF), le tacrolimus, le sirolimus ou plus récemment les anticorps 

monoclonaux dirigés contre les molécules de costimulations. Leurs utilisations combinées, 

parallèlement à l’amélioration de la compréhension des mécanismes de rejet de greffe, 

permettent aujourd’hui un contrôle efficace du rejet aigu de greffe mais reste globalement 

inefficace dans le rejet chronique.  
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b- Principaux traitements immunosuppresseurs utilisés en transplantation.  

Les traitements immunosuppresseurs font l’objet d’une classification complexe et mouvante. 

On distingue : les agents biologiques des agents pharmacologiques ; les thérapies à large 

spectre, ou visant un type cellulaire particulier ; les traitements d’inductions ou de 

maintenance (Barshes et al., 2004; Allison, 2016). En transplantation, les traitements 

immunosuppresseurs les plus efficaces sont ceux inhibant la prolifération et la fonction des 

lymphocytes T, acteurs principaux du rejet de greffe. Pour cela, de nombreuses molécules, 

récepteurs et voies de signalisation peuvent être ciblées. On distingue notamment :  

- les anticalcineurines, inhibant la protéine intracytosolique du même nom, impliquée en aval 

de la signalisation TCR, dont l’activation entraîne l’augmentation de la synthèse 

d’Interleukine-2 (IL-2), cytokine stimulant l’activation et la prolifération lymphocytaire. Les 

principaux membres de cette famille sont la cyclosporine A et le tacrolimus.  

- les antimétabolites, des agents immunosuppresseurs non-spécifiques inhibant la synthèse 

de novo des bases puriques nécessaires au cycle cellulaire et à la prolifération des cellules. Les 

principaux membres de cette famille sont l’azathioprine, le méthotrexate et le mycophénolate 

mofétil (MMF).  

- les corticostéroïdes, également agents immunosuppresseurs non-spécifiques, inhibent le 

système immunitaire à de nombreux niveaux : inhibition de la production de cytokines 

lymphoprolifératives (IL-1, IL-6 et IL-2) ; inhibition de l’expression de molécules d’adhésion ; 

inhibition de l’apprêtement antigénique au niveau des CPA ; inhibition de la production de 

médiateurs inflammatoires (leukotriènes, prostaglandines, histamine) (Coutinho and 

Chapman, 2011). Les principaux corticostéroïdes utilisés en transplantation sont la 

méthylprednisolone, la prednisolone et la prednisone.   

- les agents immunosuppresseurs biologiques, aujourd’hui principalement représentés par les 

anticorps monoclonaux, vont cibler des populations cellulaires spécifiques. Historiquement, 

les premiers agents biologiques utilisés en cliniques pour diminuer le rejet de greffe sont les 

sérums anti-lymphocytaires polyclonaux (Starzl et al., 1967), produits par immunisation de 

sérums de chevaux avec des lymphocytes humains. Les sérums anti-lymphocytaires induisent, 

après injection, la déplétion rapide des lymphocytes circulants par divers phénomènes 

immunologiques incluant principalement l’opsonisation dépendante du complément et la 
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cytotoxicité à médiation cellulaire dépendante des anticorps (ou « ADCC » pour Antibody-

dependent cell-mediated cytotoxicity). Ce traitement, bien qu’ayant évolué, est toujours 

utilisé de nos jours en traitement d’induction. Depuis, le développement des techniques de 

productions d’anticorps monoclonaux a permis à la fois l’augmentation de la spécificité des 

anticorps envers les lymphocytes T et la diminution de la toxicité liée à l’injection d’un sérum 

animal. Les principaux anticorps monoclonaux utilisés en immunosuppression aujourd’hui 

sont dirigés contre la molécule CD3 présente à la surface des lymphocytes T (OKT3), contre la 

chaîne alpha du récepteur à l’IL-2 (CD25) et plus récemment, contre les molécules de 

costimulation CD80/86 présentes à la surface des CPA (Belatacept), inhibant ainsi l’activation 

et la prolifération des cellules T. 

Les principaux traitements immunosuppresseurs utilisés en transplantation pour inhiber la 

réponse T sont résumés en Table 2 et leurs mécanismes d’actions illustrés en Figure 5. Cette 

liste n’est pas exhaustive et il existe de plus de nombreux agents immunosuppresseurs visant 

d’autres types cellulaires tels que le Rituximab induisant une déplétion efficace des 

lymphocytes B. 
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Nom Famille Mécanisme d'action Effets indésirables Ref

Cyclosporine A Inhib. Calcineurine Se lie à la cyclophiline A et inhibe la calcineurine
Hypertension, neurotoxicité, néphrotoxicité, diabète, hyperplasie 

gingivale, hyperlipidémie, intolérance au glucose, hypomagnésémie

Randak, 1990

Rao, 1995

Chow, 1999

Tacrolimus (FK-506) Inhib. Calcineurine
Se lie à la protéine FKBP12 et inhibe la 

calcineurine

Hypertension, neurotoxicité, néphrotoxicité, diabète, alopécie, intolérance 

au glucose, hypomagnésémie, hyperkalémie

Liu, 1991

Bierer, 1993

Sirolimus (Rapamycine) Inhib. mTOR
Se lie à la protéine FKBP12 et inhibe mTOR et 

l'activité cellulaire

Thrombopénie, diabète, pneumonie, troubles gastro-intestinaux, ulcères 

aphteux

Dumont, 1995

Ballou, 2008

Azathioprine Antimétabolites
Métabolisé en 6MP inhibant la synthèse des 

bases puriques de novo

Pancytopénie, nausée, vomissement, diarrhée, pancréatite, hépatotoxicité, 

alopécie

Elion, 1972

Maltzman, 2003

Mycophénolate mofetil (MMF) Antimétabolites
Métabolisé en MPA inhibant la synthèse des 

bases puriques de novo
Troubles gastro-intestinaux, cytopénie. Wu, 1994

Méthylprednisolone

Prednisone
Corticostéroïdes

Multiples: anti-inflammatoire, 

immunosuppressive, lymphotoxique

Hypertension, prise de poids, nécrose osseuse, ostéoporose, 

hyperglycémie, diabète, myopathie proximale, trouble de l'humeur, 

psychose, ulcère gastroduodénal, glaucome, cataracte, insuffisance 

surrénale, infection

Steiner, 2011

ATG Sérum polyclonal

Déplétion des cellules T, modulation de 

l'expression des molécules d'adhésion, 

apoptose de sous-type B, interfère avec les 

fonctions des DC, induction de Tregs.

Anaphylaxie, fièvre, état gripal, thrombopénie, infections Mohty, 2007

Anti-CD25 (Basiliximab) Anticorps mono.
Inhibe la signalisation de l'IL-2 et donc 

l'activation et la prolifération des cellules T.

Hypotension, hypersensibilité, tachycardia, bronchospasme, œdème 

pulmonaire, infection

Soullilou, 1990

Ponticelli, 2014

Anti-CD80/86 (Belatacept) Anticorps mono. 

Se lie aux molécules de co-stimulation CD80/86 

présentes à la surface des CPA, bloquant ainsi le 

signal 2 nécessaire à l'activation et à la 

prolifération des lymphocytes T.

À l'étude.

Infection, syndrome lymphoprolifératif post-greffe

Satyananda, 2014

Perez, 2018

Agents pharmacologiques

Agents biologiques

Table 2 : Principaux traitements immunosuppresseurs utilisés en transplantation. FKBP12 : FK506 binding protein 12 ; mTOR : mechanistic target of rapamycin ; 6MP : 6-mercaptopurine ; MPA : 
mycophenolic acid ; DC : cellule dendritique ; Tregs : lymphocytes T régulateurs ; IL-2 : interleukine-2 ; CPA : cellules présentatrices de l’antigène.  
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Afin d’obtenir une immunosuppression efficace, ces différents traitements sont associés en 

fonction de leurs propriétés pharmacodynamiques et à la réponse du patient à la 

transplantation. Ainsi, la plupart des thérapies immunosuppressives vont comporter un agent 

pharmacologique de type corticostéroïdes, en phase d’induction principalement, associé par 

exemple à un inhibiteur de la calcineurine, à un métabolite et/ou à un anticorps monoclonal.  

Si les traitements immunosuppresseurs ont permis une augmentation considérable de la 

survie du greffon dans les premières années, les effets indésirables associés sont aujourd’hui 

bien caractérisés (Table 2). En effet, les agents pharmacologiques, de par leur large champ 

d’action sur le système immunitaire, peuvent induire de nombreux bouleversements 

physiopathologiques. On notera notamment le développement de cancer, associé à 

Figure 5 : Mécanismes d’actions des principaux traitements immunosuppresseurs utilisés en transplantation. CMH : complexe majeur 
d’histocompatibilité ; TCR : T-cell receptor ; mTOR : mechanistic target of rapamycin ; 6MP : 6-mercaptopurine. MPA : mycophenolic acid ; 
Tregs : lymphocytes T régulateurs ; IL-2R : récepteur à l’interleukine-2 ; PLCγ : phospholipase Cγ ; NFAT : nuclear factor of activated T-cells. 
MMF : mycophénolate mofetil. Jak : janus kinase.  
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l’immunodépression et à la baisse de l’immunosurveillance, 3 à 5 fois plus élevée dans la 

population transplantée (Marcén, 2009; Jiyad et al., 2016). Le risque de contracter des 

infections virales est également augmenté pour les infections à CMV, EBV et virus BK, mais 

aussi pour les infections pulmonaires, du système nerveux central ou encore certaines 

infections fongiques (Fishman, 2017). On notera également le développement de maladies 

cardiovasculaires et d’insuffisances hépatique et rénale (Marcén, 2009). Ces complications 

sont largement corrélées au rejet chronique du greffon. À titre d’exemple, la prise 

d’inhibiteurs de la calcineurine au long cours est associée à une survenue plus importante de 

néphropathie chronique d’allogreffe rénale (Vincenti et al., 2005; Jacquet et al., 2008), 

première cause de perte du greffon rénale (Matas et al., 2002; Pascual et al., 2002). 

C’est pourquoi l’effort est aujourd’hui porté sur le développement de nouveaux agents 

immunosuppresseurs, tels que les anticorps monoclonaux, plus spécifiques d’un type 

cellulaire et donc moins toxique à l’échelle de l’organisme. Des stratégies alternatives aux 

traitements immunosuppresseurs en transplantation sont également à l’étude : la thérapie 

cellulaire à l’aide de cellules régulatrices ou encore l’induction d’une tolérance spécifique des 

alloantigènes du donneur par thérapie génique. 

1.2. La tolérance immunologique 

1.2.1. Généralités et historique 

En immunologie, la tolérance se caractérise par une absence ou un faible niveau de réponse 

immunitaire envers un antigène. En condition physiologique, le système immunitaire d’un 

individu sain ne développe pas de réaction agressive vis-à-vis de ses tissus ou de ses cellules. 

Néanmoins, il est établi que tout individu sain héberge également des lymphocytes qualifiés 

« d’autoréactifs » dirigés contre des antigènes du soi. La prolifération de ces lymphocytes 

auto-réactifs peut aboutir à l’apparition de maladies auto-immunes. On distingue : 

- La tolérance centrale, qui aboutit à l’élimination des lymphocytes B et T immatures 

autoréactifs dans les organes lymphoïdes primaires (moelle osseuse et thymus).  

- La tolérance périphérique, seconde barrière de la tolérance immunologique, assure que les 

lymphocytes autoréactifs matures ayant échappé à l’élimination par la tolérance centrale 
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n’induisent pas de maladies auto-immunes en périphérie. Elle permet aussi de contrôler les 

réactions immunitaires envers certains alloantigènes afin que celles-ci ne soient pas 

disproportionnées et n’entraînent pas d’effets délétères sur l’organisme.  

Historiquement, la tolérance immunologique est décrite pour la première fois en 1945 par le 

Dr Ray D. Owen. Il observa que des jumeaux dizygotiques (donc génétiquement différents) 

bovins partageant le même placenta présentaient un chimérisme stable de leurs globules 

rouges (Owen, 1945), mettant ainsi en lumière un phénomène de tolérance de l’organisme 

envers des cellules étrangères et donc par extension, envers des antigènes du non-soi. Des 

travaux menés quelques années plus tard par Medawar, Billingham et Brent confirment la 

possibilité d’induire une tolérance au non-soi en biaisant le répertoire lymphocytaire d’un 

système immunitaire encore immature.  Ils démontrèrent que l’injection in utero d’un inoculat 

de splénocytes allogéniques à des fœtus de souris permet la tolérisation d’une greffe 

allogénique de peau provenant de la même souche de souris que les splénocytes. Inspirés de 

ces travaux, F. Burnet et F. Fenner établirent la théorie de la délétion des lymphocytes auto-

réactifs (aujourd’hui appelé délétion clonale), qui valut à Fenner de partager avec Medawar 

le Prix Nobel de Physiologie ou Médecine en 1960.    

En transplantation, la tolérance immunologique fait intervenir des mécanismes différents 

qu’en conditions physiologiques ou dans les maladies auto-immunes car les antigènes du 

greffon ne sont, au vu des différences génétiques entre donneur et receveur, pas considérés 

comme des antigènes du soi. La tolérance en transplantation sera abordée à la fin de cette 

partie. 

1.2.2. La tolérance centrale 

Le concept de tolérance centrale fait référence à la délétion des lymphocytes auto-réactifs 

immatures avant leur sortie des organes lymphoïdes primaires. Dans le thymus, les cellules 

épithéliales médullaires thymiques (mTEC ou medullary thymic epithelial cells) présentent à 

leur surface des complexes CMH-peptide du soi sous le contrôle du facteur de transcription 

AIRE (autoimmune regulator) (Derbinski et al., 2001; Passos et al., 2018). Les lymphocytes T 

immatures (thymocytes) reconnaissant les complexes CMH-peptide du soi avec une forte 

affinité seront délétés par induction d’apoptose ou inactivés (on parle d’anergie). Une 

reconnaissance d’affinité intermédiaire du complexe CMH-peptide pourra entraîner la 
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différentiation des lymphocytes T auto-réactifs en lymphocytes T régulateurs naturels (nTreg), 

qui en périphérie, pourront exercer des mécanismes suppresseurs afin d’inhiber les 

lymphocytes auto-réactifs ayant échappé à la sélection négative (participant ainsi à la 

tolérance périphérique). Enfin, une absence de reconnaissance des complexes CMH-peptide 

du soi entrainera la survie des cellules et leur sortie du thymus, on parle de sélection négative. 

Cette étape de l’éducation lymphocytaire est cruciale dans les mécanismes de préventions de 

l’auto-immunité. La sélection négative des lymphocytes B immatures dans la moelle osseuse 

est sensiblement similaire à celle des lymphocytes T (LeBien and Tedder, 2008). 

1.2.3. La tolérance périphérique 

La tolérance périphérique prend place au niveau des tissus périphériques et des ganglions 

lymphatiques. Elle implique de nombreux mécanismes et types cellulaires et agit comme un 

deuxième verrou permettant de contrôler les réactions immunitaires au sein de l’organisme. 

La tolérance centrale et la sélection négative des thymocytes n’étant pas parfaites, certains 

lymphocytes auto-réactifs pourront y échapper et induire, s’ils ne sont pas contrôlés, des 

réactions auto-immunes. Comme énoncé ci-dessus, les lymphocytes nTreg dérivés du thymus 

vont exercer leur potentiel suppressif en périphérie pour contrôler ces réponses auto-

immunes. Des LTRegs sont également induits en périphérie, par différentiation de lymphocytes 

T CD4+ naïfs en lymphocytes T regulateurs (iTreg pour induced regulatory T cells) (Curotto de 

Lafaille and Lafaille, 2009). Qu’ils soient naturels ou induits, les LTRegs sont définis par un 

phénotype bien précis : ce sont des lymphocytes CD4+ qui expriment fortement la sous-unité 

alpha du récepteur à l’IL-2 (CD25) ainsi que le facteur de transcription Foxp3 (forkhead box 

P3), responsable du développement et des propriétés régulatrices de ces cellules (Fontenot 

et al., 2003; Hori, 2003). De nombreuses populations de lymphocytes CD8+ régulatrices ont 

également été décrites, tant chez l’homme que chez l’animal, et seront développées plus bas. 

Bien que les LTRegs jouent un rôle majeur dans la tolérance périphérique, d’autres types 

cellulaires peuvent être impliqués tels que les lymphocytes CD4+ Tr1 (type 1 regulatory T cells), 

via la sécrétion de la cytokine anti-inflammatoire Interleukine-10 (IL-10) (Chihara et al., 2016). 

Des populations de cellules dendritiques (ou DC pour dendritic cells) régulatrices ont 

également été décrites chez l’homme (Sato et al., 2003) et la souris (Fujita et al., 2006). Ces 

cellules expriment fortement les molécules du CMH mais très faiblement les signaux de 

costimulation CD40, CD80 et CD86, conduisant à une activation incomplète des lymphocytes 
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T et à leurs anergies. D’autres mécanismes tels que l’anergie et l’épuisement participent à la 

régulation des lymphocytes auto-réactifs et des réactions immunitaires exacerbées en 

périphérie. Ces mécanismes seront développés en fin de partie.  

a- Les lymphocytes CD4+ CD25+ Foxp3+ régulateurs 

L’implication des LTRegs CD4+ dans la tolérance immunologique a été mise en lumière en 1995 

par M. Toda et son équipe (Sakaguchi et al., 1995). Ils démontrèrent dans un modèle de souris 

nude que l’injection de LTRegs CD4+ CD25+ (le facteur de transcription Foxp3 n’ayant pas encore 

été découvert) prévenait l’apparition de maladies auto-immunes (thyroïdite, gastrite, 

pancréatite, polyarthrite, etc) développées après injection de lymphocytes CD4+ CD25-.  Il 

faudra attendre 2003 pour que l’expression du facteur de transcription Foxp3 soit associée au 

développement et aux propriétés régulatrices des LTRegs CD4+ (Fontenot et al., 2003). Depuis, 

les LTRegs CD4+ (naturels et induits) sont habituellement caractérisés par leur phénotype CD4+ 

CD25+ Foxp3+, et représente la première population cellulaire régulatrice étudiée en 

immunologie.  

Les LTRegs CD4+ CD25+ Foxp3+ contrôlent les réactions auto-immunes en périphérie, en inhibant 

la signalisation et la prolifération des lymphocytes T auto-réactifs par de nombreux 

mécanismes impliquant ou non un contact cellulaire direct (Shevach, 2009) (Figure 6) : 

- par la production de cytokines anti-inflammatoires telles que le TGF-β (Transforming Growth 

Factor β), l’IL-10 ou encore l’IL-35 (Bettini and Vignali, 2009). 

- par relargage au contact des lymphocytes T de Granzyme B, induisant leur apoptose (Gondek 

et al., 2005). 

- par privation de l’IL-2 aux lymphocytes T effecteurs. Les LTRegs exprimant fortement le CD25 

(IL-2Rα), ils sont plus à même de capter l’IL-2 dans le milieu environnant que les lymphocytes 

T effecteurs, les privant ainsi des signaux de survie, prolifération et activation associés aux 

voies de signalisation de l’IL-2 et induisant leur apoptose (Pandiyan et al., 2007).  
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Figure 6  : Mécanismes majeurs de suppression directe des lymphocytes CD4+ régulateurs envers les lymphocytes T activés. 
On distingue notamment : la privation de la cytokine pro-inflammatoire IL-2, la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires 
telles que l’IL-10, l’IL-35 ou le TGF-β, l’expression à leur surface de molécules inhibitrices telles que la Galectine-1, et la 
cytotoxicité directe par relargage de granzyme au contact des lymphocytes T. 

 

- par expression à leur surface de la molécule inhibitrice Galectine-1, appartenant à la famille 

des β-galactoside binding proteins qui peut se lier à de multiples glycoprotéines. L’implication 

de la Galectine-1 dans l’activité suppressive des LTRegs a été démontrée par des expériences 

de blocages de cette molécule à l’aide d’un anticorps monoclonal, qui entraîne une inhibition 

de leur capacité suppressive in vitro (Garín et al., 2007).  

Les lymphocytes CD4+ régulateurs peuvent également réprimer indirectement l’activation des 

cellules T en bloquant la fonction des cellules présentatrices d’antigènes (principalement les 

DC) (Shevach, 2009) (Figure 7) : 

- par l’expression constitutive à leur surface du récepteur inhibiteur CTLA-4 (cytotoxic T 

lymphocyte-associated protein 4), qui se lie aux protéines CD80 (B7.1) et CD86 (B7.2) à la 

surface des CPA et leur transmet un signal inhibiteur. Cette interaction aboutit notamment à 

la down-régulation des protéines CD80 et CD86, impliquées dans la costimulation des 

lymphocytes T (Misra et al., 2004; Sakaguchi et al., 2009). 
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- par la régulation du taux d’ATP (adénosine triphosphate) circulante au niveau des sites 

inflammatoires. En effet, les lymphocytes Tregs expriment fortement les enzymes CD39 et 

CD73 permettant l’hydrolyse de l’ATP (adénosine monophosphate) en adénosine. Si l’ATP est 

largement décrite comme pro-inflammatoire, l’adénosine permet au contraire de polariser la 

différentiation des DC vers un phénotype tolérogène, notamment par une diminution de leur 

capacité à stimuler la prolifération des cellules mais également en induisant la sécrétion  

d’IL-10 (Silva-Vilches et al., 2018). 

- par l’expression de molécules inhibitrices telles que LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3), 

qui se lie aux molécules de CMH de classe II à la surface des DC immatures et induit un signal 

inhibiteur qui empêche la maturation des DC et leur capacité de stimulation des cellules T 

(Liang et al., 2008). L’expression de la neuropiline par les lymphocytes Tregs jouerait 

également un rôle dans leur activité régulatrice en séquestrant les DC immatures par 

interactions prolongées, empêchant ainsi leur accès aux cellules effectrices (Sarris et al., 

2008).  

 

Figure 7 : Mécanismes régulateurs majeurs des lymphocytes CD4+ régulateurs envers les cellules dendritiques. On distingue 
notamment : l’expression de molécules inhibitrices telles que le CTLA-4 ou encore la protéine LAG-3, la régulation du taux 
d’ATP circulante et l’expression de la neuropiline (NRP-1) induisant des contacts prolongés avec les DC. iDC : cellules 
dendritiques immatures. 
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Chez l’homme, le syndrome IPEX (Immunodysregulation polyendocrinopathy enteropathy X-

linked), est une maladie héréditaire qui résulte de mutations ponctuelles du gène codant pour 

le facteur de transcription Foxp3 aboutissant à un défaut en lymphocytes T CD4+ régulateurs 

(Verbsky and Chatila, 2013; Bacchetta et al., 2018). Cela conduit à l’apparition de syndromes 

auto-immuns multiples tels que des dermatites importantes (eczéma, psoriasis – Nieves et al., 

2004), des entéropathies sévères (Moes et al., 2010) ou encore des atteintes rénales (Sheikine 

et al., 2015). Cette pathologie permet de mettre en évidence le rôle clé des lymphocytes CD4+ 

régulateurs dans la régulation de l’auto-immunité chez l’homme. Un modèle similaire de 

souris a été découvert en 1949, nommé Souris Scurfy en raison de l’apparence squameuse de 

leur pelage, liée aux dermatites auto-immunes développées (Sharma et al., 2009). 

b- Les lymphocytes CD8+ régulateurs. 

Si les LTRegs CD4+ sont aujourd’hui bien caractérisés et décrits comme acteurs majeurs de la 

tolérance immunologique, c’est pourtant les lymphocytes CD8 qui ont été étudiés les premiers 

pour les capacités régulatrices de certaines sous-populations (Gershon and Kondo, 1970). 

Néanmoins, l’hétérogénéité phénotypique de ces populations et le manque de marqueurs 

membranaires discriminants ont mis sous silence l’étude de ces cellules durant de 

nombreuses années. En effet, il faudra attendre près de 30 ans pour que LTRegs CD8+ 

réapparaissent au sein des travaux de recherche (Noble et al., 1998). Aujourd’hui de 

nombreuses populations de LTRegs CD8+ ont été identifiées aussi bien chez l’homme que dans 

des modèles animaux. Ainsi, même si de nombreuses populations ont été décrites dans des 

travaux sur l’auto-immunité, les maladies infectieuses ou encore en cancérologie, je 

développerai davantage sur les LTRegs CD8+
 étudiés dans un contexte de transplantation, au 

plus proche de mon sujet de thèse. Dans ce contexte, le rôle des lymphocytes régulateurs est 

de contrôler les réactions allogéniques à l’origine du rejet de greffe. 

Il est intéressant de noter que le facteur de transcription Foxp3, responsable du caractère 

régulateur des LT CD4+ CD25+ Foxp3+ n’est pas exprimé par toutes les sous-populations de 

LTRegs CD8+, suggérant des mécanismes régulateurs indépendants. Cela complique l’analyse de 

ces sous-populations, dont le phénotype tend parfois à se rapprocher d’un phénotype épuisé 

ou mémoire par l’expression de marqueurs tels que PD1 ou CD44. Ainsi l’appellation 
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« régulateur » découlera le plus souvent de tests fonctionnels in vitro ou de modèles in vivo 

démontrant le potentiel suppressif de la population étudiée.  

Malgré une apparente hétérogénéité, les LTRegs CD8+ partagent des mécanismes suppressifs 

avec les LTRegs CD4+ « conventionnels » (Bézie et al., 2018a) (Figure 8). On retrouve notamment 

l’inhibition de la fonction des LT effecteurs et des CPA par des mécanismes similaires au LTRegs 

CD4+ : via l’expression de protéines membranaires inhibitrices telles que CTLA-4 (Jarvis et al., 

2008; Zheng et al., 2013) ou PD1 (Dai et al., 2010; Le Guen et al., 2017) ou par la sécrétion de 

facteurs solubles telles que les cytokines anti-inflammatoires IL-10 (Shi et al., 2009; Dai et al., 

2014), IL-34 (Bézie et al., 2015) et TGF-β (Mangalam et al., 2012). Les sous-populations de 

LTRegs CD8+ exprimant fortement les sous-unités du récepteur à l’IL-2 (CD25 et/ou CD122) 

peuvent, similairement au LTRegs CD4+, induire des perturbations métaboliques par privation 

d’IL-2 dans le milieu environnant (Létourneau et al., 2009). L’activité cytolytique directe des 

LTRegs CD8+ a également été démontré dans certaines sous-populations, par l’expression de la 

perforine (Lu et al., 2008; Mu et al., 2017) ou encore du ligand du récepteur de mort Fas (Liu 

et al., 2015; Akane et al., 2016). 

 

Figure 8 : Mécanismes régulateurs majeurs des lymphocytes CD8+ régulateurs sur le système immunitaire. On distingue 
notamment : l’inhibition de la costimulation par les DC via l’interaction CTLA-4/CD80-86, la sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires telles que l’IL-34, le TGF-β ou l’IL-10, l’induction de la mort cellulaire et la privation de la cytokine pro-
inflammatoire IL-2.   
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Un récapitulatif des principales populations lymphocytaires CD8 régulatrices identifiées dans 

un contexte de transplantation est présenté en Table 3. 

Chez la souris, il a été démontré que la population de LTRegs CD8+ Foxp3- CD122+ CD28+ PD1+ 

CD127- naturellement présente dans la rate de souris C57Bl/6 permet la suppression, 

largement médiée par l’IL-10 (dont la production est favorisée par l’engagement des protéines 

PD1 et CD28) de LTEff aussi bien in vitro que in vivo dans un modèle de greffe de peau 

allogénique (Dai et al., 2010). Un modèle murin de GVHD (graft versus host disease) a 

également permis de mettre en évidence l’expansion (dépendante de l’IL-2 et de TGF-β) d’une 

population de LTRegs CD8+ Foxp3+ CD25+ CD122+ CTLA-4+, dérivés des cellules du donneur, dans 

les OLS de la souris receveuse, la protégeant contre la GVHD (Sawamukai et al., 2012). Dans 

notre équipe, nous avons démontré chez la souris que l’injection d’un vecteur viral hépato-

spécifique codant pour une molécule de CMH allogénique entraînait l’expansion d’une 

population de LTRegs CD8+ Foxp3- CD25+ CD122+ PD1+ CD44+ CD69+ sécréteur d’IL-10, 

uniquement dans le foie des souris. Ces cellules permettent notamment la prise d’une greffe 

d’îlots pancréatiques allogéniques portant la molécule de CMH transférée (Le Guen et al., 

2017). Ces travaux, préliminaires aux miens, seront développés dans une partie indépendante.  

Dans un modèle de souris humanisée, la population de LTRegs CD8+ Foxp3+ CD45RClow, 

secrétant de l’IL-10, de l’IL-34 et du TGF-β, naturellement présente dans le sang chez l’homme, 

améliore grandement la prise de greffe de peau humaine et retarde le développement de la 

GVHD après injection de PBMC (peripheral blood mononuclear cells) humaines (Bézie et al., 

2018b). Des résultats similaires, également obtenus dans un modèle de souris humanisée, 

démontrent que les LTRegs CD8high Foxp3+
 CD25+

, dérivés in vitro à partir de LT CD8+ naïfs 

humains en présence de LB (lymphocytes B) allogéniques pré-activés par interaction 

CD40/CD40L, permettent un contrôle de la GVHD (Zheng et al., 2013). Enfin, Kwekkeboom et 

son équipe ont eux démontré que l’incubation de pDC (cellule dendritique plasmacytoïde) 

allogéniques humaines sur des lymphocytes CD3+ circulants entraînait la différentiation de ces 

derniers en LTRegs CD8+ Foxp3+ LAG-3+ CTLA-4+ qui exerce une activité suppressive in vitro, 

dépendante de CTLA-4, sur les lymphocytes effecteurs et mémoires (Boor et al., 2011). 

Bien que largement décrit en transplantation, les LTRegs CD8+ sont aussi étudiés dans des 

contextes auto-immuns. Une étude récente, menée par Saligrama et collaborateurs a par 
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exemple permis de démontrer, dans un modèle murin d’EAE, le potentiel régulateur d’une 

population CD8 régulatrice vis-à-vis de LT CD4+ Ag-spécifiques pathogéniques (Saligrama et 

al., 2019). Dans cette même étude, une oligoclonalité CD8 est retrouvée chez des patients 

atteints de sclérose en plaques (SEP), similairement au modèle murin d’EAE, suggérant 

l’existence d’une population régulatrice CD8 impliquée dans le contrôle de la SEP chez 

l’homme. D’autres populations CD8 régulatrices, qu’il serait trop long de détailler dans ce 

manuscrit, se retrouvent impliquées dans le contrôle de pathologies auto-immunes telles que 

le lupus érythémateux disséminé (Zhang et al., 2009), la cholangite biliaire primitive (Bernuzzi 

et al., 2010) ou encore le diabète de type 1 (Shimokawa et al., 2020). Il convient également de 

mentionner les nombreux travaux effectués sur les populations CD8 régulatrices restreintes 

aux molécules de CMH-I non-conventionnelle Qa-1 chez la souris, HLA-E chez l’homme, 

également impliqués dans le contrôle de l’auto-immunité et développées plus bas (Kim and 

Cantor, 2011).  

La multiplicité des populations de LTRegs CD8+, et des modèles dont elles sont issues, rendent 

leur comparaison compliquée, d’autant plus que les marqueurs utilisés pour les décrire sont 

multiples et peu discriminants. Si l’étude transcriptomique, rendue possible par le 

développement des outils de séquençage à haut débit, permet une caractérisation beaucoup 

plus exhaustive d’une population cellulaire ; très peu de populations régulatrices CD8+ ont 

aujourd’hui fait l’objet d’une telle analyse. Cela faciliterait pourtant leur comparaison (par le 

biais de méta-analyse par exemple) et la mise en lumière de nouvelles voies de régulation 

importantes, qui échappent souvent à l’analyse phénotypique cantonnée la plupart du temps 

à une dizaine de marqueurs. 
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Table 3 :  Les différentes populations de LTRegs CD8+ décrites chez le rongeur et l’homme dans un contexte de transplantation. MLR : réaction lymphocytaire mixte ; TLR : récepteur de type Toll ; 
IFNγ : interféron gamma. 

 

Espèce Phénotype Modèle Origine Caractérisation fonctionnelle Référence

Souris CD8
+
 Foxp3

-
 CD122

+
 CD28

+
 PD1

+
 CD127

- Allogreffe de 

peau
Périphérique (rate)

Production d'IL-10 dépendante de la signalisation 

PD1 et CD28
(Dai, 2010)

Souris
Foxp3+ CD25+ CD103+ CTLA-4+ 

CD122- CD62L- CD28-

Allogreffe de 

peau

in vitro : différentiation de CD8 naïfs en présence de DC 

allogénique + IL-2 + TGF-β

Inhibition de l'activation T, de la maturation et de 

la fonction des DC. Induction TGF-β-dépendante de 

LTRegs CD4+ Foxp3+. 

(Lerret, 2010)

Souris
CD8+ Foxp3- CD25+ CD122+ PD1+ CD44+ 

CD69+

Allogreffe d'îlots 

pancréatiques
Expansion in vivo  après thérapie génique

Inhibition IL-10-dépendante de la prolifération de 

Lteff in vitro. Signalisation PD1/PD-L1 nécessaire à 

l'induction de tolérance in vivo.

(Le Guen, 2017)

Souris CD8+
Allogreffe 

cardiaque

Expansion in vivo  (rate) après injection de LT CD4+ 

autologue activés.

Suppression par lyse (via  reconnaissance de Qa-1) 

des lymphocytes CD4 activés.
(Long, 2017)

Souris CD8+ CD122+ PD1+ FasL+ Allogreffe de 

peau
Périphérique (rate)

Suppression dépendante de la voie Fas/FasL et de 

la production d'IL-10
(Liu, 2017)

Souris
Foxp3+ CD25+ CD44+ GITR+ CTLA-4+ 

PD1+ CD103+
GVHD

Expansion induite en périphérie (rate, foie, colon, 

poumons) dès les phases précoces de GVHD.

Inhibe la prolifération des LT alloréactifs (MLR).

Induction de Foxp3 dépendante de l'expression de 

TGFβR.

(Beres, 2012)

Souris Foxp3+ CD25+ GITR+ CTLA-4+ CD122- GVHD
Différentiation de cellules T du donneur en LTRegs CD8+ 

dans les OLS du receveur.

Différentiation dépendante de l'expression du 

TGFβ-R et de l'IL-2R.
(Sawamukai, 2012)

Rat CD8+ Foxp3+ CD45RClow Allogreffe 

cardiaque

Périphérique (Rate, sang).

 Expansion induite en périphérie après injection de 

CD40Ig.  

Suppression partiellement dépendante de l'IL-34, 

potentialisée par une stimulation peptidique.

(Guillonneau,2007)

(Picarda,2014)

(Bézie, 2015)

Homme 
CD8

+
 Foxp3

+
 CD45RC

low
 GITR

+
 IL-34

+ 

IL-10
+
 TGF-β

+
 IFNγ

int

GVHD dans 

souris 

humanisée

Périphérique (PBMC). 

Expansion in vitro  : stimulation CD3/CD28 ou CPA 

allogénique + IL-2 + IL-15.

Suppression (dépendante de l'IFNγ, de l'IL-10, du 

TGF-β et de l'IL-34) de LT CD4+ syngéniques 

stimulés avec CPA allogénique. 

(Bézie, 2018)

Homme CD8+ Foxp3+ LAG3+ CTLA-4- in vitro (MLR)

in vitro :  différenciation de LT CD3+ totaux en LTRegs CD8+ 

au contact de DC allogéniques préstimulées avec des 

ligands TLR.

Suppression dépendante de CTLA-4 de LTEff et 

LTMém allogéniques 
(Boor, 2011)

Homme CD8
high

 Foxp3
+
 CD25

+ 

GVHD dans 

souris 

humanisée

in vitro  :  différenciation de LT CD8+ naïfs (PBMC) en LTRegs 

CD8+ au contact de LB allogéniques préactivés par 

interaction CD40/CD40L 

Prévention de GVHD dépendante de CTLA-4 (Zheng, 2013)
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c- Tolérisation des lymphocytes T par anergie et épuisement.  

L’anergie et l’épuisement sont deux états distincts de dysfonctions des LT, caractérisés par la 

perte des fonctions effectrices et de proliférations, participant ainsi activement à la mise en 

place de la tolérance périphérique (Figure 9). 

 

L’anergie est un état de désactivation du lymphocyte T, décrit pour la première fois en 1987 

lors d’expériences in vitro de stimulation du TCR en absence de CPA et donc de costimulation 

(Quill, 1987 : « long-lived state of proliferative nonresponsiveness »). Les LT anergiques sont 

caractérisés par leur incapacité à proliférer en réponse à un antigène et à produire des 

facteurs de croissance tels que l’IL-2. L’équivalent in vivo, appelé tolérance adaptative, résulte 

d’une activation incomplète du lymphocyte T par défaut de signal 2 (costimulation  

CD28/CD80-CD86 sous-optimale) et/ou de signal 3 (facteurs solubles, environnement 

cytokinique appauvri) lors de la reconnaissance du complexe CMH-peptide par le TCR  

(Choi and Schwartz, 2007). Les LTRegs sont impliqués dans la mise en place de la tolérance 

Figure 9 : La tolérisation des lymphocytes T par anergie ou épuisement. Dans un contexte inflammatoire approprié, le LT se différencie en LT 
effecteur après reconnaissance d’un complexe CMH-peptide associé à une costimulation optimale; puis en LT mémoire. En cas de stimulation sub-
optimale, le LT ne se différencie pas en LT effecteur et entre en anergie. En cas de persistance antigénique, les LT effecteurs se différencient en LT 
épuisés. 
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adaptative par l’expression des récepteurs inhibiteurs CTLA-4 et PD1 et la down-régulation 

des molécules de costimulation à la surface des CPA (Sakaguchi et al., 2009).  Des sous-

populations lymphocytaires CD4+ anergiques ont également été décrit comme capable de se 

différencier en précurseur de LTRegs CD4+ Foxp3+ (Kalekar et al., 2016), confirmant l’implication 

de l’anergie dans la mise en place de la tolérance immunologique. 

L’épuisement des LT est caractérisé par une diminution des capacités effectrices et 

prolifératives dans un contexte de persistance antigénique généralement associé à des 

pathologies infectieuses chroniques. Cet état de différentiation des LT a été initialement 

étudié chez la souris dans des modèles d’infections chroniques au LCMV (Lymphocytic 

Choriomeningitis Virus) (Gallimore et al., 1998; Zajac et al., 1998) puis chez l’homme dans des 

pathologies chroniques telles que l’hépatite C (Gruener et al., 2001) ou encore le VIH (virus de 

l’immunodéficience humaine) (Day et al., 2006).  

Cette persistance antigénique perturbe notamment la différentiation des cellules T en LT 

mémoires. Ainsi, même si les LT mémoires et épuisés partagent des marqueurs communs (e.g. 

CD69 et CD44), ces derniers se caractérisent notamment par une forte expression de 

molécules inhibitrices (e.g. PD1, LAG-3, CTLA-4) et par une très faible expression des 

récepteurs aux cytokines pro-inflammatoires (notamment l’IL-15 et l’IL-7) (Yi et al., 2010). De 

plus, contrairement au LT mémoires, la survie des LT épuisés est dépendante de la persistance 

de l’antigène (Wherry and Kurachi, 2015). La présence de facteurs solubles 

immunosuppressifs, notamment l’IL-10 (Ejrnaes et al., 2006), et de LTRegs dans le milieu 

inflammatoire favorise l’épuisement des cellules T.  

L’épuisement et l’anergie, par l’inactivation des réponses T en périphérie, sont des 

mécanismes clefs dans la tolérance périphérique. D’autres mécanismes, que je ne 

développerai pas dans ce manuscrit, telles que la déviation immune, l’ignorance ou encore la 

ségrégation antigénique interviennent également dans la mise en place de la tolérance 

périphérique. 
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1.2.5. La tolérance en transplantation 

a- Transplantation et tolérance opérationnelle 

Si en condition physiologique, la tolérance immunologique sert à contrôler les réactions auto-

immunes en périphérie, elle va également jouer un rôle important en transplantation dans la 

régulation des réactions immunitaires aboutissant au rejet de greffe. La différence 

fondamentale entre l’auto-immunité et la transplantation d’organes réside dans le caractère 

allogénique de cette dernière. Ainsi, la tolérance au soi, normalement mise en place par 

l’éducation lymphocytaire et limitant les réactions auto-immunes en périphérie, ne sera 

d’aucun secours pour réguler les réactions immunitaires dirigés contre les antigènes du non-

soi du greffon. Cela résulte finalement du bon fonctionnement de notre système immunitaire. 

La conséquence de cela est que le système immunitaire du receveur devra être biaisé afin 

d’accepter un greffon allogénique. La principale stratégie utilisée dans ce but aujourd’hui est 

de diminuer l’efficacité globale du système immunitaire grâce aux traitements 

immunosuppresseurs (cf. partie 1.1.3). Néanmoins au vu des nombreux effets indésirables liés 

à ses traitements, l’effort de recherche est aujourd’hui axé sur l’induction d’une tolérance 

dites « opérationnelle ». En transplantation, la tolérance opérationnelle est définie par une 

perte de réponse spécifique anti-donneur couplée au maintien d’un système immunitaire 

efficace (excluant ainsi les traitements immunosuppresseurs). En clinique, des cas de 

tolérances opérationnelles spontanées sont parfois observées après arrêts des traitements 

suppresseurs (dans le cas de développement de cancer ou maladies infectieuses ou de 

problème d’adhésion du patient). En transplantation rénale, cela ne représente que 0,03% des 

patients transplantés, associé à une très bonne survie du greffon et fonction rénale (Massart 

et al., 2016). En transplantation hépatique, le contexte est tout à fait différent. En effet, des 

études cliniques récentes démontrent que, en fonction du protocole de sevrage et des 

patients sélectionnés, près de 50% des patients transplantés font état d’une tolérance 

opérationnelle après arrêt des traitements immunosuppresseurs (Feng et al., 2012; Benítez et 

al., 2013; de la Garza et al., 2013; Bohne et al., 2014). Cet état de tolérance immunologique 

mis en place lors d’une greffe hépatique résulterait des capacités tolérogènes du foie qui 

seront discutées plus bas. Il a également été démontré que la greffe hépatique, effectuée 

simultanément à une autre greffe, favorisait la prise des deux greffons. Historiquement, les 
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premiers travaux démontrant cela ont été menés par R.Y. Calne et son équipe, dans des 

modèles porcins de double greffe foie-peau et foie-rein (Calne et al., 1969). Cette induction 

de tolérance allogénique résultant de l’allogreffe hépatique s’expliquait pour eux par le 

relargage d’antigènes d’histocompatibilité tolérogènes par le foie greffé, éduquant ainsi le 

système immunitaire à tolérer ces antigènes du non-soi. S’ensuivirent les travaux de Kamada 

chez le rat, qui démontra ce même bénéfice sur des doubles greffes foie-peau (Kamada et al., 

1980), foie-coeur (Kamada and Wight, 1984) et foie-rein (Kamada, 1985). Des études cliniques 

récentes chez l’homme démontrent également l’effet protecteur de la greffe hépatique sur la 

greffe rénale si celles-ci sont effectués simultanément (Chava et al., 2009; Simpson et al., 

2006). Des résultats similaires sont obtenus lors de greffes combinées foie-cœur (Yamaguchi 

et al., 2020).  

Ces données cliniques et précliniques démontrent d’une part qu’une induction de tolérance 

allogénique est possible chez l’homme et d’autre part que les propriétés tolérogènes du foie 

permettent d’induire cette tolérance allogénique à l’échelle systémique. Cependant, les 

mécanismes cellulaires et moléculaires à l’origine de cette induction de tolérance allogénique 

sont encore mal compris.  

Néanmoins, dans le cas où le foie d’un patient n’est pas touché par une défaillance organique 

quelconque, il est éthiquement compliqué d’envisager une greffe combinée incluant une 

transplantation hépatique, même si celle-ci contribuerait à une meilleure prise d’un greffon 

rénale ou cardiaque.  Ainsi, de nouvelles stratégies d’induction de tolérance telles que le 

chimérisme hématopoïétique ou encore la thérapie cellulaire par injection de cellules 

régulatrices, sont à l’étude et présentent des résultats très encourageants.  

b- Induction d’un chimérisme hématopoïétique en transplantation 

L’induction d’un chimérisme hématopoïétique est rendu possible par la transplantation 

simultanée, après conditionnement par irradiation du receveur, de moelle osseuse et d’un 

organe du même donneur. Les cellules souches présentent dans la moelle osseuse permettent 

de reconstituer le système immunitaire du donneur chez le receveur. Ainsi, le greffon 

allogénique n’est pas reconnu par le système immunitaire dérivé de la moelle du donneur, 

diminuant largement les risques de rejet même dans des contextes d’histocompatibilité 

défavorables. Comme mentionné plus haut, les premiers travaux d’induction d’un chimérisme 
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hématopoïétique en transplantation remontent aux années 50 (Main and Prehn, 1955) par 

des expériences de greffe de peau et de moelle osseuse allogénique chez la souris après 

irradiation. Plus récemment, des études cliniques ont démontré le potentiel de cette stratégie 

chez l’homme, principalement en transplantation rénale. Trois grandes équipes américaines 

(Boston, Chicago et Stanford) travaillent activement sur ce sujet et démontrent des résultats 

cliniques très encourageants chez des patients conditionnés ayant reçus une double greffe 

moelle osseuse-rein, et tolérant pour certains les deux greffons en absence de traitements 

immunosuppresseurs au long cours (Mahr et al., 2017). Ces essais cliniques diffèrent 

principalement par leurs protocoles de conditionnement du receveur (irradiation) et de la 

moelle osseuse du donneur, du traitement immunosuppressif utilisé en induction ainsi que du 

degré de disparité génétique sur les locus HLA entre donneur et receveur (en anglais 

« mismatch-HLA »). L’induction d’un chimérisme hématopoïétique présente cependant des 

risques importants liés notamment à l’irradiation corporelle totale utilisée pour le 

conditionnement du receveur et à la survenue de GVHD après injection de moelle osseuse et 

reconstitution du système immunitaire du donneur.  

c- La thérapie cellulaire par injection de cellules régulatrices en transplantation 

Une autre approche prometteuse pour induire une tolérance immunologique en 

transplantation se base sur l’injection d’une grande quantité de cellules régulatrices 

autologues (principalement des LTRegs CD4+) après la transplantation afin de contrôler les 

réactions immunitaires aboutissant normalement au rejet d’un greffon allogénique tout en 

diminuant les traitements immunosuppresseurs. Ces stratégies sont rendues possibles par 

l’amélioration des protocoles d’expansion in vitro des LTRegs permettant de conserver leur 

phénotype et surtout leurs fonctions suppressives (MacDonald et al., 2019). De nombreux 

essais cliniques se portent aujourd’hui sur l’induction d’une tolérance allogénique par 

injection de cellules régulatrices dans des contextes de transplantations rénales mais 

également hépatiques (Atif et al., 2020). On notera notamment l’étude One Study, visant à 

comparer l’utilisation de différentes populations de cellules régulatrices en transplantation 

rénale, dont la première méta-analyse vient d’être publiée et présente des résultats 

prometteurs avec une prise de greffe comparable aux groupes contrôles sous traitements 

immunosuppresseurs au long cours mais sans les effets secondaires associés à ceux-ci 

(Sawitzki et al., 2020). En transplantation hépatique, les résultats sont également 
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encourageants : Todo et al. ont par exemple démontré qu’une injection de LTRegs CD4+ 

autologues cultivés pendant 14 jours en présence de lymphocytes irradiés du donneur et 

d’anticorps bloquant les molécules de costimulations CD80 et CD86, et injectés 13 jours après 

la greffe de foie permettait la diminution voir l’arrêt de tous traitements immunosuppressifs 

à terme tout en conservant une fonction hépatique optimale (Todo et al., 2016). 

Il est intéressant de noter qu’à ce jour, aucun essai clinique de thérapie cellulaire basé sur des 

LTRegs CD8+ n’a été mis en place, aussi bien en transplantation que dans un contexte auto-

immun. Cela s’explique encore une fois par l’hétérogénéité de ces populations, compliquant 

l’identification et la caractérisation de ces cellules, tandis que leur pendant CD4+ est 

aujourd’hui largement étudié et caractérisé. Néanmoins, un premier essai clinique, nommé 

« Eight-Treg trial » et supporté par le consortium ReSHAPE et dont la phase I est prévu pour 

2021 a pour objectif d’évaluer l’intérêt des LTRegs CD8+ Foxp3+ CD45RClow (décrit par l’équipe 

de C. Guillonneau à Nantes : Bézie et al., 2018b) en thérapie cellulaire chez des patients ayant 

subis une transplantation rénale (Flippe et al., 2019). Compte tenu de l’intérêt croissant porté 

sur les LTRegs CD8+ et des résultats prometteurs chez l’animal, nous pouvons nous attendre à 

voir émerger dans les années à venir de multiples essais cliniques de thérapies cellulaires 

basés sur ces populations CD8+ régulatrices, au même titre que les lymphocytes CD4+ voir en 

co-injection au vu des synergies décrites entre ces différentes sous-populations T régulatrices 

(Heinrichs et al., 2016).  

Bien que la thérapie cellulaire soit une stratégie encourageante en transplantation, son 

utilisation ne peut pour le moment pas s’affranchir d’un traitement immunosuppresseur 

d’induction. Cela s’explique notamment par un manque d’efficacité globale pour moduler les 

réponses immunes, très fortement polarisées vers un profil pro-inflammatoire lors des phases 

précoces du rejet de greffe. La thérapie cellulaire est également limitée par des problèmes 

d’ordres logistique (infrastructures adaptées) et financier (coûts de production élevés) ayant 

trait à l’expansion des cellules régulatrices qui doit répondre à un cahier des charges stricte et 

permettre une reproductibilité optimale entre les différents centres d’études.  

Les différentes problématiques liées à l’induction d’un chimérisme hématopoïétique ou à la 

thérapie cellulaire démontrent bien que l’induction d’une tolérance opérationnelle en 

transplantation n’en est qu’à ses débuts, et qu’il est vraisemblable que de multiples stratégies 
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voient le jour dans les années à venir afin d’améliorer encore un peu plus le pronostic du 

patient transplanté en s’affranchissant progressivement des traitements 

immunosuppresseurs. 



46 
 

Partie 2 : Détournement du potentiel tolérogène du foie par 

thérapie génique 

Le foie est le plus gros organe de notre système digestif et est impliqué dans plus de 300 

fonctions garantissant le bon fonctionnement de notre organisme. Il est notamment connu 

pour ses fonctions d’épuration du sang, de synthèse d’un grand nombre de protéines 

circulantes, et de stockage de glucose et autres micronutriments essentiels. Il est aujourd’hui 

également admis que le foie est un organe largement impliqué dans le système immunitaire. 

Cette seconde partie a pour objectif de développer le potentiel tolérogène du foie, et l’intérêt 

de cibler cet organe dans le développement de nouvelles stratégies d’induction de tolérance 

par thérapie génique. Dans un premier temps, j’introduirai le rôle central du foie dans 

l’organisme et son implication dans le système immunitaire. J’aborderai ensuite les différentes 

stratégies d’induction de tolérance immunologique par transfert de gènes dans le foie, des 

modèles animaux aux réussites cliniques. Enfin, je terminerai cette partie par la présentation 

des travaux de mon équipe portant sur l’induction d’une tolérance immunologique en 

transplantation, par transfert dans le foie d’un gène codant pour une molécule de CMH 

allogénique.  

2.1. Le foie, un organe tolérogène 

2.1.1. Généralités et anatomie du foie 

Le foie est un organe central chez l’homme, par son volume (plus gros organe chez l’homme) 

mais surtout par ses fonctions multiples et essentielles au bon fonctionnement de notre 

organisme. On distingue notamment ses fonctions nutritionnelles dans les métabolismes 

lipidique et glucidique, de détoxication sanguine, de synthèses d’hormones, de protéines et 

de facteurs sériques, de production de la bile et de renouvellement des érythrocytes. Placé 

juste sous le diaphragme, le foie est composé chez l’homme de 4 lobes de tailles inégales (5 

chez la souris) eux-mêmes divisés en lobules hépatiques, entre lesquels s’insèrent des espaces 

portes composés des branches de la veine porte hépatique et de l’artère hépatique ainsi que 

des canaux biliaires. Le foie fait l’objet d’une vascularisation singulière car il représente l’un 
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des deux systèmes porte de notre organisme (Figure 10). En effet, l’apport sanguin du foie est 

assuré à la fois par l’artère hépatique, amenant le sang oxygéné, et par la veine porte 

ramenant le sang issu de la rate, du tube digestif et du pancréas, riche en nutriments et en 

antigènes alimentaires et bactériens dérivés de la flore intestinale (Berg, 1999).  

 

Figure 10 : Microanatomie hépatique chez l’homme. Le foie se compose de 4 lobes, eux-mêmes divisés en lobules hépatiques 
ponctués d’espaces portes. Point de rencontre de la veine porte, acheminant un sang riche en nutriments et antigènes 
provenant du tractus digestif ; et de la veine cave, acheminant le sang détoxifié dans la circulation générale ; le foie représente 
l’un des deux systèmes portes de notre organisme. D’après Mescher and Junqueira, “Junqueira’s basic histology: text and 
atlas”, 2013. 

 

Le sang portal et veineux se mélange dans de petits vaisseaux, appelés sinusoïdes hépatiques, 

drainant la totalité des lobules et cheminant entre les travées hépatocytaires avant de se 

réunir au niveau d’une veine centrolobulaire. C’est au cours de son trajet dans le foie que le 

sang sera détoxifié par des mécanismes enzymatiques et d’oxydation mais également par 

l’action conjointe de plusieurs populations cellulaires. Les veines centrolobulaires rejoignent 

ensuite les veines hépatiques qui acheminent le sang désoxygéné et « nettoyé » vers la veine 

cave inférieur afin que celui-ci rejoigne la circulation générale. Ainsi, le foie est capable de 

drainer et nettoyer près de 2000 litres de sang par jour, ce qui en fait un lieu de rencontre 

privilégié entre cellules immunitaires circulantes et antigènes provenant du système porte.  

Le foie est composé à plus de 80% de cellules parenchymateuses, parmi lesquelles 

l’hépatocyte est la cellule la plus largement représentée (près de 80% du volume hépatique 
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totale) et assure l’essentiel des fonctions métaboliques et d’épuration du sang. Les 

hépatocytes sont des cellules complexes, parfois binucléées, quiescentes et différenciées dans 

un foie au repos mais capable d’un potentiel prolifératif inégalé dotant le foie de son 

extraordinaire capacité de régénération ayant forgé le mythe de Prométhée. Les hépatocytes 

sont séparés de la circulation sanguine par une barrière endothéliale fenestrée formée par les 

cellules endothéliales des sinusoïdes hépatiques (ou LSEC pour liver sinusoidal endothelial 

cells). Entre cette barrière endothéliale et les hépatocytes se trouve un espace appelé espace 

de Disse, siège de nombreuses cellules immunitaires hépatiques qui seront développées plus 

bas.  

 2.2.2. Le foie : un environnement immunitaire particulier 

Le foie, en plus de ses fonctions métaboliques et physiologiques, se voit également largement 

impliqué dans le système immunitaire notamment par la présence constante de cellules 

immunitaires et de nombreux antigènes du non-soi provenant du tractus digestif et acheminés 

par le système porte. Ces antigènes, dérivés de métabolites alimentaires ou bactériens 

provenant de la flore intestinale, suffiraient à induire une forte inflammation dans un contexte 

immunitaire classique mais pas dans le foie, qui possède pourtant tous les acteurs essentiels 

à la mise en place d’une réponse immune efficace. En effet, en condition physiologique, le foie 

est un organe largement orienté vers la tolérance, qui, par un ensemble de mécanismes 

évolutifs et d’interactions complexes entre différents acteurs immunitaires, ne développera 

pas de réponse immune à l’encontre d’antigènes alimentaires ou bactériens sans danger pour 

l’organisme, protégeant ainsi l’organe d’une inflammation perpétuelle et inutile  

(Kubes and Jenne, 2018). Le foie sera néanmoins capable de développer des réponses 

immunes dans des contextes pathologiques particuliers tels que des infections virales ou des 

charges bactériennes importantes liées à des pathologies digestives par exemple. Cette 

balance immunologique, finement régulée par de nombreux acteurs immunitaires, peut 

présenter des dysfonctionnements aboutissant à des inflammations chroniques liées à des 

réactions immunitaires exacerbées ou au contraire à la mise en place d’infections chroniques 

par excès de tolérance. 

Il est également intéressant de constater que les propriétés tolérogènes du foie jouent un rôle 

essentiel dans l’établissement d’une tolérance immunologique à l’échelle systémique. Les 
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résultats des greffes combinées mentionnés un peu plus haut en sont la principale illustration : 

le foie, en plus d’être facilement toléré, facilite la prise d’un autre greffon provenant du même 

donneur. La principale explication à cela est que les alloantigènes du donneur apportés par le 

foie dans un contexte tolérogène n’initieront pas de réponse immunitaire et induiront au 

contraire leur tolérance à l’échelle systémique. L’implication du foie dans le phénomène de la 

tolérance orale prouve également son potentiel dans l’induction d’une tolérance systémique. 

La tolérance orale, mise en lumière dans les années 1940 (Chase, 1946), est un processus 

permettant de limiter les réactions d’hypersensibilité envers des antigènes administrés par 

voie orale. L’implication du foie dans ce phénomène a été démontrée plus tardivement grâce 

à un modèle de dérivation portale chez le rongeur. La démonstration est simple et élégante : 

le développement chez le rat d’une hypersensibilité liée à l’injection sous-cutanée 

d’ovalbumine et d’un adjuvant est significativement altéré par l’ingestion d’ovalbumine 7 

jours avant. Cette tolérance orale est abrogée chez les rats présentant une dérivation portale, 

empêchant la circulation hépatique d’antigènes issus du tractus digestif (Callery et al., 1989).  

C’est précisément cette capacité qu’a le foie à induire une tolérance systémique qui en fait 

une cible de choix pour de nombreuses thérapies géniques que je développerai plus bas.  

2.2.3. Les cellules immunitaires du foie impliquées dans la tolérance hépatique 

De nombreuses populations immunitaires siègent au sein du foie. Ces cellules contribuent à 

la fois à l’immunosurveillance et à l’induction de la tolérance hépatique. Parmi les cellules 

impliquées dans l’immunité hépatique, on retrouve des lymphocytes résidents, 

conventionnels ou non, des cellules dendritiques, des macrophages appelés cellules de 

Kupffer (ou KC pour Kupffer cells) ainsi que des cellules étoilées (ou HSC pour hepatic stellate 

cells). Les LSEC et hépatocytes mentionnés précédemment, joue également un rôle important 

dans l’induction de la tolérance hépatique. Ces populations immunitaires interagissent 

directement dans les sinusoïdes hépatiques ou au niveau de l’espace de Disse séparant le 

parenchyme hépatique de l’endothélium fenestré formé par les LSEC (Figure 11). 

a- Les cellules de Kupffer 

Les KC sont des macrophages résidents du foie qui représentent 35% des cellules non 

parenchymateuses hépatiques et plus de 80% des macrophages résidents de notre organisme 
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(Chen et al., 2020). Spécialisées dans la détoxication sanguine par leur fonction de 

phagocytose des débris cellulaires et autres toxines provenant de la veine porte, les KC sont 

retrouvées dans la lumière des sinusoïdes hépatiques, adhérentes au LSEC et au contact direct 

des lymphocytes circulants. Les KC, de par l’expression de molécules de CMH-I et -II et des 

molécules de costimulations (CD80, CD86), sont considérées comme des APC. 

 

Figure 11 : Les différentes cellules immunitaires hépatiques interagissent dans les sinusoïdes ou dans l’espace de Disse 
séparant l’endothélium fenestré du parenchyme hépatique. On retrouve, les hépatocytes constituant le parenchyme 
hépatique, les cellules endothéliales des sinusoïdes hépatiques (LSEC), des cellules dendritiques (DC), des lymphocytes, des 
cellules de Kupffer (KC) et des cellules étoilées (HSC) restreinte à l’espace de Disse. 

 

Néanmoins, les KC jouent un rôle important dans l’induction de tolérance hépatique. En effet, 

elles n’expriment, en condition physiologique, que de faibles niveaux de molécules de CMH-II 

et de costimulation, empêchant ainsi une activation T efficace (Thomson and Knolle, 2010). 

Des travaux in vitro ont démontré en ce sens l’incapacité des KC à induire une prolifération T 

mais également que les KC inhibaient l’activation T normalement médié par les DC (You et al., 

2008). Il a également été démontré que les KC secrètent de grande quantité d’IL-10 en réponse 

à un stimulus à concentration physiologique de LPS (lipopolysaccharide, composant majeur 

des membranes bactériennes) (Knolle et al., 1995) et secrètent également du TGF-β en 
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condition normale (Bissell et al., 1995). La sécrétion de ces cytokines anti-inflammatoires 

permet ainsi la mise en place d’un environnement tolérogène au sein des sinusoïdes 

hépatiques. 

b- Les cellules dendritiques 

Le foie contient une proportion importante de DC résidentes impliquées à la fois dans la mise 

en place d’une immunité adaptative (lors d’infections chroniques par exemple) mais 

également dans la tolérance hépatique. Les DC immatures accèdent au foie par la circulation 

porte et vont maturer au cours de leur transit dans les lobules hépatiques. Ainsi, les DC 

hépatiques (hDC) sont retrouvées majoritairement dans les sinusoïdes hépatiques, mais 

également dans l’espace de Disse, par transmigration au niveau des fenêtres endothéliales. 

Chez l’homme, deux populations majeures de hDC sont décrites : les DC myéloïdes (mDC) 

caractérisées par une forte expression du marqueur CD11c, et les DC plasmacytoïdes (pDC) 

qui expriment la chaîne alpha du récepteur à l’IL-3 (CD123) (Crispe, 2009). Chez la souris, des 

populations supplémentaires de hDC sont retrouvées dans le foie : les DC CD8α+ (O’Connell et 

al., 2000) et les NKDC NK1.1+ (Pillarisetty et al., 2005). Les hDC sont, au même titre que les KC, 

considérées comme des APC tolérogènes. En effet les hDC présentent un profil immature par 

comparaison au DC retrouvées dans les OLS : elles expriment faiblement les molécules de 

CMH-II et de costimulation (CD80 et CD86) et présentent donc des capacités de stimulations 

T largement diminuées (Pillarisetty et al., 2004). Les DC hépatiques ont également un profil 

cytokinique majoritairement anti-inflammatoire via la sécrétion d’IL-10, d’IL-27 et de TGF-β 

(Thomson and Knolle, 2010). 

c- Les cellules endothéliales des sinusoïdes hépatiques 

Les LSEC constituent la barrière endothéliale fenestrée caractéristique des sinusoïdes 

hépatiques. Les LSEC présentent également des caractéristiques d’APC et sont donc largement 

impliqué dans le système immunitaire hépatique. Elles sont capables de phagocyter et de 

présenter des antigènes circulants sur des molécules de CMH-I ou -II. Elles expriment les 

molécules de costimulations CD40, CD80 et CD86 à leur surface et sont donc capables d’activer 

les LT CD4+ et CD8+. Les LSEC peuvent également internaliser des antigènes et les relarguer 

dans l’espace de Disse par un phénomène de transcytose, favorisant le contact entre ces 

antigènes et les hépatocytes ainsi qu’aux cellules immunitaires présentes dans cet espace 
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(Jenne and Kubes, 2013). En condition physiologique, les LSEC présentent également un profil 

tolérogène notamment par l’expression constitutive de PD-L1 (Diehl et al., 2007), ligand du 

récepteur inhibiteur PD1, et du ligand du récepteur de mort Fas (Onoe et al., 2005) tous deux 

impliqués dans la tolérisation T. 

d- Les hépatocytes 

Comme introduit plus haut, les hépatocytes sont les cellules les plus représentées dans le foie, 

et assurent de nombreuses fonctions métaboliques, de productions de protéines et de 

détoxication. Ces cellules sont retrouvées dans le parenchyme hépatique et ne sont donc pas 

en contact direct avec la circulation sanguine. De nombreuses études in vitro et in vivo ont 

démontré que les hépatocytes sont également capables de présenter des antigènes aux 

lymphocytes T (Bertolino et al., 2001; Balam et al., 2012). Une étude récente a récemment 

démontré par des techniques de microscopies de pointe alliant microscopie intravitale et 

microscopie électronique, que l’interaction hépatocyte-LT CD8+ était permise in vivo par 

extension cytoplasmique des LT CD8+ au niveau des fenestrations endothéliales (Guidotti et 

al., 2015)). Comme les autres APC hépatiques présentées précédemment, les hépatocytes 

présentent en conditions physiologiques un profil tolérogène, par l’expression de PD-L1 ainsi 

que de faibles niveaux de molécules de CMH-I et de costimulations et l’absence de CMH-II 

(Thomson and Knolle, 2010). Si les hépatocytes sont donc capables d’activer les LT CD8+, le 

défaut de costimulation induira rapidement leur apoptose (Holz et al., 2008). En condition 

pro-inflammatoire, les hépatocytes peuvent exprimer des molécules de CMH-II et ainsi 

présenter des antigènes au LT CD4+. Néanmoins, cela conduira à une différentiation 

majoritairement en lymphocytes Th2 ou en LTregs contribuant à la tolérance hépatique 

(Wiegard et al., 2007). Il est important de noter que les hépatocytes primaires sont des cellules 

complexes qui présentent une faible stabilité (ie. morphologie, adhésion, phénotype, 

fonction) en culture, ce qui complique grandement leur étude in vitro (Severgnini et al., 2012; 

Shulman and Nahmias, 2012). 

e- Les cellules étoilées 

Les HSC, ou cellules de Ito, sont des cellules exclusivement situées au niveau de l’espace de 

Disse. Elles sont majoritairement décrites dans la mise en place de la fibrose hépatique en 

condition inflammatoire, en se différenciant en myofibroblastes producteurs de matrice 
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extracellulaire (Puche et al., 2013). Leur implication dans le système immunitaire hépatique 

est encore controversée, certaines études démontrent leur rôle à la fois dans la mise en place 

d’une réponse immune et dans le maintien de la tolérance hépatique. Il a par exemple été 

démontré dans des travaux in vitro que les HSC de souris activées régulaient l’activation T par 

des mécanismes dépendant de PD-L1 ou du récepteur de mort TRAIL (tumor-necrosis-factor 

related apoptosis inducing ligand) (Yu et al., 2004; Yang et al., 2010), ou indirectement, par 

l’expansion spécifique de LTRegs CD4+ CD25+ Foxp3+ (Jiang et al., 2008). Cependant il a été 

également montré que les HSC permettaient la mise en place de réponses immunitaires 

effectrices en induisant, par la production d’IL-15, la prolifération de cellules NKT résidentes 

du foie et l’activation des LT CD8+ par présentation croisée (Winau et al., 2007). 

2.2.4. Activation et tolérisation lymphocytaire dans le foie 

Le foie est donc un organe riche en cellules présentatrices d’antigènes. Étant hautement 

perfusé, à la fois par le système porte et l’artère hépatique, il est également continuellement 

exposé à un transit important de lymphocytes T circulants et d’antigènes alimentaires et 

bactériens. Néanmoins, le foie est aujourd’hui bien décrit comme naturellement orienté vers 

un profil tolérogène. Dans cette partie seront discutés les mécanismes immunologiques 

spécifiques au foie, liés à l’activation T et aboutissant à cet état de tolérance caractérisant 

l’organe.   

a- Le foie, un organe lymphoïde secondaire ? 

La présence d’une grande diversité de cellules capables de présenter des antigènes au sein du 

foie, ainsi que son architecture vasculaire particulière ont rapidement soulevé la question 

d’une potentielle activation T intra-hépatique à une époque où le dogme de l’activation 

lymphocytaire était centré sur les organes lymphoïdes secondaires.  

La microscopie a largement contribué à mettre en évidence des interactions directes entre 

lymphocytes circulants et cellules présentatrices d’antigènes au sein du foie. Ando et 

collaborateurs furent les premiers à décrire de telles interactions par des observations 

histopathologiques, dans un modèle de souris exprimant un antigène de l’HBV (hepatitis B 

virus ou virus de l’hépatite B) à la membrane des cellules parenchymateuses (incluant les 

hépatocytes). Ils notèrent que dans ce modèle l’injection de LT CD8+ cytotoxiques spécifiques 
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de l’HBV induisait des dommages tissulaires important au niveau du foie mais pas dans 

d’autres organes (Ando et al., 1994). L’hypothèse avancée est que la barrière endothéliale 

sinusoïdale, par ses fenestrations, permet un contact entre hépatocytes infectés et LT CD8+ 

cytotoxiques. Cette hypothèse sera confirmée en 2006 par microscopie électronique (Warren 

et al., 2006). Il faudra attendre 10 ans pour ensuite visualiser de telles interactions chez 

l’animal vivant, par microscopie intravitale, en ajoutant un contexte de spécificité antigénique 

(HBV) confirmant ainsi la possibilité d’une activation T intra-hépatique (Guidotti et al., 2015). 

Des travaux ont également démontré que des hépatocytes isolés de souris C57Bl/6 (sur fond 

génétique H-2b) induisaient l’activation de LT CD8+ spécifiques de la molécule de CMH 

allogénique H-2Kb (LT CD8+
 Des-TCR) in vitro mais que l’absence de signaux de costimulations 

conduisait à leur « mort pas négligence » (Bertolino et al., 1998). Des résultats similaires sont 

obtenus après injection de LT CD8+
 Des-TCR dans des souris exprimant la molécule de CMH 

allogénique H-2Kb dans le foie (souris transgénique Met-Kb). Dans ce modèle, les LT CD8+
 Des-

TCR sont retrouvés dans le foie dans les minutes suivants l’injection, acquièrent un phénotype 

activé dans les 2 heures suivantes (CD69+) avant d’être retrouvées en périphérie, confirmant 

l’activation T intra-hépatique (Bertolino et al., 2001). 

De nombreuses études, qu’il serait trop long de développer dans ce manuscrit, confirment 

l’activation potentielle de LT par les hépatocytes et autres CPA hépatiques, et conduisent 

aujourd’hui à envisager le foie comme un organe lymphoïde secondaire.  

b- Devenir des lymphocytes T activés dans le foie 

Néanmoins, l’activation T n’est que la première étape dans la mise en place de la réponse 

immunitaire. Ainsi, de nombreuses observations faites chez l’homme et l’animal suggèrent 

l’incapacité du foie à induire une réponse immune efficace. Les résultats de Bertolino et 

collaborateurs mentionnés un peu plus haut démontrent la capacité des hépatocytes à induire 

une activation des LT CD8+ in vitro mais pas leur survie. Cela va dans le sens d’observations 

préalablement effectuées dans différents modèles murins de tolérance hépatique 

(transplantation et infection chronique principalement) qui décrivent le foie comme un 

« cimetière » à LT (Qian et al., 1997; Nuti et al., 1998). Les infections chroniques aux HBV et 

HCV (hepatitis C virus ou virus de l’hépatite C) soulèvent également la question de l’efficacité 

de la réponse immune hépatique : cette chronicité est-elle due à des mécanismes évolutifs, 
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propres au virus, permettant son échappement immunitaire ? Ou est-elle le résultat d’une 

réponse immune incomplète et/ou inefficace au sein du foie ?   

Il a en effet été démontré chez des patients atteints d’hépatites chroniques au HCV que les LT 

CD8+ spécifiques d’antigènes HCV retrouvés au niveau du foie présentaient un phénotype 

d’épuisement (cf. partie 1.2.3.b-), par la faible expression du récepteur à l’IL-7 (CD127) et par 

la surexpression du récepteur inhibiteur PD1 (Radziewicz et al., 2007). Des études sur le HCV 

et le HIV chez l’homme, ainsi que sur le LCVM chez la souris ont de plus montré que les LT 

CD8+ présentant un tel phénotype sont incapables de sécréter des cytokines pro-

inflammatoires de type IL-2 ou IFN-γ (interféron γ) (Gruener et al., 2001; Barber et al., 2006; 

Day et al., 2006). Les infections chroniques au HCV sont également caractérisées par une faible 

réponse CD4+ (Wedemeyer et al., 2002) associée à une production d’IL-10 (Godkin et al., 

2001). Ce défaut de réponse CD4 est une caractéristique commune des infections chroniques 

du foie et résulte de l’incapacité des LT CD4+ à reconnaître les antigènes hépatocellulaires 

(présentés uniquement par les molécules de CMH-I à la surface des hépatocytes) en absence 

de présentation par des CPA professionnelles. Cela conduit à un défaut de signaux helper, 

apportés normalement par les populations auxiliaires de lymphocytes CD4+, induisant une 

activation incomplète des LT CD8+ (Wuensch et al., 2010) ou une génération défectueuse de 

LT CD8+ mémoires (Janssen et al., 2005). Les LT CD4+ auxiliaires contribuent également à la 

mise en place d’un environnement inflammatoire par sécrétion de quantité importante 

d’IL-2. Ainsi, l’hyporéactivité CD4 dans la réponse immunitaire cellulaire hépatique semble 

être un élément d’importance dans l’établissement de la chronicité des pathologies 

infectieuses hépatiques.  

L’un des mécanismes clés dans la mise en place de l’épuisement T au sein du foie se base sur 

l’interaction inhibitrice PD1/PD-L1. En effet, comme mentionné au-dessus, un grand nombre 

de cellules du foie capable de présenter les antigènes (hépatocytes, LSEC, KC) expriment 

également la molécule inhibitrice PD-L1 (Diehl et al., 2007; Iwai et al., 2003; Mühlbauer et al., 

2006). En ce sens, il a été démontré que des souris déficientes en PD-L1 sont plus à même de 

développer une hépatite auto-immune médiée par les LT CD8+ (Dong et al., 2004). Chez 

l’homme, l’expression de PD-L1 par les hépatocytes péri-tumoraux est également associée à 

un mauvais pronostic de carcinome hépatocellulaire (Dai et al., 2017), confirmant l’implication 

de la voie PD1/PD-L1 dans l’inhibition de la réponse immunitaire hépatique. D’autres ligands 
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de récepteurs inhibiteurs tels que Gal9 (Galectine-9) ou CTLA-4 sont exprimés, dans certaines 

conditions, par les cellules non-parenchymateuses hépatiques et pourraient intervenir dans 

la mise en place de l’épuisement lymphocytaire.  

L’environnement cytokinique hépatique, largement orienté vers un profil anti-inflammatoire 

(TGF-β, IL-10, IL-27), ainsi que la présence de lymphocytes T régulateurs dans le 

microenvironnement hépatique joue également un rôle dans la tolérisation des lymphocytes 

T et l’induction de la tolérance hépatique.  

c- Les lymphocytes régulateurs dans l’induction de tolérance hépatique et systémique 

Si la tolérisation des lymphocytes T spécifiques d’antigènes initiée dans le foie semble être 

l’un des mécanismes clés dans la mise en place d’une tolérance systémique, d’autres résultats 

suggèrent l’implication majeure des lymphocytes régulateurs dans ce processus.  Des travaux 

de transplantation hépatique menés chez la souris ont permis de mettre en évidence une 

augmentation de l’abondance de LTRegs CD4+ CD25+ Foxp3+ CTLA-4+ dans le foie greffé et la 

rate du receveur après la transplantation, et que la délétion de ces cellules avec un anti-CD25 

déplétant induisait un rejet aigu du greffon (Li et al., 2006). Ces résultats démontrent 

l’implication des LTRegs dans les processus de tolérisation hépatique, et par extension, de 

tolérisation systémique. En clinique, il a été démontré en 2008 par deux équipes que la 

tolérance opérationnelle observée en transplantation hépatique était associée à un 

enrichissement de LTRegs CD4+ au niveau hépatique (Li et al., 2008) et en périphérie (Pons et 

al., 2008).  

Les CPA hépatiques, majoritairement orientées vers un profil tolérogène, jouent un rôle 

important dans la différentiation des LT CD4+ en LTRegs. En ce sens, il a été démontré par des 

travaux in vitro que les LSEC sont capables d’induire efficacement la différentiation TGF-β-

dépendante de LT CD4+ périphériques en LTRegs CD4+ CD25+ Foxp3+ conventionnels, pourvu de 

capacités suppressives démontrées in vivo dans un modèle d’EAE (experimental autoimmune 

encephalomyelitis) (Carambia et al., 2014) mais également en LTRegs CD4+ non-conventionnels, 

nommés « TLSEC » (CD25low Foxp3-) dotés de propriétés immunorégulatrices démontrées in 

vivo dans un modèle d’hépatite auto-immune (Kruse et al., 2009). Les KC sont également 

capables d’induire in vivo une différentiation de LT CD4+ en LTregs CD4+ CD25+ Foxp3+ 

sécréteurs d’IL-10 (Heymann et al., 2015). Il en est de même pour les HSC qui, malgré leur 
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capacité de présentation controversée, ont également été démontré comme capable 

d’induire la différentiation in vitro de LT CD4+ en LTRegs CD4+ Foxp3+ en présence de DC et de 

TGF-β (Dunham et al., 2013).  

Enfin, l’implication des lymphocytes régulateurs dans la mise en place d’une tolérance 

systémique envers un antigène hépatocellulaire a également été démontrée empiriquement 

dans des modèles murins ou l’expression d’un antigène est forcée au niveau hépatique par 

thérapie génique. Dans ces modèles, qui seront développées ci-dessous, l’expression d’une 

protéine étrangère spécifiquement à la surface des hépatocytes permet d’induire sa tolérance 

à l’échelle systémique, tolérance souvent reliée à l’expansion dans le foie et/ou en périphérie, 

de lymphocytes régulateurs. 

2.2. Thérapie génique dans le foie 

2.2.1. Généralités 

La thérapie génique est une stratégie thérapeutique moderne, dont les premiers succès virent 

le jour au début des années 2000, visant à insérer du matériel génétique dans les cellules ou 

les tissus d’un individu afin de traiter une maladie. Si à ses commencements, cette approche 

était principalement destinée à traiter des maladies monogéniques héréditaires par 

remplacement du gène défectueux, l’effort de recherche dans ce domaine permet aujourd’hui 

son application à de nombreuses situations pathologiques incluant par exemple les cancers 

ainsi que les maladies infectieuses, cardiovasculaires et neurologiques. Les vecteurs viraux, de 

par leurs propriétés infectieuses, sont vite devenus les acteurs principaux permettant de 

véhiculer du matériel génétique dans des cellules. Même s’il serait trop long de détailler ici 

l’ensemble des vecteurs viraux utilisés en thérapie génique, il convient quand même de citer 

les principaux utilisés aujourd’hui à travers le monde à savoir les adénovirus, les lentivirus, les 

rétrovirus et les AAV (adeno-associated virus ou virus adéno-associés) représentant à eux 

seuls plus de 50% des essais cliniques de thérapies géniques lancés entre 1997 et 2019 

(source : The Journal of Gene Medicine, Gene Therapy Clinical Trials Worldwide - 

http://www.abedia.com/wiley). Aujourd’hui, les avancées technologiques permettent une 

ingénierie importante des vecteurs viraux, assurant un contrôle sur leur tropisme, leur 

caractère intégratif ainsi que leur immunogénicité. 
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Pour plus d’informations, deux très bonnes revues parues récemment font états des différents 

vecteurs utilisés en thérapie génique (Lundstrom, 2018) et des multiples essais cliniques de 

thérapies géniques depuis ses débuts à aujourd’hui (Ma et al., 2020). 

2.2.2. La thérapie génique dans le foie pour le traitement des maladies héréditaires et 

auto-immunes 

a- Le foie, un organe de choix pour la thérapie génique 

Le foie est rapidement devenu une cible de choix pour la thérapie génique, particulièrement 

dans le traitement de maladies héréditaires et auto-immunes, de par ses propriétés 

tolérogènes développées plus haut, mais également anatomophysiologiques. En effet, de par 

son haut degré de perfusion et son endothelium fenestré, le foie est particulièrement 

susceptible de capter des vecteurs viraux administrés par voie veineuse. De plus, les 

hépatocytes sont des cellules quiescentes et présentent une durée de vie importante allant 

de 5 à 12 mois, ce qui représente un atout pour les thérapies non-intégratives dont la 

pérennité est mise en cause par la mort ou la prolifération des cellules infectées. Ainsi, la 

thérapie génique dans le foie est capable de répondre à deux problèmes majeurs caractérisant 

ces conditions pathologiques. Premièrement, le remplacement d’un gène défectueux lié à une 

maladie héréditaire monogénique permet, en fonction de l’efficacité du transfert de gène, un 

bénéfice thérapeutique important par production de la protéine manquante. Deuxièmement, 

et c’est ce qui donne tout son intérêt au foie, l’expression d’une protéine au niveau hépatique 

permet d’induire sa tolérance à l’échelle systémique. Cela se révèle particulièrement 

intéressant dans le cas de maladies héréditaires caractérisées par une déficience protéique 

totale. Dans ce contexte, l’organisme développera une réponse immune envers cette 

protéine, limitant les ouvertures thérapeutiques (Herzog et al., 2001; Zhang et al., 2007). Cette 

stratégie permet également de rétablir un état de tolérance envers un autoantigène dans le 

cas de maladies auto-immunes. L’enjeu majeur de la thérapie génique dans le foie est de 

mettre au point des protocoles permettant un transfert de gène efficace, ciblant 

spécifiquement les hépatocytes, sans déclenchement de réponse immune délétère pour 

l’induction de la tolérance hépatique (LoDuca et al., 2009). 
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b- Les vecteurs AAV pour la thérapie génique dans le foie 

Le développement récent de l’ingénierie virale des virus adéno-associés (AAV) a grandement 

facilité la mise en place de tels protocoles. En effet, les AAV sont des virus naturellement 

dépendants de la présence de virus helper, et n’induisent que de faibles réponses 

immunitaires contrairement, par exemple, aux adénovirus (Shirley et al., 2020; Zaiss and 

Muruve, 2008). Cela s’explique en partie par leur inefficacité à infecter les CPA 

professionnelles (Jooss et al., 1998). Les vecteurs AAV recombinants utilisés en thérapie 

génique sont composés d’une capside virale icosaédrique qui contient le matériel génétique, 

à savoir, le gène thérapeutique d’intérêt et son promoteur (Figure 12). L’une des principales 

barrières à l’utilisation des vecteurs AAV est la capacité d’encapsidation maximale limitée à 

5kb (reflet de la taille du génome du virus naturel), limitant les possibilités d’insertion de 

certain gène d’intérêt (Wu et al., 2010). 13 sérotypes d’AAV (AAV1 à AAV13) différents ont été 

identifiés chez l’homme, et présentent des tropismes cellulaires et tissulaires variés, 

dépendants de l’expression à leur surface de glycorécepteurs variés (Srivastava, 2016).  

 

Figure 12 : Les vecteurs AAV recombinants en thérapie génique. Les AAV sauvages sont composés d’une capside icosaédrique 
entourant un génome d’ADN simple brin de 4,7kb contenant les gènes rep et cap, respectivement impliqués dans le cycle de 
réplication du virus et dans l’encapsidation. Les AAV recombinants utilisés en thérapies géniques sont vidés du matériel 
génétique d’origine et une séquence maximale de 5kb est insérée contenant un promoteur, le gène d’intérêt et une queue 
poly-A. Figure fournie par Malo Journou (UMR 1089). 
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Le premier à avoir été découvert est logiquement l’AAV2 (Atchison et al., 1965) de par son 

très large tropisme. Si les différents tropismes des vecteurs AAV permettent de préciser les 

organes ciblés lors de la thérapie génique, aucun de ces sérotypes ne présentent un tropisme 

exclusif à un organe.  

Par exemple l’AAV8, utilisé dans les transferts de gène hépatique, présente effectivement un 

tropisme hépatique mais également cardiaque, pancréatique et neurologique. Ainsi, 

l’utilisation de promoteur hépatospécifique tels que les promoteurs mTTR (mouse 

transthyretin) chez la souris, hTTR (human tranthyretin) ou LP1 (liver-specific promoter 1) chez 

l’homme, permettent l’expression du gène transféré exclusivement dans les hépatocytes. Une 

autre limite importante à l’utilisation des vecteurs AAV en clinique est la haute prévalence 

d’une immunité préexistante, due à une forte représentation des AAV sauvages, dirigée 

contre les protéines de la capside. Des études suggèrent en effet que 60% de la population 

mondiale présente des anticorps anti-AAV (Mingozzi and Büning, 2015). Les techniques de 

pseudotypage récemment mises au point permettent de contourner en partie cette limite en 

intégrant le génome d’un AAV (contenant le gène thérapeutique d’intérêt) dans la capside 

d’un AAV de sérotype différent (Burger et al., 2004; Ronzitti et al., 2020). Cela permet à la fois 

un contrôle sur le tropisme du vecteur AAV, mais également sur son immunogénicité, en 

utilisant par exemple des capsides d’AAV naturellement moins représentées (Paulk et al., 

2018). D’autres techniques d’ingénierie moléculaire, dont le but commun est de diminuer 

l’immunogénicité du vecteur, permettent par exemple de muter les épitopes de la capside ou 

d’établir une capside « mosaïque » composés de protéines de différents sérotypes d’AAV 

(Barnes et al., 2019). Malgré ces obstacles, l’AAV est aujourd’hui un outil de choix dans la 

thérapie génique hépatique, et continue de démontrer son efficacité thérapeutique dans des 

modèles animaux mais également en clinique.  

c- Des réussites précliniques aux succès cliniques 

La thérapie génique dans le foie permet d’induire une tolérance systémique envers le produit 

du transgène. Ainsi, son utilisation dans les maladies héréditaires monogéniques et dans les 

maladies auto-immunes a vite été reconnue comme une alternative de choix pour le 

traitement de ces pathologies. Comme mentionné un peu plus haut, la stratégie commune est 

d’induire dans le foie l’expression d’une protéine manquante (maladie héréditaire 
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monogénique) ou non-tolérée par l’organisme (maladie auto-immune) en vue d’induire sa 

production dans un contexte tolérogène. Pour ce faire, de nombreuses constructions virales 

sont utilisées pour permettre l’expression spécifique d’un gène dans les hépatocytes. Ces 

études permettent également de mettre en avant l’implication de cellules régulatrices dans la 

mise en place de la tolérance systémique après transfert de gène dans le foie. Les principaux 

travaux de thérapie génique dans le foie sont résumés dans la Table 4. En pré-clinique, les 

études sont facilitées par l’existence de nombreux modèles de souris associés aux maladies 

héréditaires et maladies auto-immunes chez l’homme.  

Parmi les travaux notables, nous retenons ceux de Lüth et collaborateurs qui démontrèrent 

en 2008 l’intérêt du transfert de gène dans le foie dans un modèle d’EAE, couramment utilisé 

comme modèle neurodégénératif associé à la sclérose en plaque. Dans cette étude, un 

vecteur adénoviral est utilisé pour induire au niveau hépatique l’expression de la MBP (myelin 

basic protein), une protéine impliquée dans les processus de myélinisation du SNC (système 

nerveux central). Ainsi, les souris injectées avec cet adénovirus 15 jours avant l’induction 

d’EAE présenteront des symptômes largement diminués par rapport au groupe contrôle. Ils 

démontrèrent dans un deuxième temps que cette protection est apportée par l’expansion 

d’une population de LTRegs CD4+ CD25+ Foxp3+ MBP-spécifique, reproduisant les résultats 

énoncés ci-dessus lors d’expériences de transferts adoptifs. Néanmoins, peu d’informations 

sont apportées sur la construction du vecteur viral, son hépato-spécificité et son 

immunogénicité (Lüth et al., 2008). Des travaux similaires sont menés quelques années plus 

tard dans un modèle murin de diabète auto-immun de type 1 (souris NOD pour non-obese 

diabetic). Dans ces travaux, l’expression d’un peptide immunodominant de l’insuline est 

forcée au niveau hépatocytaire par l’utilisation d’un vecteur lentiviral sous contrôle du 

promoteur hépato-spécifique ET (enhanced transhyretin). Les souris NOD traitées avec ce 

vecteur présentent des valeurs de glycémie normales dans les semaines suivants l’injection, 

contrairement aux souris contrôles ou traitées avec un vecteur sous promoteur ubiquitaire. 

Dans ce modèle, la tolérance systémique est une fois de plus apportée par l’expansion de 

LTRegs CD4+ CD25+ Foxp3+ malgré la présence de LTEff CD8+ spécifiques de l’insuline dans le foie 

et en périphérie (Akbarpour et al., 2015).
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Espèce Modèle/maladie
Gène d'intérêt 

thérapeutique
Vecteur viral Réponse immune

Cellules régulatrices 

impliquées
Id. essai clinique Référence

Souris EAE MBP Adénovirus NR LTRegs  CD4
+
 CD25

+
 Foxp3

+ Lüth, 2008

Souris Diabète de type 1 Insuline Lentivirus
LTeff CD8+ 

Ag-spécifique 
LTRegs  CD4

+
 CD25

+
 Foxp3

+ Akbarpour, 2015

Souris Maladie de pompe GAA AAV NR NR
Colella, 2019

Salabarria, 2020

Souris Maladie de Niemann-Pick ASM AAV Absence de réponse humorale  NR Passini, 2007

Souris Syndrome de Crigler-Najjar UGT1A1 AAV NR NR Greig, 2018

Souris Hémophilie B FIX AAV Absence de réponse humorale  LTRegs  CD4+ CD25+ Foxp3+ GITR+ Drobrzynski, 2006

Souris Hémophilie B FIX AAV
Neutralise immunité

 préexistante anti-FIX
Cellules Foxp3+ régulatrices Markusic, 2013

Chien Hémophilie B FIX AAV NR NR Niemeyer, 2008

Homme Maladie de pompe GAA AAV NR NR NCT03533673 (en cours) Bond, 2019

Homme Hémophilie B FIX scAAV
Légère, corrigée par court 

traitement prédnisolone
NR NCT00979238 Nathwani, 2014

Homme Syndrome de Crigler-Najjar UGT1A1 AAV NR NR NCT03466463 (en cours) Aronson, 2019
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Table 4 : Principales études pré-cliniques et cliniques de thérapie génique dans le foie. NR : non renseigné ; EAE : experimental autoimmune encephalomyelitis ; MBP : myelin basic protein ; GAA : acid alpha-
glucosidase ; ASM : acid sphingomyelinase ; UGT1A1 : UDP-glucuronosyltransferase 1 polypeptide A1 ; FIX : factor IX ; scAAV : self-complementary AAV. 
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On ne saurait rendre compte de la portée thérapeutique de la thérapie génique dans le foie 

sans mentionner le cas de l’hémophilie B, et la réussite clinique associée. L’hémophilie est une 

maladie génétique le plus souvent héréditaire, lié à un déficit en protéines de coagulations 

aboutissant à des saignements incontrôlés par défaut de coagulation. On distingue 3 formes 

d’hémophilie selon le facteur de coagulation touché : l’hémophilie A, la plus fréquente, lié à 

un déficit en facteur VIII ; l’hémophilie B, plus rare, liée à un déficit en facteur IX ; et 

l’hémophilie C, très rare, lié à un déficit en facteur XI. Si cette maladie est à l’étude depuis plus 

de 40 ans, la thérapie génique ne fit son apparition dans son traitement qu’au début du 

XXIème siècle. En effet les premières thérapeutiques utilisées pour soigner cette maladie 

consistaient en l’injection prophylactique de facteur de coagulation par voie générale. 

Néanmoins, les patients s’immunisaient rapidement envers ces protéines inconnues à leur 

organisme (Franchini and Mannucci, 2012). L’hémophilie fût rapidement propulsée au centre 

des recherches en thérapie génique dans le foie due à son caractère monogénique, mais 

également car les facteurs de coagulations sont normalement synthétisés dans le foie. De plus, 

l’observation clinique de patients présentant une forme modérée d’hémophilie (>13% de 

facteurs de coagulations circulant contre <1% dans les formes graves) permis de mettre en 

évidence qu’une faible proportion de facteurs de coagulation circulants suffit à drastiquement 

contrôler les épisodes de saignements (Den Uijl et al., 2011). La conséquence à cela est qu’une 

thérapie modérément efficace pourrait théoriquement suffire à diminuer les symptômes et 

améliorer le confort de vie des patients hémophiles.  

Au même titre que pour le diabète et l’EAE présentés un peu plus haut, le traitement par 

thérapie génique de souris avec des AAV codant pour le FIX a vite présenté des résultats très 

encourageants. Drobrzynski et collaborateurs démontrèrent que des souris 

immunocompétentes injectées avec un AAV codant pour le FIX humain, sous contrôle d’un 

promoteur hépato-spécifique (ApoE-hAAT), ne déclenchaient pas de réponse immunitaire 

envers le FIX, même après un challenge avec un adénovirus immunogène codant pour le FIX 

humain. Des expériences de transferts adoptifs de LTRegs CD4+ CD25+ isolés à partir de la rate 

de ces souris tolérantes dans des souris naïves avant challenge adénoviral reproduisent les 

résultats ci-dessus (Dobrzynski et al., 2006). L’émergence des modèles de souris hémophiles 

permit également d’analyser le bénéfice thérapeutique associé à l’injection d’un AAV hépato-

spécifique codant pour le FIX, une fois de plus relié à l’expansion de cellules régulatrices 
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(Markusic et al., 2010, 2013). Des résultats similaires furent également obtenus chez le chien 

hémophile (Niemeyer et al., 2009).  

Il faudra attendre 2011 pour voir le premier essai clinique de thérapie génique dans 

l’hémophilie B couronné de succès. Dans cette étude, 10 patients atteints d’hémophilie B sont 

injectés avec un vecteur AAV optimisé, sous contrôle d’un promoteur hépato-spécifique, 

portant la séquence du gène du FIX. Une légère augmentation des transaminases hépatiques 

est observée chez les patients quelques semaines après injection du vecteur, contrôlée par un 

court traitement à la prédnisolone. Si cette thérapie ne permet qu’une augmentation de 

seulement 5% de FIX circulant, elle améliore toutefois grandement le pronostic des patients 

hémophiles avec une diminution de près de 90% des épisodes de saignements (Nathwani et 

al., 2011, 2014). Dès lors, et encouragé par ce succès clinique, de nombreux essais cliniques 

se succèdent, optimisant encore un peu plus le vecteur viral et le potentiel thérapeutique, et 

permettant également d’appréhender la réponse immune préexistante dirigée contre les 

capsides AAV chez les patients. Néanmoins, la question de la stabilité de l’expression du FIX 

au niveau hépatique se pose étant donné le caractère non-intégratif de l’AAV et donc de la 

perte d’expression potentielle associée au renouvellement hépatocytaire. Le traitement de 

l’hémophilie B par thérapie génique dans le foie représente aujourd’hui un cas d’école, étudié 

par de très nombreuses équipes à travers le monde, et permet, au-delà du potentiel 

thérapeutique, une meilleure compréhension des mécanismes d’induction de tolérance par 

transfert de gène dans le foie. 

2.2.3. Induction d’une tolérance allogénique par transfert de gène dans le foie, 

perspective en transplantation 

Au vu du succès lié à l’induction de tolérance systémique par transfert de gène dans le foie 

dans les maladies génétiques héréditaires et auto-immunes, son application à d’autres 

contextes pathologiques faisant état d’une rupture de tolérance tels que la transplantation 

fait l’objet d’études récentes menées par notre équipe ainsi que l’équipe australienne de  

P. Bertolino. La stratégie est similaire à celles exposées précédemment et consiste en 

l’induction d’une tolérance allogénique systémique par transfert de gène codant pour des 

alloantigènes dans le foie. Les molécules de CMH-I du donneur représentent des alloantigènes 

de choix car exprimés par l’ensemble des cellules du greffon. Pour faciliter la compréhension 
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des travaux présentés ci-après, le système CMH de la souris et ses différents haplotypes sont 

fournies en Table 5 et Table 6 (Stuart, 2015). 

 

 

 

a- Travaux de l’équipe de P. Bertolino  

La première étude de Bertolino et collaborateurs (Cunningham et al., 2013) se portent sur 

l’induction d’une tolérance allogénique par transfert de gène codant pour la molécule de 

CMH-I allogénique H-2Kb au niveau hépatique, grâce à un vecteur AAV recombinant pourvu 

d’un promoteur hépato-spécifique (AAV2/8-ApoE-hAAT H-2Kb résumé à AAV Kb). Dans ces 

travaux, les souris B10.BR (H-2k) injectées avec l’AAV Kb expriment stablement la molécule H-

2Kb au niveau hépatocytaire uniquement, sans dommage tissulaire apparent, et tolèrent une 

greffe de peau présentant la molécule de CMH allogénique H-2Kb dans un contexte H-2k 

(souris 178.3 - modèle « single mismatched ») mais pas une greffe de peau ou une greffe 

cardiaque allogénique provenant de souris C57Bl/6 (H-2b - modèle « fully allogeneic »).  

Souche H-2 haplotype H-2K H-2D H-2L H-2A α H-2A β H-2Eα H-2Eβ

C57Bl/6

C57Bl/10

C57L

LP1 129

H-2 b Kb Db / Aαb Aβb / Eβb

Balb/c

DBA/2

NZB

SEA

H-2 d Kd Dd Ld Aαd Aβd Eαd Eβd

C3H

CBA

B10.BR

C57BR

H-2 k Kk Dk / Aαk Aβk Eαk Eβk

Table 6 : Les haplotypes H2 des différentes souches de souris utilisées au laboratoire. / : délété, non fonctionnel ou indéterminé. 

 

Complexe

Classe du CMH

Région K A E

Produit du gène H-2K H-2D H-2L
Aα 

Aβ

Eα

Eβ
Protéines C' TNF-α/β

D

I II III

S

CMH

Table 5 : Le complexe d’histocompatibilité murin ou système H2. Protéines C’ : protéines du complément. 
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Ils démontrent également que cette induction de tolérance est dépendante de la quantité de 

vecteur injecté, et qu’une quantité sous-optimale (5 106 vgc pour « vector genome copy » 

contre 5 1010 vgc normalement) conduit à un rejet accéléré par immunisation contre le produit 

du transgène à savoir, la molécule de CMH allogénique H-2Kb. Ils mettent ensuite en évidence 

que cette thérapie génique permet d’inhiber une réponse immunitaire mémoire préexistante, 

spécifique de l’alloantigène H-2Kb et que cette tolérance systémique envers H-2Kb est associé 

à un défaut fonctionnel (mais pas quantitatif) des LT CD8+ spécifiques de l’alloantigène. 

Dans une deuxième étude parue plus récemment (Paul-Heng et al., 2018), l’induction de 

tolérance observée précédemment est étendue à un contexte CMH différent (H-2Kd dans  

H-2b) identique à celui de notre étude, sans toutefois démontrer de tolérance envers un 

greffon « fully allogeneic » H-2d. Cette étude se démarque par l’investigation des voies de 

présentation de l’alloantigène transféré à la surface des hépatocytes, en utilisant des vecteurs 

codant pour des molécules de CMH-I (H-2Kb ou H-2Kd) mutées sur les domaines impliqués 

dans leur reconnaissance directe par les LT CD8+ (mutation D227K). Ainsi, ils démontrent que 

la présentation indirecte de peptides issus des molécules de CMH-I allogéniques aux LT CD4+ 

de l’hôte n’est pas suffisante pour induire une tolérance systémique envers le transgène mais 

que l’interaction entre les molécules de CMH-I allogéniques intactes à la surface des 

hépatocytes et les LT CD8+ de l’hôte est quant à elle primordiale. Pour finir, des expériences 

de déplétion de LTRegs CD4+ sont effectuées, sans toutefois démontrer de rupture de la 

tolérance induite par thérapie génique. Ces résultats mettent en avant le rôle de la voie de 

reconnaissance semi-directe (présentée en Figure 3) dans la mise en place de la tolérance 

après transfert de gènes dans le foie et suggèrent l’implication de cellules régulatrices non-

conventionnelles. En ce sens, il est intéressant de constater que cet article met en lumière 

l’expansion d’une population qualifiée d’alloréactive de LT CD8+ PD1+ CD44+ dans le foie des 

souris traitées avec l’AAV H-2Kd sans toutefois y associer de propriétés régulatrices. 

b- Travaux de notre équipe 

Basé sur les travaux de Valentin Le Guen, publiés en 2017 dans Journal of Hepatology :  

 « Alloantigen gene transfer to hepatocytes promotes tolerance to pancreatic islet graft by 

inducing CD8+ regulatory T cells » 
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Mon équipe, menée par le Dr S. Conchon, travaille également sur un modèle d’induction de 

tolérance allogénique en transplantation par transfert de gène. En effet, nous avons 

démontré, dans des travaux concomitants à ceux de P. Bertolino, que le transfert d’une 

molécule de CMH allogénique H-Kd spécifiquement au niveau du foie de souris C57Bl/6 (H-2b) 

à l’aide d’un AAV sous promoteur hépato-spécifique, induit un état de tolérance 

opérationnelle systémique envers ce transgène, transmis à un greffon « fully allogeneic » 

d’îlots pancréatiques provenant de souris Balb/c (H-2d).  

De plus, l’utilisation d’un AAV contrôle (portant une séquence d’ADN non codante) permet 

dans cette étude d’analyser les potentielles réponses immunitaires spécifiquement dirigées 

contre l’AAV en lui-même et non le produit du transgène.  

Figure 13 : Travaux de l’équipe sur l’induction de tolérance allogénique dans le foie par thérapie génique. L’injection d’un vecteur scAAV2/8 codant 
pour la molécule de CMH allogénique H-2Kd induit une tolérance systémique envers le produit du transgène, transmise à un greffon allogénique H-2d. 
Cet état de tolérance systémique est dépendant de l’expansion, dans le foie des souris traitées, d’une population de LTRegs CD8+. Inspiré de la 
présentation du projet de l’équipe pour l’évenement O’tablo organisé par la SFR-santé (https://sfrsante.univ-nantes.fr/evenements-scientifiques/o-
tablo/o-tablo-6-2585843.kjsp?RH=1559729553135). 
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Dans ce modèle, 50% des souris injectées avec le vecteur  

scAAV-H-2Kd présente une normoglycémie stable au long terme, reflet d’un greffon 

pancréatique fonctionnel (Le Guen et al., 2017) (Figure 13). 

Nous avons par la suite démontré que cet état de tolérance systémique était dépendant de la 

voie PD1/PD-L1 et n’était pas rompu par l’injection d’un vecteur adénoviral hautement 

immunogène codant pour H-2Kd. Finalement, nous avons mis en évidence que cette tolérance 

dépendait de l’expansion exclusivement dans le foie de LT CD8+ exprimant les marqueurs  

PD1 et CD44, similairement au LT CD8+ allospécifiques décrit ultérieurement par Bertolino et 

collaborateurs (Paul-Heng et al., 2018). Ces LT CD8+ expriment également fortement les 

chaînes α et β du récepteur à l’IL-2 (respectivement CD25 et CD122), ainsi que les récepteurs 

inhibiteurs CTLA-4, LAG-3 et 2B4 (CD244), les rapprochant ainsi d’un phénotype épuisé 

(Wherry and Kurachi, 2015). Néanmoins, l’expression stable du marqueur d’activation (et de 

homing) CD69 ainsi que du marqueur de prolifération Ki-67 ne vont pas en ce sens. De plus, 

ces cellules présentent un potentiel suppressif démontré aussi bien in vitro, dépendant de la 

sécrétion d’IL-10, que in vivo lors d’expérience de transfert adoptif aboutissant, similairement 

aux souris traitées par thérapie génique, à une tolérance envers un greffon d’îlots 

pancréatiques H-2d. Ensemble, ces résultats permettent d’envisager cette population de LT 

CD8+ comme une nouvelle population de lymphocytes régulateurs, pourvue de fonctions 

suppressives permettant le contrôle des réactions immunitaires liées au rejet de greffe.  

Les intérêts de ces travaux sont multiples et permettent d’appréhender de nouveaux 

mécanismes régulateurs liés aux LTRegs CD8+, une population cellulaire mal définie aujourd’hui, 

mais également d’approfondir le phénomène d’induction de tolérance dans un contexte 

hépatique allogénique, reflétant la condition clinique de patients transplantés. Néanmoins de 

nombreuses interrogations demeurent autour de cette population de LTRegs CD8+ 

nouvellement décrite.  
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Synthèse du projet 

Les travaux de notre équipe s’inscrivent donc à l’interface des problématiques modernes de 

la transplantation, notamment par le développement de thérapies d’induction de tolérance 

alternatives ; et de la compréhension des mécanismes hépatiques permettant la mise en place 

de cette tolérance. Ils permettent également de mettre en lumière l’existence d’une nouvelle 

population de lymphocytes CD8+ régulateurs. 

Mon projet de thèse s’inscrit dans la continuité directe des travaux de l’équipe et se porte sur 

l’approfondissement de la caractérisation de ces LTRegs CD8+ hépatiques murins induits dans 

un contexte allogénique. En effet, comme énoncé en fin d’introduction, de nombreuses 

questions et incertitudes demeurent quant à ses cellules. Comment sont-elles générées dans 

le foie allogénique ? Quelles sont les acteurs impliqués dans leur génération et leur maintien ? 

Quelles sont les bases moléculaires de leurs fonctions suppressives ? Existe-t-il une population 

similaire chez l’homme ? Cette liste n’est bien sûr pas exhaustive mais permet toutefois de 

dresser les objectifs principaux de mon travail de thèse. 

Ainsi, ces objectifs étaient initialement : 

(i) de caractériser de façon transcriptomique et phénotypique cette population de LTRegs CD8+ 

afin de mieux appréhender leurs mécanismes suppressifs et leur génération dans le foie 

allogénique. 

(ii) d’étudier par microscopie le comportement de ces cellules et les interactions potentielles 

avec les acteurs immunitaires hépatiques, présentés en introductions, que l’on sait impliqués 

dans les phénomènes d’induction de tolérance hépatique.  

(iii) de rechercher une population CD8+ régulatrice équivalente chez l’homme, induite dans un 

contexte allogénique hépatique. 

Pour répondre à ces questions pluridisciplinaires, j’ai pu profiter de l’expertise de nombreuses 

personnes et me former aux techniques de microscopie de pointe mais également d’analyse 

transcriptomique. 
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Résultats 

I- Étude des LTRegs CD8+ induit dans un contexte allogénique 

hépatique 

La première partie de mes travaux s’est portée sur l’étude des lymphocytes T CD8+ régulateurs 

présentés un peu plus haut, induits dans le foie de souris après transfert de gène codant pour 

une molécule de CMH allogénique, et repose en grande partie sur son analyse 

transcriptomique. En effet, l’analyse transcriptomique représente une méthodologie de choix 

permettant la caractérisation exhaustive et non-supervisée d’une population cellulaire. De 

plus, la bioinformatique permet aujourd’hui de comparer, par méta-analyse, le transcriptome 

de multiples populations cellulaires analysées indépendamment. Cette analyse, détaillée ci-

dessous, a dans un premier temps permis de mettre en évidence un profil transcriptomique 

bien particulier des LTRegs CD8+ par l’expression différentielle de nombreux gènes. Dans un 

second temps, je me suis particulièrement intéressé au profil d’expression des gènes 

impliquées dans la régulation du système immunitaire afin d’approfondir le caractère 

suppressif de cette population. Enfin, me basant sur le transcriptome des LTRegs CD8+, j’ai pu 

valider et approfondir le phénotype de ces cellules chez la souris et débuter la recherche d’une 

population équivalente chez l’homme, dans une cohorte de patients transplantés hépatiques 

tolérants.  

1- Analyse transcriptomique des LTRegs CD8+ murins 

L’analyse transcriptomique repose sur les techniques de séquençage haut débit permettant 

d’identifier et quantifier un nombre important de transcrits de gènes ou ARN (acide 

ribonucléique). On parle ainsi plus couramment de « RNA-Seq ». Ainsi, le RNA-Seq est une 

technique moderne à l’interface de la biologie cellulaire, moléculaire et de la bioinformatique, 

dont les premières descriptions firent leur apparition dans les journaux scientifiques au milieu 

des années 2000 (Bainbridge et al., 2006; Mortazavi et al., 2008; Nagalakshmi et al., 2008). De 

nos jours, le RNA-Seq est devenu une analyse courante et indispensable dans la 
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caractérisation biologique de type cellulaire avec plus de 17 000 articles apparentés publiés 

entre 2019 et 2020 (source : pubmed). Si le RNA-Seq est aujourd’hui décliné selon de 

nombreuses modalités techniques, la stratégie commune de préparation des échantillons 

peut se résumer à : (i) l’isolation des cellules d’intérêt, (ii) l’extraction de l’ARN, (iii) la retro-

transcription en ADN complémentaire (ADNc), (iv) l’amplification et (v) la fragmentation. Ces 

étapes constituent la préparation de la collection d’ADNc (ou librairie) qui sera ensuite 

séquencée et analysée. S’ensuivent des étapes d’analyses bioinformatiques permettant 

l'alignement des « reads » (résultat du séquençage), le démultiplexage (permettant de 

réattribuer les transcrits analysés à l’échantillon initial), la normalisation des échantillons et 

enfin l’établissement d’une matrice de comptage permettant une analyse quantitative des 

transcriptomes étudiés (Stark et al., 2019). 

1.1. Matériels et méthodes 

La préparation des échantillons pour l’analyse RNA-Seq est détaillée en Figure 14. Brièvement, 

8 souris C57Bl/6 mâles de 7 semaines sont injectées en AAV-H-2Kd ou AAV-Ctrl 3 semaines 

avant le tri cellulaire de 3 populations hépatiques de LT CD8+ :  

(i) Les LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ issus du foie de souris injectées avec l’AAV-H-2Kd (n=8) 

(ii) Les LT CD8+ CD44+ PD1- issus de ces mêmes foies (n=8) 

(iii) Les LT CD8+ CD44+ PD1- issus du foie de souris injectées avec l’AAV-Ctrl (n=8) 

Ces groupes nous assurent une comparaison de lymphocytes présentant un phénotype 

mémoire CD44+ dans un contexte hépatique allogénique (AAV-H-2Kd) ou non (AAV-Ctrl). 

Après marquage membranaire (CD3, CD8, CD44 et PD1), les cellules sont triées (800 cellules 

par condition) à l’aide du FACS ARIA II (BD) en plaque 96 puit dans 5,5µl de tampon de lyse 

TCL avant d’être congelée et envoyée au Broad Institut à Boston, pour le RNA-Seq.  

Le séquençage du transcriptome a été effectué, sur conseil du Broad Institut, selon le 

protocole « SmartSeq2 » optimisé pour les faibles quantités d’ARN (Picelli et al., 2013, 2014). 

L’analyse a ensuite été effectuée au sein de notre équipe en collaboration avec Richard 

Danger. Le contrôle qualité des échantillons nécessaire à toute analyse transcriptomique a 

permis de mettre en évidence la présence de 4 échantillons de mauvaise qualité qui ont été 
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exclues de l’analyse. Dans les échantillons restants, et bien que leur préparation ait été 

effectuée sur 2 jours, aucun effet batch n’a été détecté. 

 

1.2. Profil transcriptomique des LTRegs CD8+ murins 

a- Un transcriptome hautement différentiel 

L’analyse transcriptomique a permis l’identification de près de 10 800 transcrits de gènes dans 

les différentes populations étudiées dont près de 2000 gènes différentiellement exprimés 

entre les LTRegs CD8+ et les populations contrôles (ii) et (iii) a des valeurs seuils classiques 

(log2|FC| >1 ; adj p.value <0,05). De surcroit, aucune expression différentielle significative 

n’est observée entre les groupes contrôles, suggérant que les LT CD8+ CD44+ PD1- hépatiques 
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Figure 14 : Préparation des échantillons pour le RNA-Seq. 3 populations cellulaires sont triées à partir du foie de souris injectées en AAV-H-2Kd 
(n=8) ou AAV-ctrl (n=8) : vert : LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ (AAV-H-2Kd) ; bleu : LT CD8+ CD44+ PD1- (AAV-H-2Kd) ; rouge : LT CD8+ CD44+ PD1- (AAV-Ctrl). 
800 cellules sont déposées par puit en tampon de lyse TCL (5,5µl/puit), la plaque est ensuite congelée et envoyée au Broad Institute à Boston pour 
le RNA-Seq. 
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ne sont pas influencés par l’expression d’un alloantigène au niveau du foie. En accentuant 

d’avantage les valeurs seuils de significativité et d’expression différentielle (log2|FC| >2 ; adj 

p.value < 10-5), nous obtenons une liste restreinte de 147 gènes hautement différentiellement 

exprimée entre LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ et populations CD8 contrôles. Parmi ces 147 gènes, 80 

sont surexprimés dans les LTRegs CD8+ et 67 sous-exprimés (Figure 15). Cette liste restreinte, 

présentée en annexe (Table 7) à la fin de ce manuscrit, constitue un point de départ pertinent 

dans l’analyse de gènes discriminants associés au LTRegs CD8+. Cette première analyse permet 

de mettre en évidence un profil transcriptomique homogène et hautement différentiel des 

LTRegs CD8+ induits dans le foie après transfert de gène codant pour une molécule de CMH 

allogénique, et suggère ainsi un état de différentiation phénotypique et fonctionnelle 

particulier de ces cellules.  

Figure 15 : Analyse transcriptomique des LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ (i) et des deux populations contrôles associées ((ii) et (iii)) à différents degrés 
de seuillages statistiques et d’expressions différentielles. Gauche : seuillage permissif : Log|FC|> 1, adj.p value < 0,05. Droite : seuillage 
stringent : Log|FC| > 2, adj.p value < 10-5. Sont représentés dans les cercles le nombre de gènes différentiellement exprimés à ces différents 
seuillages, entre chaque condition. Une heatmap représentative des profils transcriptomiques est donnée pour chaque seuillage.  
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b- L’analyse transcriptomique pour une meilleure compréhension des mécanismes de 

génération et de régulation des LTRegs CD8+ 

L’analyse transcriptomique nous a également permis de mettre en lumière de nouveaux gènes 

et voies de régulations potentiellement impliquées dans la génération et le caractère 

suppressif des LTRegs CD8+. Basée sur la littérature et les bases de données bioinformatiques 

des gènes impliqués dans la régulation négative du système immunitaire (Gene Ontology : 

GO:0050777), une liste restreinte de 30 gènes différentiellement exprimée entre les LTRegs 

CD8+ et les populations contrôles a été dressée. La heatmap représentative de cette liste ainsi 

que le niveau d’expression moyen de quelques gènes d’intérêts sont données en Figure 16. 

 

Premièrement, la surexpression par les LTRegs CD8+ du gène Pdcd1 codant pour PD1, est un 

élément rassurant, attestant de la qualité de la préparation des échantillons étant donné que 

ceux-ci sont triés sur la présence ou non de ce marqueur. En ce sens, il est également 

intéressant de constater que les gènes codants pour les molécules inhibitrices CTLA-4, Lag3 et 

CD244 (2B4) sont surexprimés dans les LTRegs CD8+, en accord avec le phénotype 

précédemment décrit de ces cellules (Le Guen et al., 2017).  

Figure 16 : Analyse transcriptomique des gènes impliqués dans la régulation négative du système immunitaire. Gauche : heatmap 
représentative du profil transcriptomique des populations LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ (i) et contrôles (ii) et (iii) associé à ces gènes. Droite : violin 
plots représentatifs du niveau d’expression moyen (log2CPM pour « count per millions reads ») des gènes Tox, Entpd1 (codant pour CD39), CD200r 
et Klrd1 (codant pour CD94). * : adj.p val < 0,05 ; ** : adj.p val < 10-5 ; *** : adj.p val < 10-10. 
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Parmi les gènes surexprimés dans les LTRegs CD8+ on retrouve le gène Tox codant la protéine 

du même nom. Tox (Thymocyte selection-associated HMG bOX protein) est un facteur de 

transcription initialement décrit pour son rôle dans le développement des lymphocytes T et 

des cellules NK (Aliahmad et al., 2012). Des études récentes suggèrent également son 

implication dans l’établissement et le maintien d’un phénotype épuisé des LT CD8+ dans des 

contextes d’infections chroniques (LCMV chez la souris, HCV chez l’homme), associée à 

l’expression des récepteurs inhibiteurs PD1, CTLA-4 et Lag3 (Alfei et al., 2019; Khan et al., 

2019). En ce sens, la délétion de Tox dans des cellules T spécifiques d’un antigène viral est 

correlée à la surexpression de gènes associés au caractère effecteur des cellules T (Khan et al., 

2019). Ainsi, Tox semble être un régulateur important de la différentiation des LT CD8+ dans 

des contextes de persistance antigénique et pourrait donc être également indirectement 

impliqué dans les phénomènes d’inductions de tolérance dans le foie, en dirigeant la réponse 

T vers un phénotype épuisé plutôt qu’effecteur. Néanmoins, aucune étude ne permet pour 

l’instant d’associer l’expression de Tox à un phénotype régulateur. En ce sens, il serait 

intéressant d’évaluer notre stratégie d’induction de tolérance allogénique dans le foie des 

souris TOX KO décrites par Alfei et collaborateurs (Alfei et al., 2019). 

La surexpression des récepteurs au CD200 par les LTRegs CD8+ est également très intéressante. 

En effet, la molécule CD200 et ses récepteurs sont aujourd’hui considérés comme un nouveau 

checkpoint inhibiteur et sont de ce fait largement étudiés dans l’immunothérapie pour le 

traitement des cancers (Śledzińska et al., 2015). Ainsi, il a été démontré que les hauts niveaux 

d’expression de CD200 par la tumeur étaient associés à un mauvais pronostic et au 

développement tumoral (Moreaux et al., 2008; Siva et al., 2008). Le blocage de la voie 

CD200/CD200R par l’administration d’anticorps bloquants permet de stopper la croissance 

tumorale dans un modèle de lymphome de Burkitt chez la souris humanisée (Kretz-Rommel 

et al., 2008). En transplantation, la voie CD200/CD200R semble également 

d’importance (même si moins étudiée) : l’injection de CD200Fc permet une survie prolongée 

de greffe de peau allogénique chez la souris naïves, mais pas chez la souris CD200R1 KO 

(Boudakov et al., 2007). Il a également été démontré par des travaux in vitro que des APC 

exprimant CD200 sont capables d’inhiber des LT CD8+ présentant une spécificité antigénique 

par diminution de la production d’IFN-γ et de la mobilisation de la molécule CD107a 

nécessaire à la dégranulation des lymphocytes activés (Misstear et al., 2012). Au vu de ces 
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résultats et de la forte expression des récepteurs au CD200 à la surface des LTRegs CD8+, il serait 

pertinent d’évaluer l’expression de la molécule CD200 à la surface des CPA hépatiques. Cela 

permettrait d’envisager la voie CD200/CD200R comme un nouvel acteur immunomodulateur 

impliqué dans les phénomènes d’induction de tolérance hépatique par inhibition localisée de 

la réponse T CD8 et/ou induction d’une réponse régulatrice CD8. En ce sens, il serait 

intéressant d’étudier la possibilité d’expansion des LTregs CD8+ dans le foie de souris CD200KO 

traitées avec le vecteur scAAV-H-2Kd. 

Les surexpressions des gènes Klrd1 et Klrc1 codant respectivement pour les molécules CD94 

et NKG2A sont également à souligner. Pour rappel, la molécule CD94 est exprimée par les 

cellules NK et quelques sous-types de cellules T CD8+ et sa signalisation requiert sa 

dimérisation avec une molécule de la famille des NKG2. Ainsi, le dimère CD94/NKG2C 

transmettra un signal activateur à la cellule qui le porte alors que le dimère CD94/NKG2A 

transmettra un signal inhibiteur (Borrego et al., 2006). Le ligand des récepteurs de type 

CD94/NKG2 est la molécule de CMH non-conventionnelle de classe I HLA-E chez l’homme, et 

son homologue Qa-1 chez la souris. De nombreuses études suggèrent l’implication de 

populations CD8 régulatrices restreintes à Qa-1 dans le contrôle de l’auto-immunité, via 

l’inhibition des LT CD4+ activés surexprimant Qa-1 (Jiang and Chess, 2000; Hu et al., 2004). Une 

étude menée en 2008 par Chattopadhyay et collaborateurs a également permis de mettre en 

évidence l’implication du dimère CD94/NKG2A dans les phénomènes d’induction de tolérance 

dans la chambre antérieure de l’œil (ou ACAID pour Anterior Chamber-Associated Immune 

Deviation). Dans ces travaux, il est démontré que l’injection d’antigène dans la chambre 

antérieure de l’œil de souris DBA/2J (démunie de molécules CD94 et NKG2A) ne permet pas 

l’induction de tolérance envers l’antigène injecté, normalement médiée par l’expansion de 

LTRegs CD8+ chez les souris contrôles (Chattopadhyay et al., 2008). Néanmoins, ces travaux sont 

à nuancer par le fait que le modèle de souris utilisé (DBA/2J) est initialement décrit dans 

l’étude de pathologies oculaires telles que les glaucomes. Ainsi, l’environnement immunitaire 

oculaire peut être drastiquement modifié, au-delà du simple défaut d’expression des 

molécules CD94 et NKG2A. Ainsi, le couple CD94/NKG2A semble jouer un rôle important dans 

l’induction de certaines populations régulatrices CD8 même si son rôle biologique et les bases 

moléculaires sous-jacentes restent à déterminer. Cet exemple illustre bien l’intérêt de 
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l’analyse transcriptomique dans la caractérisation de populations cellulaires supposément 

hétérogènes, qui semblent au final présenter des propriétés communes. 

L’analyse transcriptomique a également permis de mettre en évidence la surexpression par 

les LTRegs CD8+ du gène Entpd1 codant pour l’enzyme CD39 impliquée dans la régulation des 

niveaux d’ATP circulants et largement décrite comme l’un des mécanismes régulateurs 

majeurs des LTregs conventionnels CD4+ CD25+ Foxp3+ (cf. introduction, partie 1.2.3.a-). De 

nombreuses études décrivent également l’expression de CD39 à la surface de populations de 

lymphocytes CD8 régulateurs, aussi bien chez l’homme que la souris (Vieyra-Lobato et al., 

2018).  Cela confirme la signature régulatrice des LTRegs CD8+ hépatiques murins et suggère 

leur contribution dans l’établissement et le maintien de l’environnement tolérogène 

hépatique dans notre modèle d’induction de tolérance allogénique.  

L’étude du transcriptome permet ainsi de mettre en avant de nouvelles voies potentiellement 

impliquées dans la génération et/ou le caractère régulateur des LTRegs CD8+. Il convient 

néanmoins de valider l’expression protéique associée à ces gènes avant d’approfondir leur 

étude fonctionnelle.  

2- Phénotypage des LTRegs CD8+ murins 

L’étude du transcriptome de nos LTRegs CD8+ et de la littérature associée aux diverses 

populations de LTRegs CD8+ chez la souris nous a permis de dégager un ensemble de marqueurs 

membranaires et intracellulaires pertinents pour l’analyse phénotypique des LTRegs CD8+ 

induits dans le foie de souris après transfert de gène codant pour la molécule de CMH 

allogénique H-2Kd. L’étude a été menée sur 6 souris injectées en AAV-H-2Kd et 6 souris 

injectées en AAV-contrôle. 3 semaines après injection des vecteurs, les souris sont sacrifiées, 

leur foie récolté pour isolation des NPC (non-parenchymal cells) et phénotypage au FACS LSRII. 

Dans la continuité de l’analyse transcriptomique, la comparaison des phénotypes a été 

effectuée sur les 3 populations hépatiques de lymphocytes CD8+ précédemment décrites, 

pour rappel :   

(i) Les LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ issus du foie de souris injectées avec l’AAV-H-2Kd (n=6) 

(ii) Les LT CD8+ CD44+ PD1- issus de ces mêmes foies (n=6) 



79 
 

(iii) Les LT CD8+ CD44+ PD1- issus du foie de souris injectées avec l’AAV-Ctrl (n=8) 

Le phénotypage a pour l’instant été effectué sur 14 marqueurs (dont ceux permettant la 

discrimination des 3 populations), les résultats sont visibles ci-dessous en Figure 17. La 

surexpression des gènes Klrd1 et Entpd1 Les protéines CD94 et CD39 se trouvent bien être 

fortement exprimées par les LTRegs CD8+, confirmant la surexpression des gènes associés 

observée en RNA-seq. On retrouve également une surexpression de la protéine CD27 de la 

famille des récepteurs aux facteurs de nécrose tumorale. La protéine CD27 est principalement 

exprimée par les lymphocytes CD8+ et CD4+ (incluant les LTRegs CD4+ Foxp3+) ainsi que par les 

lymphocytes B mémoires et une faible proportion de cellules NK. Son ligand principal décrit 

est la protéine CD70, exprimée principalement par les APC et les cellules T activées. Si 

l’interaction CD27-CD70 est depuis longtemps associée à la co-activation des cellules T 

(Hintzen et al., 1995), des études plus récentes suggèrent au contraire son rôle dans la 

prolifération, la survie et la potentialisation du caractère suppressif des LTRegs CD4+ Foxp3+ 

(Duggleby et al., 2007; Claus et al., 2012). Néanmoins, très peu d’études font état de 

l’expression de ce marqueur sur des populations de LTRegs CD8+.  

Figure 17 : Phénotypage des LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ (i) et des deux populations contrôles associées (ii) et (iii), isolées à partir de foies de souris 
injectées en scAAV-Ctrl (n=6) ou scAAV-H-2Kd (n=6). Les marqueurs membranaires CD45RC, CD28, CD39, CD127 (IL-7R), CD94, CD27, CD161 et 
intracellulaires GZMA (Granzyme A), Foxp3 et GZMB (Granzyme B) ont été étudiés. Gauche : protocole expérimental et stratégie de gating ; droite : 
histogrammes représentatifs. 



80 
 

Ainsi, cela soulève la question du rôle de l’interaction CD27-CD70 dans la génération et le 

maintien de la population de LTRegs CD8+ hépatiques.  

La sous-expression de la sous-unité  du récepteur à l’IL-7 (ou CD127) observée sur nos LTRegs 

CD8+ est également une caractéristique commune permettant la discrimination des 

lymphocytes régulateurs conventionnels CD4+ Foxp3+ (au même titre par exemple que 

l’expression de CD39) mais également de nombreuses populations régulatrices CD8+  

(Flippe et al., 2019; Yu et al., 2018).  

En ce sens, la faible expression du marqueur CD45RC par les LTRegs CD8+ comparé aux 

populations contrôles est également informative, et confirme un peu plus le profil régulateur 

de ces cellules. La molécule CD45 est une tyrosine phosphatase impliquée dans de multiples 

fonctions biologiques et le niveau d’expression de ces différentes isoformes permet de 

discriminer de nombreuses populations lymphocytaires aussi bien chez l’homme que chez la 

souris. En effet, il a été démontré qu’une forte expression des isoformes CD45RC et CD45RB 

était associé à un profil effecteur aussi bien pour les LT CD4+ (Xystrakis et al., 2004) que pour 

les LT CD8+ (Ordonez et al., 2013). Au contraire, la sous-expression de ces molécules est quant 

à elle reliée au profil régulateur des lymphocytes T impliqués dans le contrôle du rejet de 

greffe (Davies et al., 1999; Guillonneau et al., 2007).  

L’analyse RNA-seq a également mis en avant un profil d’expression particulier des LTRegs CD8+ 

pour les gènes codant des molécules impliquées dans la cytotoxicité, notamment par une 

surexpression de la perforine ainsi que de certains granzymes (données non-montrées). Ainsi, 

si l’analyse du transcriptome permet de mettre en évidence la surexpression du gène GZMA 

(cf. Table 7 en annexe), l’analyse phénotypique complète cette étude et démontre l’existence 

d’une sous-population de LTRegs CD8+ GZMA+. Cette observation est assez singulière car, à ma 

connaissance, il n’existe pas de population de lymphocytes régulateurs décrite pour son 

expression du granzyme A, contrairement au granzyme B (Gondek et al., 2005;  

Li et al., 2012) qui lui ne semble pas du tout exprimé par nos LTRegs CD8+. Il serait maintenant 

pertinent de comparer fonctionnellement les LTRegs CD8+ exprimant ou non le granzyme A afin 

d’évaluer leur suppression, et d’identifier ainsi une potentielle nouvelle voie de régulation par 

cytotoxicité directe. Néanmoins, cela est grandement compliqué par la localisation 

intracytoplasmique de cette molécule. Ainsi, la solution serait d’utiliser un gène rapporteur 
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fluorescent couplé au granzyme A, qui nous permettrait de trier les cellules GZMA+ sans 

altérer leur intégrité. Enfin, l’analyse du phénotype des LTRegs CD8+ a permis de confirmer 

l’absence d’expression du facteur de transcription Foxp3+. 

Par ailleurs, une analyse a également été effectuée sur la rate de ces souris sur un très grand 

nombre de splénocytes (>5M) dans le but de rechercher cette population de LTRegs CD8+ 

jusqu’alors exclusivement retrouvée dans le foie des souris injectées en scAAV-H-2Kd. 

Néanmoins, aucun signal CD8+ CD44+ PD1+ n’est observé aussi bien dans les rates des souris 

contrôles que dans celles des souris injectées en AAV-H-2Kd (données non-montrées). 

Cette étude permet ainsi d’enrichir les travaux précédents de l’équipe (Le Guen, 2017) et le 

phénotype associé aux LTRegs CD8+ (CD8+ CD44+ CD62L-
 CD69+ PD1+ CD122+ CD25+ CD94+ CD39+ 

CD27+ CD127- CD45RClow) induits dans le foie après transfert de gène codant pour la molécule 

de CMH allogénique H-2Kd et souligne un peu plus leur profil régulateur. En effet, en l’absence 

d’un marqueur discriminant tel que Foxp3 pour les LTRegs CD4+ conventionnels, il est très 

important d’enrichir au maximum le phénotype cellulaire des LTRegs CD8+ pour mieux 

appréhender leurs mécanismes d’actions mais également pour faciliter leur comparaison avec 

d’autres populations régulatrices CD8+. Néanmoins, l’analyse phénotypique d’une population 

cellulaire est exclusivement descriptive et nécessite d’être complétée par des études 

fonctionnelles afin de confirmer l’implication de nouveaux marqueurs dans leurs fonctions 

suppressives.  

3- Recherche d’une signature CD8+ régulatrice chez le patient 
transplanté hépatique  

En parallèle de la caractérisation des LTRegs CD8+ hépatiques murins, j’ai également pu débuter 

la recherche d’une population lymphocytaire équivalente chez l’homme. En effet notre 

modèle murin d’induction de tolérance allogénique par transfert de gène dans le foie est un 

modèle se rapprochant de la situation clinique de tolérance opérationnelle d’allogreffe 

hépatique et d’allogreffes combinées (développé en partie 1.2.3.b-). Au vu de l’implication de 

la population régulatrice CD8+ hépatique dans notre modèle murin d’induction de tolérance 

allogénique par transfert de gènes dans le foie, nous avons émis l’hypothèse de l’existence 

d’une population similaire chez des patients tolérants une greffe de foie. Nous avons ainsi 
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débuté la recherche, chez le patient transplanté hépatique, de populations lymphocytaires 

CD8+ présentant une signature phénotypique tolérogène comme marqueur prédictif dans la 

mise en place d’une tolérance opérationnelle après arrêt des traitements 

immunosuppresseurs.  

Dans la continuité de mes travaux, cette signature tolérogène est basée sur la littérature et 

les analyses du transcriptome et du phénotype de la population CD8+ régulatrice induite dans 

un contexte allogénique hépatique présentée un peu plus haut. La principale problématique 

étant que la population de LTRegs CD8+ induite chez la souris après transfert de gènes est 

restreinte au foie et que l’accès à des échantillons de foie de patients transplantés est assez 

complexe. Nous avons donc choisi d’analyser dans un premier temps les PBMC de ces patients. 

Pour ce faire, nous avons accès à des échantillons de PBMC de patients transplantés 

hépatiques intégrés dans l’essai clinique « LIFT » (Liver Immunosuppression Free Trial - 

NCT02498977) mené par le Professeur A. Sanchez Fueyo. Pour résumer, cet essai clinique vise 

à confirmer la pertinence de marqueurs transcriptomiques prédictifs d’un état de tolérance 

opérationnelle permettant d’envisager l’arrêt des traitements immunosuppresseurs chez des 

patients transplantés hépatiques (Vionnet and Sánchez-Fueyo, 2018). Nous avons ainsi 

analysé les PBMC de 16 patients transplantés hépatiques, collectées juste avant arrêt des 

traitements immunosuppresseurs, dont 50% ont finalement présentés une tolérance 

opérationnelle après arrêt des traitements (Figure 18). L’analyse phénotypique des PBMC est 

effectuée au cytomètre de flux sur une quinzaine de marqueurs, similairement à l’analyse du 

phénotype des LTRegs CD8+ hépatiques murins présentée juste au-dessus.  

L’objectif de cette étude est d’analyser la réponse CD8 des patients transplantés pour 

éventuellement mettre en évidence l’enrichissement d’une population présentant une 

signature tolérogène chez les patients tolérants leur allogreffe de foie après arrêt des 

traitements immunosuppresseurs. Les PBMC des patients transplantés sont également 

comparées aux PBMC d’individus sains comme contrôle négatif.
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Ainsi, notre stratégie d’analyse, présentée en Figure 19A, permet l’étude des LT CD8+ vivants, 

en excluant les lymphocytes MAIT (Mucosal-Associated Invariant T cells) CD161+ TCRvα7.2+ 

décrits pour leurs propriétés effectrices et pro-inflammatoires (Godfrey et al., 2019). Les 

résultats de cette analyse sont donnés en Figure 19B. Malgré une analyse optimale des 

différents marqueurs, nous n’avons pas mis en évidence d’enrichissement significatif de sous-

populations CD8+ PD1+ chez les patients tolérants. Ce manque de puissance statistique 

s’explique par une grande hétérogénéité lymphocytaire entre les patients transplantés mais 

également par un effectif réduit par la viabilité de certains échantillons, ne permettant pas 

l’analyse de l’intégralité des marqueurs. 

Ces résultats suggèrent néanmoins que certains patients tolérants présentent une proportion 

plus importante de LT CD8+ PD1+ circulants. Il est intéressant de noter que les LT CD8+ PD1+ 

de ces quelques patients tolérants présentent un profil se rapprochant d’une signature CD8 

régulatrice par la sous-expression du récepteur à l’IL-7 (CD127) et de la molécule de 

costimulation CD28 ; et par la surexpression de CD94, CD27 et des molécules de granzyme A 

Figure 18 : Recherche d’une population CD8+ tolérogène chez des patients transplantés hépatiques (cohorte LIFT) avant arrêt des traitements 
immunosuppresseurs. Environ 1 an après l’arrêt des traitements immunosuppresseurs (IS), le statut de l’allogreffe hépatique est évalué et 50% des 
patients analysés présentent une tolérance opérationnelle envers leur greffon. 
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et B. Il est cependant nécessaire d’accroître l’effectif analysé avant de pouvoir conclure quant 

à l’enrichissement spécifique de cette population chez les patients tolérants.  

 

Figure 19 : Analyse phénotypique des PBMC de patients transplantés hépatiques avant arrêt des traitements immunosuppresseurs. 
(A) Stratégie de gating. (B) Analyse de la co-expression des marqueurs étudiés avec le marqueur PD1. Gauche : dotplot représentatif ; 
Droite : histogrammes synthétisant les résultats de tous les patients analysés. TOL : patients présentant une tolérance opérationnelle 
envers leur greffon hépatique après arrêt des traitements ; NON-TOL : patients ne présentant pas de tolérance opérationnelle envers 
leur greffon après arrêt des traitements (retour à un traitement immunosuppresseur) ; HV : donneurs sains.  
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Figure 18 : suite. 
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Discussion 

1- De la caractérisation des LTRegs CD8+ hépatiques murins à la recherche d’une 

équivalence chez l’homme 

Dans cette première partie de mes résultats de thèse, j’ai présenté l’analyse transcriptomique 

des LTRegs CD8+ induits dans le foie des souris traitées avec l’AAV-H-2Kd
 et l’intérêt de celle-ci 

dans la caractérisation d’une population cellulaire. Cette analyse RNA-seq a permis de mettre 

en évidence un profil transcriptomique hautement différentiel des LTRegs CD8+ associé à la 

surexpression de nombreux gènes impliqués dans la régulation négative du système 

immunitaire (e.g. CD200r, Entpd1 [CD39], Klrd1 [CD94]) mais également dans l’épuisement 

cellulaire (e.g. Tox, Pdcd1 [PD1], Prdm1 [BLIMP-1], Havcr2 [Tim-3]). En ce sens, les LTRegs CD8+ 

induits dans notre modèle se rapprochent grandement d’un phénotype « épuisé », 

notamment par la surexpression de PD1, Tim-3 et des facteurs de transcriptions Tox et BLIMP-

1 (B-lymphocyte-induced Maturation Protein 1) mais également par leur sécrétion d’IL-10 (Yi 

et al., 2010). En ajoutant à cela l’absence de Foxp3 dans ces cellules, le caractère régulateur 

de ces cellules a de nombreuses fois été remis en question. Nous pouvons néanmoins affirmer 

que ces LT CD8+ sont bien régulateurs grâce aux tests fonctionnels effectués, démontrant le 

potentiel suppressif de ces cellules aussi bien in vitro que in vivo (Le Guen et al., 2017). De 

plus, nous développons actuellement un autre test de suppression in vivo (présenté un peu 

plus bas) afin de confirmer les fonctions suppressives de ces cellules dans un modèle différent. 

En associant l’analyse du transcriptome avec des données de la littérature, nous avons 

approfondi la caractérisation phénotypique de ces cellules et précisé leur signature régulatrice 

par la surexpression des marqueurs CD27, CD39, CD94 et la sous-expression des marqueurs 

CD127 et CD45RC. De façon intéressante, l’analyse du phénotype a mis en évidence une sous-

population de LTRegs CD8+ hépatiques murins exprimant fortement le granzyme A, là où le RNA-

seq ne démontre qu’une surexpression globale du gène GZMA. Cela démontre en fait les 

limites du « bulk » RNA-seq (sur cellules totales) qui dresse un profil transcriptomique global 

de la population étudiée contrairement au « single-cell » RNA-seq (sur cellule unique) qui 

permet d’étudier le profil transcriptomique à l’échelle unicellulaire et de mettre en avant 

l’existence de sous-populations cellulaires.  
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Enfin, se basant sur les caractérisations du transcriptome et du phénotype des LTRegs CD8+ 

murins induits dans un contexte hépatique allogénique, nous avons débuté la recherche d’une 

signature CD8 régulatrice similaire dans la situation clinique se rapprochant le plus de notre 

modèle à savoir des patients tolérants leur greffe allogénique de foie. Nous avons eu accès à 

des échantillons de PBMC prélevés chez des patients transplantés hépatiques inclus dans la 

cohorte LIFT (NCT02498977) juste avant l’arrêt des traitements immunosuppresseurs. 

Cependant, le screening phénotypique d’une quinzaine de marqueurs membranaires et 

intracellulaires associés à notre signature régulatrice n’a pas permis de mettre en évidence de 

différences significatives chez les patients qui développeront par la suite une tolérance 

opérationnelle. Une explication possible est que le traitement immunosuppresseur au 

tacrolimus (inhibiteur de la calcineurine bloquant l’activation T - cf. introduction, partie  

1.1.3.b-) suivi pendant près de 10 ans par l’ensemble des patients étudiés a profondément 

remodelé le système immunitaire de ceux-ci. En ce sens, il serait intéressant d’analyser les 

PBMC des patients présentant aujourd’hui une tolérance opérationnelle envers leur greffon 

hépatique après sevrage complet des traitements immunosuppresseurs. Cela peut également 

s’expliquer par un manque de puissance statistique lié au faible nombre d’échantillons 

analysés pour le moment. En effet, l’analyse des marqueurs s’effectue par le biais de 4 panels 

d’anticorps fluorescents dont la combinaison est techniquement limitée par le cytomètre de 

flux utilisé (LSRII - BD). La quantité de cellules analysées par patient est donc divisée par 4. 

Ainsi, nous avons fait le choix pour certains échantillons pauvres en cellules viables de 

n’intégrer qu’un ou deux panels afin de travailler sur une quantité suffisante de cellules. Afin 

de palier à cette contrainte technique, nous pouvons désormais compter sur le nouveau 

cytomètre spectral Aurora (Cytec) installé il y a peu dans notre laboratoire, permettant 

d’augmenter les combinaisons d’anticorps fluorescents jusqu’à 40 au sein d’un même panel 

(Park et al., 2020) et ainsi d’analyser un très grand nombre de marqueurs sur une quantité de 

cellules réduite. Enfin, il se peut également que, à l’instar de notre modèle murin, 

l’enrichissement d’une population CD8 régulatrice soit, chez ces patients, restreint au niveau 

du foie allogénique transplanté. Ainsi, si l’analyse phénotypique des PBMC des patients 

transplantés ne donne pas de résultats probants, il pourra être envisagé d’étudier les LT 

hépatiques de ces patients, à l’échelle transcriptomique en single-cell RNA-seq grâce aux 

biopsies effectuées après arrêt des traitements immunosuppresseurs.  
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Une perspective plus lointaine est aussi de travailler sur l’étude longitudinale d’une cohorte 

rennaise de patients transplantés hépatiques, stables sous immunosuppression, à 1 an et 5 

ans post transplantation, afin de rechercher un enrichissement lymphocytaire associée à 

notre signature CD8 régulatrice. Nous prévoyons également de travailler en collaboration avec 

S. Brouard sur une cohorte de patients tolérants leur greffe de rein en l’absence de 

traitements immunosuppresseurs, afin d’étendre la recherche d’une signature CD8 

régulatrice à un contexte allogénique lié à un autre organe que le foie. 

2- Vers l’expansion des LTRegs CD8+ hépatiques murins 

L’un des principaux obstacles dans l’étude des LTRegs CD8+ hépatiques murins est le très faible 

nombre de cellules que nous pouvons récupérer dans le foie des souris traitées avec  

l’AAV-H-2Kd
 : entre 20 000 et 40 000 cellules par souris. Cela reflète en fait le faible nombre 

global de CD8 résidents dans le foie des souris (autour de 100 000 par foie). Ainsi, la stratégie 

utilisée aujourd’hui consiste à regrouper les LTRegs CD8+ provenant de plusieurs souris 

donneuses, afin de travailler sur un nombre de cellules plus conséquent mais également de 

« miniaturiser » certains protocoles, comme la coculture hépato-lymphocytaire présentée 

plus bas. Néanmoins, cette stratégie qui nous permet de récupérer de 2 à 3.105 LTRegs CD8+ 

sur 10 souris donneuses, présente des limites éthiques liées au grand nombre de souris 

donneuses nécessaire aux diverses manipulations que nous effectuons. Ainsi, il nous apparait 

aujourd’hui indispensable de débuter l’étude de l’expansion ex vivo des LTRegs CD8+ hépatiques 

murins afin d’approfondir leur caractérisation. L’analyse du phénotype et du transcriptome 

des cellules ainsi que des données de la littérature nous permettent d’envisager certains 

protocoles d’expansion.  

Premièrement, la surexpression de la sous-unité α du récepteur à l’IL-2 (CD25) suggère 

l’intérêt de cette cytokine dans l’expansion des LTRegs CD8+ hépatiques murins, comme 

démontré pour les LTRegs CD4+ Foxp3+ conventionnels exprimant eux aussi fortement le CD25 

(Liu et al., 2010; Hippen et al., 2011). De plus, les LTRegs CD8+ hépatiques murins se distinguent, 

contrairement au LTRegs CD4+ CD25+ Foxp3+, par la forte expression de CD122, sous-unité β du 

récepteur à l’IL-2 et à l’IL-15. Cette forte expression de CD122 est une caractéristique 

commune à de nombreuses populations CD8 régulatrices et permet leur expansion et la 

potentialisation de leurs fonctions suppressives en présence d’IL-2 et d’IL-15 (Suzuki et al., 
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2012; Churlaud et al., 2015; Bézie et al., 2018b). Parmi les autres cytokines d’intérêt pour 

l’expansion des LTRegs CD8+, nous retenons également l’IL-27, récemment décrite pour son rôle 

associé aux fonctions suppressives des LTRegs conventionnels. En effet, des injections d’IL-27 

permettent le contrôle de l’EAE dans des souris naïves mais pas dans des souris TRegs
ΔIl27ra  

(Do et al., 2016, 2017), suggérant l’importance de la signalisation IL-27 dans les fonctions 

suppressives des LTRegs. L’analyse transcriptomique de nos cellules a permis de mettre en 

avant une forte expression du récepteur à l’IL-27 bien que similaire aux groupes contrôles 

(données non-montrées). Il serait donc intéressant d’évaluer le potentiel suppressif des LTRegs 

CD8+ hépatiques murins cultivés avec et sans IL-27. 

La question de la stimulation TCR pour l’expansion des LTRegs CD8+ hépatiques murins est 

également d’importance. Nous avons précédemment démontré que ces cellules sous-

expriment le complexe CD3-TCR et ne secrètent de l’IL-10 qu’en présence d’APC syngéniques 

(JAWSII - ATCC® CRL-11904™) présentant la molécule de CMH H-2Kd à leur surface  

(Le Guen et al., 2017), suggérant une clonalité spécifique d’H-2Kd
 (qu’il reste cependant à 

confirmer par des tests de clonalité). Ainsi, il serait intéressant de comparer leur prolifération 

et surtout leur potentiel suppressif après expansion en présence d’agoniste CD3/CD28 

(stimulation polyclonale) ou en présence de JAWSII-H-2Kd (stimulation antigénique). 

La principale difficulté dans l’expansion d’une population cellulaire et surtout d’une 

population régulatrice est de conserver leurs fonctions suppressives après expansion. Il est 

donc impératif de développer des tests suppressifs robustes permettant d’évaluer la 

suppression des LTRegs CD8+. 

3- Mise en place d’un test fonctionnel in vivo pour confirmer le potentiel suppressif 

des LTRegs CD8+  

Nous développons actuellement un test fonctionnel in vivo permettant :  

(i) de confirmer l’induction de tolérance allogénique induite par transfert de gènes dans le 

foie. 

(ii) d’évaluer le potentiel suppressif des LTRegs CD8+ dans un autre modèle que la 

transplantation d’îlots pancréatiques. 
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Il s’agit d’un modèle murin de carcinome hépatocellulaire (ou HCC) induit par l’injection intra-

portale à des souris C57Bl/6 (H-2b) d’une lignée hépatocytaire tumorale murine syngénique 

Hepa1.6 (ATCC® CRL-1830™). Ce modèle tumorale, maitrisé au sein de notre équipe (Gauttier 

et al., 2014), est particulièrement intéressant pour nous car plus aisé à mettre en place que le 

modèle de greffe d’îlots pancréatiques (qui nécessite des souris donneuses). De plus, les 

cellules Hepa1.6 sont facilement cultivables et modifiables : la transduction à l’aide d’un 

lentivirus codant pour H-2Kd sous promoteur ubiquitaire (PGK pour phosphoglycerate kinase) 

permet l’obtention d’une lignée Hepa1.6 H-2Kd stable (sur fond génétique H-2b). Cela permet 

d’enrichir le modèle Hepa1.6 en le portant à l’interface d’un modèle tumorale, de par sa 

facilité de mise en place, et d’un modèle de transplantation, de par le contexte allogénique 

apporté par les Hepa1.6 H-2Kd.  

Nous avons posé l’hypothèse que, dans la continuité du modèle de transplantation d’îlots 

pancréatiques, l’expression de l’alloantigène H-2Kd au niveau hépatique était un critère 

nécessaire au développement tumoral après injection d’Hépa1.6 H-2Kd. Des souris C57Bl/6 

naïves ou traitées au préalable avec le vecteur AAV-H-2Kd sont injectées dans la veine porte 

avec 2,5 106 Hepa1.6 ou Hepa 1.6 H-2Kd. Les souris sont sacrifiées 2 semaines après challenge 

tumoral et la prise tumorale évaluée par la mesure du ratio poids du foie/poids total. 

Figure 20 : Modèle de prise tumorale associée à l’injection de cellules Hepa1.6 et Hepa1.6 H-2Kd. Les cellules Hepa1.6 H-2Kd n’induisent 
d’hépatomes que chez les souris ayant préalablement reçues une injection d’AAV-H-2Kd, exprimant ainsi l’alloantigène au niveau hépatique. 
Gauche: aspect macroscopique des foies des souris après injection des cellules Hepa1.6 et ratio de prise tumorale associée. Droite : évaluation 
de la prise tumorale par la prise de poids du foie. WT : wild type 
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Ainsi, les souris C57Bl/6 naïves présentent bien un fort développement tumoral hépatique 

après injection avec des Hepa1.6 naïfs, comme établit précédemment. Cependant, du fait d’un 

rejet allogénique, aucun développement tumoral n’est observé chez ces souris naïves après 

injection d’Hepa1.6 H-2Kd. Enfin, les souris traitées au préalable avec l’AAV-H-2Kd présentent 

bien un fort développement tumoral après injection d’Hepa1.6 H-2Kd. La prise de la tumeur 

est reflétée par un aspect macroscopique du foie très caractéristique, et une augmentation 

du volume hépatique (Figure 20).  

Bien que ces résultats aillent dans le sens de ceux obtenus dans le modèle de transplantation 

d’îlots pancréatiques, il convient de les contextualiser. En effet, ce modèle tumoral présente 

un caractère allogénique moindre (« single missmatch ») comparé à celui de la greffe d’îlots 

pancréatiques « fully allogeneic », pouvant expliquer le taux de prise tumorale Hepa1.6 H-2Kd 

dans les souris injectées en AAV-H-2Kd largement supérieur (100%) à celui de la prise de greffe 

d’îlots pancréatiques allogéniques (50%) dans ces mêmes souris. De plus ce modèle ne permet 

de conclure qu’à une tolérance hépatique et non systémique envers l’alloantigène.   

Nous souhaitons maintenant enrichir ces résultats par des expériences de transfert adoptif de 

LTRegs CD8+ hépatiques murins simultanément à l’injection des cellules Hepa1.6. L’hypothèse 

que nous posons est que, à l’instar du modèle de transplantation d’îlots pancréatiques 

allogéniques, l’injection i.v. de 2 à 5 105 LTRegs CD8+ hépatiques soit suffisante pour induire une 

prise tumorale allogénique d’Hepa1.6 H-2Kd chez des souris naïves. La condition contrôle est 

représentée par l’injection de LT CD8+ CD44+ PD1- issus de souris également traitées avec 

l’AAV-H-2Kd (Figure 21). Si notre hypothèse s’avère exacte et que les LTRegs CD8+ suffisent 

effectivement à induire une tolérance allogénique envers les cellules Hepa1.6 H-2Kd nous 

disposerons ainsi d’un test fonctionnel in vivo robuste, plus facile à mettre en place que le 

modèle de transplantation d’îlots pancréatiques mais également plus éthique car limitant 

largement le nombre de souris utilisées. Cela permettra également de confirmer le potentiel 

suppressif des LTRegs CD8+ avant et après expansion. À l’heure où je rédige ce manuscrit, nous 

procédons aux premiers essais de transfert adoptif de LTRegs CD8+. 
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Figure 21 : Étude du potentiel suppressif des LTRegs CD8+ hépatiques murins dans le modèle d’hépatocarcinome allogénique induit par 
les cellules Hepa1.6 H-2Kd. Des souris C57Bl/6 naïves sont injectées dans la veine porte avec 2,5 106 Hepa1.6 H-2Kd simultanément à une 
injection i.v. de 2 à 5 105 LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ ou LT CD8+ CD44+ PD1- provenant du foie de souris injectées en AAV-H-2Kd. Les souris sont 
sacrifiées 2 semaines plus tard et la prise tumorale évaluée comme précédemment. 
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II- Caractérisation microscopique des LTRegs CD8+ 

Introduction 

Dans cette seconde partie de mes travaux, je me suis particulièrement intéressé au 

développement d’outils microscopiques permettant l’étude des LTRegs CD8+
 hépatiques murins 

in situ. En effet, comme mentionné dans la synthèse du projet, l’un de mes objectifs de thèse 

est d’étudier le comportement de ces cellules vis-à-vis de leur environnement naturel, à 

savoir, le foie. En effet, nous sommes convaincus que ces cellules, générées dans le foie des 

souris injectées en scAAV-H-2Kd, et impliquées dans l’induction de tolérance systémique, sont 

étroitement liées aux multiples acteurs immunitaires hépatiques (cf. introduction, partie 

2.2.3.). Pour ce faire, j’ai pu travailler en collaboration avec la plate-forme d’expertise 

microscopique Apex (Nantes) dirigée par Laurence Dubreil, mais également avec l’équipe 

Lyonnaise de Marie-Thérèse Charreyre spécialisée dans la production et l’optimisation de 

sondes fluorescentes de dernière génération. L’objectif de ce travail étant de développer une 

approche multimodale permettant le tracking optimisé de cellules immunitaires dans le foie 

de souris. Bien que ces travaux aient été initialement menés sur des LT CD8+ primaires 

spléniques par soucis de disponibilités de cellules, l’objectif final est d’appliquer cette 

méthodologie et ses avancées technologiques à la caractérisation des LTRegs CD8+ in situ. Le 

fruit de ce travail a fait l’objet d’un article transdisciplinaire publié dans Scientific Reports, 

démontrant l’intérêt de la sonde 19K-6H pour le tracking de cellules immunitaires dans le foie 

de souris. Brièvement, l’intérêt de cette sonde fluorescente réside en : (i) son émission dans 

le rouge lointain, permettant de s’affranchir de l’autofluorescence tissulaire (particulièrement 

intense au niveau du foie), (ii) sa haute biocompatibilité assurant l’intégrité des cellules 

primaires marquées, (iii) son internalisation par endocytose conduisant à un marquage brillant 

et stable au cours du temps, (iv) son excitation optimale permettant une analyse multimodale 

des cellules marquées, de la cytométrie en flux à la microscopie biphotonique pour l’analyse 

microscopique en profondeur. Ainsi, cette sonde présente de nombreux intérêts pour 

l’analyse de cellules primaires rares telles que les LTRegs
 CD8+ hépatiques murins. 
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Cet article sera présenté en son intégralité à la suite de cette brève introduction, et fera l’objet 

d’une discussion permettant de remettre ces travaux dans le contexte de mes recherches sur 

les LTRegs CD8+.  
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Article 

Multiscale fluorescence-based tracking of immune cells in the 
liver with a highly biocompatible far-red emitting polymer 
probe.  

 

Publié dans Scientific Reports le 16/10/2020, 

 

Également disponible en ligne :  https://www.nature.com/articles/s41598-020-74621-9
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Supplementary information 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S1. Chemical structure of the 19K-6H polymer probe. Blue : N-
acryloylmorpholine (NAM) units; red: far-red emitting fluorescent units; green:
negatively-charged sodium acrylate units.
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Figure S2. Normalized absorbance (full line) and fluorescence emission (dashed line, lEx = 510nm) 
spectra of the polymer probe in water (ε = 43400 M-1.cm-1 at lAbs max = 504 nm, φ = 0.064).
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Figure S3. Fluorescence confocal spectral microscopy images (objective 63X - lex 561nm) of pCD8 T cells labelled with 19K-

6H probe (20µM, 15-hour incubation). Grey levels (8bits) were color-coded with the 16 colors look-up-table (LUT) from FIJI

software. Collection of fluorescence emissions from 566 to 700nm with 15 steps of 8.9nm. Scale bar : 10µm.
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Figure S4. Fluorescence confocal microscopy images (objective 63X) of proliferating
pCD8 T cells (lex 561nm) from day 1 to day 4 after 15 hours incubation of the 19K-6H
probe (20µM). Grey levels (8bits) were color-coded with the 16 colors look-up-table
(LUT) from FIJI software. Scale bar : 10µm.
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Figure S5. Evolution of 19K-6H labelling on proliferating pCD8 T cells after 15 hours
incubation of the 19K-6H probe. The labelling is monitored by flow cytometry
(em710/50nm) on living cells, n=2. NFI: normalized fluorescence intensity.
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Figure S6. Evolution of pCD8 T cells activation after 15 hours incubation with increasing
concentrations (0.5; 5; 20µM) of 19K-6H probe compared to negative control (w/o 19K-6H). FACS
analysis of 3 activation markers: early marker CD69 (A), late markers CD44 (B) and CD25 (C). The
positive gates are determined thanks to negative control. Representative of 3 experiments.
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Figure S7. pCD8 T cells are incubated 8 hours with 19K-6H probe (10µM) at
37°C or 4°C or in presence of 80µM of Dynasore (37°C) or DMSO (Dynasore
solvent – 37°C) in the culture medium. 19K-6H labelling is evaluated by FACS.
NFI: normalized fluorescence intensity. n=3. Bar : median values.
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Discussion 

1- Vers la caractérisation in situ des LTRegs CD8+ hépatiques murins par microscopie 

Le travail transdisciplinaire présenté ci-dessus nous a permis de mettre en avant l’intérêt de 

la sonde polymère 19K-6H pour le tracking de cellules primaires dans le foie de souris. Comme 

mentionné en introduction, si la démonstration est ici effectuée sur des LT CD8+ primaires 

spléniques par soucis de disponibilité, l’objectif final est bien d’appliquer ces avancées 

technologiques pour la caractérisation des LTRegs CD8+ hépatiques murins. En effet, la 

biocompatibilité de la sonde ainsi que ses propriétés spectrales remarquables en font un outil 

multimodal de choix pour l’imagerie, dans le foie, d’évènements rares. Les premiers essais de 

marquage fluorescent des LTRegs CD8+ hépatiques murins en vue de leur analyse 

microscopique ont été rapidement menés et confrontés encore une fois à la problématique 

du nombre de cellules. En effet, les premières expérimentations visant à investiguer le 

tropisme de LTRegs CD8+ marqués ex vivo avec la sonde 19K-6H avant injection i.v. de 5 104 à 

1,5 105 cellules ont permis, par cytométrie en flux, de confirmer un tropisme hépatique de ces 

cellules, indépendant de l’expression de la molécule de CMH allogénique H-2Kd (données non-

montrées). Néanmoins, le trop faible nombre de cellules injectées (de façon systémique) par 

animal ne nous a pas permis d’en retrouver un nombre interprétable en microscopie 

biphotonique sur coupe épaisse.  

Ainsi, les protocoles d’expansion mentionnés un peu plus haut nous permettrons, après 

validation des fonctions suppressives des cellules expandues, d’envisager les applications in 

vivo pour l’instant limitées par le nombre de cellules. Le modèle Hepa1.6 allogénique pourra 

par exemple être enrichi par un marquage fluorescent 19K-6H extemporané des LTRegs CD8+ 

expandues avant leur injection, permettant la quantification et l’analyse de leur distribution 

dans un foie tumoral ou non par microscopie biphotonique sur coupe épaisse transparisée. Il 

serait également pertinent d’approfondir la caractérisation des interactions potentielles entre 

les LTRegs CD8+ et les autres acteurs immunitaires hépatiques (cf. introduction, partie 2.2.3.). 

Pour ce faire, de nombreux modèles murins, génétiquement modifiés pour exprimer des 

gènes rapporteurs, facilitent l’analyse microscopique de ces populations hépatiques rendues 

fluorescentes (Sierro et al., 2017). Les souris C57Bl/6 CD11c-EYFP (Enhanced Yellow 
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Fluorescent Protein) (Lindquist et al., 2004) et Cx3cr1-EGFP (Enhanced Green Fluorescent 

Protein) (Jung et al., 2000) permettent par exemple un suivi des cellules dendritiques 

hépatiques de par leur fluorescence intrinsèque dans ces modèles. Les souris C57Bl/6 

MacGreen (Csf1r-EGFP) et MacBlue (Csf1r-ECFP pour Enhanced Cyan Fluorescent Protein) ainsi 

que les souris Lys2-EGFP permettent quant à elle d’obtenir des souris dont les cellules de 

Kupffer seront fluorescentes (Faust et al., 2000; Sasmono et al., 2003; Ovchinnikov et al., 

2008). En outre, une stratégie élégante décrite récemment par Heymann et collaborateurs 

permet l’analyse microscopique simultanée des cellules de Kupffer et des cellules 

dendritiques hépatiques (Heymann et al., 2015). Dans cette étude, les souris  

Cx3cr1-EGFP, mentionnées un peu plus haut, sont injectées i.v. avec des billes de latex 

couplées à un fluorochrome rouge. Ces billes de latex vont être phagocytées, entre autres, par 

les cellules de Kupffer qui incorpore la fluorescence rouge associée. Ce modèle permet le 

tracking multivarié en temps réel par microscopie biphotonique sur animal vivant (ou 

intravital TPLSM pour intravital two-photon laser scanning microscopy), des cellules 

dendritiques hépatiques et des cellules de Kupffer. Il serait très intéressant pour nous 

d’associer ce modèle d’analyse microscopique biphotonique multivarié à nos travaux sur la 

caractérisation des LTRegs CD8+, dans le modèle de transplantation d’îlots pancréatiques ou 

tumoral allogénique Hepa1.6 H-2Kd, afin d’étudier les interactions des LTRegs CD8+ avec les 

cellules présentatrices d’antigènes hépatiques que l’on sait impliquées dans la mise en place 

de la tolérance hépatique.  

Néanmoins, ces travaux sont encore une fois limités par le nombre réduit de LTRegs CD8+ et 

reposent ainsi sur l’expansion des cellules ex vivo. C’est pourquoi nous développons 

également en parallèle des stratégies de miniaturisation de protocoles d’expérimentation in 

vitro permettant de poursuivre la caractérisation des LTRegs CD8+ hépatiques murins sur un 

nombre réduit de cellules. 

2- Développement d’un modèle de coculture hépato-lymphocytaire adapté à la 

microscopie 

Bien qu’aujourd’hui non élucidé, il est évident que l’hépatocyte joue un rôle central dans notre 

modèle murin d’induction de tolérance allogénique par transfert de gènes dans le foie. En 

effet, l’hépatocyte est la seule cellule qui exprime la molécule de CMH allogénique H-2Kd après 
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injection du scAAV-H-2Kd dans les souris C57Bl/6. De plus, comme mentionné en introduction, 

les hépatocytes sont capables de présentation directe envers les lymphocytes circulants, au 

travers des fenêtres endothéliales des sinusoïdes hépatiques. Il reste toutefois à déterminer 

le rôle de l’hépatocyte dans la génération et le maintien de la population de LTRegs CD8+ 

hépatiques murins. Pour ce faire, j’ai pu développer durant ma thèse un modèle de coculture 

hépato-lymphocytaire permettant d’étudier, par microscopie, les interactions entre les LTRegs 

CD8+ et les hépatocytes exprimant ou non la molécule de CMH allogénique  

H-2Kd. La principale difficulté associée à ce protocole réside dans la fragilité des hépatocytes 

primaires, compliquant leur isolation et leur culture. Nous avons profité de l’expertise de 

l’équipe du Dr Jean-Pierre Couty (Centre de Recherche des Cordeliers – Paris) dans la culture 

d’hépatocytes primaires. Les hépatocytes primaires sont isolés suivant le protocole décrit par 

Severgnini et collaborateurs (Severgnini et al., 2012). L’étape limitante de ce protocole est liée 

à la digestion enzymatique du foie nécessaire à la dissociation efficace des hépatocytes de la 

matrice hépatique mais aboutissant parfois à mortalité cellulaire importante. Les hépatocytes 

primaires sont ensuite mis en culture en milieu complet (~7,5 104 cellules/cm²), et vont former 

en quelques heures un tapis hépatocytaire adhérent sur lequel pourra être ajouté diverses 

populations lymphocytaires. Ainsi, afin de m’affranchir du nombre réduit de LTRegs CD8+, nous 

sommes parvenus à adapter ce protocole pour de petits volumes permettant 

l’ensemencement de 15 000 hépatocytes primaires exprimant ou non H-2Kd dans des plaques 

Ibidi 18 puits adaptées pour la microscopie (Figure 22).  

Ce modèle de coculture nous permet ainsi d’analyser directement par microscopie, les 

interactions potentielles entre les LTRegs CD8+ hépatiques murins et les hépatocytes exprimant 

ou non l’alloantigène H-2Kd. Ainsi, nous nous sommes dans un premier temps intéressés à 

investiguer l’activation cellulaire des LTRegs CD8+ vis-à-vis d’hépatocytes naïfs ou H-2Kd par 

analyse du flux calcique à l’aide de la sonde fluorescente Fura-2. Brièvement, la sonde 

fluorescente Fura-2 est un outil moléculaire largement démocratisé aujourd’hui qui permet 

l’analyse ratiométrique de la concentration intracellulaire de calcium, reflétant l’état 

d’activation de la cellule (Zanin et al., 2019). Cette sonde permet en outre d’analyser la 

signalisation TCR associé à un relargage de calcium intracellulaire important (Joseph et al., 

2014). 
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Nous avons donc comparé l’activation cellulaire des LTRegs CD8+ et des LT CD8+ CD44+ PD1- 

contrôles sur un tapis hépatocytaire exprimant H-2Kd (la condition du tapis hépatocytaire 

contrôle ayant été sujet à un problème technique lors des acquisitions). Les résultats de cette 

première expérience sont donnés en Figure 23 ci-dessous, et suggèrent que les LTRegs CD8+ 

sont moins à même de s’activer sur un tapis hépatocytaire comparé aux lymphocytes CD8+ 

contrôles. Ces résultats nécessitent toutefois d’être confirmés et comparés avec la coculture 

de lymphocytes CD8 sur un tapis hépatocytaire contrôle afin de pouvoir conclure quant à des 

différences d’activation spécifiquement lié à l’expression de l’alloantigène H-2Kd à la surface 

des hépatocytes.  

Les techniques d’imageries en temps réel telles que celle menée ici permettent de plus 

d’étudier le comportement dynamique des cellules, en analysant par exemple la vitesse 

Figure 22 : Modèle de coculture hépato-lymphocytaire en petit volume, adapté à la microscopie. Les hépatocytes sont isolés à partir de souris 
préalablement injectées en scAAV-H-2Kd, puis ensemencés en Ibidi 18 puits a raison de 15 000 cellules par puits. Les lymphocytes CD8+ régulateurs 
ou contrôles sont marqués à l’aide de la sonde Fura2 permettant l’analyse de l’activation cellulaire, et déposés sur le tapis hépatocytaire H-2Kd. 
L’étude de l’activation cellulaire est effectuée par microscopie champ large et analysée sur le logiciel Metafluor. 
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moyenne des cellules ou encore leur taille, rondeur, trajectoire, etc, permettant de mettre en 

lumière des interactions cellulaires (Flora Ascione et al., 2014; Svensson et al., 2018). Dans la 

présente analyse, aucune différence associée à ces paramètres n’a été démontré. 

Ces premières expérimentations permettent toutefois de valider le modèle de coculture 

hépato-lymphocytaire en petit volume adapté pour la microscopie. En effet, les hépatocytes 

primaires n’ont pas présenté de signes de mortalité évidents durant ces expérimentations 

(e.g. perte d’adhérence, bourgeonnement cellulaire). Il serait toutefois intéressant de 

confronter ce modèle à des durée de cocultures plus importantes afin d’étudier plus finement 

la réponse CD8 envers le tapis hépatocytaire, par exemple par l’analyse de facteurs solubles 

dans le surnageant de culture. 

 

Enfin, ce modèle de coculture pourra être incrémenté d’un troisième acteur immunitaire 

marqué à l’aide de la sonde fluorescente 19K-6H, tel que des LT CD8+ effecteurs spécifiques 

d’H-2Kd, isolés à partir de souris immunisées avec un adénovirus immunogène pour H-2Kd, 

afin d’analyser plus finement le caractère régulateur des LTRegs CD8+. 

Figure 23 : Analyse de l’activation cellulaire des LTRegs CD8+ et des LT CD8+ CD44+ PD1- contrôles sur un tapis hépatocytaire exprimant 
l’alloantigène H-2Kd. L’activation cellulaire est imagée grâce à la sonde fluorescente Fura-2. Le signal ratiométrique associée à la sonde Fura-
2 est analysé sur 20 cellules par conditions et les résultats sont présentés sur le graphique de droite. Les vidéos seront présentées lors de la 
soutenance.  
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Conclusion 
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Conclusion 

Mon travail de thèse s’est porté sur la caractérisation d’une population cellulaire 

nouvellement décrite par mon équipe, de lymphocytes CD8+ régulateurs induits, chez la 

souris, dans un foie rendu allogénique par thérapie génique. En effet, dans ce modèle, 

l’injection d’un scAAV hépatospécifique codant pour la molécule de CMH de classe I H-2Kd 

conduit à une tolérance opérationnelle envers H-2Kd dans des souris H-2b ; tolérance 

transmise à un greffon d’îlots pancréatiques (H-2d) portant cette molécule. Cet état de 

tolérance est permis par l’induction dans le foie d’une population de lymphocytes CD8+ 

régulateurs CD44+ PD1+ secrétant de l’IL-10 (Le Guen et al., 2017). Les objectifs de ma thèse 

étaient centrés sur l’étude de cette population régulatrice, de sa caractérisation 

transcriptomique, à la recherche d’une équivalence chez l’homme, en passant par l’analyse 

microscopique de ses interactions avec son environnement physiologique : le foie.  

L’analyse transcriptomique m’a permis de mettre en évidence un profil hautement différentiel 

des LTRegs CD8+ murins hépatiques et d’envisager certains mécanismes potentiellement 

impliqués dans la génération hépatique de cette population lymphocytaire et de confirmer 

son profil régulateur. Comme mentionné dans mon introduction, les lymphocytes CD8 

régulateurs représentent une population très hétérogène de cellules, dont la caractérisation 

est souvent restreinte à l’analyse de quelques marqueurs phénotypiques. En ce sens, l’étude 

transcriptomique permet une analyse beaucoup plus exhaustive, permettant la comparaison 

de multiples populations cellulaires par le biais de méta-analyse. Basé sur l’analyse du 

transcriptome et de la littérature, j’ai pu ensuite approfondir le phénotype de ces cellules, en 

confirmant un peu plus leur profil régulateur, notamment par l’expression de marqueurs tels 

que CD94 et CD39, ou par la sous-expression de la molécule CD45RC, largement décrit à la 

surface de nombreuses populations CD8 régulatrices. Afin de confirmer le potentiel régulateur 

de ces cellules j’ai également commencé le développement d’un test in vivo, basé sur la prise 

tumorale de cellules allogéniques Hepa1.6, permettant d’évaluer le potentiel suppressif des 

LTRegs CD8+. Nous espérons que ce test permettra, dans la lignée du modèle de transplantation 

d’îlots pancréatiques (bien que plus aisé à mettre en place, et plus éthique par l’utilisation 

d’un nombre réduit de souris), de confirmer les fonctions suppressives des LTRegs CD8+ 

hépatiques murins. 
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Enfin, ces études m’ont permis de débuter la recherche d’une population équivalente chez 

l’homme, dans une cohorte de patients transplantés hépatiques tolérants ou non leur greffon 

après arrêt des traitements immunosuppresseurs. Si l’analyse de leur PBMC n’a pour l’instant 

pas permis de mettre en évidence d’enrichissement spécifique d’une population CD8 

présentant une signature tolérogène, nous prévoyons toutefois d’optimiser cette étude par 

l’utilisation de la cytométrie spectrale, permettant l’analyse d’un nombre considérable de 

marqueurs simultanément. 

En parallèle, j’ai mené des travaux de développements microscopiques dont le but final est de 

caractériser les LTRegs CD8+ vis-à-vis de l’environnement hépatique et des différents acteurs 

immunitaires qui le composent. J’ai dans un premier temps démontré l’intérêt d’une sonde 

polymère fluorescente de dernière génération pour le tracking multimodal de cellules 

primaires dans le foie de souris. Cette étude pluridisciplinaire m’a permis de travailler avec 

des experts de différents domaines, ce qui a été pour moi extrêmement formateur et 

enrichissant. De plus, les résultats originaux tirés de cette étude ont fait l’objet d’un article, 

intégré à ce manuscrit. Nous travaillons maintenant à appliquer cette méthodologie et ces 

avancées technologiques à l’étude des LTRegs CD8+ pour l’instant limitée par la disponibilité de 

ces cellules. Ainsi, comme discuté précédemment, l’étude de l’expansion de ces cellules 

représente également une priorité afin d’assurer la continuité et la pérennité de ce projet.  

Une solution alternative, permettant d’outrepasser la problématique du nombre de cellules 

disponible, est de recréer l’environnement hépatique par des modèles in vitro. Pour ce faire, 

j’ai également mis en place un modèle de coculture hépato-lymphocytaire en petit volume, 

adapté à la microscopie permettant d’analyser les interactions entre les LTRegs CD8+ et les 

hépatocytes exprimant ou non l’alloantigène responsable de leur expansion. Ce modèle a 

pour l’instant permis de démontrer un profil d’activation particulier de ces cellules, et pourra 

à l’avenir être incrémenté par l’ajout de cellules immunitaires hépatiques afin d’analyser plus 

finement les interactions potentielles entre LTRegs CD8+ et CPA hépatiques. 

Ces travaux s’inscrivent dans la caractérisation d’une population CD8 régulatrice, mais 

permettent plus globalement d’approfondir la compréhension des mécanismes d’induction 

de tolérance allogénique hépatique et systémique, qui est aujourd’hui un sujet d’importance 

en transplantation.  
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Annexe 

Table 7 : Liste restreinte des 147 gènes les plus différentiellement exprimés (log2FC >|2|, adj. p. val < 10-5, dans au moins 
une condition) entre les LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ (i) et les LT CD8+ CD44+ PD1- provenant de souris injectées en AAV-H-2Kd (ii) 
ou AAV-ctrl (iii). Sont représentés : le niveau moyen d’expression (Ave. Exp pour average expression) du gène associé à la 
population de LTRegs CD8+ CD44+ PD1+ (i), le log2FC (fold-change) reflet de l’expression différentielle entre deux conditions et 
la p-value associée (adj. P value pour adjusted P value). 

  (i) (i) vs (ii) (i) vs (iii) 
  Ave. Exp logFC adj. P value logFC adj. P value 

2900026A02Rik 4,91 4,34 1,05E-07 3,86 1,11E-08 

A430093F15Rik 3,56 2,37 2,01E-05 2,43 1,61E-06 

AB124611 5,05 -3,15 1,37E-06 -2,69 1,08E-05 

Acot7 6,60 1,83 2,07E-06 2,23 4,44E-08 

Adam8 2,99 5,79 1,47E-05 4,31 9,66E-07 

Adgrg5 5,20 -3,11 1,49E-06 -3,52 1,14E-07 

Arid5a 7,06 -2,24 4,13E-08 -1,94 1,25E-07 

Arl4c 4,99 -2,35 4,13E-08 -2,21 4,04E-08 

Ass1 4,55 -2,41 7,80E-07 -2,06 4,98E-06 

Bzw2 5,42 -2,66 7,16E-08 -2,48 1,04E-07 

C230085N15Rik 4,76 -4,87 4,51E-07 -5,16 1,58E-07 

Car2 3,31 5,74 5,72E-05 6,49 3,61E-06 

Casp3 4,11 3,24 7,16E-08 3,07 1,49E-09 

Ccl3 6,44 2,45 2,90E-06 2,66 2,47E-07 

Ccl4 8,41 1,61 9,62E-05 2,11 1,53E-06 

Ccr7 8,13 -4,82 2,39E-09 -4,39 1,78E-09 

Ccrl2 5,08 2,73 2,14E-07 3,33 2,76E-09 

Cd163l1 1,54 -8,33 1,36E-06 -8,43 1,22E-06 

Cd200r1 4,03 5,24 9,85E-06 4,20 6,01E-08 

Cd200r2 3,37 7,70 1,01E-05 6,29 1,57E-08 

Cd200r4 4,52 3,83 3,65E-07 3,50 1,15E-08 

Cd244 5,74 2,95 2,26E-07 2,82 3,19E-08 

Cd38 4,93 2,30 2,51E-06 1,81 1,51E-06 

Cdk6 6,17 2,30 7,16E-08 2,05 4,06E-08 

Chn2 4,44 4,08 4,45E-05 2,97 5,99E-07 

Chst12 4,78 2,28 5,90E-07 2,71 1,11E-08 

Cmah 5,17 -3,71 1,43E-05 -4,00 3,96E-06 

Ctla4 5,12 1,45 2,22E-03 2,43 4,79E-06 

Ctsc 6,57 1,84 1,37E-06 2,02 9,83E-08 

Cxcr4 4,10 -3,35 3,01E-07 -2,70 5,58E-06 

Dapk2 5,04 2,87 3,66E-07 2,44 7,09E-08 

Dnajc15 5,32 -2,30 3,30E-08 -1,70 1,24E-06 

Dst 1,09 5,01 2,31E-05 4,45 4,03E-06 

Ehd3 5,20 -1,95 6,14E-04 -2,57 9,04E-06 

Eif4enif1 3,98 1,60 4,89E-04 2,03 7,95E-06 

Emb 6,64 -4,21 7,32E-08 -3,70 3,56E-07 
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Enpp1 2,90 3,24 6,37E-05 2,82 4,98E-06 

Entpd1 4,91 2,49 9,68E-06 2,61 3,65E-07 

Epcam 3,37 3,59 5,65E-05 3,20 1,50E-06 

Fgl2 6,10 2,59 3,31E-06 1,57 1,04E-04 

Frmd4a 3,18 2,81 4,45E-05 3,04 9,41E-06 

Gab3 5,24 -2,68 4,13E-08 -2,37 1,13E-07 

Gabarapl1 3,79 2,29 1,59E-05 2,42 2,78E-07 

Gadd45b 6,21 -2,49 3,01E-07 -1,71 3,90E-05 

Glipr2 6,88 -2,25 6,99E-06 -2,27 4,02E-06 

Gm26809 5,98 -2,49 5,90E-07 -2,67 1,13E-07 

Gm45837 6,51 -1,91 2,61E-06 -2,34 6,01E-08 

Gm4956 2,84 3,41 4,39E-06 3,72 4,95E-07 

Gm5424 3,72 -2,53 9,00E-06 -2,28 2,20E-05 

Gm5864 2,29 -4,46 1,78E-06 -4,03 7,91E-06 

Gm9794 8,07 -2,00 2,08E-07 -1,26 7,39E-05 

Gpd2 5,38 2,03 1,47E-05 2,56 1,35E-07 

Gpr18 6,03 -2,38 4,68E-08 -1,81 1,26E-06 

Gpr183 7,00 -2,54 2,96E-08 -2,04 3,26E-07 

Gramd3 7,20 -3,69 7,58E-08 -3,62 6,00E-08 

Gramd4 4,14 -1,89 4,89E-04 -2,47 6,04E-06 

Gxylt1 3,41 2,08 1,51E-04 2,27 6,68E-06 

Gzma 7,67 3,64 2,87E-06 3,05 5,89E-06 

Gzmm 3,54 -4,90 3,66E-06 -4,80 5,46E-06 

Hip1 4,81 2,06 7,88E-06 1,70 4,04E-06 

Hist1h1c 5,98 1,81 1,27E-05 2,59 4,44E-08 

Hmgn1 5,37 -2,11 1,36E-08 -1,67 1,20E-07 

Hs3st3b1 4,13 -2,18 5,90E-07 -2,35 7,34E-08 

Ikzf3 7,15 2,20 2,14E-07 1,15 1,38E-04 

Il18r1 5,10 -2,30 4,35E-06 -2,52 5,85E-07 

Il18rap 5,45 -2,13 8,67E-05 -2,56 4,03E-06 

Il4ra 7,44 -1,82 3,31E-07 -2,19 9,43E-09 

Il6ra 4,24 -3,96 2,01E-06 -4,16 8,50E-07 

Il7r 5,84 -4,13 3,63E-08 -3,94 3,88E-08 

Ildr1 4,01 3,31 9,06E-06 2,47 1,53E-06 

Irf8 5,77 2,48 5,06E-06 2,03 5,80E-06 

Itih5 2,86 7,48 5,64E-07 4,46 4,96E-09 

Kbtbd11 4,83 -3,36 1,93E-06 -3,92 1,13E-07 

Klf2 4,72 -2,31 1,38E-06 -1,77 4,13E-05 

Klf3 5,30 -4,17 9,87E-08 -4,03 1,14E-07 

Klrc1 6,38 2,81 3,40E-06 2,27 6,37E-06 

Lag3 5,60 5,25 5,68E-08 4,78 1,49E-09 

Lat2 4,05 3,76 5,52E-05 3,05 1,26E-06 

Ldlrap1 4,59 -2,61 4,39E-06 -2,57 3,93E-06 

Lef1 5,40 -4,14 7,16E-08 -3,96 9,68E-08 

Litaf 5,81 2,71 5,17E-07 2,79 3,39E-08 

Lrmp 6,51 2,27 7,02E-09 2,18 1,49E-09 
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Ly6c2 7,92 -4,74 7,02E-09 -4,45 8,41E-09 

Map3k8 4,57 -2,68 1,67E-07 -2,62 1,13E-07 

Mmd 4,40 2,65 7,75E-07 2,66 1,77E-08 

Myo1e 3,07 4,31 3,61E-07 3,29 1,77E-08 

Ncf1 3,80 2,42 3,57E-04 2,89 7,15E-06 

Nfkbia 9,61 -2,43 5,41E-09 -1,66 3,26E-07 

Nfkbiz 6,91 -2,10 2,70E-08 -2,03 1,12E-08 

Nme2 6,51 -2,08 5,55E-08 -1,56 1,90E-06 

Nr4a1 7,84 -2,03 3,13E-06 -1,41 2,53E-04 

Nr4a2 7,16 2,74 8,03E-07 3,18 3,39E-08 

Nrp1 4,13 4,09 1,65E-05 4,12 1,08E-06 

Nsg2 3,53 -5,35 1,07E-06 -5,34 1,20E-06 

Osbpl3 5,96 2,95 4,57E-07 2,28 4,44E-07 

Osgin1 5,61 2,44 9,53E-05 2,84 3,64E-06 

Pdcd1 5,32 6,41 1,43E-08 6,38 2,52E-10 

Pdlim1 4,84 -4,19 3,26E-08 -3,75 9,67E-08 

Pdzd2 2,77 3,99 2,32E-06 3,94 2,78E-07 

Pik3ip1 5,52 -2,99 1,07E-06 -2,68 3,97E-06 

Pitpnm2 4,64 2,41 4,81E-05 2,10 5,61E-06 

Plac8 4,79 -3,74 4,05E-08 -3,40 8,13E-08 

Plek 6,11 2,41 5,82E-06 1,57 1,04E-04 

Plekhb2 5,75 2,19 4,68E-06 1,17 4,15E-04 

Prdm1 4,43 1,45 6,91E-04 2,16 5,23E-06 

Prss12 2,30 -7,05 3,13E-06 -6,87 5,49E-06 

Ptger2 2,03 4,68 2,77E-05 3,08 5,55E-06 

Ptpn11 5,17 2,72 2,96E-08 2,40 2,76E-09 

Rabgap1l 6,77 1,95 3,31E-07 2,02 4,80E-08 

Rere 3,85 -2,23 6,46E-07 -1,91 4,04E-06 

Rgs10 5,10 -4,01 1,77E-08 -3,34 1,13E-07 

Rgs16 3,98 4,23 1,41E-04 2,98 3,45E-06 

S1pr1 5,22 -3,83 3,31E-07 -3,73 3,26E-07 

Samsn1 4,77 2,03 4,77E-05 2,25 1,84E-06 

Satb1 6,00 -4,32 5,41E-09 -4,50 1,49E-09 

Sdcbp2 4,12 2,60 1,28E-07 3,52 2,57E-09 

Sell 7,14 -4,22 7,02E-09 -4,02 5,35E-09 

Serpinb6a 5,09 2,49 5,94E-07 2,41 9,07E-08 

Setbp1 3,11 3,61 1,79E-05 3,63 5,38E-06 

Sh3bp5 3,86 -4,33 2,61E-06 -4,55 1,24E-06 

Sidt1 6,36 -2,95 3,89E-07 -3,25 5,03E-08 

Spry2 2,53 2,91 2,55E-05 2,70 2,07E-06 

Srbd1 4,93 2,96 5,77E-08 2,47 1,74E-08 

Srgap3 3,58 4,37 8,14E-06 5,24 9,03E-07 

Ssh2 7,08 -2,22 8,15E-07 -2,31 2,67E-07 

Swap70 2,95 3,51 9,37E-06 3,67 1,61E-06 

Tagln2 7,18 -3,13 5,41E-09 -2,65 1,99E-08 

Tanc1 2,49 -3,77 8,44E-06 -4,42 5,18E-07 
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Tbc1d4 1,77 6,24 4,90E-05 3,97 8,63E-06 

Tcf7 6,37 -3,20 4,18E-07 -3,29 1,55E-07 

Tcrg-C2 6,03 3,24 5,41E-09 3,25 3,92E-10 

Tdrp 3,41 -5,42 1,05E-07 -5,21 1,65E-07 

Tgtp1 5,45 -3,23 7,55E-07 -3,31 3,26E-07 

Tigit 6,17 2,59 1,42E-07 3,40 1,49E-09 

Tmem135 4,17 2,33 9,72E-06 1,92 2,25E-06 

Tnfrsf10b 1,07 -5,81 5,38E-06 -5,07 4,24E-05 

Tnfrsf1b 6,44 2,10 5,16E-07 1,92 2,78E-07 

Tnfrsf26 4,92 -3,19 7,80E-07 -3,22 4,44E-07 

Tnfrsf9 4,23 5,02 4,93E-07 4,90 1,12E-08 

Tox 6,12 3,95 4,34E-12 3,59 1,76E-13 

Treml2 2,96 -6,12 1,57E-06 -5,75 4,61E-06 

Trgv2 3,37 3,39 5,83E-08 3,31 1,49E-09 

Twsg1 1,44 5,07 1,23E-05 4,92 7,29E-07 

Ubash3b 5,51 2,29 4,13E-08 2,42 1,99E-09 

Vipr1 1,57 -5,69 1,44E-05 -5,84 8,67E-06 

Wls 4,67 2,46 1,53E-06 1,70 3,16E-06 

Xdh 5,06 3,41 4,18E-07 2,81 7,34E-08 
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permettant de remplacer les traitements 

immunosuppresseurs néfastes au long 

terme. 

Mon travail de thèse s’est porté sur la 

caractérisation d’une population 
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découverte préalablement par mon équipe, 

induite dans un foie par thérapie génique, et 
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équivalente chez des patients transplantés 
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permettant un tracking multimodale efficace 

de cellules primaires. 
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équivalente chez des patients transplantés 

hépatiques tolérants leur greffon.  

Dans une deuxième partie de mon projet, 
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Abstract : The development of new therapies 

for the induction of allogeneic tolerance is 

today an essential subject of research in 

transplantation, the final objective of which is 

to discover strategies allowing the 

replacement of harmful long term 

immunosuppressive treatments. 

My thesis work focused on the 

characterization of a murine regulatory CD8 

lymphocyte population, previously 

discovered by my team, induced in a liver by 

gene therapy, and involved in the induction of 

systemic tolerance toward an allogeneic 

transplant model. 

The study of the transcriptome and the 

phenotype of these cells allowed me to 

deepen the suppressive mechanisms and the 

hepatic generation of these cells. I was also 

able to start the search for an equivalent 

population in liver transplant patients tolerant 

of their graft. 

In a second part of my project, focused on 

microscopy, I developed a new generation 

fluorescent labeling for the in situ analysis of 

CD8+ TRegs, allowing efficient multimodal 

tracking of primary cells. 


