
UNIVERSITÉ DE NANTES 

FACULTE DE MÉDECINE 

 

 

DÉTERMINATION D’UNE SIGNATURE 

TRANSCRIPTIONNELLE SANGUINE DU DEVENIR À 

LONG TERME DU GREFFON DE PATIENTS RECEVANT 

UNE ALLOGREFFE RÉNALE. 

 

THESE DE DOCTORAT 

École doctorale : CHIMIE-BIOLOGIE 

Discipline : SCIENCES DE LA VIE ET DE LA SANTE 

Spécialité : IMMUNOLOGIE 

 

Présentée  

et soutenue publiquement par 

Christophe BRAUD 

 

le 20 décembre 2007, devant le jury ci-dessous : 

 

Rapporteurs : Eric THERVET ; Professeur ; Paris 

 Alberto SANCHEZ-FUEYO ; Docteur ; Barcelone 

Examinateurs : Dominique BAETEN ; Professeur ; Amsterdam 

 Georges GUELLAEN ; Directeur de recherche ; Paris 

 Jean-Paul SOULILLOU ; Professeur ; Nantes 

Directeur de thèse : Dr. Sophie BROUARD ; Chargé de recherche ; Nantes 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

« Ce n’est pas parce que les choses sont difficiles que nous n’osons pas, c’est 

parce que nous n’osons pas qu’elles sont difficiles » 

Sénèque 

« Le futur appartient à ceux qui croient à la beauté de leurs rêves » 

Eleanor Roosevelt 



  Sommaire 

Sommaire 
 

Sommaire ................................................................................................................................... 3 

Abréviations ............................................................................................................................... 5 

Liste des figures ......................................................................................................................... 6 

Liste des tables ........................................................................................................................... 7 

Avant-propos .............................................................................................................................. 8 

Introduction ............................................................................................................................. 11 

1. Le rejet de greffe..................................................................................................................... 12 
1.1 Le rejet hyperaigu ....................................................................................................................... 14 
1.2 Le rejet aigu ................................................................................................................................. 14 
1.3 Le rejet chronique ....................................................................................................................... 15 

2. La tolérance « opérationnelle » ............................................................................................. 16 

3. Recherche de « Biomarqueurs » ........................................................................................... 21 
3.1. Définition d’un « biomarqueur » ............................................................................................... 21 
3.2. Choix de l’échantillon biologique ............................................................................................... 22 

3.2.1 La biopsie ................................................................................................................................. 22 
3.2.2. L’urine ...................................................................................................................................... 22 
3.2.3. Le sang ..................................................................................................................................... 23 

3.3. « Biomarqueurs » et transplantation rénale ............................................................................. 24 
3.3.1. Biomarqueurs et rejet aigu ........................................................................................................ 24 

3.3.1.1. Spectrométrie de masse ................................................................................................... 24 
3.3.1.2. Puces à ADN ................................................................................................................... 25 

3.3.2. Biomarqueurs et rejet chronique ............................................................................................... 26 
3.3.2.1. Spectrométrie de masse ................................................................................................... 26 
3.3.2.2. Puces à ADN ................................................................................................................... 26 

3.3.3. Biomarqueurs et tolérance « opérationnelle » .......................................................................... 27 

4.  Contexte méthodologique des puces à ADN ......................................................................... 28 
4.1  Introduction ................................................................................................................................. 28 

4.1.1  Historique ................................................................................................................................. 28 
4.1.2  Principe des puces à ADN et analyse du transcriptome ........................................................... 31 

4.2  Hybridation des puces à ADN .................................................................................................... 33 
4.2.1  Préparation des échantillons ..................................................................................................... 33 
4.2.2  Marquage .................................................................................................................................. 33 
4.2.3  Hybridation ............................................................................................................................... 34 

4.3  Acquisition des données .............................................................................................................. 34 
4.3.1  Acquisition des images ............................................................................................................. 34 
4.3.2  Analyse des images .................................................................................................................. 35 

4.4  Transformation des données ...................................................................................................... 36 
4.4.1  Notation et représentation des données .................................................................................... 37 
4.4.2  Filtration des données ............................................................................................................... 38 
4.4.3  Normalisation des données ....................................................................................................... 39 

4.4.3.1  Méthode des gènes invariants ......................................................................................... 39 
4.4.3.2  Normalisation spatiale .................................................................................................... 40 
4.4.3.3  Normalisation par méthode Lowess ................................................................................ 41 
4.4.3.4  Réajustement (scaling) .................................................................................................... 41 

4.4.4  Elimination des valeurs aberrantes ........................................................................................... 42 
4.5. Analyses des résultats .................................................................................................................. 42 

4.5.1 Stockage des données ............................................................................................................... 42 
4.5.2. Détection des gènes différentiellement exprimés ..................................................................... 43 
4.5.3. Choix du seuil de significativité ............................................................................................... 45 



  Sommaire 

4.5.3.1. Erreur FWER .................................................................................................................. 45 
4.5.3.2. Erreur FDR ..................................................................................................................... 46 

4.5.4. Regroupement hiérarchique des données d’expressions ........................................................... 46 
4.5.4.1. Classification non-supervisée ......................................................................................... 47 
4.5.4.2. Classification supervisée................................................................................................. 49 

4.5.5. Interprétations des données ...................................................................................................... 50 
4.5.5.1. GO : Gene Ontology ....................................................................................................... 51 
4.5.5.2 Banques de données ........................................................................................................ 51 
4.5.5.3. Confrontation, combinaison et recoupement des données .............................................. 52 

4.5.6. Puces et art ! ............................................................................................................................. 53 

5. Objectifs .................................................................................................................................. 54 

Résultats ................................................................................................................................... 56 

1. Article I ......................................................................................................................................... 57 
1.1. Identification d’un panel de biomarqueurs transcriptionnels sanguins associé à la 

tolérance « opérationnelle » rénale ............................................................................................. 57 
1.2. Résumé de l’article I ................................................................................................................... 64 
1.3. Discussion de l’article I ............................................................................................................... 65 

1.3.1. Analyse non supervisée ............................................................................................................ 65 
1.3.2. Identification d’un groupe de gènes liés à la tolérance « opérationnelle » ............................... 68 
1.3.3. Pertinence de la signature transcriptionnelle de la tolérance .................................................... 70 
1.3.4. Validation de la liste de gènes .................................................................................................. 70 

1.4. Conclusion de l’article I .............................................................................................................. 72 

2. Article II ....................................................................................................................................... 73 
2.1. Tolérance « opérationnelle » sans traitement immunosuppresseur chez des patients 

transplantés rénaux : I. Analyse statistique de l'expression des gènes sanguins. ...................... 73 
2.2. Résumé de l'article II .................................................................................................................. 86 
2.3. Discussion de l’article II.............................................................................................................. 86 

2.3.1. Confection d’une puce dédiée .................................................................................................. 86 
2.3.2. Analyse de l’expression des gènes ........................................................................................... 87 

3. Article III ...................................................................................................................................... 90 
3.1. Tolérance « opérationnelle » sans traitement immunosuppresseur chez des patients 

transplantés rénaux : II. Analyse non-statistique de l'expression des gènes. ............................ 90 
3.2. Résumé de l'article III ............................................................................................................... 105 
3.3. Discussion de l’article III .......................................................................................................... 105 

3.3.1. Méthode d’identification des gènes leader ............................................................................. 105 
3.3.2. Détermination des gènes leader de la tolérance « opérationnelle » et du rejet chronique ...... 106 
3.3.3. Identification des réseaux d’interactions ................................................................................ 107 

3.4. Conclusion des Articles II et III ............................................................................................... 115 

Conclusion et perspectives .................................................................................................... 117 

1. Conclusions ........................................................................................................................... 118 

2. Perspectives ........................................................................................................................... 120 
2.1. Etudes de nouvelles cibles moléculaires impliquées dans la tolérance « opérationnelle » .. 120 
2.2. Recherche de la signature de la tolérance « opérationnelle » chez des patients greffés 

rénaux avec une fonction stable ............................................................................................... 121 
2.3. Recherche d’une signature du rejet chronique ....................................................................... 122 

Bibliographie ......................................................................................................................... 124 

Annexes .................................................................................................................................. 138 

Annexe 1 ......................................................................................................................................... 139 

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



  Abréviations 

 

Abréviations 
 

 

A :  Add 

aadUTP :  amino-allyl dUTP 

ADN :  Acide Désoxyribonucléique 

ADNc :  ADN complémentaire 

ARNm :  Acide Ribonucléique messager 

BASE :  BioArray Software Environment 

CTL :  Cytotoxic -lymphocyte 

CMH :  Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

Cy :  Cyanine 

DAVID :  Database for Annotation, Visualization and Integrated Discovery 

DTH :  Delayed-Type Hypersensitivity 

EASE :  Expression Analysis Systematic Explorer 

FDR :  False Discovery Rate 

FWER :  Family Wise Error Rate 

G :  Green 

HGNC :  HUGO Gene Nomenclature Committee 

HUGO :  Human Gene Organisation 

HLA :  Human Leukocyte Antigen 

Ig :  Immunoglobuline 

KEGG :  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes 

M :  Minus 

MAD :  Median Absolute Deviation 

MADSCAN :  MicroArray Data Suite of Computed Analysis 

MADSENSE :  MicroArray Data SENSE 

NK :  Natural killer 

PAM :  Prediction Analysis of Microarrays 

PAMP :  Pathogen associated molecular patern 

PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cells 

PCR :  polymerase Chain Reaction 

PLS :  Partial Least Square 

PMT:  Photomultiplicateur 

R :  Red 

Rb/Gb :  bruit de fond de l’intensité R ou G 

Rf/Gf :  signal R ou G non normalisé 

SELDI-TOF-MS :  Surface Enhanced Laser Desorption Ionisation - Time Of Flight – Mass 

Spectrometry 

SDS:  Sodium Dodécyl Sulfate 

SSC:  Sodium chloride and Sodium Citrate 

 



  Liste des figures 

 

Liste des figures 
 

 

Figure 1 : Représentation schématique des mécanismes de rejet de greffes. ........................... 13 

Figure 2 : Nombre de publications concernant les puces à ADN de 1993 à 2006. .................. 29 

Figure 3 : Principe de la technologie des puces à ADN. .......................................................... 32 

Figure 4 : Principe du calcul par GenePix. ............................................................................... 36 

Figure 5 : Exemple de représentation MA pour l'ensemble des intensités d'une lame. ........... 38 

Figure 6 : Arbre de décision de MADSCAN pour la filtration des données. .......................... 39 

Figure 7 : Sélection des gènes invariants et normalisation. ..................................................... 40 

Figure 8 : intérêt du réajustement. ............................................................................................ 41 

Figure 9 : Exemple d'outliers. .................................................................................................. 42 

Figure 10 : Courbe de ROC. ..................................................................................................... 45 

Figure 11 : Représentation graphique issue d'une analyse par classification hiérarchique. ..... 48 

Figure 12 : Algorithme des k-moyennes. ................................................................................. 49 

Figure 13 : Exemples de l'art array ou la « beauté de l'erreur ». ............................................. 53 

Figure 14 : Classification hiérarchique non-supervisée des patients. ...................................... 66 

Figure 15 : Prédiction de la signature de la tolérance « opérationnelle » dans le sang de 

nouveaux patients tolérants et de patients en rejet chronique indépendants par 

RT-PCR. ............................................................................................................... 71 

Figure 16 : Corrélation de l'expression des 343 gènes dans le temps. ..................................... 88 

Figure 17 : Réseau d'interleukines identifié par les interactions entre les gènes leader. ....... 110 

Figure 18 : Réseau de transduction du signal identifé par les interactions entre les gènes 

leader. ................................................................................................................. 112 

Figure 19 : Carte d'interaction ................................................................................................ 114 

 

 



  Liste des tables 

 

Liste des tables 
 

 

Tableau 1 : Exemples de technologies de puces à ADN. ......................................................... 30 

Tableau 2 : Enrichissement des familles de gènes. .................................................................. 67 

Tableau 3 : Liste des 49 gènes (Article I). ............................................................................... 69 

Tableau 4 : Listes des protéines correspondantes à la carte des interactions classées selon 

leur score. ........................................................................................................... 107 

Tableau 5 : Données cliniques des patients présentant une fonction rénale stable à 

l’inslusion. .......................................................................................................... 122 

Tableau 6 : Liste des 343 gènes (Article II) ........................................................................... 139 

 

 



  Avant-propos 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Avant-propos 



  Avant-propos 

L’immunité est l’ensemble des mécanismes permettant à un organisme d’assurer son 

intégrité en éliminant les substances étrangères, les agents infectieux ou bien ses propres 

constituants défectueux ou altérés. Le système immunitaire d’un organisme a la capacité de 

distinguer ses propres composants (le « soi ») des constituants étrangers ou altérés (le « non-

soi » ou le « soi-altéré ») pour permettre leurs éliminations.  

Il existe deux grands types de défense du système immunitaire : l’immunité innée 

(ou naturelle) et l’immunité adaptative (ou spécifique). L’immunité innée est une réaction 

rapide de l’organisme suivant l’introduction d’éléments étrangers d’origines diverses et 

variées (virus, bactérie, levures, parasites…) en l’absence de spécificité. Les effecteurs de 

cette réponse comportent une composante cellulaire (cellules dendritiques, cellules natural 

killer (NK), macrophages et neutrophiles) qui reconnaissent des motifs invariants portés à la 

surface des agents pathogènes (PAMP : Pathogen associated molecular patern) (Janeway and 

Medzhitov 2002), ainsi qu’une composante humorale (complément et lysozymes).  

La mise en place de l’immunité adaptative est plus lente que celle de l’immunité 

innée. Les principaux médiateurs sont les lymphocytes T et B qui possèdent des récepteurs 

susceptibles d’interagir avec un antigène spécifique. Les lymphocytes B stimulés par 

l’antigène se multiplient et se différencient en plasmocytes sécréteurs d’anticorps 

(composante humorale). Les lymphocytes T stimulés par la présentation de l’antigène par les 

cellules présentatrices (CPA : Cellule Présentatrice de l’Antigène) se différencient soit en 

cellules T auxiliaires/helpers ou en cellules T cytotoxiques (composante cellulaire). Lorsque 

le lymphocyte T est activé par une CPA dans un contexte de danger, cela entraine 

l’expression de molécules de costimulation (Matzinger 2002) aboutissant à la destruction du 

pathogène. Cette immunité acquise se caractérise par la capacité à développer une mémoire 

immunitaire permettant une réponse ultérieure plus rapide contre le même antigène (Fazilleau, 

McHeyzer-Williams et al. 2007). 

Si la réponse immunitaire est essentielle à la protection de l’organisme contre les 

agressions extérieures, elle est aussi un frein à l’acceptation de cellules ou d’organes étrangers 

comme dans le cas de la transplantation. Lors d’une transplantation, l’introduction de cellules 

ou d’un organe induit un rejet de la greffe par le système immunitaire. Cette réponse doit être 

contrôlée ou détournée afin de permettre l’acceptation du greffon. Actuellement, les 

traitements immunosuppresseurs empêchent la survenue du rejet aigu mais ne permettent pas 

d’éviter entièrement le rejet chronique et entrainent de nombreux effets secondaires comme 

les cancers ou les infections (Dantal, Hourmant et al. 1998; Hojo, Morimoto et al. 1999; 

Soulillou and Giral 2001) ainsi qu’une néphrotoxicité (Nankivell, Borrows et al. 2004). 



  Avant-propos 

L’objectif de la recherche en transplantation est donc de permettre l’acceptation indéfinie du 

greffon en l’absence de tout traitement immunosuppresseur : c’est la tolérance 

« opérationnelle ». 

 

Je me suis particulièrement intéressé au cours de ma thèse à la détermination de 

signatures transcriptionnelles sanguines spécifiques de la tolérance « opérationnelle » et du 

rejet chronique. Après un chapitre sur les caractéristiques et les mécanismes du rejet de greffe 

et sur la définition de la tolérance « opérationnelle » chez l’Homme, je présenterai l’intérêt de 

la recherche de « biomarqueurs » et je détaillerais la méthode d’analyse des puces à ADN. 
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1. Le rejet de greffe 

 

La transplantation d’organe est le traitement de choix des défaillances organiques 

fonctionnelles comme l’insuffisance rénale terminale, le dysfonctionnement cardiaque, la 

mucoviscidose… Il existe trois grands types de transplantation (Orosz 2002) : l’autogreffe, 

l’allogreffe et la xénogreffe. Dans le cas de l’autogreffe, le donneur et le receveur sont le 

même individu. Elle concerne principalement les greffes de peau et de moelle osseuse. Dans 

le cas de l’allogreffe, qui est la transplantation la plus fréquente, le donneur et le receveur sont 

des individus différents mais de même espèce. Dans le cas de la xénogreffe, le donneur et le 

receveur sont d’espèces différentes. 

Depuis la première allotransplantation dans les années 1950, l’introduction des 

traitements immunosuppresseurs (Schwartz and Dameshek 1959) a largement contribué à 

l’amélioration de la qualité de vie des patients transplantés (Murray 2005). Cependant, ces 

traitements chroniques à long terme ont des effets secondaires lourds tels que l’augmentation 

des susceptibilités aux cancers et aux infections virales (Dantal, Hourmant et al. 1998; Hojo, 

Morimoto et al. 1999; Soulillou and Giral 2001) mais également une néphrotoxicité 

(Nankivell, Borrows et al. 2004). De plus, si ces traitements immunosuppresseurs sont 

efficaces sur le rejet aigu, ils n’empêchent pas la survenue du rejet à long terme du greffon 

pouvant aller jusqu’à la perte de ce greffon. Lorsque le greffon est reconnu comme étranger 

par l’organisme hôte, les défenses immunitaires se mettent en place et génèrent une réponse 

immune aboutissant à la destruction du greffon. 

 

Les molécules du greffon qui vont être reconnues par le système immunitaire 

comme ne faisant pas partie de l’organisme sont appelées alloantigènes. Les lymphocytes et 

les anticorps reconnaissant les alloantigènes sont décrits comme étant alloréactifs. La réponse 

alloréactive se décompose en trois grandes étapes : la reconnaissance des alloantigènes par les 

cellules T de l’hôte, l’activation et la différenciation de ces cellules et enfin une phase 

effectrice qui conduit à la destruction totale ou partielle du greffon.  

Les mécanismes par lesquels l’allogreffe peut être rejetée dépendent de nombreux 

facteurs impliquant un grand nombre de cellules et de molécules du système immunitaire 

(Cuturi, Blancho et al. 1994; Orosz 2002). Les cellules T reconnaissent les alloantigènes 

présentés par les CPA induisant la prolifération de ces cellules T dites helpers (TH). La 

prolifération de cette population induit divers mécanismes effecteurs du rejet de greffe : 
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l’hypersensibilité retardée, l’activation des macrophages, les cytotoxicités induites par les 

cellules T cytotoxiques (CTL) ou dépendante des anticorps (ADCC : Antibody dependent cell-

mediated cytotoxicity) (Figure 1). Les lymphocytes T CD4
+
 de type Th1, en produisant des 

cytokines telles que l’IL-2et l’IFN-γ, sont généralement associés au développement de ce type 

de mécanismes effecteurs car ces cytokines sont retrouvées dans différents modèles 

d’allogreffes lors du rejet aigu (Holweg, Peeters et al. 2003; Wang, Hosiawa et al. 2003). 

 

 

Figure 1 : Représentation schématique des mécanismes de rejet de greffes. 

(tiré de (Goldsby, Kindt et al. 2000)). C = complément ; ADCC = Antibody dependent cell-

mediated cytotoxicity ; CTL : cytotoxic T lymphocyte) 

 

Il existe trois types de rejets de greffes présentant des mécanismes et des cinétiques 

différents. : Le rejet hyperaigu, le rejet aigu et le rejet chronique. 
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1.1 Le rejet hyperaigu 

 

Le rejet hyperaigu est généralement dû à la fixation d’anticorps préformés dirigés 

principalement contre les antigènes des cellules endothéliales du donneur (Cai and Terasaki 

2005; Terasaki and Cai 2005). Cette fixation entraine l’activation du complément et des 

cellules endothéliales qui vont alors sécréter, entre autres, le facteur procoagulant Von 

Willebrand et provoquer ainsi l’agrégation plaquettaire. Cette série de réaction aboutit à une 

thrombose allant de quelques minutes à quelques heures suivant la transplantation. Ces 

anticorps préformés peuvent être naturels (comme les anticorps dirigés contre les groupes 

sanguins) ou bien acquis lors de situations immunogènes antérieures (grossesses, transfusions 

sanguines, greffes) (Racusen and Haas 2006). Les anticorps acquis reconnaissent des 

déterminants du Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) (anticorps anti-HLA : Human 

Leukocyte Antigen) (Dausset 1999). Ce type de rejet n’intervient que dans les cas de 

transplantation d’organes vascularisés et aboutit à la nécrose du greffon. De nos jours, ce type 

de rejet est bien maitrisé grâce à la recherche systématique des compatibilités HLA entre le 

donneur et le receveur (test de cross match). 

 

 

1.2 Le rejet aigu 

 

Le rejet aigu est dû au développement de réponses cellulaire et humorale spécifiques 

qui peuvent survenir environ une semaine suivant la transplantation. Actuellement, grâce aux 

traitements immunosuppresseurs, les épisodes de rejet aigu surviennent dans moins de 15% 

des transplantations (Port, Dykstra et al. 2005).  

Le rejet aigu est le résultat de deux mécanismes immunologiques : un processus 

cellulaire (dépendant les cellules T) et un processus humoral (dépendant des cellules B). Ces 

deux processus peuvent agir seul ou ensemble (Marks and Finke 2006). Les cellules 

dendritiques du donneur vont migrer vers les organes lymphoïdes secondaires du receveur où 

elles vont activer les cellules T du receveur par la présentation directe des antigènes du 

donneur (Lechler and Batchelor 1982; Lechler, Lombardi et al. 1990). Par ailleurs, les cellules 

dendritiques du receveur peuvent activer les lymphocytes T par la présentation indirecte des 
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antigènes du donneur (Auchincloss, Lee et al. 1993). Ces lymphocytes T ainsi activés vont 

proliférer et migrer vers le greffon. Ils sont attirés par des molécules d’adhésion exprimés par 

l’endothélium devenu inflammatoire (Trivedi 2007). Une fois dans le greffon, les 

lymphocytes T CD4 déclenchent une réponse d’hypersensibilité retardée (DTH : delayed-

Type Hypersensitivity). De plus, ces lymphocytes sécrètent des cytokines pro-inflammatoires 

telles que l’IL-2, le TNF-α et l’IFN-γ attirant ainsi les macrophages vers le greffon. Les 

macrophages activés produisent des chimiokines, du monoxyde d’azote et d’autres facteurs 

solubles qui activent l’endothélium (Le Moine, Goldman et al. 2002). Les lymphocytes T 

CD8 cytotoxiques détruisent les cellules du greffon par contact direct impliquant la voie 

Fas/FasL et par la sécrétion de granzyme et de perforine (Graziotto, Del Prete et al. 2006). 

La différenciation des lymphocytes B en plasmocytes sous l’effet de certaines 

cytokines (Dai and Lakkis 1999) induit la production d’anticorps dirigés contre les antigènes 

du donneur (Le Moine, Goldman et al. 2002). Les immunoglobulines (IgM, IgG1) produites 

par les plasmocytes vont se fixer sur les cellules endothéliales entrainant l’activation de la 

cascade du complément et aboutissant à la destruction de l’endothélium (Baldwin, Larsen et 

al. 2001; Baldwin, Pruitt et al. 1995). 

 

 

1.3 Le rejet chronique 

 

L’amélioration des traitements immunosuppresseurs a permis une nette 

augmentation du taux de greffons fonctionnels à court et long termes (Hariharan, Johnson et 

al. 2000; Kasiske, Gaston et al. 2005; Pastural, Lang et al. 2000). Malgré leur efficacité sur 

les rejets hyperaigu et aigu (Paul 1999), ils n’empêchent pas la survenue du rejet chronique 

(Ballet, Giral et al. 2006; Joosten, Sijpkens et al. 2005). 

Le rejet chronique se caractérise histologiquement par une atteinte des vaisseaux 

artériels avec un épaississement intimal et une prolifération des cellules musculaires lisses 

induisant un rétrécissement de la lumière, ainsi que par l’apparition d’une fibrose interstitielle 

(vasculopathie du transplant). Il existe également dans le cas de la greffe rénale une 

glomérulopathie caractérisée par un dédoublement des membranes basales et une atrophie 

tubulaire (Solez, Colvin et al. 2007). Le greffon peut également présenter des lésions dues à 

une toxicité des inhibiteurs des calcineurines (ciclosporine A, Tacrolimus) caractérisée par 

des dépôts hyalins nodulaires à la périphérie des artérioles. De récentes données sur les 
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alloanticorps et la molécule C4d semblent indiquer un rôle pathogénique de l’immunité 

humorale chez certains patients atteints de dysfonction chronique du transplant rénal. Cette 

notion a été introduite lors de la dernière classification de Banff (Solez, Colvin et al. 2007). 

Les anticorps anti-HLA semblent participer à l’établissement du rejet chronique (Davenport, 

Younie et al. 1994; Piazza, Poggi et al. 2001; Worthington, Martin et al. 2003). 

D’autres facteurs aussi bien immunologiques que non-immunologiques sont aussi 

impliqués dans le rejet chronique comme la mort cérébrale du donneur et les phénomènes 

d’ischémie/reperfusion (Banasik and Klinger 2006; Szabo and Heemann 1998). De plus, il a 

été établi que la présence d’alloanticorps (Hourmant, Cesbron-Gautier et al. 2005), le nombre 

d’épisodes de rejets aigus (Matas, Humar et al. 1999), le nombre d’incompatibilités HLA 

(Terasaki and Ozawa 2004), le retard de démarrage du greffon (Giral-Classe, Hourmant et al. 

1998; Perico, Cattaneo et al. 2004), l’âge du donneur (Emiroglu, Yagmurdur et al. 2005; 

Oppenheimer, Aljama et al. 2004) ainsi que le poids du greffon (Giral, Nguyen et al. 2005) 

seraient des facteurs favorisant le développement du rejet chronique. 

De plus, les traitements immunosuppresseurs entraînent des effets secondaires 

comme une augmentation des risques d’infections opportunistes et de cancers (Dantal, 

Hourmant et al. 1998; Soulillou and Giral 2001; Wimmer, Rentsch et al. 2007) mais 

également une néphrotoxicité (Nankivell, Borrows et al. 2004). Ainsi, l’un des buts de la 

recherche en transplantation est d’obtenir un état de tolérance du receveur spécifique du 

donneur. 

 

 

2. La tolérance « opérationnelle » 

 

Il existe plusieurs types de tolérance en transplantation : la tolérance vraie décrite 

initialement par Billigham et al. chez le rongeur où des cellules de souris adulte de souche A 

ont été greffées dans des embryons de souris CBA (Billingham, Brent et al. 1953) ; la prope 

tolérance décrite par Calne et al. (Calne, Friend et al. 1998), connue aussi sous le nom 

tolérance « partielle » (Cortesini and Suciu-Foca 2004) ; et la tolérance « opérationnelle ». La 

tolérance vraie est définie par l’acceptation spécifique du greffon en l’absence 

d’immunosuppression, une histologie et une fonction normal du greffon et une réponse 

immunitaire compétente. La prope tolérance est définie par une fonction et une histologie 

normale du greffon sous faibles doses d’immunosuppresseurs. 
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La tolérance « opérationnelle » chez l’Homme se définie par une survie du greffon 

indéfinie avec une bonne fonction de l’organe en l’absence de tout traitement 

immunosuppresseur accompagnée d’une réponse immunitaire compétente (Ansari and Sayegh 

2004) ainsi qu’en l’absence de signes cliniques de rejet chronique (Roussey-Kesler, Giral et 

al. 2006). Étant donné que l’accès à la biopsie n’est pas toujours réalisable, l’état de tolérance 

« opérationnelle » ne repose pas systématiquement sur une définition histologique du greffon 

mais sur des critères fonctionnels (e.g. la créatinémie et la protéinurie). De plus, plusieurs 

équipes ne souhaitent pas effectuer de biopsies ces patients compte-tenu des risques encourus 

(Furness, Philpott et al. 2003). Certains critères issus de modèles de tolérance chez les 

primates sont parfois retenus pour compléter cette définition de la tolérance : l’absence 

d’anticorps anti-donneur, l’absence d’infiltration du greffon par les lymphocytes allogéniques 

et une faible réponse dirigée contre le donneur in vitro alors que la réponse contre un tiers en 

conservée (Fehr and Sykes 2004). 

La prévalence de la tolérance « opérationnelle » dépend du type d’organe 

transplanté. Dans le cas de la transplantation hépatique, environ 20-25% de patients inclus 

dans un protocole de sevrage des immunosuppresseurs se révèlent être spontanément tolérants 

(Martinez-Llordella, Puig-Pey et al. 2007; Takatsuki, Uemoto et al. 2001). En transplantation 

rénale, les cas de tolérance « opérationnelle » sont plus rares. En effet, il n’existe pas de 

protocole de sevrage des immunosuppresseurs programmé chez des patients adultes. La 

majorité de ces cas d’arrêt total de traitement immunosuppresseur est due à la non-compliance 

des patients ou parfois suite à la toxicité des traitements à long terme (Ashton-Chess, Brouard 

et al. 2006; Roussey-Kesler, Giral et al. 2006). Cependant, certains cas de tolérance 

« opérationnelle » ont été rapportés dans la littérature chez les patients greffés rénaux. 

Dans les années 1960, sur quarante-huit patients traités initialement par azathioprine, 

six d’entre-eux (6/48 : 12,5%) ont conservé une bonne fonction rénale trois à trente-huit ans 

après l’arrêt de l’immunosuppression pour non-compliance (Starzl, Murase et al. 2004). Lors 

de l’autopsie de l’un de ces patients, le greffon présentait un aspect histologique normal. Dans 

les années 1980, Zoller et al. ont rapporté une cohorte de quarante-huit patients (parmi 6000 

greffes rénales) qui avaient arrêté leur traitement immunosuppresseur (quarante-cinq pour 

non-compliance et trois suite à l’avis des cliniciens). Parmi eux, vingt-et-un patients (soit 

43%) ont dégradé leur fonction rénale dans les semaines suivant l’arrêt du traitement. Seuls 

six patients conservent une fonction rénale stable en l’absence de tout traitement 

immunosuppresseur depuis plus de trois ans (Zoller, Cho et al. 1980). D’autres cas de 

tolérance « opérationnelle » ont été rapporté dans les années 1970 (Owens, Maxwell et al. 
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1975) pouvant aller jusqu’à plus de trente ans de survie du greffon en l’absence 

d’immunosuppresseurs (Cai, Lee et al. 2004; Uehling, Hussey et al. 1976). Burlingham et al. 

ont décrit le cas d’un patient greffé avec le rein de sa mère et présentant une bonne fonction 

rénale plus de cinq ans après l’arrêt de son traitement pour non-compliance. Une biopsie 

réalisée au moment de l’arrêt du traitement n’a pas montrée de signe de rejet chronique. Un 

microchimérisme a été retrouvé au niveau des lymphocytes et de la peau du receveur deux ans 

après la greffe (Burlingham, Grailer et al. 1995). Christensen et al. rapportent le cas d’un 

autre patient greffé une première fois avec rein d’origine maternelle, puis une deuxième fois 

avec un rein d’origine paternelle. Le traitement immunosuppresseur a été stoppé à cause d’un 

syndrome lymphoprolifératif suite à la seconde greffe. Le patient a conservé une bonne 

fonction rénale plus de trois ans après le sevrage du traitement (Christensen, Grunnet et al. 

1998). Fisher et al. ont décrit le cas d’une patiente ayant stoppé son traitement 

immunosuppresseur suite à sa première grossesse et ayant gardé une bonne fonction rénale 

neuf ans après l’arrêt du traitement (Fischer, Schobel et al. 1996). Plus récemment, Fudaba et 

al. ont observé trois cas de tolérance « opérationnelle » chez des patients ayant reçu 

simultanément une greffe de rein et de moelle osseuse. Ces patients présentent un 

microchimérisme transitoire sans réponse anti-donneur spécifique (Fudaba, Spitzer et al. 

2006). 

Nous avons étudié au laboratoire une petite cohorte de dix-huit patients 

« opérationnellement » tolérants qui ont stoppé leur immunosuppression pour non-compliance 

(n=14), suite à des désordres lymphoprolifératifs post-transplantation (n=2) ou suite à des 

toxicités aux drogues (n=1). Les données cliniques de dix de ces patients ont fait l’objet d’une 

étude plus approfondie (Roussey-Kesler, Giral et al. 2006). Le jeune âge des donneurs et une 

reprise de fonction du greffon peu ou pas retardée associés à l’arrêt progressif du traitement 

immunosuppresseur (jusqu’à quatre ans) semblent constituer des éléments favorables à la 

survenue d’un état de tolérance « opérationnelle ». Tous ces patients ont reçu des transplants 

de donneurs décédés avec des incompatibilités HLA au nombre de 3 ± 1,5 en moyenne. Ceci 

semble dire que la compatibilité HLA ne joue pas un rôle dans la tolérance « opérationnelle ». 

De plus, deux de ces patients possèdent des anticorps anti-donneur de classe II indiquant que 

la tolérance « opérationnelle » peut avoir lieu malgré la présence d’une potentielle réponse 

anti-donneur. Ces résultats sont concordants avec les observations faites par Strober et al. qui 

ont trouvé une ‘réactivité anti-donneur vigoureuse’ des PBMC (Peripheral Blood 

Mononuclear Cells) chez un patient « opérationnellement » tolérant depuis plus de douze ans 

en réaction mixte lymphocytaire (Strober, Benike et al. 2000). A contrario, VanBuskirk et al. 
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n’ont pas trouvé de réponse DTH chez trois patients « opérationnellement » tolérants depuis 

quatre, cinq et vingt-huit ans (deux patients ayant reçu une greffe rénale et l’autre une greffe 

hépatique). L’un des patients étudiés, a rejeté son greffon rénal sept ans après l’arrêt de son 

traitement et présente une réponse DTH forte (VanBuskirk, Burlingham et al. 2000). 

L’absence de réponse DTH chez ces patients est due à la présence de lymphocytes T CD4 

produisant du TGF-β ou de l’IL10. 

Afin de vérifier si cet état de tolérance « opérationnelle » est spécifique du greffon 

ou bien résulte d’une immunodéficience globale, l’immunocompétence de cinq de ces patients 

à été testée en étudiant la réponse des cellules mononucléées sanguines du patient suite à une 

immunisation au vaccin de la grippe (Ballet, Roussey-Kesler et al. 2006). Sur cinq patients 

testés, trois patients répondent aussi bien que des individus sains et les deux autres ont des 

réponses comparables à celle de patients greffés sous traitement immunosuppresseur. Tous les 

patients greffés sous traitement immunosuppresseur ont une réponse humorale réduite suite à 

l’immunisation au vaccin de la grippe. Ces données suggèrent que l’état de tolérance 

« opérationnelle » peut être considéré comme une tolérance spécifique du greffon pour 

certains patients, mais aussi comme une immunodéficience globale pour d’autres patients 

malgré l’absence d’infection opportuniste chez ces patients. 

Les analyses transcriptionnelles du répertoire des récepteurs des lymphocytes T 

sanguins des patients « opérationnellement » tolérants ont montré des altérations de 

distribution des longueurs de CDR3 ainsi que des ratios de transcrits Vβ/HPRT anormaux 

(Brouard, Dupont et al. 2005). Des résultats similaires ont été observés par Alvarez et al. Ils 

montrent que les patients avec une fonction rénale stable avec (n=16) ou sans (=3) 

immunosuppression présentent un répertoire du récepteur des lymphocytes T altéré. De plus, 

ces répertoires ont un profil oligoclonal alors que les patients en rejet chronique, les patients 

présentant des épisodes de rejet aigu et les individus sains présentent un profil polyclonal 

(Alvarez, Opelz et al. 2005).De plus, les cellules T des patients « opérationnellement » 

tolérants isolées à partir des familles Vβ qui présentent des altérations de longueur CDR3 de 

leurs récepteurs T ne présentent pas d’accumulation de transcrits de cytokines de types Th1 

(IL-2, IFN-γ) ou Th2 (IL-10, IL-13) (Brouard, Dupont et al. 2005). Ces observations sont 

compatibles avec une anergie ou une réponse diminuée du système immunitaire plutôt qu’à 

une ignorance du greffon. Par ailleurs, les patients « opérationnellement » tolérants présentent 

un profil qui ne diffère pas des individus sains. Cependant, ce profil est clairement différent 

de celui observé chez les patients en rejet chronique où les cellules T présentant des 

altérations semblent être des cellules mémoires. 
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Un autre mécanisme possible pouvant expliquer l’état de tolérance 

« opérationnelle » chez ces patients est la présence de cellules régulatrices. Une étude 

phénotypique menée au laboratoire a montré que les patients en rejet chronique présentent une 

forte diminution du nombre de cellules T CD4
+
 CD25

+
 par rapport aux patients 

« opérationnellement » tolérants. Il est à noter que ces patients « opérationnellement » 

tolérants ne présentent pas de différence du nombre de ces cellules en comparaison des 

individus sains (Louis, Braudeau et al. 2006). Par ailleurs, la quantité de transcrits de FOXP3 

(marqueur des cellules régulatrices T CD4
+
 CD25

+
 (Fontenot, Gavin et al. 2003; Hori, 

Nomura et al. 2003; Sakaguchi, Ono et al. 2006)) est fortement diminuée chez les patients en 

rejet chronique comparativement aux patients « opérationnellement » tolérants et aux 

individus sains. Ces résultats suggèrent donc que la tolérance « opérationnelle » est peut être 

due au maintien du phénomène de tolérance naturelle, et que ce phénomène est altéré chez les 

patients en rejet chronique. 

Une deuxième étude phénotypique a été menée au laboratoire portant sur la 

population T CD8
+
. Baeten et al. ont observé une réduction importante du nombre de cellules 

T CD8
+
 CD28

–
 chez les patients « opérationnellement » tolérants en comparaison des patients 

en rejet chronique (Baeten, Louis et al. 2006) (cf. Annexe 2). Il est à noter que les patients 

« opérationnellement » tolérants présentent un nombre similaire de cellules CD8
+
 CD28

–
 par 

rapport aux individus sains. Ceci indique une augmentation anormale de cette population dans 

le rejet chronique plutôt qu’une altération dans la tolérance « opérationnelle ». De plus, la 

population CD8
+
 CD28

–
 chez les patients en rejet chronique est caractérisée par la 

coexpression de la perforine, de la granzyme A et du CD57. Cette population semble être des 

lymphocytes T effecteurs cytotoxiques (Romero, Zippelius et al. 2007; Rufer, Zippelius et al. 

2003; Weekes, Carmichael et al. 1999; Wolint, Betts et al. 2004). Une population T CD8
+
 

CD28
–
 a été décrite par le groupe de Suciu-Fuca comme étant augmentée chez les patients 

greffés rénaux et hépatiques sous traitement immunosuppresseur comparée aux patients 

présentant des épisodes de rejet (Cortesini, Renna-Molajoni et al. 2002). Certains points 

peuvent expliquer les différences observées entre ces deux études : Cortesini et al. ont décrit 

cette population chez des patients sous traitement immunosuppresseur comme étant 

suppressive in vitro en inhibant l’expression de CD40 et en favorisant l’expression de CD80 

et CD86 à la surface des CPA du donneur alors que Baeten et al. ont décrit la population 

CD8
+
 CD28

–
 comme étant cytotoxique in vivo chez des patients « opérationnellement » 

tolérants. 
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Comme nous l’avons vu, la proportion de patients « opérationnellement » tolérants 

suite à une transplantation rénale est très faible et la plupart des études menées sur ces patients 

ne permet pas d’établir de facteurs prédictifs de la tolérance. De plus, il est fort possible que 

cette proportion de patients potentiellement tolérants soit sous-estimée car il n’existe pas 

d’étude d’arrêt programmé du traitement immunosuppresseur chez les patients transplantés 

rénaux. Ainsi, le but de notre étude est de déterminer des facteurs prédictifs de la tolérance 

« opérationnelle » afin d’identifier les patients sous traitement immunosuppresseur qui 

seraient potentiellement « opérationnellement » tolérants. Ces facteurs prédictifs sont appelés 

« biomarqueurs ». 

 

 

3. Recherche de « Biomarqueurs »  

 

3.1. Définition d’un « biomarqueur » 

 

Un biomarqueur biologique peut être défini en tant que caractéristique qui est 

objectivement mesurée et évaluée comme indicateur d’un processus biologique normal ou 

pathogénique ou bien comme indicateur de réponses pharmacologiques en réponse à une 

intervention thérapeutique (Ashton-Chess, Soulillou et al. 2007; 

BiomarkersDefinitionsWorkingGroup 2001). Pour qu’un biomarqueur soit utilisable, il doit 

être capable de distinguer la ‘pathologie’ en question d’un état de référence (e.g. état sain ou 

« normal »). Les biomarqueurs sont souvent utilisés pour diagnostiquer un état pathologique 

ou pour suivre l’évolution de la maladie. Les biomarqueurs peuvent aussi servir à prédire la 

susceptibilité des patients à répondre à certains traitements. Ce type de biomarqueurs peut 

donner des informations précocement et ainsi permettre une intervention clinique avant qu’il 

ne soit trop tard. Idéalement, les biomarqueurs doivent être détectables de manière non-

invasive (e.g. les urines) ou faiblement invasive (e.g. le sang). 
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3.2. Choix de l’échantillon biologique 

 

3.2.1 La biopsie 

 

Aujourd’hui, le meilleur biomarqueur en transplantation rénale est l’étude 

histologique du greffon selon le système de classification Banff (Solez, Colvin et al. 2007). 

La créatinine et la protéinurie sont aussi deux marqueurs fréquemment utilisés en clinique 

pour suivre la fonction du greffon. Cependant, ils ne sont pas des indicateurs fiables car la 

dégradation du greffon précède parfois la détérioration de la fonction rénale (Nankivell, 

Borrows et al. 2004). Ceci à été identifié à travers l’étude de biopsies protocolaires et est 

appelé rejet subclinique (Nankivell and Chapman 2006). Rush et al. ont observés que 30% 

des biopsies protocolaires effectuées entre un et six mois après la greffe chez des patients avec 

une fonction rénale stable montrent une concordance histologique avec les critères de rejet 

Banff (Rush, Henry et al. 1994). De plus, ces biopsies protocolaires peuvent identifier des 

lésions du greffon non-immunologique (Nankivell, Borrows et al. 2004). L’étude histologique 

du greffon permet ainsi d’adapter le traitement du patient si besoin est (Afzali, Taylor et al. 

2005; Rush, Jeffery et al. 1995). 

Cependant, la biopsie reste un acte invasif. De plus, d’autres critères en défaveur des 

biopsies protocolaires sont mis en avant comme la subjectivité de l’analyse histologique, le 

ratio coût de l’intervention / bénéfices, les désagréments pour le patient… (Thaunat, Legendre 

et al. 2007). Ainsi, d’autres compartiments biologiques semblent être intéressants pour 

identifier des biomarqueurs du statut clinique. 

 

3.2.2. L’urine 

 

L’urine est un fluide permettant d’obtenir un échantillon test non-invasif et peu 

couteux et qui est, de surcroit, approprié dans le cas de la transplantation rénale. En effet, 

plusieurs équipes ont montré que les taux d’ARN messagers de la granzyme B et de Foxp3 

(Forkhead box protein 3) se trouvent être de bons biomarqueurs diagnostiques et/ou 

pronostiques du rejet aigu (Li, Hartono et al. 2001; Veale, Liang et al. 2006) ainsi que du 

devenir des patients suite à un épisode de rejet aigu (Muthukumar, Dadhania et al. 2005). De 

plus, Mas et al. ont constaté que le niveau d’expression de trois biomarqueurs dans les urines 
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est plus représentatif de l’expression de ces molécules dans la biopsie rénale que dans le sang 

chez des patients en rejet aigu (Mas, Maluf et al. 2007) (cf. § 3.3.2.2). 

 

3.2.3. Le sang 

 

Le sang est un échantillon biologique faiblement invasif et semble être un 

compartiment biologique de choix pour la recherche de biomarqueurs. En effet, l’étude 

transcriptionnelle dans le sang périphérique semble être indiquée dans la prédiction 

d’évènements cliniques et dans la gestion du traitement immunosuppresseur dans le cas de la 

transplantation cardiaque et hépatique. 

Deng et al. ont identifié par la technologie des puces à ADN chez des patients 

transplantés cardiaques onze gènes permettant d’identifier parmi cent-sept patients, les 

patients ayant un rejet modéré ou sévère (prouvé par biopsie) des patients sans rejet à partir du 

sang périphérique (Deng, Eisen et al. 2006). Ce test à été validé sur deux cohortes de 

soixante-trois et cent-vingt-quatre patients indépendants avec une valeur prédictive négative 

de 99,6%. De même, Horwitz et al. ont identifié une liste de quarante gènes sanguins qui 

corrèle avec l’histologie du rejet d’allogreffe cardiaque de ces patients (Horwitz, Tsai et al. 

2004). Ils montrent que les patients en rémission qui ont eu une augmentation de leur 

traitement immunosuppresseur suite à un épisode de rejet présentent des profils d’expression 

intermédiaires. 

Martinez-lordella et al. ont utilisé aussi les puces à ADN afin de déterminer une 

signature transcriptionnelle sanguine permettant de discriminer les patients 

« opérationnellement » tolérants suite à un arrêt progressif du traitement immunosuppresseur 

par rapport à des patients dépendant de leur traitement après une greffe de foie (Martinez-

Llordella, Puig-Pey et al. 2007). Par une méthode de leave-one-out, ils ont montré que la liste 

de gènes identifiée permet de discriminer à > 94% les patients « opérationnellement » 

tolérants des patients non-tolérants et des individus sains. 

Ces trois études montrent que le sang est un bon compartiment pour la détection de 

biomarqueurs transcriptionnels en transplantation.  
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3.3. « Biomarqueurs » et transplantation rénale 

 

Aujourd’hui, le meilleur biomarqueur en transplantation rénale est l’étude 

histologique du greffon selon le système de classification Banff (Solez, Colvin et al. 2007). 

La créatinine et la protéinurie sont aussi deux indicateurs fréquemment utilisés en clinique 

pour suivre la fonction du greffon. Cependant, ils ne sont pas des marqueurs fiables car la 

dégradation du greffon précède parfois la détérioration de la fonction rénale (Nankivell, 

Borrows et al. 2004). Ceci à été identifié à travers l’étude de biopsies protocolaires et est 

appelé rejet subclinique (Nankivell and Chapman 2006). Néanmoins, la biopsie est un acte 

invasif, couteux et qui peut être risqué (Furness, Philpott et al. 2003). 

L’émergence des techniques à haut-débit quelles que la spectrométrie de masse 

couplée à la chromatographie d’affinité (SELDI-TOF-MS (Surface Enhanced Laser 

Desorption Ionisation - Time Of Flight – Mass Spectrometry) ou bien la technologie des 

puces à ADN ont permis la détection de nouveaux biomarqueurs en transplantation rénale. 

 

3.3.1. Biomarqueurs et rejet aigu 

 

3.3.1.1. Spectrométrie de masse 

 

O'Riordan et al. ont identifiés deux peptides de 4,4 et 4,7 kDa par la technique de 

SELDI-TOF-MS qui sont fortement accumulés dans les urines de quarante-deux patients en 

rejet aigu par rapport à trente-et-un patients avec une fonction rénale stable (O'Riordan, 

Orlova et al. 2004). Ces deux peptides ont été identifiés comme étant respectivement la β-

defensine-1 et l’α-1-antichymotrypsine (O'Riordan, Orlova et al. 2007). De plus, ils ont 

recherché dans les bases de données publiques issues des puces à ADN le niveau d’expression 

des gènes codant pour ces protéines (Flechner, Kurian et al. 2004; Sarwal, Chua et al. 2003) 

(cf. § 3.3.1.2.). L’expression du gène codant la β–defensine-1 a été retrouvée 

différentiellement exprimée dans l’étude de Flechner et al. mais pas dans l’étude de Sarwal et 

al.. L’expression du gène codant l’α-1-antichymotrypsine n’a pas été retrouvée 

différentiellement exprimée mais montre une expression un peu plus forte chez les patients en 

rejet aigu par rapport aux patients avec une fonction rénale stable dans les deux études. 



  Introduction 

Schaub et al. ont identifié de leur coté trois groupement de protéines spécifiques du 

rejet aigu (Schaub, Rush et al. 2004). Tous les pics protéiques de ces trois groupement 

dérivent de formes clivées de la β2-microglobuline (Schaub, Wilkins et al. 2005). Cette 

signature protéique semble être spécifique car elle n’est pas retrouvée chez les patients greffés 

atteints de nécrose tubulaire aigue, ni chez les patients greffés atteints d’une glomérulopathie, 

ni chez des patients non greffés atteints d’infection du tractus urinaire. Parmi les vingt-deux 

patients greffés avec une fonction rénale stable, trois présentent le même profil que les 

patients en rejet aigu. De plus, ils ont montré que ce profil protéique est lié à la fonction 

(créatinémie) et à l’histologie du greffon au cours du temps.  

 

3.3.1.2. Puces à ADN 

 

Flechner et al. ont étudié l’expression de l’intégralité du génome de patients 

transplantés rénaux qui présentent un rejet aigu prouvé par biopsie par la technique des puces 

à ADN. Ils ont comparé l’expression de ces gènes à celle de patients non greffés, de patients 

greffés avec une fonction rénale stable ainsi qu’à des patients greffés présentant une 

dysfonction rénale aigue (Flechner, Kurian et al. 2004). L’étude à porté sur la mesure de 

l’expression des gènes issus du greffon et du sang. Ils ont identifié des listes gènes permettant 

de discriminer les patients en rejet aigu des patients avec une fonction stable et des patients 

présentant une dysfonction aigue. Les tests de prédiction leave-one-out ont été effectués entre 

les patients en rejet aigus et les patients avec une fonction rénale stable. Ces tests permettent 

de classifier correctement de 94 à 100% des patients à partir des expériences issues de la 

biopsie et à 93% des patients à partir des expériences issues du sang. De même ils prédisent à 

100% les patients avec une fonction rénale stable des patients en dysfonction aigue que se soit 

sur les expériences issues du sang ou de la biopsie. Ces données semblent indiquer que les 

signatures du rejet aigu à partir du sang ou de la biopsie peuvent être utilisées pour prédire le 

rejet aigu. Ainsi, cette étude indique qu’il est possible de prédire un état clinique à partir d’un 

simple prise de sang et que cette prédiction semble aussi robuste que la prédiction à partir de 

la biopsie. 

Sarwal et al. ont utilisé eux aussi des puces à ADN afin de caractériser l’expression 

des gènes des biopsies rénales chez des patients en rejet aigu en comparaison à des patients 

présentant une néphrotoxicité due aux immunosuppresseurs, à des patients présentant une 

néphropathie chronique et à des patients normaux. Ils ont identifié quatre groupements de 

gènes spécifiques de chaque catégorie clinique (Sarwal, Chua et al. 2003). Grâce à une 
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classification non-supervisée, ils ont pu déterminer trois sous groupes distincts parmi les 

patients en rejet aigu sur la base de l’expression de leurs gènes alors qu’aucune différence 

n’est observée en immunohistochimie. Cette étude montre qu’il est possible d’identifier des 

modifications transcriptionnelles alors qu’aucune différence histologie n’est observée 

permettant un suivi personnalisé de chaque patient. 

 

3.3.2. Biomarqueurs et rejet chronique 

 

3.3.2.1. Spectrométrie de masse 

 

Plusieurs études ont été menées sur la détection de biomarqueurs chez des patients 

en rejet chronique via l’utilisation du SELDI-TOF-MS. Ces équipes ont identifiés plusieurs 

pics protéiques urinaires comme étant de potentiels biomarqueurs (Clarke, Silverman et al. 

2003; Reichelt, Muller et al. 2006). Cependant, même si ces biomarqueurs semblent être 

prédictifs, l’identité de ces protéines urinaires n’a toujours pas été montré rendant difficile la 

validation de ces résultats. 

 

3.3.2.2. Puces à ADN 

 

Mas et al. ont identifié un groupe de gènes différentiellement exprimés entre onze 

patients ayant reçu une greffe rénale présentant des signes de néphropathie chronique et sept 

patients greffés avec une histologie normale par l’utilisation de la technologie des puces à 

ADN. Cette signature transcriptionnelle de la biopsie permet une bonne discrimination des 

deux groupes de patients (Mas, Maluf et al. 2007). Ils ont mesuré l’expression de trois de ces 

gènes par PCR en temps réel à partir de la biopsie et du sang de ces patients. Ils n’ont pas 

retrouvé de différences significatives de ces trois gènes dans le sang alors que ces différences 

sont retrouvées dans la biopsie. Ils en conclu que le sang ne reflète pas les changements 

observés dans le greffon. Cependant, il est à noter que les gènes identifiés sont issus des 

expériences menées à partir du greffon. Il est donc logique que ces différences ne soient pas 

observées dans le sang. 

Donauer et al. ont comparé l’expression des gènes issus de biopsies rénales de 

patients présentant des signes de rejet chronique à des patients greffés présentant des signes 

de polykystoses et à des patients non greffés. Ils ont déterminé une liste de gènes permettant 
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de discriminer, par une classification hiérarchique non-supervisée, tous les patients avec une 

histologie normale d’un coté et les patients en rejet chronique et les patients en polykystose de 

l’autre (Donauer, Rumberger et al. 2003). Par la suite, ils ont recherché des gènes permettant 

de discriminer les patients avec des reins polykystiques des patients en rejet chronique. Ils ont 

obtenus une liste de quarante-huit gènes spécifique du rejet chronique. De plus, cette liste de 

gène a mis en évidence deux groupes distincts parmi les patients en rejet chronique alors 

qu’aucune différence histologique ou clinique n’a été mise en évidence. 

Scherer et al. ont identifié par la technologie des puces à ADN dix gènes permettant 

de prédire à six mois l’évolution clinique à douze mois de patients greffés rénaux (Scherer, 

Krause et al. 2003). Ils ont mesuré l’expression des gènes à partir de biopsies rénales chez 

dix-sept patients. Sur ces dix-sept patients, neuf ont été diagnostiqués comme ayant un rejet 

chronique et huit comme ayant une histologie normale. Ces dix gènes permettent de prédire 

quinze des dix-sept patients dans la bonne classe. De plus, l’un d’entre eux à été identifiés 

comme rejet chronique sur le base de l’expression des dix gènes alors que l’histologie était 

normale à douze mois. Ce patient a par la suite développé un rejet chronique à dix-huit mois. 

Cette étude montre donc, qu’il est possible de prédire précocement le devenir des patients 

suite à une transplantation rénale grâce à la technique des puces à ADN. 

 

3.3.3. Biomarqueurs et tolérance « opérationnelle » 

 

Comme nous l’avons vu auparavant, les biomarqueurs doivent discriminer la 

‘pathologie’ d’un état de référence (e.g. état sain ou « normal »). Ceci pose un problème dans 

le cas des patients « opérationnellement » tolérants, dans le sens où l’état « normal » n’est pas 

forcément un individu sain car celui-ci n’a pas reçu de transplantation, ni un patients qui 

possède une fonction du transplant stable et un infiltrat normal du greffon mais sous 

traitement immunosuppresseur chronique. 

Les biomarqueurs doivent aussi permettre de suivre la stabilité de l’état de tolérance. 

En effet, ils doivent être capables de prédire précocement si l’état de tolérance d’un patient 

risque de se détériorer. Ceci est fondamental étant donné que l’état de tolérance observée 

jusqu’à l’heure actuelle chez les animaux ainsi que chez l’Homme est connue pour être 

métastable (Knechtle and Burlingham 2004). En effet, des exemples où l’état de tolérance 

s’est arrêté après une longue période ont été décrits chez les primates non-humains 

(Torrealba, Katayama et al. 2004) et chez l’Homme (Burlingham, Jankowska-Gan et al. 2000; 



  Introduction 

Roussey-Kesler, Giral et al. 2006). La perte de cet état de tolérance n’est pas forcément un 

évènement graduel parce qu’un cas de rejet aigu a été rapporté sept ans après l’arrêt total du 

traitement immunosuppresseur chez un patient transplanté rénal (Burlingham, Jankowska-Gan 

et al. 2000). 

Étant donné qu’aucune étude menée sur les patients « opérationnellement » tolérants 

suite à une transplantation rénale n’a permis d’identifier des marqueurs prédictifs fiables, nous 

avons utilisé la technologie des puces à ADN afin de déterminer une liste de gènes permettant 

de discriminer ces patients « opérationnellement » tolérants des patients en rejet chronique et 

des individus sains à partir du sang périphérique. L’intérêt majeur d’une telle signature est de 

pouvoir explorer la possibilité que des patients greffés rénaux sous traitement 

immunosuppresseur avec une fonction rénale stable aient le même profil que les patients 

« opérationnellement » tolérants.  

 

 

4.  Contexte méthodologique des puces à ADN 

 

4.1  Introduction 

 

L’objectif de cette partie n’est pas de dresser une liste exhaustive des différentes 

méthodologies qui sont en constante évolution, mais plutôt de mettre en évidence les étapes 

essentielles de la conception et de l’utilisation des puces à ADN.  

 

4.1.1  Historique 

 

Les premières puces à ADN sont apparues en 1993, mais leur concept date de 1987 

(Bellis and Casellas 1997). La technologie des puces à ADN est basée sur le principe 

d’hybridation développé par Southern (Southern 1974). Ce principe stipule que deux 

fragments d’acides nucléiques complémentaires peuvent s’associer et se dissocier de façon 

réversible sous l’action de la chaleur et de la concentration saline du milieu. On peut 

considérer que la technologie des puces à ADN est une miniaturisation du système classique 

de dot blot inversé qui a vu le jour grâce à une technologie pluridisciplinaire intégrant 

l’électronique (technique de dépôt), la chimie (préparation des lames et dépôt des sondes 

oligonucléotides), l’analyse d’images (acquisition des données) et l’informatique 
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(interprétation des données). Depuis leur apparition, les puces à ADN suscitent un intérêt 

inversement proportionnel à leur taille, avec pour preuve l’explosion du nombre de 

publications qui leur sont dédiées depuis 2001 (Figure 2). 
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Figure 2 : Nombre de publications concernant les puces à ADN de 1993 à 2006. 

(d'après la base Entrez-PubMed
1
, mot clef : microarray) 

 

Historiquement, les macroarrays, les microarrays et les « véritables » puces à ADN 

correspondent à trois technologies différentes (Lagoda and Regad 2000). Les macroarrays 

utilisent des clones d’ADN complémentaires (ADNc) disposés sur des membranes de nylon 

(avec un espacement de l’ordre du millimètre) en association avec des cibles radioactives 

(Gress, Hoheisel et al. 1992; Nguyen, Rocha et al. 1995). Les microarrays, plus 

miniaturisées, comportent quelques milliers de gènes représentés par des produits PCR 

(Polymerase Chain Reaction) déposés tous les 200 à 400 microns sur une lame de verre et des 

cibles marquées par fluorescence (Schena, Shalon et al. 1995). Enfin, les « véritables » puces 

à ADN associent à chacun des gènes d’un organisme un ensemble d’oligonucléotides 

synthétisés in situ (Lockhart, Dong et al. 1996) (Tableau 1). 

Aujourd’hui, ces trois distinctions n’ont plus vraiment lieu d’être, d’autant plus que 

ces techniques sont utilisées de façon croisée. Les terminologies « puces à ADN » et 

« microarray » sont donc employées de façon indifférente. 

                                                   
1
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez/


 

 

Tableau 1 : Exemples de technologies de puces à ADN. 

 

 « Macroarray » « Microarray » « Puces à ADN » 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Support Membrane de nylon 
Verre ou silice avec revêtement 

chimique 
Verre avec revêtement chimique 

Densité Quelques centaines de spots/cm² 1000-10000 spots/cm² ~ 250000 spots/cm² 

Sonde ADNc ADNc ou oligonucléotides 
Oligonucléotides (synthèse in 

situ) 

Longueur de la sonde 

(nucléotides) 
100 à 1000 

ADNc : 100 à 1000 

Oligonucléotides : 30 à 70 
25 à 60 

Cibles ADNc ADNc ou ARN amplifié ARN amplifié 

Marquage de l’échantillon Radioactivité (
33

P) 
Fluorescence double (Cyanines 3 

et 5) 

Fluorescence simple (biotine-

streptavidine) 

Quantité d’échantillon (µg) 1 à 100 10 à 100 0,05 à 5 

Sensibilité +++ ++ ++ 

Spécificité ++ +++ +++ 

Principales applications Niveau d’expression des gènes. 
Niveau d’expression des gènes, 

ChIP-Chip, CGH-array… 

Niveau d’expression des gènes, 

étude des polymorphismes. 

In
tro

d
u
ctio

n3
0
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4.1.2  Principe des puces à ADN et analyse du transcriptome 

 

L’idée conceptuelle de la puce à ADN est très simple. Il s’agit de déposer sur une 

surface de quelques centimètres carrés des fragments synthétiques d’ADN (sondes) espacés 

de quelques micromètres et représentatifs de chacun des gènes étudiés. Ce micro-dispositif est 

ensuite mis au contact des acides nucléiques à analyser au cours de l’étape d’hybridation. Ces 

acides nucléiques, appelés cibles, correspondent aux ARN messagers (ARNm) ou aux ADNc 

qui ont été préalablement couplés à un marqueur fluorescent. Ce contact entre cibles et sondes 

conduit à la formation d’hybrides quantifiés grâce à la lecture des signaux fluorescents. 

En ce qui concerne la terminologie associée à la technique des puces à ADN, il est 

important de rappeler que les puces ne sont qu’un northern blotting inversé, où la sonde est 

fixe alors que la cible marquée est en solution. Cependant cette différence est à l’origine 

d’une confusion entre les termes « cible » (probe) et « sonde » (target). Une nomenclature a 

donc été recommandée (Phimister 1999) et semble aujourd’hui bien respectée. 

Pour l’ensemble des puces qui sont le plus couramment utilisées, l’étude du niveau 

d’expression des gènes est basée sur la détermination des variations de niveau d’expression 

entre deux conditions différentes. Il s’agit donc d’une mesure différentielle de l’expression 

des gènes. En pratique, pour réaliser cette mesure, les cibles constituant les deux échantillons 

de l’étude sont marquées au moyen de deux fluorochromes différents. Elles sont ensuite 

mélangées et hybridées sur la puce (Figure 3). Après hybridation, la mesure des intensités des 

signaux de fluorescence relatifs à chacun des fluorochromes permet finalement de calculer 

pour chaque gène, le rapport des intensités, qui évalue son expression différentielle. 
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Figure 3 : Principe de la technologie des puces à ADN. 

(A) Les séquences des sondes sont déterminées de façon à optimiser leur spécificité et leur 

sensibilité. Les sondes synthétisées sont déposées par un robot sur la surface de la lame selon 

un plan défini. (B) Les ARNm sont extraits des échantillons biologiques à comparer, marqués 

avec deux fluorochromes différents puis mélangés avant hybridation. (C) La lecture des lame 

est réalisée avec un scanner (microscope à fluorescence) couplé à un photomultiplicateur 

(PMT). (D) L’image est alors analysée de façon à quantifier le signal. Les données sont 

ensuite normalisées, analysées et interprétées. 
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4.2  Hybridation des puces à ADN 

 

Les nombreuse étapes de la technologie des puces à ADN sont à l’origine d’une 

variabilité expérimentale qui peut affecter la qualité des résultats (Nadon and Shoemaker 

2002) et qu’il est essentiel de prendre en compte (Leung and Cavalieri 2003). 

 

4.2.1  Préparation des échantillons 

 

La préparation des échantillons biologiques est une étape critique. Les choix 

effectués au cours de cette étape et la mise en place de protocoles complexes sont 

responsables d’une variabilité à la fois biologique et expérimentale qui est rarement discutée 

dans les publications (Ji and Davis 2006). 

Les conditions d’extractions des échantillons se révèlent être une étape cruciale. En 

effet, l’ARNm est une molécule relativement instable et les demi-vies des différents transcrits 

se révèlent extrêmement variables. En plus de cette instabilité, le stress de l’extraction conduit 

à des perturbations comme la synthèse de protéines de choc thermique ou bien l’activation des 

lipopolysaccharides, qui induit une modification rapide des profils d’expression des transcrits. 

Malgré la mise en place de protocoles d’extractions standardisés et reproductibles, il existe 

toujours une part de variabilité expérimentale qui doit être prise en compte. 

Outre le fait que le matériel biologique de départ est très souvent hétérogène, la 

quantité de transcrits nécessaire à l’étude est un facteur limitant. Dans ce cas, il est alors 

nécessaire de réaliser une étape d’amplification des ARNm (Wang, Miller et al. 2000). Cette 

étape peut induire des biais très importants liés à des phénomènes d’amplifications sélectives. 

Cependant, de nouvelles techniques d’amplifications sont développées afin de respecter au 

mieux les quantités relatives de transcrits de tailles différentes dans l’échantillon de départ et 

ainsi limiter les biais induits par d’éventuelles amplifications sélectives (Iscove, Barbara et al. 

2002). 

 

4.2.2  Marquage 

 

Le principe général du marquage est le même pour les ADNc et les ARN amplifiés 

(ARNa). Il existe deux méthodes d’incorporation des colorants fluorescents : une 
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incorporation directe et indirecte. Lors de l’incorporation dite directe, la transcription inverse 

est réalisée en ajoutant des nucléotides couplés à un fluorochrome dont les plus couramment 

utilisés sont les carbocyanines 3 et 5. Cependant, ces nucléotides modifiés ne sont pas les 

substrats naturels des transcriptases réverses et leur encombrement stérique est tel que 

l’efficacité de l’incorporation est assez faible et inégale entre les cyanines 3 et 5 (Cy3 et Cy5). 

Ainsi, la méthode d’incorporation indirecte est plus largement préférable à l’incorporation 

directe. Dans cette méthode, des nucléotides portant un groupement amine réactif, l’amino-

allyl dUTP (aadUTP), sont incorporés lors de la transcription réverse. Ceux-ci sont couplés 

dans un deuxième temps à des N-hydroxysuccinimidyl esters (NHS-esters) de cyanine 3 ou 5 

(Randolph and Waggoner 1997). L’efficacité de l’incorporation des aadUTP est nettement 

supérieure et permet d’éviter les biais d’incorporation dus aux spécificités de chaque 

fluorochrome. 

 

4.2.3  Hybridation 

 

Les méthodes d’hybridation sont dérivées de méthodes classiquement utilisées dans 

les études de Southern et Northern blots. Les cibles sont placées dans un tampon de force 

ionique élevée (e.g. SSC) afin de réduire les répulsions électrostatiques et faciliter 

l’appariement des brins complémentaires. Des détergents (e.g. SDS) et des agents bloquants 

(e.g. ARN de levure) permettant de réduire l’hybridation non spécifique sont ajoutés pour 

réduire le bruit de fond. La solution-cible est déposée au contact de la puce et recouverte 

d’une lamelle. L’ensemble est placé plusieurs heures dans un bain-marie. Enfin, des étapes de 

lavages sont nécessaires afin d’éliminer de la surface de la puce les cibles non hybridées. Le 

choix des conditions de lavages est important afin d’optimiser le rapport entre signal et bruit 

de fond. 

 

 

4.3  Acquisition des données 

 

4.3.1  Acquisition des images 

 

La première étape du processus d’acquisition des données est l’obtention des 

images. Elle consiste à détecter la fluorescence émise par les cibles après excitation des 
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fluorophores. Le procédé le plus classiquement utilisé combine un laser afin d’exciter les 

fluorophores et un microscope confocal (ou scanner) couplé à un tube photomultiplicateur 

(PMT) pour analyser les photons émis par les cibles. Les canaux de lecture correspondant aux 

longueurs d’onde 633 et 532 nm sont utilisés pour lire respectivement la fluorescence de la 

Cy5 et celle de la Cy3. Le signal pour chaque fluorophore est mesuré par la somme des 

intensités des pixels du spot. Cette valeur représente la quantité totale de cibles hybridées sur 

les sondes. 

Cette étape permet finalement de générer une image 16-bit pour chaque fluorophore. 

Ceux deux images, en niveau de gris, représentent les intensités de fluorescence lues par le 

scanner qui reflètent le niveau d’expression des gènes dans les deux conditions 

expérimentales. Elles sont souvent représentées en fausses couleurs. Le vert sert ainsi à 

caractériser l’échantillon marqué en Cy3, le rouge est réservé au Cy5 et le jaune permet 

d’indiquer que les cibles marquées en Cy3 et en Cy5 se sont hybridées en proportion égale sur 

le spot. 

 

4.3.2  Analyse des images 

 

L’analyse des deux images obtenues a pour but de mesurer pour chacun des spots la 

quantité de transcrits hybridés. Elle permet également d’estimer le bruit de fond de l’image. 

La première partie de l’analyse est la localisation des spots qui permet de préciser les 

coordonnées de chaque spot sur l’image. Etant donné qu’en règle générale la technique de 

dépôt des sondes est fiable, il suffit de positionner la grille en respectant le plan des sondes et 

les caractéristiques du robot qui les a déposées. 

La seconde partie de l’analyse permet d’attribuer une valeur numérique qui 

détermine le signal ou le bruit de fond dans le voisinage de chacun des spots identifiés 

précédemment. Une méthode simple consiste à définir un cercle caractérisant le spot. Ce 

cercle peut être ensuite ajusté pour chaque spot, comme le fait le logiciel GenePix Pro (Axon 

Instruments, Union City, CA, USA). Le logiciel GenePix génère des valeurs numériques 

correspondants aux valeurs moyennes et médianes su signal et du bruit de fond local (Figure 

4) ainsi que divers autres paramètres (l’écart-type associés aux intensités des pixels s’un spot, 

le rapport signal/bruit de fond…). 
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Figure 4 : Principe du calcul par GenePix. 

Les mesures du signal des spots (zones colorées à l’intérieur du cercle) et du bruit de fond 

(représenté ici en blanc) sont déterminées par le logiciel automatiquement. Une région 

d’exclusion localisée entre les zones correspondant au signal et au bruit de fond n’est pas 

prise en compte dans le calcul des intensités (d’après le manuel d’utilisation GenePix Pro). 

 

 

4.4  Transformation des données 

 

Le rapport des intensités de fluorescence est généralement utilisé comme mesure du 

rapport des concentrations en ARNm ou en ARNa des échantillons testés. Cependant, le 

rapport d’intensités est influencé par des effets systématiques qui peuvent introduire des biais 

et qu’il est donc nécessaire d’éliminer avant de pouvoir tirer des conclusions sur le niveau 

relatif de l’expression des gènes. 

Le processus de traitement des données de ces effets systématiques peut être 

décomposé en trois étapes qui sont la filtration, la normalisation des données et la détection 

des valeurs aberrantes. Ainsi, nous avons utilisé un outil développé par la plateforme Puces à 

ADN de Nantes nommé MADSCAN
2
 (Le Meur, Lamirault et al. 2004) (MicroArray Data 

Suite of Computed Analysis) qui permet de transformer les données brutes issues des puces à 

ADN. 

                                                   
2
 http://cardioserve.nantes.inserm.fr/mad/madscan/ 

http://cardioserve.nantes.inserm.fr/mad/madscan/
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4.4.1  Notation et représentation des données 

 

L’analyse des données de puces à ADN implique l’utilisation d’une notation 

simplifiée des valeurs d’intensités. Les lettres R (red) et G (green) servent généralement de 

références respectives aux fluorophores Cy5 et Cy3. Pour un spot donné, les médianes des 

intensités des pixels du signal sont notées Rf et Gf et celles des pixels du bruit de fond Rb et 

Gb. Les valeurs obtenues après correction du bruit de fond sont notées R et G. 

La représentation graphique la plus simple des données consiste à placer les valeurs 

G en abscisses et R en ordonnées. Cependant, les données d’intensités sont rarement utilisées 

sans transformation. La plus couramment employée est celle qui utilise le logarithme en base 

deux. Il existe plusieurs raisons pour justifier cette transformation. D’une part, la variation du 

logarithme des intensités est moins dépendante de la grandeur des intensités et, d’autre part, 

cette transformation permet de se rapprocher d’une distribution symétrique et d’obtenir une 

meilleure dispersion avec moins de valeurs extrêmes (Dudoit, Yang et al. 2002; Wilson, 

Buckley et al. 2003). Dans ce cas, les rapports de fluorescence en différence et les erreurs 

multiplicatives en erreurs additives. La base deux du logarithme est préférée à la base dix car 

les intensités des pixels sont comprises entre 0 et (2
16

-1) pour le niveau de saturation. Dudoit 

et al. (Dudoit, Yang et al. 2002) utilisent cette transformation par un autre type de 

représentation dans lequel l’axe des abscisses représente la valeur A (add) : 

2

1
log

2
A RG  

et l’axe des ordonnées représente la valeur M (minus) : 

2log
R

M
G

 

A et M correspondent respectivement à l’abondance moyenne des transcrits et aux rapports 

des intensités dans les deux conditions de l’étude (Figure 5). Sur cette représentation, avec 

l’utilisation de la base deux pour la transformation logarithmique, il n’existe pas de différence 

d’expression entre les deux conditions pour M = 0 et une induction (ou une répression) 

d’ordre deux se lit simplement lorsque M = 1. 
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Figure 5 : Exemple de représentation MA pour l'ensemble des intensités d'une lame. 

 

4.4.2  Filtration des données 

 

L’étape de filtration a pour but d’éliminer les spots défectueux et d’extraire les 

informations relatives aux spots faiblement exprimés (i.e. avec une fluorescence proche du 

bruit de fond) ou aux spots avec des niveaux d’expression élevés (i.e. proche de la saturation). 

MADSCAN est construit sur la base d’un arbre de décision (Figure 6) permettant d’attribuer 

un score à chacun des spots en fonction de certains critères : 

 - marquage des spots lors de l’analyse des images par GenePix, 

 - la médiane du bruit de fond en Cy5 et en Cy3 (Rb et Gb), 

 - la médiane du ratio signal/bruit de fond pour chaque canal (R ou G) (Eq.1), 

 - le coefficient de variation de l’intensité des signaux en Cy3 et Cy5 (CV) (Eq. 2), 

 - la moyenne du diamètre des spots (Dia.), 

 - la déviation standard du diamètre (Dia. SD). 

 

Rf (Gf) - Rb(Gb)
R (G)

Déviation Standard Rb (Gb)
 Eq. 1 

 

Déviation Standard Rf (Gf)
CV

Moyenne (Rf (Gf) - Rb (Gb))
  Eq. 2 
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Figure 6 : Arbre de décision de MADSCAN pour la filtration des données. 

 

Les gènes qui ont une qualité trop faible (score = 0) sont éliminés de l’analyse. Par 

la suite, MADSCAN ne retient que les gènes dont le signal est au moins deux fois supérieur à 

la médiane de l’intensité du bruit de fond et/ou trois fois supérieur à la déviation standard de 

la médiane de l’intensité du bruit de fond. De plus, les gènes dont le diamètre du spot est 

faible sont aussi écartés de l’analyse. 

 

4.4.3  Normalisation des données 

 

Le but de la normalisation est de minimiser les biais expérimentaux systématiques. 

Ainsi, les variations observées ne seraient dues qu’aux différences biologiques plutôt qu’aux 

artéfacts de la technologie. 

 

4.4.3.1  Méthode des gènes invariants 

 

Les méthodes classiques de normalisation basées sur l’intensité des gènes 

‘invariants’ (dits de ménage) semblent créer des biais échantillons-spécifiques (Yang, Dudoit 

et al. 2002). Il semble plus pertinent d’utiliser des gènes invariants non connus a priori. Cette 

méthode reprise par Tseng et al. est basée sur l’étude des rangs des intensités de fluorescence 
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R et G (Tseng, Oh et al. 2001). Un gène est considéré comme invariant si ses rangs sont 

égaux pour les deux fluorochromes. MADSCAN utilise cette méthode où les gènes invariants 

sont sélectionnés a posteriori i.e. après la filtration des données brutes. Ces gènes ainsi 

sélectionnées sont ainsi utilisés pour terminer l’étape de normalisation (Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Sélection des gènes invariants et normalisation. 

Les gènes invariants sont estimés a posteriori par la méthode des rangs invariants. (A) 

Représentation des gènes invariants (points rouges) parmi les données brutes. (B) 

Représentation des données normalisées basées sur les gènes invariants (d’après le tutorial de 

MADSCAN). 

 

4.4.3.2  Normalisation spatiale 

 

La normalisation spatiale a pour but de corriger les biais issus de la répartition 

spatiale des fluorochromes. Une normalisation unique sur la lame présume d’une erreur 

systématique et uniforme sur toute la puce. Cependant, le déséquilibre des intensités R et G ne 

sont pas constantes sur la puce et peut varier selon l’intensité globale des spots, la localisation 

sur la lame, l’origine de la puce… (Yang, Buckley et al. 2001).  
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4.4.3.3  Normalisation par méthode Lowess 

 

La méthode Lowess passe par une approche de normalisation dépendante de 

l’intensité A pour chaque gène (g) : Mg’ = Mg – cg(A). Cette méthode permet de prendre en 

compte la non-linéarité de la relation qui existe entre R et G. La fonction Cg(A) est estimée à 

l’aide d’une méthode de régression non linéaire (Cleveland 1979).  

 

4.4.3.4  Réajustement (scaling) 

 

Le réajustement (scaling) permet de ramener la variance interne au sein d’une lame 

ou entre lames dans la même gamme. Ceci permet de pouvoir comparer les lames issues 

d’une même expérience entre elles. La visualisation en boîtes à moustaches (box plot) permet 

de visualiser l’étendue de la variance avant et après le réajustement (Figure 8). L’utilisation de 

la déviation absolue de la médiane (MAD : median absolute deviation) et de la moyenne 

géométrique afin de réaliser le réajustement semble être plus pertinent que l’utilisation de la 

déviation standard usuelle (Yang, Buckley et al. 2001). 

 

Figure 8 : intérêt du réajustement. 

A) Avant le réajustement : seize puces identiques ont été normalisées (médiane proche de 

zéro) mais ont des variances différentes. B) Après le réajustement : Les variances intra-lames 

sont équivalentes c’est-à-dire que la déviation médiane absolue est réduite au même niveau. 

 

A) B)A) B)
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4.4.4  Elimination des valeurs aberrantes 

 

Une valeur aberrante (outlier) est un point ‘suspect’ en termes de distance relative à 

la moyenne des valeurs (Figure 9). MADSCAN utilise la méthode MAD décrite 

précédemment. La détection par la déviation absolue de la médiane est plus robuste que la 

déviation standard habituellement utilisée pour le z-test. Le test MAD est un z-test modifié : 

iMAD médiane x x  

0.675 i mx x
z

MAD
 

Si iz  ≥ 3.5, alors ix  est une valeur aberrante. 

Les points reconnus par MADSCAN comme étant des valeurs aberrantes sont 

éliminés de l’analyse. 

 

 

Figure 9 : Exemple d'outliers. 

(tiré du manuel d’utilisation de MADSCAN (Le Meur, Lamirault et al. 2004)) 

 

 

4.5. Analyses des résultats 

 

4.5.1 Stockage des données 

 

La masse de données générées par les expériences de puces à ADN est considérable. 

Par exemple, une seule lame génère plusieurs valeurs numériques sur chacun des 

oligonucléotides présents sur la puce (intensités moyennes et médianes de chacun des 
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fluorophore, intensité du bruit de fond, estimation de l’erreur standard associée…). De plus, 

des dizaines voire des centaines de lames sont parfois nécessaires (ce qui a été le cas dans 

mon travail) pour pouvoir réaliser l’étude (e.g. réplicats techniques). Il est donc facile de 

comprendre l’intérêt de la gestion des données issues des études transcriptomiques. Plusieurs 

types de données doivent être stockés de manière accessible tout au long du projet : 

 Les informations relatives aux expériences. Il est important de répertorier toutes les 

données issues des expériences pour le contrôle qualité : extractions, amplifications, 

marquages, hybridations des échantillons… 

 Les images TIFF originelles, acquises par le scanner. Il est indispensable de 

conserver ces fichiers pour pouvoir revenir aux données initiales. Cependant, 

l’inconvénient est que ces fichiers ont une taille assez importante (21 Mo par 

fluorophore, soit 42 Mo par lame).  

 Les tableaux de données brutes et normalisées. Les données numériques avant et 

après transformations (filtration, normalisation, traitement statistiques…) doivent 

être disponibles. 

Nous avons utilisé une base de données disponible en ligne sur internet : BASE 

(BioArray Software Environment). BASE permet de stocker les fichiers de résultats issus de 

nos expériences et de les lier à divers paramètres expérimentaux, de protocoles et de 

fabrications des lames. Elle dispose d’un système de requête et de filtrage efficace afin de 

rechercher rapidement les informations voulues. 

 

4.5.2. Détection des gènes différentiellement exprimés 

 

Si deux conditions sont appelées 1 et 2 pour les N gènes de l’étude, le niveau 

d’expression du gène g dans chacune des deux conditions est appelé μg1 et μg2. L’hypothèse 

que le gène n’est pas différentiellement exprimé dans les deux conditions est appelée H0,g et 

l’hypothèse alternative H1,g. Ces hypothèses peuvent s’écrire de la façon suivante pour les 

deux conditions : 

0, 1 2

1, 1 2

g g g

g g g

H

H
 

Pour identifier l’ensemble des gènes qui sont exprimés différentiellement, il suffit 

alors de réaliser les tests d’hypothèses pour chacun des N gènes et de conserver les gènes pour 

lesquels l’hypothèse nulle est rejetée. 
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La sélection des gènes différentiellement exprimés nécessite le choix approprié d’un 

test statistique qui permette l’identification des gènes en fonction d’un seuil de significativité.  

La réalisation d’un test t de Student pour chaque gène peut être envisagée car elle 

n’impose pas une homogénéité des variances. Cependant, il est essentiel de ne pas oublier que 

la réalisation d’un nombre élevé de tests nécessite de prendre en compte les problèmes 

spécifiques de tests multiples (cf. § 4.5.3.). Ainsi, la puissance de ce test dans les expériences 

de puces à ADN diminue drastiquement. 

Ainsi, pour pallier le problème lié à l’estimation et leurs fluctuations des petites 

variances, des variantes du test t ont été développées. C’est le cas du logiciel SAM
3
 

(Significance Analysis of Microarray) connu aussi sous le nom du test S (Tusher, Tibshirani et 

al. 2001). SAM introduit une constante positive a (correspondant au quatre-vingt dixième 

percentile de la distribution des écarts-types de tous les gènes) au niveau du dénominateur du 

test t classique : 

1 2g g

SAM

g

x x
t

a
 

Le numérateur correspond à la différence des moyennes des niveaux d’expression dans les 

deux conditions et le dénominateur représente l’écart-type estimé de la différence des 

moyennes plus la constante a. 

 

La méthode de SAMROC a été développée à partir de la méthode de SAM. Comme 

cette dernière, elle rajoute une constante positive avec la variance afin d’éviter la 

surestimation des variances. Cette constante est calculée en minimisant le nombre de gènes 

qui sont faussement déclarés positifs et ceux faussement déclarés négatifs à l’aide de la 

courbe ROC (Receiver Operating Characteristics) : 

1 2g g

SAMROC

g

x x
t

b
 

Le choix de b se fait en prenant le la tangente de la courbe de ROC parallèle à la 

droite nulle, dite « Null line », qui détermine qu’il y a autant de sensibilité que de spécificité. 

La courbe ROC compare le taux de faux-positifs et le taux de faux-négatifs des gènes. Ceci 

permet de minimiser le nombre de gènes faux-positifs et faux-négatifs pour un niveau de 

                                                   
3
 http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/ 

http://www-stat.stanford.edu/~tibs/SAM/
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sensibilité α et une constante b données (Figure 10). Cependant, ces tests restent soumis aux 

problématiques de tests multiples. 

 

 

Figure 10 : Courbe de ROC. 

 

4.5.3. Choix du seuil de significativité 

 

Le nombre important d’hypothèses à tester simultanément sur les données de puces à 

ADN implique l’étude des deux erreurs associées aux tests multiples. La première erreur est 

l’erreur FWER (Family Wise Error Rate) qui correspond à la probabilité de rejeter au moins 

une hypothèse nulle alors qu’elles sont toutes vraies. Il s’agit de l’équivalent de l’erreur de 

première espèce α associée à un test simple. La probabilité de commettre l’erreur FWER 

augmente de façon dramatique avec le nombre N de tests. Le second type d’erreur est l’erreur 

FDR (False Discovery Rate) introduite par Benjamini et Hochberg. Cette erreur correspond à 

la proportion d’hypothèses qui sont rejetées à tort. 

 

4.5.3.1. Erreur FWER 

 

La méthode de correction de Bonferroni (Bland and Altman 1995) est la méthode la 

plus connue pour le calcul des probabilités ajustées. La probabilité ajustée est la probabilité 

obtenue pour un test simple dont l’erreur de première espèce est fixée à α/N. Cette méthode 

présente le désavantage d’être difficilement applicable lorsque le nombre de tests est 

supérieur à dix et lorsqu’il existe des corrélations entre les statistiques de test. Cette méthode 

est donc beaucoup trop conservative pour les milliers de tests liés aux expériences de puces 

(Satagopan and Panageas 2003). Par ailleurs, il existe une corrélation forte entre les tests 

Null Line
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statistiques qui est liée à la co-régulation des gènes et à une dépendance des erreurs de 

mesures des niveaux d’expression. 

 

4.5.3.2. Erreur FDR 

 

Les méthodes contrôlant l’erreur FWER sont trop conservatrices pour des 

applications où peu de gènes sont différentiellement exprimés. Reiner et al. ont développés 

une méthode de contrôle du FDR, c’est-à-dire de la proportion de faux positifs parmi les 

gènes attendus comme différentiellement exprimés (Reiner, Yekutieli et al. 2003). La plupart 

des méthodes visant à contrôler le FDR sont basées sur la procédure proposée par Benjamini 

et Hochberg (Benjamini and Hochberg 1995). Cette méthode est largement utilisée dans 

plusieurs logiciels dont SAM. 

Guo et al. révèlent que la significativité statistique (P-value) d’un gène est 

dépendante de la méthode de normalisation, alors que le classement par différence 

d’expression (fold change) ne l’est pas (Guo, Lobenhofer et al. 2006). De plus, ce classement 

par fold change permet une meilleure concordance des résultats entre différents sites (Shi, 

Reid et al. 2006). Ainsi, il faut être prudent sur l’interprétation des données statistiques et 

favoriser l’analyse de la liste de gènes différentiellement exprimés plutôt que la mesure d’un 

gène unique. 

 

4.5.4. Regroupement hiérarchique des données d’expressions 

 

Une méthode communément utilisée pour explorer les données est le regroupement 

(clustering en anglais) des gènes présentant des profils d’expression similaires dans les 

expériences. Ceci permet d’établir des groupes (clusters) de gènes co-régulés dans les 

conditions étudiées sans préjuger de leur fonction. Il existe plusieurs méthodes de 

regroupement (décrites dans la thèse de A. Sturn : regroupement hiérarchique, Self 

Organizing Maps, k-means clustering, l’analyse en composante principale…) (Sturn 2001). 
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4.5.4.1. Classification non-supervisée 

 

Les méthodes de classification non supervisée sont des techniques de regroupement 

où un processus automatique sépare les données observées en groupes distincts sans aucune 

connaissance préalable des classes existantes. 

L’un des logiciels les plus couramment utilisé pour le regroupement hiérarchique est 

le logiciel Cluster
4
 (Eisen, Spellman et al. 1998). Les gènes sont comparés deux à deux en 

fonction du degré de similitude entre leurs profils d’expression. Les gènes présentant la plus 

faible distance entre leurs profils sont groupés sous un nœud. Le nœud est ensuite lui-même 

comparé à un autre gène ou un autre nœud. Ainsi, de proche en proche, les gènes sont 

ordonnés de manière hiérarchique dans un dendrogramme qui peut être visualisé avec le 

logiciel TreeView
4
 (Figure 11). 

TreeView permet de visualiser les profils des gènes sous forme d’une carte 

d’expression colorée ou carte thermique. Chaque ligne représente un gène et chaque colonne 

une expérience. La valeur du logarithme du ratio est reportée en rouge lorsqu’elle est positive 

et en vert lorsqu’elle est négative. L’intensité de la couleur est proportionnelle à l’amplitude 

de la variation. La longueur des branches de l’arbre représente la distance entre chaque nœud. 

Différentes métriques peuvent être utilisées pour calculer la distance entre les profils, comme 

de coefficient de Pearson, la distance euclidienne, la covariance, la distance de Manhattan, le 

Kendall’s tau… Le coefficient de corrélation de Pearson est le plus couramment utilisé. En 

effet, il permet d’évaluer le degré de similitude entre les profils de variation sans tenir compte 

des différences d’amplitude (Alon, Barkai et al. 1999). 

                                                   
4
 http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm 

http://rana.lbl.gov/EisenSoftware.htm
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exp1 exp2 exp3 exp4 exp5 exp6 exp7 exp8

gene1 0.040 0.356 0.233 0.582 0.057 0.719 0.378 0.212

gene2 -0.990 0.120 -0.490 -0.059 0.174 0.115 -0.054 -0.180

gene3 0.126 0.727 0.352 -0.209 0.416 0.062 -0.077 0.298

gene4 -0.054 0.132 0.134 0.093 -0.103 0.020 0.216 -0.022

gene5 -0.749 -1.197 0.065 -0.250 -0.459 -0.790 0.137 -0.322

gene6 0.020 -0.123 0.286 0.145 0.197 0.192 -0.155 -0.001

gene7 0.611 0.293 0.443 0.458 0.428 0.464 0.633 0.289

gene8 0.173 -0.158 -0.001 -0.079 0.060 0.421 0.034 0.367

gene9 0.209 0.186 -0.012 0.054 0.180 -0.015 0.099 0.036

gene10 0.463 0.571 0.405 0.200 0.231 0.253 0.270 0.489

gene11 0.145 -0.335 -0.046 -0.041 -0.092 0.479 -0.071 0.312

gene12 0.150 -0.181 0.109 0.343 0.122 -0.022 0.077 0.083

gene13 -0.104 0.036 -0.065 -0.043 -0.065 -0.058 0.069 0.126

gene14 0.203 -0.212 0.236 -0.037 0.267 0.407 0.203 0.222

gene15 0.259 -0.019 0.600 0.267 0.556 -1.292 -0.008 -0.527

gene16 -0.752 -0.170 -0.354 -1.094 -0.153 -0.556 -0.108 -0.280

gene17 -0.041 0.033 -0.010 -0.059 0.092 0.141 -0.003 0.012

gene18 -0.098 0.188 0.055 -0.147 -0.108 -0.187 -0.050 -0.088

gene19 -0.248 -0.290 -0.480 -0.064 -0.077 -0.161 0.569 -0.054

gene20 -0.185 0.016 -0.332 -0.216 -0.253 -0.535 -0.095 0.054

gene21 0.000 0.395 0.276 0.111 0.274 0.470 0.154 0.120

gene22 -0.253 -0.094 -0.232 -0.167 -0.115 -0.111 -0.175 -0.090

gene23 0.456 0.040 0.417 0.365 0.273 0.500 0.459 0.288

gene24 -0.241 -0.745 0.362 -0.239 -0.538 -0.887 -0.699 -0.875

gene25 0.009 0.012 0.111 -0.044 0.137 0.124 -0.055 0.055

gene26 0.258 -0.257 -0.082 -0.089 0.496 -0.480 -0.380 0.146

gene27 0.049 0.290 -0.002 0.150 0.096 0.065 -0.083 -0.025

gene28 0.095 0.067 -0.044 0.102 0.052 -0.141 -0.183 0.167

gene29 -0.197 -0.034 -0.209 -0.024 -0.093 -0.469 -0.602 -0.314

gene30 -0.036 0.500 0.007 -0.035 0.158 0.109 -0.030 0.060

gene31 -0.085 -0.077 -0.132 -0.160 -0.068 -0.199 -0.033 -0.197

gene32 0.014 0.083 -0.001 0.171 0.020 -0.103 -0.221 0.117

gene33 0.366 0.677 -0.127 -0.346 -0.343 -0.710 -0.437 -0.381

gene34 -0.485 -0.134 -0.087 0.050 -0.838 -0.066 0.296 -0.004

gene35 0.076 0.323 0.433 -0.095 0.401 0.415 0.555 0.124

gene36 -0.027 0.535 0.074 0.515 0.760 0.715 0.459 0.586

gene37 -0.132 -0.697 -0.397 -0.127 -0.106 0.310 0.221 -0.118

gene38 -0.050 -0.209 -0.263 0.293 0.167 -0.135 0.409 0.232

gene39 0.402 0.237 0.200 -0.054 0.079 0.277 0.393 0.244

gene40 -0.192 -0.128 -0.257 -0.411 -0.973 -0.136 0.067 -0.161

gene41 0.063 -0.070 -0.081 -0.224 -0.186 -0.313 -0.159 -0.324
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gene39 0.402 0.237 0.200 -0.054 0.079 0.277 0.393 0.244

gene40 -0.192 -0.128 -0.257 -0.411 -0.973 -0.136 0.067 -0.161

gene41 0.063 -0.070 -0.081 -0.224 -0.186 -0.313 -0.159 -0.324

3

-3

0

3

-3

0

Mesures Colorisation Regroupement  

Figure 11 : Représentation graphique issue d'une analyse par classification hiérarchique. 

A partir des tableaux de mesures dans lesquels chaque colonne correspond à une expérience et 

chaque ligne à un gène (à gauche), chaque valeur est représentée par une couleur qui est le 

reflet qualitatif et quantitatif du rapport des fluorescences (au centre). Les gènes dont le 

niveau d’expression est inchangé sont représentés en noir, ceux dont le niveau augmente en 

rouge et les autres en vert. Une échelle de couleur permet de quantifier les nuances de vert et 

de rouge. Finalement, les gènes ayant le même profil d’expression sur plusieurs expériences 

sont regroupés (à droite). 

 

Une autre méthode de classification hiérarchique non-supervisée couramment 

utilisée est la méthode de partitionnement. Cette méthode a pour objectif de minimiser la 

distance intra-groupe pour un nombre fixé, K, de groupes. La méthode dite des k-moyennes 

(k-means), introduite en 1967 par MacQueen, est une variante des méthodes d’agrégations 

autour de centres mobiles (techniques de ré-allocation dynamique des individus à des centres 

de classes eux-mêmes recalculés à chaque itération) (McQueen 1967). Le but de cet 

algorithme est de minimiser la distance de chaque objet (e.g. gènes) par rapport au centre du 

groupe auquel il appartient. La méthode des k-moyennes distribue les données en k groupes 

choisis a priori et répartis autour de k centres appelés noyaux ou centroïdes (Figure 12). 

 



  Introduction 

  49 

A) B)

D) C)
 

Figure 12 : Algorithme des k-moyennes. 

A) Définition du nombre de classes et tirage aléatoire des centroïdes (cercle rouge). B) 

Allocation des gènes aux classes. C) Calcul des nouveaux centroïdes (bleu), ré-allocation des 

gènes de manière itérative (double flèche) jusqu’à obtention de la partition finale (D). 

 

4.5.4.2. Classification supervisée 

 

Les méthodes de classification supervisée utilisent de la connaissance a priori pour 

construire des classifications. Elles établissent des règles et un modèle de classification à 

partir d’un jeu de données connu et annoté, dit jeu d’apprentissage (training set), afin de 

prédire la classification de nouveaux cas appartenant à un jeu de données test (test set). Ainsi, 

la plupart des méthodes de classification supervisée comprennent : 1) une phase 

d’apprentissage sur des échantillons dont la classification est connue, et 2) une phase de test 

au cours de laquelle l’algorithme de classification est généralisé pour prédire la classification 

d’autres échantillons. 

La classification par l’analyse des centroïdes (centroid classifier) permet une 

répartition rapide des données en plusieurs classes. Pour chaque classe connue, le barycentre 

est calculé. Ensuite, toutes les distances possibles entre l’échantillon à classer et les différents 

barycentres des différentes classes sont calculées. L’échantillon inconnu est alors agrégé à la 

classe pour laquelle la distance au barycentre est la plus faible. Cette approche possèdent deux 

inconvénients majeurs : elle est sensible aux données bruitées et sépare les données 

uniquement de façon linéaire. L’approche par centroïdes « rétrécis » (shrunken centroid) est 

une amélioration de l’analyse des centroïdes, développée par Tibshirani et al. (Tibshirani, 
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Hastie et al. 2002). Cette méthode permet de définir les jeux de gènes qui caractérisent au 

mieux chaque classe. Les centroïdes sont estimés à partir d’un plus petit nombre de gènes et 

sont donc moins bruités. La prédiction est plus précise. Cette méthode a l’avantage de pouvoir 

être également appliquée aux approches de classification non supervisée. En effet, elle 

permet, par exemple, de mettre en évidence les gènes qui contribuent le plus aux 

regroupements obtenus par une classification hiérarchique. Cette analyse est accessible à 

partir, entre autres, du logiciel PAM
5
 (Prediction Analysis of Microarrays). 

 

Les analyses du transcriptome par la technologie des puces à ADN via les méthodes 

de classification permettent de classer les gènes par fonctions similaires ou par groupes de co-

régulation et les échantillons par phénotype biologique identique. Cependant, elles ne 

permettent pas à elles seules de révéler la causalité des mécanismes de régulation 

(Quackenbush 2003). Aussi, l’intégration des méta-données, i.e. des informations issues de 

différentes sources contrôlées comme les ontologies, les résumés d’articles scientifiques ou 

les banques de données protéiques est devenue indispensable pour interpréter les données 

issues des expériences transcriptomiques. 

 

4.5.5. Interprétations des données 

 

Les gènes n’interviennent jamais seuls dans un organisme mais dans des réseaux et 

souvent en cascade. L’analyse des données issues des puces à ADN dans une perspective de 

modélisation des voies métaboliques, peut donc permettre la compréhension des systèmes 

vivants. 

Les méta-données sont en général disponibles sous la forme de bases de données 

publiques. Cependant, la nomenclature des gènes reste assez disparate d’une base de données 

à une autre malgré les efforts du consortium HGNC
6
 (HUGO Gene Nomenclature Committee) 

afin de standardiser cette nomenclature. Ainsi, la communauté scientifique a développé des 

ontologies pour annoter les gènes, leurs fonctions et leurs produits. Une ontologie est un 

ensemble structuré de concepts permettant de donner un sens aux informations. Elle est aussi 

un modèle de données qui représente un ensemble de concepts dans un domaine et les 

rapports entre ces concepts. 

 

                                                   
5
 http://www-stat.stanford.edu/~tibs/PAM/ 

6
 http://www.genenames.org/ 

http://www-stat.stanford.edu/~tibs/PAM/
http://www.genenames.org/
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4.5.5.1. GO : Gene Ontology 

 

Gene Ontology
7
, communément appelé GO, se compose de trois ontologies qui 

définissent les processus biologiques, les fonctions moléculaires et les localisations cellulaires 

des produits de gènes. Le processus biologique fait référence à l’objectif biologique auquel un 

gène ou produit de gène participe (e.g. la croissance cellulaire ou la transduction du signal). 

Un processus biologique est le résultat d’une ou plusieurs fonctions moléculaires associées 

dans un ordre donné. La fonction moléculaire décrit l’activité biochimique ou l’action du 

produit d’un gène (e.g. enzyme transporteur, ligand). La localisation cellulaire présente 

l’endroit de la cellule où se trouve la forme active du produit d’un gène. GO permet 

d’exprimer les phénomènes de régulation et offre la possibilité de représenter des données 

incomplètes. 

 

4.5.5.2 Banques de données 

 

Les banques de données généralistes pour le dépôt des données d’expression de 

gènes (repository) ont été développées dans le but de partager les données d’expression de 

gènes (notamment issues des expériences de puces à ADN) au niveau de la communauté 

scientifique internationale. L’une de leur priorité est le respect par les biologistes du standard 

international MIAME
8
 (Brazma, Hingamp et al. 2001) pour uniformiser les données et 

faciliter leur diffusion. Les trois principaux banques de données généralistes pour le dépôt des 

données d’expression de gènes sont ArrayExpress
9
 à l’EBI (Rocca-Serra, Brazma et al. 2003), 

GEO
10

 au NCBI (Edgar, Domrachev et al. 2002) et Cibex
11

 (Center for Information Biology 

gene EXpression database) au DDBJ (DNA Data Bank of Japan) (Ikeo, Ishi-i et al. 2003). 

Ces repositories sont d’importance grandissante puisque, aujourd’hui, la majorité des 

journaux scientifiques requièrent, pour toutes publications dans le domaine des puces à ADN, 

le dépôt des données d’expression dans au moins une des banques de données publiques 

conforme au standard international MIAME. 

Les repositories permettent de comparer les dessins expérimentaux réalisés pour 

répondre à diverses questions biologiques. Ils offrent la possibilité de confronter des matrices 

                                                   
7
 http://www.geneontology.org/ 

8
 www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html 

9
 http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/ 

10
 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/ 

11
 http://cibex.nig.ac.jp/index.jsp 

http://www.geneontology.org/
../Brutes-depot/BRAUD/www.mged.org/Workgroups/MIAME/miame.html
http://www.ebi.ac.uk/arrayexpress/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/
http://cibex.nig.ac.jp/index.jsp
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de données d’expression générées par différentes équipes, sur différents modèles et/ou 

différentes plates-formes. Les résultats de ces comparaisons permettent, entre autre, 

d’améliorer l’annotation et la connaissance sur les gènes dans les différentes conditions 

(McCarroll, Murphy et al. 2004; Stuart, Segal et al. 2003). L’autre intérêt de ces banques de 

données généralistes est la mise à disposition des jeux de données aux communautés de 

chercheurs en bioinformatique, mathématiques et statistiques pour le développement de 

nouvelles méthodologies d’analyse (Sivozhelezov, Giacomelli et al. 2006). De même, de 

nombreux articles, parus dans les journaux traitant de bioinformatique, présentent des 

algorithmes testés sur des jeux de données extraits des différentes banques de données 

publiques (Cordoba, Wang et al. 2006; Fishel, Kaufman et al. 2007; Park and Stegall 2007). 

Les résultats obtenus offrent même parfois un complément d’information sur les résultats 

biologiques (Elashoff, Higgs et al. 2007). 

 

4.5.5.3. Confrontation, combinaison et recoupement des données 

 

L’intégration des méta-données passe par l’interopérabilité des différentes sources. 

Cependant, les données biologiques dispersées dans les différentes banques de données sont le 

plus souvent hétérogènes, parfois redondantes et généralement de qualité inégale. De plus, 

l’absence ou le non-respect des standards de nomenclature pour annoter les objets biologiques 

rend délicat l’interopérabilité, l’intégration et la comparaison des différentes sources 

d’informations. 

 

De nombreux outils sont actuellement disponibles afin de confronter, recouper et 

combiner des données. Par exemple, on trouve DAVID
12

 (Database for Annotation, 

Visualization and Integrated Discovery) et EASE (Expression Analysis Systematic Explorer) 

(Hosack, Dennis et al. 2003) ou encore Babelomics/FatiGO
13

 (Al-Shahrour, Diaz-Uriarte et 

al. 2004). Ces outils permettent de soumettre une liste de gènes sur laquelle on recherche une 

sur-représentation de certaines catégories fonctionnelles ou annotations grâce à un test exact 

de Fischer ou la distribution hypergéométrique. Ces différents outils diffèrent principalement 

par les catégories de données recherchées et les corrections appliquées aux p-valeurs obtenues 

par le test exact de Fischer pour ajuster leur significativité. Ils permettent la gestion des 

ensembles, le rapatriement de données, la recherche de sur-représentation d’annotations et la 

                                                   
12

 http://niaid.abcc.ncifcrf.gov/ 
13

 http://fatigo.bioinfo.cipf.es/ 

http://niaid.abcc.ncifcrf.gov/
http://fatigo.bioinfo.cipf.es/
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visualisation d’un ensemble dans un certain contexte : graphe de la Gene Ontology, carte du 

KEGG
14

 (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) (Kanehisa, Goto et al. 2004). 

D’autres outils permettent l’intégration des données expérimentales et 

bibliographiques afin de les visualiser au sein de voies métaboliques comme par exemple 

Ingenuity Pathway Analysis
15

 ou MADSENSE
16

 (MicroArray Data SENSE). 

 

4.5.6. Puces et art ! 

 

Les exemples précédents montrent bien l’importance de la quantité de travail à 

réaliser après les expérimentations à proprement parler pour valider, stocker, échanger et 

finalement comparer les données obtenues avec les puces à ADN et la littérature. Mais que 

faire des non moins nombreuses lames dont les données ne sont pas exploitables ? Il semble 

que certains aient trouvé la solution en développant un nouveau mouvement artistique 

autoproclamé art array (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Exemples de l'art array ou la « beauté de l'erreur ». 

                                                   
14

 www.genome.jp/kegg/ 
15

 http://www.ingenuity.com/ 
16

 http://cardioserve.nantes.inserm.fr/mad/madsense/index.html 

../Brutes-depot/BRAUD/www.genome.jp/kegg/
http://www.ingenuity.com/
http://cardioserve.nantes.inserm.fr/mad/madsense/index.html
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5. Objectifs 

 

N’ayant pas de facteurs prédictifs fiables de la tolérance « opérationnelle » chez des 

patients transplantés rénaux, les puces à ADN semblent être un outil approprié pour la 

recherche de biomarqueurs sans a priori. 

Mon travail de thèse à donc consister à rechercher des gènes pouvant distinguer les 

patients « opérationnellement » tolérants des patients en rejet chronique sur la base d’une 

simple prise de sang. L’intérêt majeur d’une telle signature est de pouvoir explorer la 

possibilité que des patients greffés rénaux sous traitement immunosuppresseur classique avec 

une fonction rénale stable aient le même profil que les patients « opérationnellement » 

tolérants. 

Initialement, le laboratoire à réalisé une collaboration avec l’université de Stanford 

afin de déterminer une signature transcriptionnelle de la tolérance « opérationnelle » par la 

technologie des puces à ADN. L’ARNm des patients a été hybridé sur des puces spottées avec 

des ADNc. L’objectif est de trouver une signature de gènes avec une valeur diagnostique et 

pronostique de la tolérance « opérationnelle » par rapport au rejet chronique et de tester cette 

signature sur des patients sous traitement immunosuppresseur avec une fonction rénale stable. 

Cette partie correspond à l’article I. 

Suite à cela, Nous avons voulu compléter ces résultats en utilisant des puces à ADN 

spottées avec des oligonucléotides. En effet, les puces à ADNc sont moins sensibles que les 

puces à oligonucléotides du fait de la longueur des sondes et induit des hybridations croisées 

(i.e. gènes d’une même famille). De plus, la qualité des sondes des puces à ADNc est 

dépendante de l’efficacité de la PCR (Mah, Thelin et al. 2004; Mansfield and Sarwal 2004). 

De plus, cette deuxième étude a consisté à utiliser une liste de gènes issue d’expériences 

préliminaires. Au cours de mon DEA, j’ai sélectionné les gènes les plus différentiellement 

exprimés entre une population de six patients « opérationnellement » tolérants et une 

population de huit patients en rejet chronique via l’utilisation d’une puce exhaustives (dites 

pangénomiques). Nous avons aussi décidé de déposer des gènes de la littérature ayant un 

intérêt en transplantation ou de recherches menées au laboratoire comme par exemple Foxp3, 

HO-1 (Heme Oxygenase 1), FSTL1, des gènes de la voie de signalisation NOTCH, certains 

TLR. La sélection de ces gènes a fait l’objet de la création d’une puce dédiée
17

 en 

                                                   
17

 http://cardioserve.nantes.inserm.fr/ptf-puce/cancerochips_fr.php 

http://cardioserve.nantes.inserm.fr/ptf-puce/cancerochips_fr.php
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collaboration avec d’autres équipes de recherche sur Nantes. Chaque patient à été testé une 

nouvelle fois individuellement sur la base de cette puce dédiée en augmentant le nombre de 

patients et en incluant des individus sains. Nous avons orienté l’analyse de ses résultats vers 

une approche plus mécanistique afin de caractériser les réseaux de gènes impliqués dans la 

tolérance « opérationnelle » et dans le rejet chronique par l’utilisation d’une analyse 

statistique classique (Article II) et une analyse bioinformatique non-statistique (Article III). 
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1.2. Résumé de l’article I 

 

La survie à long terme des allogreffes nécessitent généralement une 

immunosuppression à vie à l’origine d’effets secondaires important comme une 

néphrotoxicité (Nankivell, Borrows et al. 2004). Il est rare que les receveurs ayant reçu une 

transplantation rénale présentent une tolérance « opérationnelle » spontanée avec une fonction 

du greffon stable en l’absence d’immunosuppression. Le manque de marqueurs biologiques 

de ce phénomène empêche l’identification de patients potentiellement tolérants chez qui 

l’immunosuppression pourrait être diminuée et empêche le développement de nouvelles 

stratégies d’induction de tolérance. L’objectif de cette étude est d’identifier des biomarqueurs 

sanguins de la tolérance « opérationnelle » et d’utiliser ces biomarqueurs afin de déterminer la 

fréquence de cet état chez des patients sous immunosuppression avec une fonction rénale 

stable. Le profil d’expression des gènes issus du sang périphérique d’une cohorte de patients 

transplantés rénaux (tolérance « opérationnelle » : n=17 ; rejet aigu : n=14 ; rejet chronique : 

n=22 ; fonction rénale stable sous immunosuppression : n=22) et de seize individus sains a été 

analysé. Une partie des échantillons a été utilisée pour l’analyse des trois différents groupes 

de patients (tolérance « opérationnelle », rejet chronique et individus sains) et a permis 

d’identifier une « empreinte transcriptionnelle » de quarante-neuf gènes spécifiques de la 

tolérance. Ces gènes ont été utilisés pour la prédiction de la tolérance « opérationnelle » sur 

un groupe indépendant de patients test (patients tolérants et patients en rejet chronique). 

Trente-trois de ces quarante-neuf gènes suffisent pour discriminer correctement les 

phénotypes de tolérance et de rejet chronique avec une spécificité de 99% et de 86% 

respectivement par PCR en temps réel. Cette signature a été retrouvée chez cinq patients sur 

dix sous faible dose de stéroïdes en monothérapie (<10 mg/j) et chez un patient sur douze 

présentant une fonction rénale stable sous trithérapie (mycophénolate mofétil ou azathioprine, 

stéroïdes avec (n=5) ou sans (n=7) inhibiteurs des calcineurines). Cette signature 

transcriptionnelle suggère une diminution de la signalisation de la costimulation, une 

quiescence immunitaire et une réponse des cellules T mémoires chez les patients 

« opérationnellement » tolérants. 
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1.3. Discussion de l’article I 

 

1.3.1. Analyse non supervisée 

 

Une analyse non supervisée à été réalisée à partir des gènes exprimés dans le sang de 

quarante-cinq patients : onze patients « opérationnellement » tolérants (TOL) ; onze patients 

en rejet chronique (CR) ; un patient en rejet chronique (prouvé par biopsie) ayant perdu les 

critères de la tolérance « opérationnelle » quatre ans après l’arrêt de son traitement (#) ; dix 

patients avec une fonction rénale stable sous faible dose de stéroïdes en monothérapie (MIS : 

Minimal Immunosuppression) ; douze patients avec une fonction rénale stable sous trithérapie 

(STA). Les gènes retenus pour la classification présentent une différence d’expression d’au 

moins trois fois entre les différents groupes. 

Ainsi, 2986 gènes ont été retenus et permettent une bonne ségrégation des patients 

tolérants et des patients en rejet chronique par une classification hiérarchique non supervisée 

comme le montre la Figure 14 A). De plus, quatre patients MIS et un patient STA sont classés 

dans la même branche du dendrogramme que les patients tolérants. Quatre patients sous 

dialyse ne recevant plus de traitement immunosuppresseur ( ) ont été inclus afin d’étudier 

l’impact du traitement sur la signature transcriptionnelle. Ces patients sont classés dans la 

même branche du dendrogramme que les patients en rejet chronique. Ceci indique donc que 

l’effet du traitement est mois fort que le phénotype du rejet chronique. Si les patients en rejet 

chronique sans traitement étaient classés dans une branche à part ou bien s’ils étaient classés 

avec les patients « opérationnellement » tolérants, alors nous aurions conclu que la signature 

était dépendante du traitement immunosuppresseur. 
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Figure 14 : Classification hiérarchique non-supervisée des patients. 

A) Classification non-supervisée des 2986 gènes sur 45 patients. Quatre CR sous dialyse et 

sans immunosuppression ( ) sont groupés avec d’autres CR, STA et MIS. Les patients 

présentant le phénotype de tolérance (T1 à T4, TT1 à TT6, MIS1, MIS3, MIS6, MIS9 et S9) 

appartiennent à une branche du dendrogramme bien distincte. B) 893 gènes ont été déterminés 

par l’analyse SAM discriminant les TOL des CR (FDR<0,01). C) 982 clones correspondants 

à 578 gènes connus ont été déterminés par l’analyse SAM discriminant les patients en rejet 

aigu (AR) des patients en rejet chronique (CR). 

 

Trois clusters de gènes majeurs ont été identifiés permettant la discrimination des 

TOL et des CR (Figure 14, Tableau 2). L’enrichissement des familles de gènes au sein de ces 

trois groupements a été calculé grâce au logiciel EASE. Le cluster I suggère une quiescence 

du système immunitaire chez les patients « opérationnellement » tolérants par rapport aux 

patients en rejet chronique. En effet, les marqueurs classiques de l’activation lymphocytaire T 

(CD69 (Sancho, Gomez et al. 2005), TACTILE (Fuchs, Cella et al. 2004), LAG3 (Grosso, 

Kelleher et al. 2007; Yi, Zhen et al. 2006) ou SLAM (Ostrakhovitch and Li 2006)), les gènes 

associés à la cytotoxicité (granzyme, perforine, fas (Russell and Ley 2002) et granulysine 

(Pena and Krensky 1997)) ainsi que les gènes caractéristiques de la réponse Th1/Th2 (TNFα, 

IL-4 et IL-10) ont une expression diminuée chez les patients tolérants. De plus, 90 % des 

gènes codant pour les cytokines pro-inflammatoires ont une expression réduite chez les 

patients « opérationnellement » tolérants par rapport aux patients en rejet chronique. 
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Le cluster II contient plusieurs gènes relatifs à la transduction du signal (JAK1, 

LCP2, RAB1A, RAP1A) et des gènes codant des protéines se liants à l’ADN (NFATC1, 

IRF2, TBRG1, TRIM26) significativement diminués. Le cluster III contient des gènes relatifs 

à la régulation du cycle cellulaire significativement augmentés chez les patients 

« opérationnellement » tolérants par rapport aux patients en rejet chronique avec un 

enrichissement de gènes exprimés durant la mitose (MCM5, -6, -7, Survivin, CyclinA2, B1, 

D1) et le processus énergétique cellulaire (ATP5F1, -5J, -5O, -5G2, C1QBP, TIMM8B). 

 

Tableau 2 : Enrichissement des familles de gènes. 

 Gènes représentatifs 

Cluster I  

Réponse immunitaire GZMA, -B, -C, KLRK1, LY64 

Réponse au stress MAP4K1, SCAP1, ZAP70 

Communication cellulaire BIN2, CCL5, CD3E, CD5, IL17R, ITPR1 

Activité protéine kinase SYK, STK4, ITK, STK39, ZAP70 

Transduction du signal ADRB2, AKAP10, HLA-DPA1, IL16 

Modifications post-traductionnelles STK39, PTPN22, SIAT4A, SYK 

Régulation de la prolifération cellulaire CD3E, MXD4, PCAF, SLAMF1 

Réponse immunitaire innée NCR3, LY64, CCL5, IL18RAP 

Cluster II  

Transduction du signal JAK1, LCP2, RAB1A, RAP1A 

Fixation à l’ARN RBM5, CUGBP2, DHX9, HDLBP 

Cascade de signalisation intracellulaire ABL2, FYN, LIMK1, RHOH 

Réponse immunitaire CD74, CD2, FN1, TRIM, IL2RB 

RNA processing HNRPK, HNRPU, ROD1, SF1 

Fixation à l’ARN double brin DHX9, MBNL1, PRKRA 

Réponse immunitaire humorale OCIL, IL7R, LY9, POU2F2, PAG 

Fixation à l’ADN NFATC1, IRF2, TBRG1, TRIM26 

Cluster III  

Cycle cellulaire (mitose) MCM5, -6, -7, Survivin, CyclinA2, B1, D1 

Régulation du cycle cellulaire BUB1, CDC2, -20, -25C, CDKN3, -N2A 

Transport d’électron COX11, ETFA, GPX4, PLOD, TXNL2 

Activité mitochondriale ATP5F1, -5J, -5O, -5G2, C1QBP, TIMM8B 

Croissance cellulaire ENO1, FHL1, TSG101, SOCS5, LTBP4 

Fixation aux facteurs de croissance liés à l’insuline CTGF, CYR61, ESM1, IGFBP3, NOV 

Migration cellulaire JAG1, FEZ2, RTN4, SDCBP, LAMA1 

Cytosquelette FLNA, DST, GAS2, MYO1B, -5B 

Homéostasie calcique CXCL12, CCL2, -15, -19, S10B, STC1 
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1.3.2. Identification d’un groupe de gènes liés à la tolérance « opérationnelle » 

 

Cette étude à permis d’identifier quarante-neuf gènes discriminant les patients 

« opérationnellement » tolérants (TOL) de ceux en rejet chronique (CR) ainsi que les 

individus sains (N) par une analyse prédictive par l’utilisation du logiciel PAM. Le Tableau 3 

résume les différences d’expressions (fold change) de ces quarante-neuf gènes entre les 

différents groupes.  

L’expression de ces quarante-neuf gènes permet de discriminer les huit individus 

sains et les onze patients en rejet chronique ainsi que quatre patients tolérants sur cinq avec 

une spécificité de 100% et une sensibilité de 90%. Afin de valider le modèle, un test de 

prédiction sur six nouveaux patients tolérants indépendants a été réalisé. Tous les nouveaux 

patients tolérants sont prédits comme TOL avec une sensibilité > 99 %. Par la suite, un test de 

prédiction a été réalisé sur vingt-deux patients sous traitement immunosuppresseur (MIS et 

STA). Cinq patients MIS sur dix et un patients STA sur douze partagent la signature de 

tolérance avec une sensibilité > 90%. 
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Tableau 3 : Liste des 49 gènes (Article I). 

Symbole Gene TOL vs N TOL vs CR N vs CR TOL vs AR 

AFP*
†
 Alpha-fetoprotein 5.09 4.4 0.87 4.83 

AKR1C1 Aldo-keto reductase family 1, member C1 4.02 4.45 1.11 2.81 

AKR1C2 Aldo-keto reductase family 1, member C2 4.08 4.35 1.07 2.17 

AREG Amphiregulin (growth factor) 7.35 1.62 0.22 3.57 

BRRN1 Barren homolog (Drosophila) 5.27 2.88 0.55 1.53 

BTLA B and T lymphocyte associated 0.22 0.76 3.51 0.31 

BUB1B* BUB1 budding uninhibited by benzimidazoles 1 3.87 2.22 0.57 1.91 

C1S
†
 Complement component 1, s subcomponent 9.08 3.66 0.4 4.19 

CCL20 Chemokine (C-C motif) ligand 20 10.79 6.17 0.57 5.15 

CDC2*
†
 Cell division cycle 2, G1 to S and G2 to M 6.06 2.96 0.49 2.34 

CDH2*
†
 Cadherin 2, type 1, N-cadherin (neuronal) 8.54 5.61 0.66 3.22 

CHEK1* CHK1 checkpoint homolog (S. pombe) 6.02 2.97 0.49 1.86 

D2S448 Melanoma associated gene 5.24 3.96 0.76 1.41 

DEPDC1 DEP domain containing 1 4.96 2.54 0.51 2.75 

DHRS2 Dehydrogenase/reductase (SDR family) member 2 8.15 7.47 0.92 5.06 

ELF3 E74-like factor 3 (transcription factor ) 6.34 2.92 0.46 1.83 

FLJ10036 Zwilch 3.5 2.34 0.67 0.97 

GAGE2 G antigen 7 5.04 4.2 0.83 1.93 

HBB Hemoglobin,  0.14 0.43 3.03 0.25 

IGFBP3
†
 Insulin-like growth factor binding protein 3 4.51 2.63 0.58 6.83 

IL13RA2 Interleukin 13 receptor, alpha 2 5.48 3.1 0.56 2.1 

LTB4DH
†
 Leukotriene B4 12-hydroxydehydrogenase 6.57 4.08 0.62 0.86 

MS4A1*
†
 CD20 Antigen 0.18 0.88 4.85 0.36 

MTHFD2 Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase 4.54 2.23 0.49 1.87 

NR2F1 Nuclear receptor 2F1 4.97 3.92 0.79 4.34 

PARVG Parvin, gamma 4.78 5.17 1.08 3.4 

PCP4 Purkinje cell protein 4 8.12 7.15 0.88 4.83 

PLEKHC1 Pleckstrin homology domain C1 6.55 2.53 0.39 1.66 

PLXNB1 Plexin B1 4.61 2.16 0.47 1.53 

PODXL
†
 Podocalyxin-like 5.88 2.68 0.46 3.01 

PPAP2C Phosphatidic acid phosphatase type 2C 9.55 4.95 0.52 3.71 

RAB30 RAB30, member RAS oncogene family 0.16 0.56 3.48 0.3 

RASGRP1 RAS guanyl releasing protein 1 0.17 0.19 1.07 0.49 

RBM9 RNA binding motif protein 9 9.07 6.7 0.74 3.37 

RGN Regucalcin (senescence marker protein-30) 7.81 4.03 0.52 2.24 

RHOH Ras homolog gene family, member H 0.13 0.27 2.09 0.33 

SERPINA3 * Alpha-1 antiproteinase, antitrypsin 3 5.24 3.51 0.67 2.89 

SERPINA5 Alpha-1 antiproteinase, antitrypsin 5 6.24 6.14 0.98 3.21 

SLC29A1
†
 Solute carrier family 29A1 (nucleoside transporters) 3.47 2.02 0.58 0.78 

SMILE SMILE protein 4.37 2.53 0.58 1.18 

SOX3 * SRY (sex determining region Y)-box 3 4.55 3.51 0.77 2.09 

SP5 Sp5 transcription factor 7.37 3.81 0.52 2.26 

SPON1 Spondin 1, extracellular matrix protein 5.7 4.68 0.82 1.94 

STK6 * Serine/threonine kinase 6 4.8 4.24 0.88 3.24 

SYNGR3 Synaptogyrin 3 3.35 2.19 0.65 1.31 

TACC2 Transforming, acidic coiled-coil containing protein 2 3.78 2.93 0.77 2.76 

TBX3 T-box 3 (ulnar mammary syndrome) 5.07 3.34 0.66 2.28 

TK1* Thymidine kinase 1, soluble 5.02 5.29 1.05 3.15 

TLE4 Transducin-like enhancer (sp1) homolog) 0.15 0.17 1.15 0.47 

 
*
 gènes impliqués dans la régulation du cycle cellulaire. 

†
 gènes connus pour être régulés par le TGF-β. 
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1.3.3. Pertinence de la signature transcriptionnelle de la tolérance 

 

Afin de tester le recoupement des gènes sanguins différentiellement exprimés entre 

le rejet aigu (AR), le rejet chronique (CR) et la tolérance (TOL), le sang de quatorze patients a 

été prélevé au moment du diagnostic histologique d’un rejet aigu et a été testé sur les puces à 

ADN. SAM a identifié 893 gènes différentiellement exprimés entre les patients 

« opérationnellement » tolérants et les patients en rejet chronique (Figure 14B) et 982 gènes 

différentiellement exprimés entre les patients en rejet chronique et les patients en rejet aigu 

(Figure 14C). Parmi ces deux listes, moins de 4% des gènes sont communs. De plus, 

l’abondance des transcrits identifiés par une analyse discriminative de classes (PAM) entre les 

TOL, N, AR et CR montre que les plus grandes différences d’expression des gènes sont 

retrouvées entre les patients en rejet chronique et les patients « opérationnellement » tolérants 

(Figure 1D – Article I). Ceci prouve que la signature de la tolérance « opérationnelle » est 

différente de la signature du rejet aigu. 

 

1.3.4. Validation de la liste de gènes 

 

Afin de valider cette signature, l’expression des quarante-neuf gènes ainsi que des 

gènes de la littérature associés à la tolérance (FOXP3 (Cobbold, Castejon et al. 2004), GITR 

(Shimizu, Yamazaki et al. 1999) et la neuropiline-1 (Bruder, Probst-Kepper et al. 2004)) a été 

testé par la technique de PCR en temps réel dans le sang de nouveaux patients indépendants 

(six patients tolérants et six patients en rejet chronique) et dans le sang de sept patients sous 

traitement immunosuppresseur avec une fonction rénale stable déjà testés par les puces à 

ADN (S2, S3, S7, S8, S9, S10 et S12). Des quarante-neuf gènes, trente-trois ont été retrouvés 

exprimés en PCR en temps réel. Treize des trente-trois gènes exprimés sont significativement 

exprimés (Figure 15A). L’expression du gène FOXP3 est significativement augmentée chez 

les patients tolérants par rapport aux patients en rejet chronique (P=0,009). La différence 

d’expression des gènes de la neuropiline-1 et du GITR entre les patients 

« opérationnellement » tolérants et les patients en rejet chronique n’est pas significative mais 

on note une augmentation de deux et huit fois respectivement entre les patients tolérants et les 

patients en rejet chronique. 
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Figure 15 : Prédiction de la signature de la tolérance « opérationnelle » dans le sang de 

nouveaux patients tolérants et de patients en rejet chronique indépendants par RT-PCR. 

A) Expression médiane des trente-trois gènes les plus abondants par la technique de RT-PCR 

sur les sept patients sains (N1 à N7), sur six nouveaux patients indépendants en rejet 

chronique (CT6 à CT11) et sur six nouveaux patients indépendants « opérationnellement » 

tolérants (TT7 à TT12). Les gènes significativement exprimés entre les patients tolérants et 

les patients en rejet chronique sont indiqués par un astérisque. B) Analyse prédictive par 

validation croisée des trente-trois gènes par le logiciel PAM. Le patient TT12 ne présente pas 

la signature de la tolérance (barre noire). Ce patient à développé un rejet chronique six mois 

après le prélèvement sanguin. C) Le test de prédiction de classe sur l’expression de ces trente-

trois chez les patients stable indique que le patient S9 partage la signature de la tolérance 

(barre blanche). 

 

Enfin, la valeur prédictive de l’expression de ces trente-trois gènes mesurée par RT-

PCR à été testée par le logiciel PAM (Figure 15B et C). La validation croisée sur les patients 

tolérants et les patients en rejet chronique prédit correctement ces patients sauf pour le patient 

tolérant TT12. Au moment du prélèvement, ce patient remplissait les critères de la tolérance 

« opérationnelle ». Six mois après le prélèvement sanguin, ce patient présentait des signes de 

dysfonction du greffon (créatinémie : 165µmol/l ; protéinurie : 1g/j). La biopsie a révélé des 



  Résultats 

  72 

signes de rejet chronique avec la présence d’anticorps anti-donneur. De plus, le test de 

prédiction des patients sous traitement immunosuppresseur avec une fonction rénale stable 

indique que le patient S9 partage la signature de la tolérance. Ce résultat est en accord avec la 

prédiction réalisée sur l’expression des gènes mesurée par les puces à ADN (Figure 1 de 

l’article I). 

 

1.4. Conclusion de l’article I 

 

Cette étude a permis d’identifier un groupe de quarante-neuf gènes correspondant à 

une signature sanguine de la tolérance « opérationnelle » chez les patients greffés rénaux. 

Cette signature a été validée par PCR en temps réel sur de nouveaux patients indépendants. 

De plus, le patient tolérant TT12 a été identifié comme étant en rejet chronique six mois avant 

la confirmation histologique. Par ailleurs, le patient sous traitement avec une fonction rénale 

stable (S9) à été prédit comme étant tolérant par PCR en temps réel et par les puces à ADN. 

Ceci suggère que cette signature possède une valeur pronostique qui doit être confirmée sur 

une cohorte de patients plus importante. 

Cette signature va être recherchée dans le sang de deux-cent patients sous traitement 

immunosuppresseur avec une fonction rénale stable. Le but est d’identifier les patients qui 

pourrait entrer dans un protocole de minimisation programmée et progressive de leur 

traitement immunosuppresseur. 



  Résultats 

  73 

 

 

2. Article II 

 

 

2.1. Tolérance « opérationnelle » sans traitement 

immunosuppresseur chez des patients transplantés 

rénaux : I. Analyse statistique de l'expression des 

gènes sanguins. 
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2.2. Résumé de l'article II 

 

Cette deuxième étude a consisté à utiliser une liste de gènes complémentaires 

composée de gènes issus d’expériences préliminaires sur des puces à ADN exhaustives ainsi 

que des gènes de la littérature ayant un intérêt en transplantation ou de recherches menées au 

laboratoire. L’objectif de ce travail à consisté à déterminer des gènes susceptibles d’être à 

l’origine des processus de la tolérance « opérationnelle » et du rejet chronique. Nous avons 

effectué une analyse statistique classique d’identification de gènes différentiellement 

exprimés entre des patients « opérationnellement » tolérants et des patients en rejet chronique. 

Nous avons identifié 343 gènes différentiellement exprimés dans les PBMC entre huit patients 

« opérationnellement » tolérants et dix-huit patients en rejet chronique. De plus, l’expression 

de ces 343 gènes est stable au cours du temps dans le sang de sept patients au moins un an 

après le premier prélèvement. Cette liste de gènes a consisté en un point de départ d’une 

analyse non-statistique détaillée dans l’article III. 

 

 

2.3. Discussion de l’article II 

 

2.3.1. Confection d’une puce dédiée 

 

La mesure de l’expression des gènes a été réalisée grâce à des puces à ADN spottées 

avec des oligonucléotides. Cette puce dédiée
18

 a été créée en collaboration avec d’autres 

équipes de recherche sur Nantes et comporte 6864 gènes. La détermination des gènes déposés 

sur la puce s’est faite suite à une étude réalisée au cours de mon DEA sur des puces à ADN 

exhaustives (dites pangénomiques). Compte-tenu du faible nombre de patients que nous 

disposions à l’époque, nous avons décidé de mettre en commun d’une part les ARNm de huit 

patients en rejet chronique et d’autre part les ARNm de six patients tolérants afin de 

minimiser les variations inter-individuelles (Churchill 2002; Churchill and Oliver 2001). Nous 

avons déterminé 2211 gènes différentiellement exprimés entre les patients tolérants et les 

patients en rejet chronique par le test SAM (1000 permutations ; q<0,05). De cette liste, nous 

avons retenu 520 gènes qui présentaient le plus de différences d’expression entre les deux 

                                                   
18

 http://cardioserve.nantes.inserm.fr/ptf-puce/cancerochips_fr.php 

http://cardioserve.nantes.inserm.fr/ptf-puce/cancerochips_fr.php
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groupes (fold change). Les gènes sont sélectionnés sur le fold change plutôt que sur la valeur 

p car le fold change permet une meilleure concordance des résultats (Shi, Reid et al. 2006). 

Nous avons aussi sélectionné des gènes issus de la littérature ayant un intérêt en 

transplantation ou de recherches menées au laboratoire comme par exemple Foxp3, HO-1 

(Heme Oxygenase 1), FSTL1, des gènes de la voie de signalisation NOTCH, certains TLR… 

qui ne sont pas présents sur les puces de Stanford. 

 

2.3.2. Analyse de l’expression des gènes 

 

Nous avons effectué deux amplifications linéaires indépendantes des ARN de 

chacun des patients afin de limiter les biais de l’amplification (Nygaard, Loland et al. 2003). 

En effet, l’amplification des différents transcrits est variable selon leur taille (Ma, Lyons-

Weiler et al. 2006). Les ARN amplifiés des patients « opérationnellement » tolérants, des 

patients en rejet chronique et des individus sains ont été hybridés sur deux lames différentes 

(une par amplification). De plus, chacun des gènes est déposé en trois endroits différents sur 

la puce. Nous obtenons ainsi douze points de mesure par gène et par patient (Black and 

Doerge 2002). 

 

Nous avons identifié une liste de 343 gènes différentiellement exprimés entre les 

patients tolérants et les patients en rejet chronique (Tableau 6 - Annexe 1). La classification 

hiérarchique non-supervisée des patients sur la base de l’expression de ces 343 gènes donne 

un dendrogramme avec deux branches : la première constituée des patients tolérants ainsi que 

des patients en rejet chronique CR013 et CR014 et la seconde branche contient 

majoritairement les patients en rejet chronique ainsi que des patients TOL06 et TOL08 

(Figure 3 de l’Article II). En ce qui concerne le patient TOL06, il remplissait les critères de la 

tolérance deux ans après l’arrêt de son traitement immunosuppresseur. Cependant, six mois 

après le prélèvement, sa fonction rénale s’est dégradée (créatinémie : 165µmol/L ; 

protéinurie : 1g/j) et la biopsie a révélé des signes de rejet chronique avec la présence 

d’anticorps anti-donneur. Ce patient correspond au patient TT12 de l’article I. La mauvaise 

classification des patients TOL08, CR013 et CR014 ne peut pas s’expliquer sur les critères 

cliniques. 

Nous avons vérifié la stabilité de cette signature dans le temps. Le sang de sept 

patients (quatre patients « opérationnellement » tolérants et trois patients en rejet chronique) a 
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été testé au moins un an après le premier prélèvement. Les corrélations entre les mesures 

d’expression des 343 gènes dans le temps montre que cette signature est stable dans le temps 

(Figure 16). 

 

 

Figure 16 : Corrélation de l'expression des 343 gènes dans le temps. 

 

Les gènes identifiés comme étant statistiquement différentiellement exprimés ne 

semblent pas être fortement différents entre les patients tolérants et les patients en rejet 

chronique (± 1,116 < fold change < ± 2,529) (cf. Tableau 6 - Annexe 1). Ceci suggère que 

l’état de tolérance « opérationnelle » s’explique par des interactions complexes entre de 

nombreux gènes plutôt qu’une augmentation ou une diminution massive de quelques gènes. 

Ce profil d’expression est cohérent avec d’autres études menées en autoimmunité (Bennett, 

Palucka et al. 2003) et en cancérologie où des signatures transcriptionnelles hautement 

spécifiques composées de 70 à 100 gènes avec des différences d’expression (fold change) 

relativement faible (Glas, Kersten et al. 2005; van 't Veer, Dai et al. 2002). 

Yang et al. ont réalisé des hybridations sur dix-neuf lignées cellulaires de 

carcinomes humaines (colon, cerveau, ovaire, pancréas et testicule) contre un ARN de 

référence commercial ou contre un ARN de référence fait par leurs soins. En utilisant une 
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limite de deux déviations standards, ils obtiennent des différences d’expression compris entre 

± 1,33 et ± 1,62 avec moins de 5% de gènes présentant une déviation standard supérieure à 

deux (Yang, Chen et al. 2002). Il semble que des gènes dont les différences d’expression sont 

inférieures à deux, peuvent donc être considérés comme potentiellement intéressants. 

Les faibles différences d’expression entre les deux groupes peuvent aussi s’expliquer 

par le faible nombre de patients. En effet, Wei et al. indiquent que le nombre d’échantillons 

nécessaire pour obtenir une différence d’expression d’au moins deux entre les différentes 

conditions expérimentales avec une probabilité de 90% et une valeur p < 0,05 est largement 

supérieur au nombre d’échantillons utilisés à l’heure actuelle (Wei, Li et al. 2004). De plus, 

ils indiquent qu’il faut au moins cinq fois plus d’échantillons pour des études chez l’Homme 

que pour des études chez des animaux consanguin afin d’observer des différences 

d’expression avec la même force statistique. 

Les variabilités inter-individuelles de nos patients ainsi que le nombre restreint de 

patients étudiés dans notre étude peuvent être à l’origine des faibles différences d’expression 

entre nos patients « opérationnellement » tolérants et nos patients en rejet chronique. Nous 

avons par la suite utilisé cette liste de gènes dans une analyse bioinformatique non statistique 

(cf. Article III) afin de mettre en évidence un groupe de gènes leader dans le but de mieux 

comprendre les mécanismes de la tolérance « opérationnelle » chez des patients transplantés 

rénaux. 

 



  Résultats 

  90 

 

3. Article III 

 

 

3.1. Tolérance « opérationnelle » sans traitement 

immunosuppresseur chez des patients transplantés 

rénaux : II. Analyse non-statistique de l'expression 

des gènes. 

 

Victor Sivozhelezov, Christophe Braud, Luca Giacomelli, Eugenia Pechkova, Magali Giral, 

Jean-Paul Soulillou, Sophie Brouard et Claudio Nicolini. 
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3.2. Résumé de l'article III 

 

Comme nous l’avons vu précédemment, l’état de tolérance « opérationnelle » 

semble être régi par des interactions complexes entre les gènes plutôt que par une 

augmentation ou une diminution massive de l’expression de certains de ces gènes. Dans ce 

second article, nous avons identifié des gènes leader associés au rejet chronique et à la 

tolérance « opérationnelle » chez des patients transplantés rénaux par l'utilisation d'une 

approche bioinformatique non-statistique basée sur l'identification des gènes ayant les plus 

fortes interconnections entre-eux. L'analyse de ces gènes leader a été confrontée avec 

l'analyse classique SAM de l’article I et aux données cliniques des patients transplantés. Cette 

analyse a mis en évidence que les réseaux de gènes liés à la tolérance « opérationnelle » ou au 

rejet chronique semble être étroitement liés et nous a permis d’identifier de nouvelles cibles 

moléculaires qui pourraient être impliquées dans la tolérance « opérationnelle » et dans le 

rejet chronique. 

 

 

3.3. Discussion de l’article III 

 

3.3.1. Méthode d’identification des gènes leader 

 

La méthode d’analyse des gènes leader développée par Sivozhelezov et al. se 

décompose en trois étapes majeures : 1) l’identification des gènes impliqués dans une 

pathologie ; 2) la prédiction des interactions possibles entre les gènes identifiés ; 3) 

l’identification des gènes leader, c’est-à-dire des gènes qui ont un maximum d’interactions 

entre eux (Sivozhelezov, Giacomelli et al. 2006). 

La première étape (i.e. l’identification des gènes) a été réalisée à partir des résultats 

d’expériences de puces à ADN : les gènes identifiés par les puces pangénomiques (520 

gènes), les gènes identifiés par SAM sur les puces dédiées (343 gènes) et les gènes identifiés 

ab initio selon leur niveau d’interaction. L’identification ab initio des gènes a été réalisée en 

trois étapes : 1) l’établissement d’une liste de gènes par des recherches dans les multiples 

bases de données (e.g. HomoloGene
19

, MeSH
20

, EMBL-Bank
21

, RefSeq
22

, Swiss-Prot
23

, 

                                                   
19

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=homologene 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=homologene
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PIR
24

, PRF
25

…), 2) l’extension de cette liste par l’utilisation de réseaux d’interaction 

protéiques et 3) le croisement de cette liste étendue de gènes avec les données issues de 

PubMed/Genbank. 

La deuxième étape (i.e. la prédiction des interactions possibles) consiste à calculer le 

poids de chaque interaction à l’aide du logiciel STRING
26

 (von Mering, Jensen et al. 2007; 

von Mering, Jensen et al. 2005). Cette valeur correspond à la somme des poids de trois types 

d’interactions : 1) la co-occurrence du nom du gène ou de la protéine correspondante dans les 

articles publiés disponibles sur internet ; 2) le score dérivé des bases de données de réseaux de 

gènes comme KEGG ; et 3) le score assigné aux interactions physiques entre les protéines. 

La dernière étape (e.i. l’identification des gènes leader) consiste à combiner les 

scores de chaque gène à ceux de leurs voisins et à appliquer des méthodes de classification de 

ces scores pondérés. Deux méthodes de classifications ont été employées : la classification 

hiérarchique et la classification des k-moyennes (cf. § 4.5.4.1.). 

 

3.3.2. Détermination des gènes leader de la tolérance « opérationnelle » et du 

rejet chronique 

 

Trois listes de gènes leader ont été identifiées dans cet article. À partir des 

expériences des puces pangénomiques, 86 gènes leader ont été mis en évidence. À partir des 

expériences des puces dédiées, 67 gènes leader ont été mis en évidence et 68 gènes leader ont 

été identifiés ab initio (Table II de l’article III).  

La comparaison entre les gènes leader identifiés à partir des 520 gènes et les gènes 

identifiés par SAM montre très peu de gènes en communs (6/86 : 7%). A contrario, la 

comparaison entre les gènes leader identifiés ab initio et les gènes identifiés par SAM montre 

une grande convergence (33/68 : 49%). De plus, la fiabilité des données des expériences des 

puces pangénomiques est faible par rapport aux résultats issus des expériences des puces 

dédiées (Figure 3 de l’article III). Ceci montre que la mise en commun des ARNm de patients 

est moins pertinente que l’étude individuelle de chacun des patients. En effet, des études 

statistiques ont montrées que le regroupement des ARN induit une perte d’informations 

                                                                                                                                                               
20

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=mesh 
21

 http://www.ebi.ac.uk/embl/ 
22

 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/ 
23

 http://www.ebi.ac.uk/swissprot/ 
24

 http://pir.georgetown.edu/ 
25

 http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bfind?prf 
26

 http://string.embl.de/ 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=mesh
http://www.ebi.ac.uk/embl/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
http://www.ebi.ac.uk/swissprot/
http://pir.georgetown.edu/
http://www.genome.jp/dbget-bin/www_bfind?prf
http://string.embl.de/
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(Mary-Huard, Daudin et al. 2007; Zhang, Carriquiry et al. 2007). Lors du regroupement des 

ARN, la distribution des ARN des différents patients peut augmenter la variance du groupe 

(Kendziorski, Zhang et al. 2003). Ainsi, étant donné que nous disposions d’un groupe 

restreint de patients (huit patients en rejet chronique et six patients « opérationnellement » 

tolérants), l’ARN de l’un des patients a dû augmenter la variance du groupe expliquant ainsi 

le manque de fiabilité de ces résultats. Du fait de la faible fiabilité des résultats issus des 

expériences des puces pangénomiques, l’identification des gènes leader s’est faite sur les 

données de puces à ADN issues de chaque individu. 

 

3.3.3. Identification des réseaux d’interactions 

 

Les soixante-huit gènes leader identifiés ab initio concordent avec les 343 gènes 

identifiés par SAM. Ces gènes leader ont permis de construire une carte d’interactions 

protéiques à l’aide du logiciel STRING (Tableau 4) (Figure 5 de l’article III). 

 

Tableau 4 : Listes des protéines correspondantes à la carte des interactions classées selon leur 

score. 

 CD9 CD9 antigen (p24) (Leukocyte antigen MIC3) (Motility-related protein) (MRP-1) (Tetraspanin-29) (Tspan-29) 

 IL1RAP Interleukin-1 receptor accessory protein precursor (IL-1 receptor accessory protein) (IL-1RAcP) 

 PTGS2 
Prostaglandin G/H synthase 2 precursor (EC 1.14.99.1) (Cyclooxygenase- 2) (COX-2) (Prostaglandin-endoperoxide synthase 2) (Prostaglandin H2 

synthase 2) (PGH synthase 2) (PGHS-2) (PHS II) 

 HLA-DQA2 HLA class II histocompatibility antigen, DQ(6) alpha chain precursor (DX alpha chain) (HLA-DQA1) 

 RPS5 40S ribosomal protein S5 

 SIRT1 NAD-dependent deacetylase sirtuin-1 (EC 3.5.1.-) (hSIRT1) (hSIR2) (SIR2-like protein 1) 

 JAK2 Tyrosine-protein kinase JAK2 (EC 2.7.1.112) (Janus kinase 2) (JAK-2) 

 Galectin-1 
(Beta-galactoside-binding lectin L-14-I) (Lactose-binding lectin 1) (S-Lac lectin 1) (Galaptin) (14 kDa lectin) (HPL) (HBL) (Putative MAPK-activating 

protein MP12) 

 CTSG Cathepsin G precursor (EC 3.4.21.20) (CG) 

 GZMB 
Granzyme B precursor (EC 3.4.21.79) (T-cell serine protease 1-3E) (Cytotoxic T-lymphocyte proteinase 2) (Lymphocyte protease) (SECT) (Granzyme-

2) (Cathepsin G-like 1) (CTSGL1) (CTLA-1) (Fragmentin-2) (Human lymphocyte protein) (HLP) (C11) 

 PYGL Glycogen phosphorylase, liver form (EC 2.4.1.1) 

 ATP6V1D Vacuolar ATP synthase subunit D (EC 3.6.3.14) (V-ATPase D subunit) (Vacuolar proton pump D subunit) (V-ATPase 28 kDa accessory protein) 

 SPTLC2 Serine palmitoyltransferase 2 (EC 2.3.1.50) (Long chain base biosynthesis protein 2) (LCB 2) (Serine-palmitoyl-CoA transferase 2) (SPT 2) 

 MMP9 
Matrix metalloproteinase-9 precursor (MMP-9) (EC 3.4.24.35) (92 kDa type IV collagenase) (92 kDa gelatinase) (Gelatinase B) (GELB) [Contains- 67 

kDa matrix metalloproteinase-9; 82 kDa matrix metalloproteinase-9] 

 CST3 Cystatin C precursor (Neuroendocrine basic polypeptide) (Gamma-trace) (Post-gamma-globulin) 

 ENSP00000218516 Alpha-galactosidase A precursor (EC 3.2.1.22) (Melibiase) (Alpha-D- galactoside galactohydrolase) 

 KLF5 
Krueppel-like factor 5 (Intestinal-enriched krueppel-like factor) (Colon krueppel-like factor) (Transcription factor BTEB2) (Basic transcription element 

binding protein 2) (BTE-binding protein 2) (GC box binding protein 2) 

 CTSH Cathepsin H precursor (EC 3.4.22.16) [Contains- Cathepsin H mini chain; Cathepsin H heavy chain; Cathepsin H light chain] 

 PTGDS 
Prostaglandin-H2 D-isomerase precursor (EC 5.3.99.2) (Lipocalin-type prostaglandin-D synthase) (Glutathione-independent PGD synthetase) 

(Prostaglandin D2 synthase) (PGD2 synthase) (PGDS2) (PGDS) (Beta-trace protein) (Cerebrin 28) 

 CCL3 
Small inducible cytokine A3 precursor (CCL3) (Macrophage inflammatory protein 1-alpha) (MIP-1-alpha) (Tonsillar lymphocyte LD78 alpha protein) 

(G0/G1 switch regulatory protein 19-1) (G0S19-1 protein) (SIS-beta) (PAT 464.1) [Contains- MIP-1-alpha(4-69) 

 LDHA L-lactate dehydrogenase A chain (EC 1.1.1.27) (LDH-A) (LDH muscle subunit) (LDH-M) (Proliferation-inducing gene 19 protein) 

 IFNG Interferon gamma precursor (IFN-gamma) (Immune interferon) 

 LTF Lactotransferrin precursor (Lactoferrin) [Contains- Kaliocin-1; Lactoferroxin A; Lactoferroxin B; Lactoferroxin C] 

 IFIT3 
Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 3 (IFIT-3) (IFIT-4) (Interferon-induced 60 kDa protein) (IFI-60K) (ISG-60) (CIG49) (Retinoic 

acid-induced gene G protein) (RIG-G) 

 TNFSF10 Tumor necrosis factor ligand superfamily member 10 (TNF-related apoptosis-inducing ligand) (TRAIL protein) (Apo-2 ligand) (Apo-2L) 

 RECK Reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs precursor (hRECK) (Suppressor of tumorigenicity 15) (ST15) 
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 NMI N-myc-interactor (Nmi) (N-myc and STAT interactor) 

 ENSP00000245457 Prostaglandin E2 receptor, EP2 subtype (Prostanoid EP2 receptor) (PGE receptor, EP2 subtype) 

 PIN1 Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase NIMA-interacting 1 (EC 5.2.1.8) (Rotamase Pin1) (PPIase Pin1) 

 SNAP23 Synaptosomal-associated protein 23 (SNAP-23) (Vesicle-membrane fusion protein SNAP-23) 

 RPS4Y1 40S ribosomal protein S4, Y isoform 1 

 RPL36 60S ribosomal protein L36 

 RARA Retinoic acid receptor alpha (RAR-alpha) 

 LGALS3 
Galectin-3 (Galactose-specific lectin 3) (Mac-2 antigen) (IgE-binding protein) (35 kDa lectin) (Carbohydrate binding protein 35) (CBP 35) (Laminin-

binding protein) (Lectin L-29) (L-31) (Galactoside-binding protein) (GALBP) 

 KRAS GTPase KRas (K-Ras 2) (Ki-Ras) (c-K-ras) 

 E2F5 Transcription factor E2F5 (E2F-5) 

 IRAK2 Interleukin-1 receptor-associated kinase-like 2 (IRAK-2) 

 RAB33A Ras-related protein Rab-33A (Small GTP-binding protein S10) 

 PDGFRA Alpha platelet-derived growth factor receptor precursor (EC 2.7.1.112) (PDGF-R-alpha) (CD140a antigen) 

 CTSL Cathepsin L precursor (EC 3.4.22.15) (Major excreted protein) (MEP) [Contains- Cathepsin L heavy chain; Cathepsin L light chain] 

 DYSF Dysferlin (Dystrophy associated fer-1-like protein) (Fer-1-like protein 1) 

 BLK Tyrosine-protein kinase BLK (EC 2.7.1.112) (B lymphocyte kinase) (p55- BLK) 

 TLR2 Toll-like receptor 2 precursor (Toll/interleukin 1 receptor-like protein 4) (CD282 antigen) 

 CASP1 
Caspase-1 precursor (EC 3.4.22.36) (CASP-1) (Interleukin-1 beta convertase) (IL-1BC) (IL-1 beta-converting enzyme) (ICE) (Interleukin- 1 beta-

converting enzyme) (p45) [Contains- Caspase-1 p20 subunit; Caspase-1 p10 subunit] 

 PAK6 Serine/threonine-protein kinase PAK 6 (EC 2.7.1.37) (p21-activated kinase 6) (PAK-6) (PAK-5) 

 ENSP00000260949 Signal transducer and activator of transcription 4 

 IRAK3 Interleukin-1 receptor-associated kinase 3 (EC 2.7.1.-) (IRAK-3) (IL-1 receptor-associated kinase M) (IRAK-M) 

 ANGPT4 Angiopoietin-4 precursor (ANG-4) (ANG-3) 

 NCOA3 
Nuclear receptor coactivator 3 (EC 2.3.1.48) (NCoA-3) (Thyroid hormone receptor activator molecule 1) (TRAM-1) (ACTR) (Receptor-associated 

coactivator 3) (RAC-3) (Amplified in breast cancer-1 protein) (AIB-1) (Steroid receptor coactivator protein 3) (SRC- 

 IL1A Interleukin-1 alpha precursor (IL-1 alpha) (Hematopoietin-1) 

 IL1B Interleukin-1 beta precursor (IL-1 beta) (Catabolin) 

 BIRC3 
Baculoviral IAP repeat-containing protein 3 (Inhibitor of apoptosis protein 1) (HIAP1) (HIAP-1) (C-IAP2) (TNFR2-TRAF signaling complex protein 1) 

(IAP homolog C) (Apoptosis inhibitor 2) (API2) 

 STXBP3 Syntaxin-binding protein 3 (UNC-18 homolog 3) (UNC-18C) (UNC-18-3) (Platelet Sec1 protein) (PSP) 

 MXD1 MAD protein (MAX dimerizer) (MAX dimerization protein 1) 

 CXCL2 
Macrophage inflammatory protein 2-alpha precursor (MIP2-alpha) (CXCL2) (Growth regulated protein beta) (Gro-beta) [Contains- GRO-beta(5-73) 

(GRO-beta-T) (SB-251353) (Hematopoietic synergistic factor) (HSF)] 

 CSPG2 
Versican core protein precursor (Large fibroblast proteoglycan) (Chondroitin sulfate proteoglycan core protein 2) (PG-M) (Glial hyaluronate-binding 

protein) (GHAP) 

 PMAIP1 Phorbol-12-myristate-13-acetate-induced protein 1 (PMA-induced protein 1) (Immediate-early-response protein APR) 

 PIP5K2B Phosphatidylinositol-4-phosphate 5-kinase type II beta (EC 2.7.1.68) (PIP5KIIbeta) 

 CD53 Leukocyte surface antigen CD53 (Cell surface glycoprotein CD53) (Tetraspanin-25) (Tspan-25) 

 PTPRC Leukocyte common antigen precursor (EC 3.1.3.48) (L-CA) (CD45 antigen) (T200) 

 ATP6V1B2 
Vacuolar ATP synthase subunit B, brain isoform (EC 3.6.3.14) (V-ATPase B2 subunit) (Vacuolar proton pump B isoform 2) (Endomembrane proton 

pump 58 kDa subunit) (HO57) 

 UGCG 
Ceramide glucosyltransferase (EC 2.4.1.80) (Glucosylceramide synthase) (GCS) (UDP-glucose-N-acylsphingosine D-glucosyltransferase) (UDP- 

glucose ceramide glucosyltransferase) (GLCT-1) 

 ADD3 Gamma adducin (Adducin-like protein 70) 

 ATM Serine-protein kinase ATM (EC 2.7.1.37) (Ataxia telangiectasia mutated) (A-T, mutated) 

 FCER1B High affinity immunoglobulin epsilon receptor beta-subunit (FcERI) (IgE Fc receptor, beta-subunit) (Fc epsilon receptor I beta-chain) 

 PRKCA Protein kinase C, alpha type (EC 2.7.1.37) (PKC-alpha) (PKC-A) 

 PPP1R3A 
Protein phosphatase 1, regulatory subunit 3A (Protein phosphatase 1 glycogen-associated regulatory subunit) (Protein phosphatase type-1 glycogen 

targeting subunit) 

 LY96 Lymphocyte antigen 96 precursor (MD-2 protein) (ESOP-1) 

 RASA2 Ras GTPase-activating protein 2 (GAP1m) NCF1 

 NCF1 
Neutrophil cytosol factor 1 (NCF-1) (Neutrophil NADPH oxidase factor 1) (47 kDa neutrophil oxidase factor) (p47-phox) (NCF-47K) (47 kDa 

autosomal chronic granulomatous disease protein) (NOXO2) 

 CSTB Cystatin B (Liver thiol proteinase inhibitor) (CPI-B) (Stefin B) 

 CD3G T-cell surface glycoprotein CD3 gamma chain precursor (T-cell receptor T3 gamma chain) 

 STAT5B Signal transducer and activator of transcription 5B 

 FCGR3A 
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor III-A precursor (IgG Fc receptor III-2) (Fc-gamma RIII-alpha) (Fc-gamma RIIIa) (FcRIIIa) 

(Fc-gamma RIII) (FcRIII) (Antigen CD16-A) (FcR-10) 

 PPBP 
Platelet basic protein precursor (PBP) (Small inducible cytokine B7) (CXCL7) (Leukocyte-derived growth factor) (LDGF) (Macrophage-derived growth 

factor) (MDGF) [Contains- Connective-tissue activating peptide III (CTAP-III) (Low-affinity platelet factor IV 

 CXCL1 
Growth regulated protein alpha precursor (CXCL1) (Melanoma growth stimulatory activity) (MGSA) (Neutrophil-activating protein 3) (NAP-3) (GRO-

alpha(1-73)) [Contains- GRO-alpha(4-73); GRO-alpha(5-73); GRO- alpha(6-73)] 

 CAMP 
Antibacterial protein FALL-39 precursor (FALL-39 peptide antibiotic) (Cationic antimicrobial protein CAP-18) (hCAP-18) (HSD26) [Contains- 

Antibacterial protein LL-37] 

 SAP30 Histone deacetylase complex subunit SAP30 (Sin3-associated polypeptide, 30 kDa) (Sin3 corepressor complex subunit SAP30) 

 CCR6 
C-C chemokine receptor type 6 (C-C CKR-6) (CC-CKR-6) (CCR-6) (LARC receptor) (GPR-CY4) (GPRCY4) (Chemokine receptor-like 3) (CKR-L3) 

(DRY6) 

 ILK Integrin-linked protein kinase 1 (EC 2.7.1.37) (ILK-1) (59 kDa serine/threonine-protein kinase) (p59ILK) 
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 AGXT Serine--pyruvate aminotransferase (EC 2.6.1.51) (SPT) (Alanine-- glyoxylate aminotransferase) (EC 2.6.1.44) (AGT) 

 ITGB2 Integrin beta-2 precursor (Cell surface adhesion glycoproteins LFA- 1/CR3/p150,95 beta-subunit) (CD18) (Complement receptor C3 beta- subunit) 

 SERPINB9 Cytoplasmic antiproteinase 3 (CAP3) (CAP-3) (Protease inhibitor 9) (Serpin B9) 

 CD14 
Monocyte differentiation antigen CD14 precursor (Myeloid cell-specific leucine-rich glycoprotein) [Contains- Monocyte differentiation antigen CD14, 

urinary form; Monocyte differentiation antigen CD14, membrane- bound form] 

 PTEN Phosphatidylinositol-3,4,5-trisphosphate 3-phosphatase PTEN (EC 3.1.3.67) (Mutated in multiple advanced cancers 1) 

 IL7R Interleukin-7 receptor alpha chain precursor (IL-7R-alpha) (CDw127) (CD127 antigen) 

 FCGR1A High affinity immunoglobulin gamma Fc receptor I precursor (Fc-gamma RI) (FcRI) (IgG Fc receptor I) (CD64 antigen) 

 AGL 
Glycogen debranching enzyme (Glycogen debrancher) [Includes- 4-alpha- glucanotransferase (EC 2.4.1.25) (Oligo-1,4-1,4-glucantransferase); Amylo-

alpha-1,6-glucosidase (EC 3.2.1.33) (Amylo-1,6-glucosidase) (Dextrin 6-alpha-D-glucosidase)] 

 CD7 T-cell antigen CD7 precursor (GP40) (T-cell leukemia antigen) (TP41) (Leu-9) 

 PHKB Phosphorylase b kinase beta regulatory chain (Phosphorylase kinase beta subunit) 

 MAP4K4 
Mitogen-activated protein kinase kinase kinase kinase 4 (EC 2.7.1.37) (MAPK/ERK kinase kinase kinase 4) (MEK kinase kinase 4) (MEKKK 4) 

(HPK/GCK-like kinase HGK) (Nck interacting kinase) 

 FCER1A High affinity immunoglobulin epsilon receptor alpha-subunit precursor (FcERI) (IgE Fc receptor, alpha-subunit) (Fc-epsilon RI-alpha) 

 MGAM Maltase-glucoamylase, intestinal [Includes- Maltase (EC 3.2.1.20) (Alpha-glucosidase); Glucoamylase (EC 3.2.1.3) (Glucan 1,4-alpha- glucosidase)] 

 IGHE Ig epsilon chain C region 

 BKS Signal-transducing adaptor protein 2 (STAP-2) (Breast tumor kinase substrate) (BRK substrate) 

 AKR1C3 
Aldo-keto reductase family 1 member C3 (EC 1.-.-.-) (Trans-1,2- dihydrobenzene-1,2-diol dehydrogenase) (EC 1.3.1.20) (3-alpha- hydroxysteroid 

dehydrogenase type 2) (EC 1.1.1.213) (3-alpha-HSD type 2) (3-alpha-HSD type II, brain) (Prostaglandin F synthase) 

 PTPRCAP 
Protein tyrosine phosphatase receptor type C-associated protein (PTPRC-associated protein) (CD45-associated protein) (CD45-AP) (Lymphocyte 

phosphatase-associated phosphoprotein) 

 H4/G Histone H4 

 IFIT1 Interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 (IFIT-1) (Interferon-induced 56 kDa protein) (IFI-56K) 

 IL1R2 Interleukin-1 receptor type II precursor (IL-1R-2) (IL-1R-beta) (Antigen CD121b) (Antigen CDw121b) 

 RARG Retinoic acid receptor gamma-2 (RAR-gamma-2) 

 ASAH1 
Acid ceramidase precursor (EC 3.5.1.23) (Acylsphingosine deacylase) (N-acylsphingosine amidohydrolase) (AC) (Putative 32 kDa heart protein) 

(PHP32) [Contains- Acid ceramidase alpha subunit; Acid ceramidase beta subunit] 

 RTN4 
Reticulon-4 (Neurite outgrowth inhibitor) (Nogo protein) (Foocen) (Neuroendocrine-specific protein) (NSP) (Neuroendocrine specific protein C 

homolog) (RTN-x) (Reticulon 5) 

 TBXAS1 Thromboxane-A synthase (EC 5.3.99.5) (TXA synthase) (TXS) 

 VNN2 Vascular non-inflammatory molecule 2 precursor (Vanin-2) (Glycosylphosphatidyl inositol-anchored protein GPI-80) (FOAP-4 protein) 

 CDC2L2 
PITSLRE serine/threonine-protein kinase CDC2L2 (EC 2.7.1.37) (Galactosyltransferase-associated protein kinase p58/GTA) (Cell division cycle 2-like 

protein kinase 2) (CDK11) 

 HLA-DQA1 HLA class II histocompatibility antigen, DQ(5) alpha chain precursor (DC-1 alpha chain) 

 TIF1 Transcription intermediary factor 1-alpha (TIF1-alpha) (Tripartite motif protein 24) (RING finger protein 82) 

 SLPI 
Antileukoproteinase 1 precursor (ALP) (HUSI-1) (Seminal proteinase inhibitor) (Secretory leukocyte protease inhibitor) (BLPI) (Mucus proteinase 

inhibitor) (MPI) (WAP four-disulfide core domain protein 4) (Protease inhibitor WAP4) 

 SERPINH1 Collagen-binding protein 2 precursor (Colligin 2) (Rheumatoid arthritis related antigen RA-A47) (Serpin H2) 

 RTN3 Reticulon-3 (Neuroendocrine-specific protein-like 2) (NSP-like protein II) (NSPLII) 

 ANXA2 Annexin A2 (Annexin II) (Lipocortin II) (Calpactin I heavy chain) (Chromobindin-8) (p36) (Protein I) (Placental anticoagulant protein IV) (PAP-IV) 

 TEK 
Angiopoietin 1 receptor precursor (EC 2.7.1.112) (Tyrosine-protein kinase receptor TIE-2) (Tyrosine-protein kinase receptor TEK) (P140 TEK) (Tunica 

interna endothelial cell kinase) (CD202b antigen) 

 CAST Calpastatin (Calpain inhibitor) (Sperm BS-17 component) 

 CSF2RA Granulocyte-macrophage colony-stimulating factor receptor alpha chain precursor (GM-CSF-R-alpha) (GMR) (CDw116) (CD116 antigen) 

 S100A10 Calpactin I light chain (S100 calcium-binding protein A10) (p10 protein) (p11) (Cellular ligand of annexin II) 

 CASP8 
Caspase-8 precursor (EC 3.4.22.-) (CASP-8) (ICE-like apoptotic protease 5) (MORT1-associated CED-3 homolog) (MACH) (FADD-homologous 

ICE/CED-3-like protease) (FADD-like ICE) (FLICE) (Apoptotic cysteine protease) (Apoptotic protease Mch-5) (CAP4) 

 FCGR2B 
Low affinity immunoglobulin gamma Fc region receptor II-b precursor (Fc-gamma RII-b) (FcRII-b) (IgG Fc receptor II-b) (Fc-gamma-RIIb) (CD32 

antigen) (CDw32) 

 CCL20 
Small inducible cytokine A20 precursor (CCL20) (Macrophage inflammatory protein 3 alpha) (MIP-3-alpha) (Liver and activation- regulated 

chemokine) (CC chemokine LARC) (Beta chemokine exodus-1) [Contains- CCL20(1-67); CCL20(1-64); CCL20(2-70)] 

 ENO1 
Alpha enolase (EC 4.2.1.11) (2-phospho-D-glycerate hydro-lyase) (Non- neural enolase) (NNE) (Enolase 1) (Phosphopyruvate hydratase) (C-myc 

promoter-binding protein) (MBP-1) (MPB-1) (Plasminogen-binding protein) 

 RXRG Retinoic acid receptor RXR-gamma (Retinoid X receptor gamma) 

 CCL4 
Small inducible cytokine A4 precursor (CCL4) (Macrophage inflammatory protein 1-beta) (MIP-1-beta) (MIP-1-beta(1-69)) (T-cell activation protein 2) 

(ACT-2) (PAT 744) (H400) (SIS-gamma) (Lymphocyte activation gene 1 protein) (LAG-1) (HC21) 

 CARD12 Caspase recruitment domain protein 12 (Ice-protease activating factor) (Ipaf) (CARD, LRR, and NACHT-containing protein) (Clan protein) 

 TLR10 Toll-like receptor 10 precursor 

 GYG2 Glycogenin-2 (EC 2.4.1.186) (GN-2) (GN2) 

 F5 Coagulation factor V precursor (Activated protein C cofactor) [Contains- Coagulation factor V heavy chain; Coagulation factor V light chain] 

 TLR1 Toll-like receptor 1 precursor (Toll/interleukin-1 receptor-like protein) (TIL) (CD281 antigen) 

 

Sur cette carte d’interaction, il existe deux principaux réseaux : l’un est composé de 

protéines liées à l’interleukine 1 (Figure 17) et l’autre correspond à un réseau de transduction 

du signal (Figure 18). Il a été rapporté dans la littérature que le transfert du gène codant pour 
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la forme soluble du récepteur de type 2 de l’interleukine 1 (IL1R2) en complément du 

traitement sous ciclosporine chez des rats LEW ayant reçu une allogreffe cardiaque d’un rat 

F344 prolonge la survie du greffon. De plus, le transfert du gène de l’IL1R2 diminue 

significativement l’infiltrat de lymphocytes T CD4
+
 et des monocytes/macrophages et induit 

aussi une diminution de l’expression du TNF-α et du TGF-β (Simeoni, Dudler et al. 2007). 

Chez l’Homme, l’étude du polymorphisme des gènes du récepteur α de l’interleukine 1 

(IL1RA) et de l’IL-1 β (IL1B), chez 136 patients ayant une allogreffe rénale par rapport à 150 

individus sains, révèle que la faible production d’IL1RA est un facteur de risque d’épisodes 

de rejet aigus et de rejet chronique ainsi que la reprise tardive de la fonction rénale. De plus, 

la forte production d’IL1B combinée à la faible production d’IL1RA semble être un facteur de 

risque du rejet du greffon (Manchanda, Bid et al. 2006). Les données issues de la littérature 

indiquent que ce réseau de protéines liées à l’IL-1 semble jouer un rôle important dans la 

survie du greffon à long terme. 

 

 

Figure 17 : Réseau d'interleukines identifié par les interactions entre les gènes leader. 

 

Un deuxième réseau important a été identifié à partir de la carte d’interaction (Figure 

5 de l’article III). Ce réseau est principalement composé de kinases (BLK, ILK, JAK2, 

PDGFRA, PRKCA, TEK), de récepteurs (CSF2RA, FCGR1A, FCGR2B, FCGR3A, IL7R, 

NCOA3, PTPRC, RARA, RARG, RXRG, TLR1, TLR10, TLR2) et de protéines impliquées 
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dans la transduction du signal (ANGPT4, CD14, CD3G, CD7, CST3, CTSH, CTSL, IFNG, 

ITGB2, LTF, LY96, PTPRC, SERPINH1, SLPI, VNN2) (Figure 18). Ce réseau constitue le 

point de départ de nouvelles analyses afin de caractériser les mécanismes moléculaires 

impliqués dans le rejet chronique et dans la tolérance « opérationnelle ».  

La comparaison de ces résultats avec l’enrichissement des familles de gènes de 

l’analyse non supervisée de l’article I (Tableau 2) montre que les gènes impliqués dans les 

processus de tolérance « opérationnelle » et de rejet chronique codent pour les kinases et des 

protéines impliquées dans la transduction du signal.  
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Figure 18 : Réseau de transduction du signal identifé par les interactions entre les gènes 

leader. 
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Les gènes leader de la tolérance ou du rejet chronique tendent à former des sous-

groupes distincts parmi le réseau (Figure 19). Ces sous-groupes indiquent que les gènes sont 

augmentés ou diminués de façon simultanée dans le rejet chronique ou dans la tolérance 

« opérationnelle ». Cependant, certains gènes présentent des profils contraires. C’est le cas du 

gène IL7R (récepteur de l’interleukine 7) identifié comme gène leader de la tolérance 

« opérationnelle » qui se trouve au centre d’un nœud de gènes leader du rejet chronique. 

Plusieurs études rapportent que l’absence d’expression du marqueur CD127 (chaine α du 

récepteur de l’IL-7) est caractéristique des cellules T régulatrices CD4
+
 CD25

+
 Foxp3

+
 chez la 

souris et le primate (Hartigan-O'Connor, Poon et al. 2007) ainsi que chez l’Homme (Seddiki, 

Santner-Nanan et al. 2006). Il semble donc que l’IL7R soit une molécule d’intérêt majeur de 

la tolérance en transplantation. 
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Figure 19 : Carte d'interaction 

 

Sur la carte d’interactions, l’IL7R est lié directement à STAT5 (Signal transducers 

and activators of transcription 5). STAT5 a été identifié comme gène leader du rejet 

chronique. L’IL7R via la présence de motifs tyrosines phosphorylées permet l’activation de 

STAT5 dans les PBMC humains (Lin, Migone et al. 1995). Les protéines STAT sont 

impliquées dans l’immunorégulation et le développement des cellules immunitaires (O'Shea, 

Gadina et al. 2002; Shuai and Liu 2003). Yao et al. ont montré que des souris déficientes pour 

les gènes STAT5A/B présentent une forte réduction des lymphocytes T CD4
+
 CD25

–
 et CD4

+
 

Foxp3
+
. De plus, les protéines STAT5A/B sont nécessaires à l’induction de l’expression de 

Foxp3 in vitro et se fixent directement sur le gène codant pour la protéine Foxp3 (Yao, Kanno 
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et al. 2007). Le développement des cellules régulatrices Foxp3
+
 via l’activation de STAT5 est 

dépendante de la transduction du signal du récepteur de l’interleukine-2 chez la souris 

(Burchill, Yang et al. 2007). Snow et al. ont montré l’importance des signaux de transduction 

du signal liées à STAT5 dans le développement des cellules régulatrices CD4
+
 CD25

+
 

impliquées dans les mécanismes de tolérance en transplantation chez la souris (Snow, 

Abraham et al. 2003). Ces résultats sont en accord avec les résultats obtenus au laboratoire. 

En effet, Louis et al. ont montré un défaut du nombre de cellules régulatrices CD4
+
 CD25

+
 

chez les patients en rejet chronique par rapport aux patients « opérationnellement » tolérants 

et par rapport aux individus sains (Louis, Braudeau et al. 2006). La réduction du nombre de 

ces cellules chez les patients en rejet chronique pourrait être due à une diminution de 

l’expression du gène STAT5. 

 

Le gène codant pour la protéine RARA (Retinoic acid receptor alpha) a été identifié 

comme gène leader de la tolérance « opérationnelle » et semble être un gène important du 

réseau de la Figure 18. Seino et al. ont étudié l’effet d’un agoniste du récepteur de l’acide 

rétinoïque α (RARA) dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat. Leur agoniste (ER-

38925) inhibe de façon significative l’alloréactivité spécifique des lymphocytes T 

cytotoxiques dans un modèle murin de réaction du greffon contre l’hôte et permet une 

prolongation de la survie des greffons cardiaques sans aucun signe histologique de rejet 

chronique à cent jours. De plus, cet agoniste ne semble pas présenter d’effet toxique : aucune 

perte de poids ni d’altération dans les formules sanguines des animaux traités à fortes doses 

(Seino, Yamauchi et al. 2004). Les auteurs conclus que les agonistes de RARA pourrait être 

utilisés comme immunosuppresseurs en transplantation chez l’Homme. 

 

 

3.4. Conclusion des Articles II et III 

 

Ces études montrent une bonne convergence entre l’analyse statistique classique 

(SAM) et l’analyse bioinformatique non-statistique. La carte d’interactions des gènes leader a 

permis d’identifier de nouvelles cibles moléculaires impliquées dans la tolérance 

« opérationnelle » (e.g. le réseau de l’IL-1, l’IL7R, STAT5, RARA…). Les analyses 

transcriptionnelles sont de bons outils pour découvrir de nouveaux biomarqueurs mais 

l’utilisation des analyses protéomiques permet de mieux comprendre les mécanismes 
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moléculaires d’un état biologique (LaBaer 2005). Ainsi, la combinaison des analyses 

statistiques et des analyses par interactions protéiques nous ont permis d’identifier des 

molécules potentiellement impliquées dans la tolérance « opérationnelle » et dans le rejet 

chronique. 
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1. Conclusions 

 

Plusieurs études ont prouvé l’efficacité de l’utilisation des puces à ADN comme 

outils diagnostique en transplantation dans le sang périphérique (Deng, Eisen et al. 2006; 

Flechner, Kurian et al. 2004; Horwitz, Tsai et al. 2004; Martinez-Llordella, Puig-Pey et al. 

2007). Nous avons donc employé les puces à ADN afin de déterminer une signature 

transcriptionnelle de la tolérance « opérationnelle » dans le sang périphérique de ces patients. 

 

Nous avons ainsi identifié une liste de quarante-neuf gènes permettant de 

discriminer les patients « opérationnellement » tolérants des patients en rejet chronique et des 

individus sains (cf. article I). Cette liste de gènes à été testée par PCR en temps réel sur des 

patients tolérants et des patients en rejet chronique indépendants permettant de prédire 

correctement ces nouveaux patients. L’intérêt d’une telle signature est de tester si des patients 

sous traitement immunosuppresseur avec une fonction rénale stable partageraient la signature 

de la tolérance « opérationnelle ». En effet, il n’existe pas actuellement de protocole de 

diminution et/ou de sevrage des immunosuppresseurs chez les patients adultes ayant reçu une 

allogreffe rénale. Ainsi, cinq patients sur dix sous stéroïdes en monothérapie et un patient 

sous trithérapie sur douze testés présentent un profil similaire à celui des patients 

« opérationnellement » tolérant avec une sensibilité supérieure à 90%. Ce même patient sous 

trithérapie a été testé par PCR en temps réel et présente aussi la signature de la tolérance 

« opérationnelle ». L’un des patients tolérants présente un profil d’expression plus proche des 

patients en rejet chronique en utilisant les puces à ADN et la PCR en temps réel. Au moment 

du prélèvement sanguin, ce patient présentait les critères cliniques de la tolérance. 

Néanmoins, six mois plus tard, il présentait des signes de dysfonction du greffon 

(créatinémie : 165µmol/l ; protéinurie : 1g/j). La biopsie a révélé des signes de rejet chronique 

avec la présence d’anticorps anti-donneur. Ceci montre que cette signature de quarante-neuf 

gènes possède une valeur diagnostique et pronostique de la tolérance « opérationnelle » chez 

l’Homme. 

 

Parmi les gènes exprimés sur la puce à ADN, un groupe de gène suggère une 

diminution de l’activation immunitaire chez les patients tolérants. Ceci est cohérant avec nos 

résultats antérieurs montrant une diminution de la réponse en cytokines Th1 et Th2 (Brouard, 

Dupont et al. 2005) et une diminution des molécules associées à la cytotoxicité exprimées par 
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les lymphocytes T CD8
+
CD28

–
 des patients « opérationnellement » tolérants (Baeten, Louis et 

al. 2006). 

Le rôle du TGF-β a été rapporté dans la tolérance chez l’Homme et chez l’animal 

(Gagne, Brouard et al. 2001; Josien, Douillard et al. 1998). De plus, Les cellules régulatrices 

de thype TH3 secrètent de fortes quantités de TGF-β (Belkaid, Piccirillo et al. 

2002).Cependant, l’augmentation de l’expression du TGF-β1 semble être un prédicteur de la 

dysfonction chronique du transplant chez l’Homme (Harris, Coupes et al. 2007; Pribylova-

Hribova, Kotsch et al. 2006). Dans l’article I, nous n’avons pas retrouvé de différence 

significative de l’expression du TGF-β entre les patients « opérationnellement » tolérants et 

les patients en rejet chronique. Cependant, parmi les quarante-neuf gènes composants la 

signature transcriptionnelle de la tolérance, neuf gènes sont régulés par le TGF-β (≈ 20%). 

Ceci montre donc que le TGF-β jouerait un rôle de régulation sur d’autres gènes impliqués 

dans la tolérance « opérationnelle ». 

 

Nous avons par la suite effectué de nouvelles expérimentations complémentaires sur 

une autre technologie de puces à ADN. Le but de cette nouvelle étude est d’identifier de 

nouvelles cibles moléculaires impliquées dans la tolérance « opérationnelle ». Pour ce faire, 

nous avons combiné les analyses statistiques classiques (SAM) à des analyses non-statistiques 

(réseaux d’interactions). A partir de la liste de 343 gènes identifiée par le logiciel SAM, un 

test de classification hiérarchique non-supervisée a été réalisé. Les données issues de ce test 

montrent une assez bonne discrimination des patients. Cependant, deux patients en rejet 

chronique ainsi que deux patients tolérants sont mal classés. Le patient TOL06 a développé un 

rejet chronique prouvé par une biopsie six mois après le prélèvement (patient TT12 de 

l’article I). Ainsi, cette liste de gènes a identifié ce patient comme rejet chronique six mois 

avant l’apparition des signes cliniques de rejet chronique. Cependant, aucune conclusion n’est 

possible concernant les autres patients mal classés. 

 

À partir de cette liste de 343 gènes discriminants, nous avons recherché les gènes 

clefs associés à la tolérance « opérationnelle » et au rejet chronique. Pour ce faire, une 

approche bioinformatique non-statistique basée sur l’identification de gènes possédant de 

fortes interactions entre eux plutôt que sur l’expression différentielle des gènes a été menée 

(Sivozhelezov, Giacomelli et al. 2006). Nous avons identifié une liste de soixante-huit gènes 

leader concordante avec la liste de gènes identifiés par SAM. En effet, 49% des gènes leader 

appartiennent à la liste de gènes identifiés par SAM. Une carte d’interaction des protéines 



  Discussion générale et perspectives 

  120 

correspondantes de ces gènes leader a été construite montrant que les gènes liés à la tolérance 

« opérationnelle » ou au rejet chronique tendent à former des sous-groupes distincts. Notre 

objectif est maintenant d’en étudier plus précisément ces nouvelles cibles identifiées. 

 

 

2. Perspectives 

 

2.1. Etudes de nouvelles cibles moléculaires impliquées dans la 

tolérance « opérationnelle » 

 

Certains gènes font l’objet d’études plus précises au laboratoire. C’est le cas du gène 

BANK1 (B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1) et du gène codant pour la protéine 

SMILE. 

Le gène codant pour la protéine BANK1 est retrouvé différentiellement exprimé 

entre les patients « opérationnellement » tolérants et les patients en rejet chronique par les 

puces à ADN (Article II) (Tableau 6 – Annexe I). Ainsi, nous avons mesuré l’expression du 

gène BANK1 dans les PBMC de onze patients en rejet chronique, huit patients 

« opérationnellement » tolérants, sept patients avec une fonction rénale stable et quinze 

individus sains par PCR en temps réel. L’expression de ce gène est significativement 

augmentée chez les patients « opérationnellement » tolérants par rapport aux patients en rejet 

chronique (p < 0,01). Les patients avec une fonction rénale stable et les individus sains ont un 

niveau d’expression de BANK1 équivalent à celui des patients en rejet chronique. Cette 

observation concorde avec les données des puces à ADN. De plus, nous avons initié au 

laboratoire une étude phénotypique des sous-populations lymphocytaires B chez les patients 

« opérationnellement » tolérants et chez les patients en rejet chronique. Nous avons observé 

une diminution du nombre de lymphocytes B mémoire (CD27) ainsi qu’une diminution du 

ratio CD32α/CD32β dans les PBMC des patients « opérationnellement » tolérants par rapport 

aux patients en rejet chronique (CD32α codant pour un récepteur inhibiteur et CD32β un 

récepteur activateur Fc-γ (van Mirre, Breunis et al. 2006)). Veri et al. ont montré qu’un 

anticorps monoclonal spécifique du CD32β induit une diminution de la production de 

médiateurs inflammatoires dans un modèle d’allergie in vitro ainsi qu’une diminution de la 

prolifération des lymphocytes B humains (Veri, Gorlatov et al. 2007). 

 



  Discussion générale et perspectives 

  121 

Le gène codant pour la protéine SMILE est l’un des quarante-neuf gènes de la 

signature de la tolérance « opérationnelle » (Article I). Ainsi, nous avons mesuré l’expression 

du gène SMILE dans les PBMC de seize patients en rejet chronique, neuf patients 

« opérationnellement » tolérants, dix-huit patients avec une fonction rénale stable et quinze 

individus sains par PCR en temps réel. L’expression de ce gène est significativement 

augmentée chez les patients « opérationnellement » tolérants par rapport aux patients en rejet 

chronique et par rapport aux patients avec une fonction rénale stable (p < 0,01). Des résultats 

similaires ont été observés au laboratoire dans des modèles animaux de transplantation rénale. 

Les rats Lewis 1A ayant reçu un rein d’un rat Lewis 1W expriment plus SMILE que les rats 

Lewis 1A ayant reçu un rein d’un rat Lewis 1A. De plus, nous avons mesuré au laboratoire 

l’expression du gène SMILE dans différents compartiments. Il se trouve que SMILE est 

fortement exprimé dans le placenta. D’autres molécules fortement exprimées dans le placenta 

semblent être impliquées dans la tolérance immunitaire comme par exemple HLA-G 

(LeMaoult, Rouas-Freiss et al. 2005) ou LIF (leukaemia inhibitory factor) (Muthukumarana, 

Lyons et al. 2006). 

 

 

2.2. Recherche de la signature de la tolérance « opérationnelle » 

chez des patients greffés rénaux avec une fonction stable 

 

Afin de tester la signature des quarante-neuf gènes spécifiques de la tolérance 

« opérationnelle » (Article I), 239 patients présentant une fonction rénale stable de leur 

greffon depuis plus de cinq ans ont été inclus dans le cadre d’un Programme Hospitalier de 

Recherche Clinique (PHRC) au CHU de Nantes en collaboration avec l’hôpital Necker à 

Paris. L’expression des gènes de la signature de la tolérance « opérationnelle » va être 

mesurée sur les PBMC de ces patients par PCR en temps réel. Ce travail est en cours de 

réalisation en collaboration avec la société TcLand S.A.
27

. Cette étude fait partie des projets 

labellisés GenHomme
28

.  

                                                   
27

 http://www.tcland-biotech.com/ 
28

 http://genhomme.tektonika2.com/genhomme.php 

http://www.tcland-biotech.com/
http://genhomme.tektonika2.com/genhomme.php
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2.3. Recherche d’une signature du rejet chronique 

 

Au cours de mon travail de thèse, je me suis aussi intéressé à rechercher une liste de 

gènes permettant de discriminer les patients en rejet chronique des patients avec une fonction 

rénale stable. Le but est d’identifier les patients avec une fonction rénale parfaitement stable 

avant les premiers signes fonctionnels (créatinémie, protéinurie) du développement d’un rejet 

chronique. L’objectif de cette étude est de pourvoir fournir un outil permettant d’orienter le 

médecin sur le traitement immunosuppresseur d’un patient et de déterminer la nécessité ou 

non d’effectuer une biopsie.  

 

Parmi les 239 patients inclus dans l’étude, cinquante-deux patients ont été exclus 

(manque du deuxième prélèvement, non-compliance, dégradation entre les deux 

prélèvements, cancers…). Parmi les 187 patients présentant une fonction rénale stable, vingt-

trois présentent une dégradation de leur fonction rénale depuis l’inclusion (Tableau 5). 

 

Tableau 5 : Données cliniques des patients présentant une fonction rénale stable à l’inslusion. 

 
Créatinémie 

(µmol/l) 

Protéinurie 

(g/j) 

Urée 

(mmol/L) 

Clairance 

Nankivell 
(ml/min) 

Age receveur 

(années) 

Age du 

donneur 
(années) 

Ac 

anti-
classe 1 

Ac 

anti-
classe 2 

Fonction rénale stable 
(n=164) 

112.89 ± 136.36 0.15 ± 0.32 9.06 ± 11.47 64.66 ± 57.04 52.13 ± 55.27 33.9 ± 42 7 9 

Dégradation de la 

fonction rénale depuis 
l'inclusion (n=23) 

29.12 ± 33.21 0.11 ± 0.22 3.27 ± 2.65 18.92 ± 8.57 14.9 ± 12.56 
14.42 ± 

13.22 
1 4 

 

Nous avons effectué deux amplifications linéaires indépendantes des ARN de 

chacun des 239 patients. Les ARN amplifiés ont été hybridés sur deux lames différentes (une 

par amplification). De plus, chacun des gènes est déposé en trois endroits différents sur la 

puce. Nous obtenons ainsi six points de mesure par gène et par patient. 

Afin de sélectionner les gènes qui discriminent les patients avec une fonction rénale 

stable des patients en rejet chronique, nous avons sélectionné uniquement les 69 patients avec 

une fonction rénale stable en l’absence d’anticorps anti-classe I et/ou classe II. En effet, il a 

été montré que la présence d’anticorps anti-HLA participerait à l’établissement du rejet 

chronique (Davenport, Younie et al. 1994; Piazza, Poggi et al. 2001; Worthington, Martin et 

al. 2003, Hourmant, 2005 #41). Nous avons ainsi constitué un groupe de patients 
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d’entrainement et un groupe de patients tests dans le but de valider la prédictivité de la liste de 

gènes discriminants. 

 

Deux analyses parallèles sont actuellement menées sur ces résultats : une analyse 

s’appuyant sur les logiciels classiques utilisés dans les études de puces à ADN (SAM, 

SAMROC, PAM, PLS
29

 (Partial Least Square)…) et une analyse fonctionnelle par 

groupement de gènes (clustering). Nous souhaitons déterminer à la fois les gènes les plus 

discriminants entre les deux groupes de patients ainsi que d’en étudier la fonction biologique 

et de pouvoir mieux comprendre les mécanismes impliqués dans le devenir à long terme du 

greffon. Grâce à cette étude, nous espérons être en mesure de donner une indication de la 

nécessité de pratiquer ou non une biopsie chez des patients présentant un profil 

transcriptionnel du rejet chronique et de pouvoir orienter le traitement immunosuppresseur 

d’un patient ayant reçu une greffe avec une fonction rénale stable en fonction de son profil 

d’expressions géniques. 

 

 

                                                   
29

 http://cran.r-project.org/src/contrib/Descriptions/pls.html 

http://cran.r-project.org/src/contrib/Descriptions/pls.html
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Annexe 1 
 

 

Tableau 6 : Liste des 343 gènes (Article II) 
Symbole Nom Fold change 

CCL4L1 chemokine (C-C motif) ligand 4-like 1 2.529 

BLK B lymphoid tyrosine kinase 1.413 

CCR6 chemokine (C-C motif) receptor 6 1.389 

BANK1 B-cell scaffold protein with ankyrin repeats 1 1.866 

CCL4 chemokine (C-C motif) ligand 4 1.695 

PTGDS prostaglandin D2 synthase 21kDa (brain) 1.640 

KIR2DL4 killer cell immunoglobulin-like receptor, two domains, long cytoplasmic tail, 4 1.287 

recombinantIgG4 recombinant IgG4 heavy chain gene, partial cds. 1.746 

IMAGE4690793wit cDNA clone IMAGE:4690793, with apparent retainedintron. 1.343 

MS4A1 membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 1 1.959 

COL9A2 collagen, type IX, alpha 2 1.216 

TERA TERA protein 1.414 

RAB33A RAB33A, member RAS oncogene family 1.227 

POMT1 protein-O-mannosyltransferase 1 1.206 

TRAF5 TNF receptorassociated factor 5 1.202 

similartoannexi similar to annexin II receptor 1.236 

STAP2 signal-transducing adaptor protein-2 1.441 

IGH@ immunoglobulin heavy locus 1.411 

CCL3 chemokine (C-C motif) ligand 3 2.094 

PACAP proapoptotic caspase adaptor protein 1.388 

IGLVgeneclone63 partial IGLV gene for immunoglobulin lambda chainvariable region, clone 63. 1.526 

similartoImmuno similar to Immunoglobulin-binding protein 1(CD79a-binding protein 1) (B cell signal transduction 
moleculealpha 4) (Alpha 4 protein) (LOC166496), mRNA. 

1.170 

mRNAforimmunogl mRNA for immunoglobulin light chain variable region,clone Z5scFvV8. 1.865 

chromosomalprot chromosomal protein mRNA, complete cds. 1.330 

SH2D1A SH2 domain protein 1A, Duncan's disease (lymphoproliferative syndrome) 1.236 

TULP1 tubby like protein 1 1.264 

mRNAforantiTNFa mRNA for anti TNF-alpha antibody light-chain Fabfragment, partial cds, clone:1F8-mk26L. 1.615 

RECK reversion-inducing-cysteine-rich protein with kazal motifs 1.283 

FXYD3 FXYD domain containing ion transport regulator 3 1.210 

IGL@ immunoglobulin lambda locus 1.675 

AGPAT1 1-acylglycerol-3-phosphate O-acyltransferase 1 (lysophosphatidic acid acyltransferase, alpha) 1.202 

cloneBF3N1-L1-B clone BF3N1-L1-B12/2E-23-P immunoglobulin lambda lightchain variable region gene, partial cds. 1.437 

RARG retinoic acid receptor, gamma 1.264 

ISG20 interferon stimulated gene 20kDa 1.247 

C22orf18 chromosome 22 open reading frame 18 1.316 

HPS3 Hermansky-Pudlak syndrome 3 1.190 

SIRT1 sirtuin (silent mating type information regulation 2 homolog) 1 (S. cerevisiae) 1.354 

PPP1R15A protein phosphatase 1, regulatory (inhibitor) subunit 15A 1.191 

simtoLOC132299 similar to evidence:NAS~hypothetical protein~putative(LOC132299), mRNA. 1.276 

HFL1 H factor (complement)-like 1 1.172 
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GYG2 glycogenin 2 1.294 

IGLC2 immunoglobulin lambda constant 2 (Kern-Oz- marker) 1.727 

MYST4 MYST histone acetyltransferase (monocytic leukemia) 4 1.221 

CD7 CD7 antigen (p41) 1.277 

MAGEB6 melanoma antigen, family B, 6 1.376 

POU4F1 POU domain, class 4, transcription factor 1 1.309 

RPL36 ribosomal protein L36 1.223 

ADAM28 a disintegrin and metalloproteinase domain 28 1.447 

USP11 ubiquitin specific protease 11 1.162 

IGL@ immunoglobulin lambda locus 1.598 

GDF11 growth differentiation factor 11 1.211 

IGKVgenVKPB33NP partial IGKV gene for immunoglobulin kappa light chainvariable region, isolate VKPB33NP. 1.513 

BIRC7 baculoviral IAP repeat-containing 7 (livin) 1.242 

partialIGVKO12/ partial IGVKO12/2 gene for immunoglobulin kappa chainvariable region, donor BJ, cell76. 1.482 

GCKR glucokinase (hexokinase 4) regulatory protein 1.207 

MGC10334 hypothetical protein MGC10334 1.191 

siPhosLOC256854 similar to Phosphatidylinositol 3-kinase C2domain-containing gamma polypeptide (Phosphoinositide3-
Kinase-C2-gamma) (PtdIns-3-kinase C2 gamma) (PI3K-C2gamma)(LOC256854), mRNA. 

1.309 

UBL3 ubiquitin-like 3 1.852 

ANXA11 annexin A11 1.143 

KRTHA1 keratin, hair, acidic, 1 1.265 

MGC40426IMAGE51 cDNA clone MGC:40426 IMAGE:5178085, complete cds. 1.463 

AKR1C3 aldo-keto reductase family 1, member C3 (3-alpha hydroxysteroid dehydrogenase, type II) 1.469 

IGKV3D-7 immunoglobulin kappa variable 3D-7 1.453 

NID nidogen (enactin) 1.271 

MLL myeloid/lymphoid or mixed-lineage leukemia (trithorax homolog, Drosophila) 1.145 

CCL18 chemokine (C-C motif) ligand 18 (pulmonary and activation-regulated) 1.357 

SPAP1 SH2 domain containing phosphatase anchor protein 1 1.273 

IL1A interleukin 1, alpha 1.493 

PRCP prolylcarboxypeptidase (angiotensinase C) 0.703 

PPT1 palmitoyl-protein thioesterase 1 (ceroid-lipofuscinosis, neuronal 1, infantile) 0.666 

MAP4K4 mitogenactivated protein kinase kinase kinase kinase 4 0.757 

TALDO1 transaldolase 1 0.697 

NPC2 Niemann-Pick disease, type C2 0.697 

MARCO macrophage receptor with collagenous structure 0.738 

MS4A6A membrane-spanning 4-domains, subfamily A, member 6A 0.609 

INPP5E inositol polyphosphate5phosphatase, 72 kDa 0.739 

CD163geneexon1a CD163 gene, exon 1 and joined CDS. 0.681 

PYGL phosphorylase, glycogen; liver (Hers disease, glycogen storage disease type VI) 0.731 

IRF1 interferon regulatory factor 1 0.720 

HBB hemoglobin, beta 0.506 

MICL myeloid inhibitory C-type lectin-like receptor 0.621 

DCL-1 type I transmembrane C-type lectin receptor DCL-1 0.744 

RTN3 reticulon 3 0.732 

ANPEP alanyl (membrane) aminopeptidase (aminopeptidase N, aminopeptidase M, microsomal 
aminopeptidase, CD13, p150) 

0.707 

Nmycgene3exon N-myc gene 3' exon. 0.812 

ANXA2 annexin A2 0.702 
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DUSP6 dual specificity phosphatase 6 0.542 

FLJ39616 apoptosis-related protein PNAS-1 0.716 

LGALS3 lectin, galactoside-binding, soluble, 3 (galectin 3) 0.698 

DKFZp434B227 hypothetical protein DKFZp434B227 0.779 

SPTLC2 serine palmitoyltransferase, long chain base subunit 2 0.780 

simtoARP23compl similar to ARP2/3 complex 21 kDa subunit (P21-ARC)(Actin-related protein 2/3 complex subunit 3) 
(LOC222755), mRNA. 

0.699 

DES desmin 0.770 

LY96 lymphocyte antigen 96 0.688 

FLJ22662 hypothetical protein FLJ22662 0.645 

DUSP6 dual specificity phosphatase 6 0.631 

ANXA5 annexin A5 0.747 

CLECSF9 C-type (calcium dependent, carbohydrate-recognition domain) lectin, superfamily member 9 0.647 

LST1 leukocyte specific transcript 1 0.761 

F2 coagulation factor II (thrombin) 0.771 

ITM2B integral membrane protein 2B 0.695 

ARPC3B actin related protein 2/3 complex, subunit 3B, 21kDa 0.806 

CDA cytidine deaminase 0.702 

ATP6V1B2 ATPase, H+ transporting, lysosomal 56/58kDa, V1 subunit B, isoform 2 0.706 

SCARB2 scavenger receptor class B, member 2 0.779 

IFI30 interferon, gamma-inducible protein 30 0.756 

CASP1 caspase 1, apoptosisrelated cysteine protease (interleukin 1, beta, convertase) 0.713 

HLA-DRB1 major histocompatibility complex, class II, DR beta 1 0.651 

CLC cardiotrophin-like cytokine 0.802 

CD53 CD53 antigen 0.707 

NCF1 neutrophil cytosolic factor 1 (47kDa, chronic granulomatous disease, autosomal 1) 0.725 

CORO1C coronin, actin binding protein, 1C 0.778 

simtoCathepsinL similar to Cathepsin L precursor (Major excretedprotein) (MEP) (LOC219343), mRNA. 0.746 

S100A10 S100 calcium binding protein A10 (annexin II ligand, calpactin I, light polypeptide (p11)) 0.789 

CLECSF6 C-type (calcium dependent, carbohydrate-recognition domain) lectin, superfamily member 6 0.768 

CTSL cathepsin L 0.679 

CD33 CD33 antigen (gp67) 0.821 

RNASE2 ribonuclease, RNase A family, 2 (liver, eosinophil-derived neurotoxin) 0.600 

SDHB succinate dehydrogenase complex, subunit B, iron sulfur (Ip) 0.801 

HBB hemoglobin, beta 0.598 

LAMP2 lysosomal-associated membrane protein 2 0.738 

hemoglobinalpha hemoglobin alpha 1 globin chain (HBA1) gene, exons 1and 2 and partial cds. 0.545 

TXN thioredoxin 0.805 

HBD hemoglobin, delta 0.647 

MAP2K1 mitogenactivated protein kinase kinase 1 0.770 

CTSH cathepsin H 0.724 

FCN1 ficolin (collagen/fibrinogen domain containing) 1 0.709 

PTEN phosphatase and tensin homolog (mutated in multiple advanced cancers 1) 0.766 

EIF4EL3 eukaryotic translation initiation factor 4E-like 3 0.840 

MNDA myeloid cell nuclear differentiation antigen 0.647 

SNFT Jun dimerization protein p21SNFT 0.798 

PIP5K2B phosphatidylinositol4phosphate 5kinase, type II, beta 0.609 
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ITGB2 integrin, beta 2 (antigen CD18 (p95), lymphocyte function-associated antigen 1; macrophage antigen 1 
(mac-1) beta subunit) 

0.737 

PISD phosphatidylserine decarboxylase 0.808 

SMS spermine synthase 0.811 

C6orf166 chromosome 6 open reading frame 166 0.800 

MAD MAX dimerization protein 1 0.674 

RNASE2 ribonuclease, RNase A family, 2 (liver, eosinophil-derived neurotoxin) 0.660 

NDUFC1 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1, subcomplex unknown, 1, 6kDa 0.780 

MGC10485 hypothetical protein MGC10485 0.808 

FBLN1 fibulin 1 0.814 

CSF2RA colony stimulating factor 2 receptor, alpha, lowaffinity (granulocytemacrophage) 0.705 

ILK integrin-linked kinase 0.800 

GPR32 G protein-coupled receptor 32 0.805 

YWHAH tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation protein, eta polypeptide 0.825 

IRS1 insulin receptor substrate 1 0.846 

SLC2A14 solute carrier family 2 (facilitated glucose transporter), member 14 0.797 

MAG myelin associated glycoprotein 0.725 

CLIC1 chloride intracellular channel 1 0.788 

PTAFR platelet-activating factor receptor 0.822 

ACVR1 activin A receptor, type I 0.850 

RAD18 RAD18 homolog (S. cerevisiae) 0.796 

SYNGR3 synaptogyrin 3 0.831 

PGD phosphogluconate dehydrogenase 0.649 

SDCBP syndecan binding protein (syntenin) 0.731 

TIEG TGFB inducible early growth response 0.785 

CKLF chemokine-like factor 0.785 

RAB24 RAB24, member RAS oncogene family 0.768 

AGL amylo1, 6glucosidase, 4alphaglucanotransferase (glycogen debranching enzyme, glycogen storage 
disease type III) 

0.650 

TBXAS1 thromboxane A synthase 1 (platelet, cytochrome P450, family 5, subfamily A) 0.750 

IFIT4 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 4 0.706 

PTGER2 prostaglandin E receptor 2 (subtype EP2), 53kDa 0.756 

FCGR1A Fc fragment of IgG, high affinity Ia, receptor for (CD64) 0.873 

CEACAM4 carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 4 0.742 

DKFZp434E1119 hypothetical protein DKFZp434E1119 0.835 

MGAM maltase-glucoamylase (alpha-glucosidase) 0.659 

TLR1 toll-like receptor 1 0.793 

SLC31A1 solute carrier family 31 (copper transporters), member 1 0.854 

PITPN phosphotidylinositol transfer protein 0.820 

MGC14697 upregulated during skeletal muscle growth 5 0.765 

TP53I3 tumor protein p53 inducible protein 3 0.806 

LAMC2 laminin, gamma 2 0.868 

SF3A1 splicing factor 3a, subunit 1, 120kDa 0.842 

CPNE3 copine III 0.750 

GLRX glutaredoxin (thioltransferase) 0.764 

PILRB paired immunoglobin-like type 2 receptor beta 0.758 

IFNG interferon, gamma 0.672 

IGSF2 immunoglobulin superfamily, member 2 0.812 
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COX7B cytochrome c oxidase subunit VIIb 0.828 

AGR2 anterior gradient 2 homolog (Xenopus laevis) 0.841 

ORM1 orosomucoid 1 0.779 

PIN1 protein (peptidyl-prolyl cis/trans isomerase) NIMA-interacting 1 0.764 

USP15 ubiquitin specific protease 15 0.786 

EPHB4 EphB4 0.845 

CCT5 chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon) 0.802 

HMGCR 3-hydroxy-3-methylglutaryl-Coenzyme A reductase 0.835 

C14orf94 chromosome 14 open reading frame 94 0.795 

STXBP3 syntaxin binding protein 3 0.644 

FPR1 formyl peptide receptor 1 0.697 

LOC222344 TNF receptor-associated factor 6 (LOC222344), mRNA. 0.839 

BRD8 bromodomain containing 8 0.838 

TRO trophinin 0.861 

CASP1 caspase 1, apoptosis-related cysteine protease (interleukin 1, beta, convertase) 0.732 

ADAMTS8 a disintegrin-like and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 8 0.860 

C3AR1 complement component 3a receptor 1 0.825 

MKSTYX map kinase phosphataselike protein MKSTYX 0.841 

DKFZP586O0120 DKFZP586O0120 protein 0.812 

NQO2 NAD(P)H dehydrogenase, quinone 2 0.833 

PGK1 phosphoglycerate kinase 1 0.802 

CLEC2 C-type lectin-like receptor-2 0.759 

TXN thioredoxin 0.844 

CAT catalase 0.787 

TEK TEK tyrosine kinase, endothelial (venous malformations, multiple cutaneous and mucosal) 0.811 

TYROBP TYRO protein tyrosine kinase binding protein 0.808 

ARPC1B actin related protein 2/3 complex, subunit 1B, 41kDa 0.850 

FAM14A family with sequence similarity 14, member A 0.765 

GLA galactosidase, alpha 0.802 

VPS35 vacuolar protein sorting 35 (yeast) 0.829 

SAP30 sin3-associated polypeptide, 30kDa 0.648 

GOLPH2 golgi phosphoprotein 2 0.824 

simtotubulinalp Similar to tubulin alpha 1, clone MGC:8360IMAGE:2819847, mRNA, complete cds. 0.723 

UBE1 ubiquitin-activating enzyme E1 (A1S9T and BN75 temperature sensitivity complementing) 0.873 

TLR2 toll-like receptor 2 0.786 

VNN2 vanin 2 0.653 

GRB14 growth factor receptor-bound protein 14 0.814 

FKBP1A FK506 binding protein 1A, 12kDa 0.797 

CLU clusterin (complement lysis inhibitor, SP-40,40, sulfated glycoprotein 2, testosterone-repressed 
prostate message 2, apolipoprotein J) 

0.706 

PGK2 phosphoglycerate kinase 2 0.767 

MYL6 myosin, light polypeptide 6, alkali, smooth muscle and non-muscle 0.851 

PSME3 proteasome (prosome, macropain) activator subunit 3 (PA28 gamma; Ki) 0.874 

ITIH4 inter-alpha (globulin) inhibitor H4 (plasma Kallikrein-sensitive glycoprotein) 0.798 

PGAM1 phosphoglycerate mutase 1 (brain) 0.772 

TAGLN2 transgelin 2 0.764 

SAMHD1 SAM domain and HD domain 1 0.837 
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CSF2RA colony stimulating factor 2 receptor, alpha, lowaffinity (granulocytemacrophage) 0.785 

CAMP cathelicidin antimicrobial peptide 0.475 

FPR1 formyl peptide receptor 1 0.725 

CCR2 chemokine (C-C motif) receptor 2 0.789 

CCT5 chaperonin containing TCP1, subunit 5 (epsilon) 0.822 

APOBEC3B apolipoprotein B mRNA editing enzyme, catalytic polypeptide-like 3B 0.541 

IL13RA1 interleukin 13 receptor, alpha 1 0.798 

APG3 autophagy Apg3p/Aut1p-like 0.786 

DYSF dysferlin, limb girdle muscular dystrophy 2B (autosomal recessive) 0.804 

ERCC2 excision repair cross-complementing rodent repair deficiency, complementation group 2 (xeroderma 
pigmentosum D) 

0.824 

F5 coagulation factor V (proaccelerin, labile factor) 0.795 

DAO D-amino-acid oxidase 0.852 

MGC32601IMAGE47 cDNA clone MGC:32601 IMAGE:4767223, complete cds. 0.817 

PDGFRA platelet-derived growth factor receptor, alpha polypeptide 0.803 

siodorantmetabo similar to odorant-metabolizing protein RY2D1(LOC257202), mRNA. 0.856 

RCN1 reticulocalbin 1, EF-hand calcium binding domain 0.825 

cellrecognition cell recognition molecule CASPR3 (CASPR3), transcriptvariant 2, mRNA. 0.724 

C8A complement component 8, alpha polypeptide 0.855 

STIP1 stress-induced-phosphoprotein 1 (Hsp70/Hsp90-organizing protein) 0.860 

MYL9 myosin, light polypeptide 9, regulatory 0.807 

siUbiqLOC220989 similar to Ubiquinol-cytochrome C reductase complex 11kDa protein, mitochondrial precursor 
(Mitochondrial hinge protein)(Cytochrome C1, nonheme 11 kDa protein) (Complex III subunit 
VIII)(LOC220989), mRNA. 

0.858 

BIRC4 baculoviral IAP repeat-containing 4 0.863 

MLC2mRNAfornonm MLC-2 mRNA for nonmuscle myosin light chain 2,complete cds. 0.875 

LSM3 LSM3 homolog, U6 small nuclear RNA associated (S. cerevisiae) 0.858 

OAS1 2',5'-oligoadenylate synthetase 1, 40/46kDa 0.724 

SUCLA2 succinate-CoA ligase, ADP-forming, beta subunit 0.855 

MBD2 methylCpG binding domain protein 2 0.851 

TXNL thioredoxin-like, 32kDa 0.855 

CSTB cystatin B (stefin B) 0.814 

BAG1 BCL2-associated athanogene 0.798 

NDP52 nuclear domain 10 protein 0.838 

EPHB2 EphB2 0.855 

ASC apoptosis-associated speck-like protein containing a CARD 0.839 

SPARC secreted protein, acidic, cysteine-rich (osteonectin) 0.776 

TNFRSF1A tumor necrosis factor receptor superfamily, member 1A 0.816 

ANXA4 annexin A4 0.814 

AF5Q31 ALL1 fused gene from 5q31 0.863 

ERBB3 v-erb-b2 erythroblastic leukemia viral oncogene homolog 3 (avian) 0.735 

CSDA cold shock domain protein A 0.834 

MEA male-enhanced antigen 0.853 

LAK lymphocyte alpha-kinase 0.852 

TUBA1 tubulin, alpha 1 (testis specific) 0.825 

OSBPL7 oxysterol binding protein-like 7 0.876 

GRN granulin 0.826 

EPSTI1 epithelial stromal interaction 1 (breast) 0.739 
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CSPG2 chondroitin sulfate proteoglycan 2 (versican) 0.729 

NDUFA6 NADH dehydrogenase (ubiquinone) 1 alpha subcomplex, 6, 14kDa 0.829 

SLC31A2 solute carrier family 31 (copper transporters), member 2 0.842 

NCF1 neutrophil cytosolic factor 1 (47kDa, chronic granulomatous disease, autosomal 1) 0.734 

TRAF3IP1 TNF receptor-associated factor 3 interacting protein 1 0.849 

P4HA1 procollagen-proline, 2-oxoglutarate 4-dioxygenase (proline 4-hydroxylase), alpha polypeptide I 0.815 

MGLL monoglyceride lipase 0.808 

APOC3 apolipoprotein C-III 0.855 

SELP selectin P (granule membrane protein 140kDa, antigen CD62) 0.829 

MYL9 myosin, light polypeptide 9, regulatory 0.829 

CD14 CD14 antigen 0.805 

DJ167A19.1 hypothetical protein DJ167A19.1 0.888 

CYBRD1 cytochrome b reductase 1 0.855 

SULT1B1 sulfotransferase family, cytosolic, 1B, member 1 0.816 

C1orf29 chromosome 1 open reading frame 29 0.589 

PPP1CA protein phosphatase 1, catalytic subunit, alpha isoform 0.771 

NP nucleoside phosphorylase 0.763 

PSMB8 proteasome (prosome, macropain) subunit, beta type, 8 (large multifunctional protease 7) 0.814 

DNAseqRP1163P12 DNA sequence from clone RP11-63P12 on chromosome9q21.11-21.33 Contains the ZNF216 gene for 
zinc finger protein 216,a non-metastatic cells 1 protein (NM23A, NME1) pseudogene, the 3'end of the 
gene for KIAA1258 protein and a CpG island, completesequence. 

0.825 

STK17B serine/threonine kinase 17b (apoptosis-inducing) 0.720 

GYPA glycophorin A (includes MN blood group) 0.820 

ARHGDIB Rho GDP dissociation inhibitor (GDI) beta 0.703 

CYP27A1 cytochrome P450, family 27, subfamily A, polypeptide 1 0.851 

CLTB clathrin, light polypeptide (Lcb) 0.852 

ATP5F1 ATP synthase, H&#43; transporting, mitochondrial F0 complex, subunit b, isoform 1 0.861 

simtoglutamatea similar to glutamate--ammonia ligase (EC 6.3.1.2) -pig (LOC150711), mRNA. 0.843 

SCO2 SCO cytochrome oxidase deficient homolog 2 (yeast) 0.738 

ACE2 angiotensin I converting enzyme (peptidyl-dipeptidase A) 2 0.842 

MRPL14 mitochondrial ribosomal protein L14 0.884 

MADH2 MAD, mothers against decapentaplegic homolog 2 (Drosophila) 0.851 

MAFB v-maf musculoaponeurotic fibrosarcoma oncogene homolog B (avian) 0.761 

BDKRB2 bradykinin receptor B2 0.788 

SLPI secretory leukocyte protease inhibitor (antileukoproteinase) 0.745 

APOA5 apolipoprotein A-V 0.754 

APLP2 amyloid beta (A4) precursor-like protein 2 0.797 

FCGR3A Fc fragment of IgG, low affinity IIIa, receptor for (CD16) 0.770 

TBC1D3 TBC1 domain family, member 3 0.868 

simtoaLOC257018 similar to a disintegrin-like and metalloprotease(reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 
17preproprotein (LOC257018), mRNA. 

0.880 

RNF130 ring finger protein 130 0.825 

simtoAntioxidan similar to Antioxidant protein 2 (1-Cys peroxiredoxin)(1-Cys PRX) (Acidic calcium-independent 
phospholipase A2) (aiPLA2)(Non-selenium glutathione peroxidase) (NSGPx) (24 kDa protein)(Liver 2D 
page spot 40) (red blood cells page spot 12)...(LOC205858), mRNA. 

0.800 

RRAS related RAS viral (rras) oncogene homolog 0.865 

BRAP BRCA1 associated protein 0.832 

CBX3 chromobox homolog 3 (HP1 gamma homolog, Drosophila) 0.851 

ZYX zyxin 0.796 
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CST3 cystatin C (amyloid angiopathy and cerebral hemorrhage) 0.789 

simtoCLOC121026 similar to Cytochrome c, somatic (LOC121026), mRNA. 0.853 

CCR1 chemokine (C-C motif) receptor 1 0.840 

PSAP prosaposin (variant Gaucher disease and variant metachromatic leukodystrophy) 0.637 

PFKFB4 6-phosphofructo-2-kinase/fructose-2,6-biphosphatase 4 0.877 

TPM1 tropomyosin 1 (alpha) 0.834 

C3orf1 chromosome 3 open reading frame 1 0.842 

LEREPO4 likely ortholog of mouse immediate early response, erythropoietin 4 0.839 

IL1R2 interleukin 1 receptor, type II 0.516 

CIDEB cell death-inducing DFFA-like effector b 0.859 

TFEC transcription factor EC 0.830 

GSTM5 glutathione S-transferase M5 0.896 

MRPS30 mitochondrial ribosomal protein S30 0.810 

DHRS8 dehydrogenase/reductase (SDR family) member 8 0.832 

THBS4 thrombospondin 4 0.777 

IL1R2 interleukin 1 receptor, type II 0.576 

CTSG cathepsin G 0.696 

C5orf13 chromosome 5 open reading frame 13 0.857 

SLC7A7 solute carrier family 7 (cationic amino acid transporter, y+ system), member 7 0.837 

LY86 lymphocyte antigen 86 0.797 

ITGB8 integrin, beta 8 0.851 

HEXB hexosaminidase B (beta polypeptide) 0.883 

TEGT testis enhanced gene transcript (BAX inhibitor 1) 0.813 

IFIT1 interferon-induced protein with tetratricopeptide repeats 1 0.743 

C13orf11 chromosome 13 open reading frame 11 0.843 

ARHA ras homolog gene family, member A 0.840 

PBF papillomavirus regulatory factor PRF-1 0.850 

TGFBI transforming growth factor, beta-induced, 68kDa 0.829 

STX6 syntaxin 6 0.868 

LGALS1 lectin, galactoside-binding, soluble, 1 (galectin 1) 0.767 
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Détermination d’une signature transcriptionnelle sanguine du devenir à long terme du 

greffon de patients recevant une allogreffe rénale. 

 

L’un des objectifs en transplantation est d’induire un état de tolérance « opérationnelle ». Ce 

statut clinique, rare en transplantation rénale, se définit comme l’acceptation à long terme 

d’un greffon avec une fonction stable sans traitement immunosuppresseur et sans rejet aigu 

et/ou chronique chez un hôte immunocompétent. Actuellement, il n’existe pas de bons 

facteurs prédictifs de cet état. Ce travail a donc consisté à rechercher une signature 

transcriptionnelle de la tolérance « opérationnelle » dans le sang de patients recevant une 

allogreffe rénale par l’utilisation de la technologie des puces à ADN. Nous avons déterminé 

une liste de quarante-neuf gènes discriminant les patients « opérationnellement » tolérants des 

patients en rejet chronique ainsi que des individus sains. De plus, nous avons combiné des 

analyses statistiques et des analyses non statistiques afin de mieux caractériser les 

mécanismes moléculaires impliqués dans ce processus de tolérance « opérationnelle ». 

Mots clefs : Tolérance « opérationnelle », Rejet chronique, Transplantation rénale, Puces à 

ADN. 

 

 

Determination of a peripheral blood transcriptional signature associated with long-term 

outcome in kidney allograft recipients. 

 

A major goal in transplantation is to induce a state of operational tolerance. This state, which 

is rare in kidney transplant recipients, is defined as long-term graft acceptance with a stable 

function without immunosuppressive treatment and without acute and/or chronic rejection in 

an immunocompetent recipient. At present, there are no good predictive factors of this state. 

This work consists of identifying a peripheral blood transcriptional signature associated with 

operational tolerance using microarray technology. We have identified a panel of forty-nine 

genes that discriminate operationally tolerant patients from patients with chronic rejection and 

from healthy volunteers. Furthermore, we have combined statistical and non-statistical 

analyses in order to better characterize the molecular mechanisms involved in this operational 

tolerance phenomenon. 

Key words: Operational tolerance, Chronic rejection, kidney transplantation, Microarrays. 
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