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1- Transplantation et reconnaissance immune 

En cas de défaillance fonctionnelle d’un organe, la transplantation reste le principal 

traitement pour lutter contre certaines pathologies (insuffisance rénale terminale, 

dysfonctionnement cardiaque, mucoviscidose etc.). La première greffe d’organe a été réalisée 

dans les années 1950, depuis des efforts considérables ont été faits pour améliorer le traitement 

et la qualité de vie des patients (Murray 2005). La transplantation d’organes est en effet 

associée à la prise de traitements immunosuppresseurs à long terme, qui peuvent avoir des 

effets secondaires importants (cancers, infections virales, complications métaboliques) (Dantal, 

Hourmant et al. 1998) (Hojo, Morimoto et al. 1999) (Soulillou and Giral 2001). 

Un des obstacles majeurs est le rejet du greffon qui peut survenir malgré le traitement 

immunosuppresseur (Orosz 2002). En effet, lors d’une greffe, le système immunitaire rencontre 

alors des éléments étrangers considérés comme un « danger ». La réponse immunitaire du 

receveur à la greffe est déterminante pour la survie du greffon. Cependant, nous savons que 

d’autres paramètres tels que la nature (cadavérique ou vivante), l’âge du donneur et la qualité 

du greffon peuvent intervenir sur le devenir de la greffe. 

Notre système immunitaire constamment en éveil, permet à notre organisme de lutter 

contre tous dangers et agressions éventuels. Il va permettre le rejet de tous éléments étrangers : 

le « non soi » ou « danger » et au contraire permettre une tolérance à ce qui lui est propre : le « 

soi » ou « non danger ». 

Il existe 2 types de réponses immunitaires : innée et adaptative. La réponse innée est 

rapide et non spécifique. Elle fait intervenir plusieurs types cellulaires : les cellules 

dendritiques, les macrophages, les cellules Natural Killer (NK), les NKT, ainsi que les 

neutrophiles. Ces cellules et plus particulièrement les cellules présentatrices d’antigènes sont 

capables de reconnaître des motifs très conservés au cours du temps, issus de bactéries ou de 

virus, tels que les PAMPS (Pathogen-Associated Molecular Patterns), reconnus par des 

récepteurs tels que les Toll-Like Recepteurs (TLR) (Kawai and Akira 2005). Ce sont des PRRs 

(Pattern Recognition Receptors) qui, une fois liés à leurs ligands, sont à l’origine de la réponse 

inflammatoire. Des mécanismes de phagocytose et l’activation du complément vont également 

intervenir pour lutter contre les éléments étrangers. 

Cependant, certains éléments dangereux pour notre organisme et ne portant pas ces 

motifs conservés se sont développés au cours de l’évolution (cellules tumorales, virus). Notre 

système immunitaire a acquis des mécanismes adaptatifs, spécifiques de l’antigène rencontré. 

Cette réponse adaptative plus lente que la précédente, fait intervenir principalement des 
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lymphocytes T spécifiques possédant une capacité de mémoire, ainsi que des lymphocytes B et 

des cellules présentatrices d’antigènes. Je décrirais brièvement le complexe majeur 

d’histocompatibilité et le TCR ainsi que les voies de présentation des antigènes, car ceci n’est 

pas le sujet principal de cette thèse, mais aide à la compréhension des mécanismes de la 

réponse immunitaire. 

 

1-1 Allogénicité et  Complexe Majeur d’Histocompatibilité 

L’antigène (peptide) est présenté sur le CMH des cellules présentatrices (CPA) à des 

lymphocytes T spécifiques par l’intermédiaire de leurs récepteurs appelés TCR (T cell 

receptor) (Rudolph, Stanfield et al. 2006). Le phénomène de restriction du TCR découle des 

travaux de Zinkernagel et Doherty en 1974 qui montrèrent que des lymphocytes T spécifiques 

d’un virus lysent préférentiellement les cellules infectées qui présentent les mêmes molécules 

de CMH qu’eux. Les lymphocytes T peuvent être divisés en deux grandes populations: les 

lymphocytes T CD4
+
 qui reconnaissent classiquement les complexes CMH II – peptide, et les 

lymphocytes T CD8
+
 ou T cytotoxiques qui reconnaissent les complexes CMH I – peptide 

(Rock and Shen 2005; Porcelli and Hammerling 2006). Cependant, ce système n’est pas 

toujours aussi restrictif (voir chapitre présentation croisée). Les lymphocytes T reconnaissent 

les épitopes de peptides antigéniques présentés par les CPA. Ces dernières présentent des 

peptides endogènes ou exogènes apprêtés par leurs molécules du CMH de classe I ou de classe 

II respectivement (Trombetta and Mellman 2005). Chez l’homme ce complexe est appelé HLA 

pour Antigènes Leucocytaires Humains. Ce complexe représente la région génétique la plus 

polymorphique impliquée dans de nombreuses réponses biologiques (réponses immunes, 

régulation) et ayant un impact médical important (Charron 2005). 

 

  1-2-1 Les molécules de CMH de classe I 

Les molécules du CMH de classe I correspondent aux Antigènes Leucocytaires 

Humains (HLA) HLA-A, -B, et -C. Ces molécules sont synthétisées dans le réticulum 

endoplasmique et sont présentes à la surface de la plupart des cellules nucléées (Lehner and 

Cresswell 1996). Le CMH de classe I est constitué de 2 chaînes associées de manière non 

covalente : une chaîne légère non polymorphique, la β2 microglobuline et une chaîne lourde 

polymorphique α. La chaîne α comporte 3 domaines extramembranaires (α1, α2 et α3), une 

région transmembranaire et une région intracytoplasmique (Figure 1). Les domaines α1 et α2 

forment le site de fixation au peptide (8 à 9 acides aminés). Le domaine α3 est impliqué dans 

l’association à la β2 microglobuline et constitue le site de liaison du corécepteur CD8 
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(Bjorkman, Saper et al. 1987). Les molécules de CMH de classe I présentent classiquement les 

peptides issus de protéines endogènes, de virus ou de bactéries aux lymphocytes T CD8
+
 

(Marusic-Galesic, Stephany et al. 1988). 

 

1-2-2 Les molécules de CMH de classe II 

Les molécules du CMH de classe II correspondent aux HLA -DR, -DQ, et -DP chez 

l’homme. Ces molécules sont formées par l’association d’une chaîne lourde β et d’une chaîne 

légère α, chacune comportant deux domaines extramembranaires, un domaine membranaire et 

un domaine intracellulaire (Figure 1). La chaîne  et la chaîne  participent toutes deux à la 

fixation du peptide (Stern, Brown et al. 1994). L’expression des molécules du CMH de classe 

II est principalement restreinte aux CPA telles que les DC, les lymphocytes B, les monocytes 

macrophages mais peut être induite sur certaines cellules en conditions inflammatoires (cellules 

endothéliales, épithéliales, kératinocytes et les T (Holling, Schooten et al. 2004). Ces molécules 

présentent classiquement des peptides exogènes captés de l’extérieur par voie endosomale, aux 

lymphocytes T CD4
+
. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1: Structure schématique des molécules du CMH de classe I et II  

 

1-2-3 La présentation croisée 

La capacité pour les molécules de CMH de présentation croisée a été décrite en 1976 

par Bevan (Bevan 1976). En effet, il a été démontré que les molécules de CMH de classe I ne 

se restreignaient pas à présenter des peptides endogènes aux lymphocytes T CD8
+ 

(Shen and 

Rock 2006). Ils peuvent également présenter des peptides exogènes aux lymphocytes T CD8
+
. 

De la même manière, les molécules de CMH de classe II ne se limitent pas à présenter des 
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peptides exogènes aux lymphocytes T CD4
+
, ils peuvent leur présenter des peptides endogènes 

(Rock and Shen 2005). 

 1-2-4 La présentation sur les molécules CD1 

Les molécules CD1 sont des molécules présentatrices d’antigènes appelées molécules 

de CMH de classe I non classiques. Chez l’homme, 4 molécules CD1 ont été décrites: CD1a à 

d. Elles présentent des lipides, des glycolipides et lipopeptides d’antigènes exogènes ou 

endogènes (Moody, Zajonc et al. 2005). Il a également été montré qu’elles pouvaient présenter 

de petites molécules non lipidiques (Van Rhijn, Young et al. 2004). Elles contribuent à 

l’immunité mais sont également impliquées dans l’auto-immunité et les réponses anti-

tumorales. La molécule CD1 est un marqueur essentiel des cellules dendritiques myéloïdes et 

les cellules de Langerhans, mais elle est également exprimée par les thymocytes et les cellules 

B (Moody, Zajonc et al. 2005). Les molécules CD1 sont classées en deux groupes, le premier 

rassemble le CD1a, le CD1b, le CD1c et le CD1e tandis que le second groupe est constitué que 

du CD1d du fait de ses caractéristiques structurales et de sa localisation cellulaire 

(essentiellement les NKT) (Calabi, Jarvis et al. 1989). 

Les cellules T qui reconnaissent les lipides associés aux molécules CD1 peuvent être 

divisées en deux selon les deux groupes de CD1 : celles restreintes aux molécules du groupe I 

qui partagent les mêmes propriétés que les cellules T spécifiques d’un peptide (Grant, Degano 

et al. 1999) et celles restreintes au groupe II, c'est-à-dire le CD1d qui partagent plusieurs 

propriétés des cellules de l’immunité innée (Bendelac 1995) (Skold and Behar 2003). La 

population principale de ces cellules restreintes au CD1d, les cellules NKT, partagent plusieurs 

marqueurs des cellules NK et un récepteur des cellules T semi-invariant c'est-à-dire une chaîne 

 invariante (Vα14 chez la souris et Vα24 chez l’Homme) (Bendelac 1995). 

Les cellules T restreintes au CD1 du groupe I ont plusieurs caractéristiques notamment 

celles d’être cytolytiques et de pouvoir lyser une variété de cellules cibles de façon antigène 

spécifique soit par un mécanisme FasL pour les T CD4
- 

CD8
-
, soit par la voie 

perforine/granzyme pour les T CD8
+ 

(Stenger, Mazzaccaro et al. 1997). Chez l’homme, ces 

cellules sont aussi productrices de cytokines incluant l’IFN-  et le TNF-  qui toutes deux ont 

des propriétés antimicrobiennes importantes basées sur leur capacité à activer les macrophages 

infectés et les DC à produire des médiateurs bactéricides tels que des radicaux libres et du NO 

mais aussi de l’IL-12. Par contre, les cellules T restreintes au CD1 du groupe II agissent 

différemment. Il semble que l’IL-12 soit un signal important dans l’activation des cellules NKT 

(Vincent, Leslie et al. 2002) (Brigl, Bry et al. 2003). De plus, ces cellules NKT ont aussi une 
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capacité cytolytique directe similaire aux cellules T CD8
+
 et , qui nécessitent l’expression du 

CD1d par les cellules infectées (Gansert, Kiessler et al. 2003). Cette voie du CD1d serait aussi 

impliquée dans l’immunité anti-tumorale (Smyth, Thia et al. 2000) (Smyth, Crowe et al. 2002). 

 

1-2 Le TCR et l’activation lymphocytaire T 

Les lymphocytes T sont les principaux médiateurs de la réponse immunitaire spécifique. 

Ils expriment à leur surface un récepteur, le TCR, capable de reconnaître le complexe CMH – 

peptide (Rudolph, Stanfield et al. 2006). Le TCR est constitué de 2 chaînes polypeptidiques α 

et β (Garcia, Teyton et al. 1999). Il est associé à la molécule CD3, qui va permettre la 

transmission du signal. On distingue 2 grandes sous populations de lymphocytes Tαβ en 

fonctions de co-récepteurs qu’ils expriment, les lymphocytes T CD4
+
 et les lymphocytes T 

CD8
+
. Les lymphocytes T CD4

+ 
sont appelés T helper, ils sont capables d’activer des cellules 

telles que les lymphocytes B, les macrophages et les lymphocytes T CD8
+
. En fonction de leur 

environnement, ils peuvent se différencier en  lymphocyte Th1 ou Th2. Les cellules Th1 

contrôlent la réponse cellulaire, telles que la réponse d’hypersensibilité retardée et certaines 

réponses humorales. Elles jouent également un rôle dans l’activation des macrophages et des 

cellules T CD8
+
 cytotoxiques. Les cellules Th2, de par leur capacité à produire de l’IL-4, 

favorisent la réponse humorale et les hypersensibilités allergiques (IgE). 

L’activation du lymphocyte T implique trois signaux indépendants qui vont 

déterminer l’expansion clonale et la fonction effectrice de ce lymphocyte (Figure 2).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2: Les signaux d'activation des lymphocytes. 
           

 

Dans un premier temps il y a formation d’une synapse immunologique entre le 

lymphocyte T et la cellule présentatrice d’antigène (Paul and Seder 1994) (Monks, Freiberg et 
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al. 1998). Le « signal 1 » est spécifique de l’antigène et consiste en la formation du complexe 

CMH–peptide/TCR qui va permettre la transduction d’un signal intracellulaire. Un second 

signal, dit de costimulation, augmente l’avidité de l’interaction de la cellule T avec la cellule 

présentant l’antigène. Il est non spécifique de l’antigène, et est fourni par des interactions 

récepteurs/ligands entre les CPA et les lymphocytes T. Ces voies de costimulation sont 

multiples et de nouvelles molécules sont sans cesse découvertes. Elles se répartissent entre la 

famille des immunoglobulines (CD28, ICOS, CD2…), la famille des récepteurs du TNF 

(CD40L, TRANCE, CD27, CD30, GITR…) et la famille des intégrines (LFA-1, VLA-4) 

(Watts 2005) (Figure 3). Un troisième signal est fourni par les cytokines agissant de manière 

autocrine et/ou paracrine. L’interleukine-2 (IL2) joue un rôle majeur sur la prolifération et la 

différenciation du lymphocyte. Par un mode autocrine et paracrine, l’interaction de l’IL2 avec 

son récepteur permet alors l’expansion clonale et la phase effectrice de la réponse immune. 

Néanmoins, d’autres cytokines, comme l’IL7 et l’IL15, peuvent aussi induire la prolifération de 

lymphocytes T naïfs (Geginat, Sallusto et al. 2001) (Schluns, Kieper et al. 2000). Enfin, la 

régulation de la réponse immune est primordiale. Elle fait intervenir l’expression sur le 

lymphocyte T activé de molécules inhibitrices comme CTLA4 (Cytotoxic T Lymphocyte 

Antigen 4) ou encore PD1 (Programmed Death 1), deux membres de la famille CD28 

(Freeman, Long et al. 2000) (Zhang, Schwartz et al. 2004). Une fois les antigènes éliminés et la 

réponse inflammatoire arrêtée, la grande majorité des lymphocytes T activés meurent par 

apoptose, tandis qu’un petit contingent constituera un pool de cellules mémoires. 

En l’absence de costimulation efficace (pas de signal 2), l’activation d’un lymphocyte 

T naïf est incomplète et il devient anergique (Powell 2006). Cet état se définit comme un état 

de non réponse du lymphocyte à un stimulus (Schwartz, Mueller et al. 1989), et il ne produit 

pas d’IL2. Cet état reste transitoire et peut être levé par l’ajout d’IL2 (Sykes, Harty et al. 1994).  
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Figure 3 : Principales molécules impliquées dans l’activation lymphocytaire T  

                   

 

1-3 Les voies de présentation des alloantigènes 

Les lymphocytes T peuvent interagir avec les alloantigènes par trois voies 

indépendantes (non exclusives), par l’intermédiaire d’une reconnaissance directe, indirecte, ou 

semi-directe. Les 2 voies les mieux décrites, directe et indirecte, ont été découvertes pour la 

première fois en 1982 par Lechler et al. (Lechler and Batchelor 1982) (Lechler, Lombardi et al. 

1990) et impliquent différentes cellules présentatrices d’antigènes.  

La voie de reconnaissance directe correspond à la présentation de l’antigène par la 

cellule présentatrice du donneur aux lymphocytes T du receveur. D'autre part, des fragments 

des antigènes peuvent être présentés par les cellules présentatrices d'antigènes du receveur, 

cette voie est appelée reconnaissance indirecte (Figure 4). 
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Figure 4: Voies de présentation des antigènes aux lymphocytes T  

     (adapté d’après (Jiang, Herrera et al. 2004)) 

 

La présentation directe est caractérisée par une réponse polyclonale, polyspécifique, mobilisant 

une part importante du répertoire lymphocytaire T. De 1 à 10% des cellules T naïves pourraient 

être activées par cette voie d’alloreconnaissance directe (Matis, Sorger et al. 1987) (Suchin, 

Langmuir et al. 2001). Notre laboratoire a mis en évidence que la reconnaissance par la voie de 

présentation directe entraînait une modification du répertoire des lymphocytes T (mobilisation 

de 30% du répertoire), caractérisée par une accumulation des transcrits Vβ et par une 

mobilisation polyclonale du répertoire (Sebille, Gagne et al. 2001). 

 La voie de reconnaissance indirecte est un concept démontré par Auchincloss et al. en 

1993 (Auchincloss, Lee et al. 1993). Elle est plus tardive que la voie directe car elle nécessite 

au préalable un apprêtement des antigènes du donneur par les cellules du receveur.  

Une voie semi-directe a été décrite récemment et soulève encore de nombreuses 

interrogations (Herrera, Golshayan et al. 2004). En effet, il semblerait que les DC puissent 

acquérir le complexe CMH- peptide intact à partir d’autres cellules (cellules endothéliales et 

dendritiques) et le présenter aux lymphocytes T. Cette voie pourrait faire le lien entre la 

reconnaissance directe et indirecte (Jiang, Herrera et al. 2004). 
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1-4 Rôle des voies directe et indirecte dans le rejet d’allogreffe 

Lors d’une transplantation, la plupart des greffons contiennent des cellules 

présentatrices d’antigènes encore appelés « Leucocytes Passagers ». Après la greffe, ces 

cellules vont migrer dans les organes lymphoïdes secondaires (Saiki, Ezaki et al. 2001). Ainsi 

Saiki a montré dans un modèle d’allogreffe cardiaque que les DC du donneur migraient, dans 

les 4 premiers jours, principalement vers la rate et les ganglions lymphatiques hépatiques. Les 

lymphocytes T (LT) des organes lymphoïdes vont alors être activés directement par les CPA du 

donneur ou indirectement par les CPA du receveur et peuvent ensuite entraîner le rejet du 

greffon (Sayegh and Turka 1998). 

La forte fréquence de LT avec une allospécificité directe et la faible fréquence de LT 

avec une allospécificité indirecte dans le répertoire T normal, a suggéré que l’alloréponse 

directe prédominait dans les phases précoces de la réponse immune après transplantation (rejet 

aigu) tandis que la voie indirecte jouait un rôle majoritaire pendant les phases tardives de 

l’alloréponse (rejet chronique). Benichou et al. ont établi l’importance des deux types de 

présentation au cours des premiers jours de la greffe. Au onzième jour de la greffe, plus de 

90% des cellules alloréactives au niveau des organes lymphoïdes du receveur interagissent avec 

des molécules du CMH du donneur (voie directe) alors que seules 1 à 5% d’entre elles sont, à 

ce stade, dirigées contre des peptides du donneur présentés par des molécules HLA du soi (voie 

indirecte) (Benichou 1999). 

Parmi les CPA, les cellules dendritiques jouent un rôle majoritaire dans la survenue du 

rejet par voie directe, ainsi une déplétion ou un parking des DC du donneur prolonge la survie 

du greffon (Roussey-Kesler, Brouard et al. 2005). Dans un modèle de greffe cardiaque, des rats 

tolérants après transfusion de sang du donneur développent un rejet si les DC du donneur sont 

déplétées par la cyclophosphamide (Josien, Heslan et al. 1998).  

Pietra et al. ont établi pour la première fois en 2000 que des cellules T, avec des 

capacités de réponse directe contre le donneur, étaient capables d’induire un rejet de greffe 

(Pietra, Wiseman et al. 2000). Ils ont montré grâce à l’utilisation de souris immunodéficientes 

que la voie de reconnaissance directe via les cellules T CD4
+
 était nécessaire et suffisante pour 

induire un rejet d’allogreffe dans leur modèle.  

Il est probable que la force de ces réponses directes anti-donneur diminue avec le temps 

puisque les cellules dendritiques sont éliminées après la transplantation (Baker, Hernandez-

Fuentes et al. 2001). Lechler et al. ont montré que chez des patients transplantés avec des 

greffons rénaux ou cardiaques, la fréquence des cellules T anti-donneur avec des spécificités de 

réponse directe diminuait avec le temps (Hornick, Mason et al. 1998). Ce déclin est aussi 
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présent chez des patients montrant des signes de rejet chronique que chez ceux montrant une 

fonction rénale stable. Ces résultats suggèrent donc que la voie de présentation directe des 

alloantigènes n’est pas un mode de reconnaissance important du rejet chronique (Jiang, Herrera 

et al. 2004). 

Auchincloss et al. ont démontré l’implication de la voie indirecte dans le rejet de greffe 

en 1993. Dans un modèle de greffe de peau, ils ont utilisé des souris donneuses déficientes en 

CMH de classe II, et ont montré que cette greffe était rejetée et qu’il y avait donc présentation 

des antigènes du donneur par le CMH du receveur. De plus, en déplétant les T CD8
+
 des 

receveurs, ils ont montré que les cellules T CD4
+
 des animaux receveurs étaient seules capables 

d’être stimulées indirectement par la reconnaissance des  molécules du CMH de classe I du 

donneur. Récemment plusieurs études en transplantations rénales, cardiaques et pulmonaires 

chez l’homme ont montré l’importance de la reconnaissance indirecte dans le rejet chronique 

(Ballet, Giral et al. 2006). Ainsi, la fréquence des cellules alloréactives activées par voie 

indirecte augmente chez les sujets transplantés présentant un rejet chronique (Vella, Spadafora-

Ferreira et al. 1997) (Suciu-Foca, Ciubotariu et al. 1998) (Lee, Yamada et al. 2001) (Stanford, 

Ahmed et al. 2003).  

Ces différentes études suggèrent donc qu’après une transplantation, la présentation 

directe prédomine dans les phases précoces de la réponse immune et donc dans le rejet aigu, 

alors que la présentation indirecte intervient surtout dans les processus de rejet chronique. 

 

2- Le rejet d’allogreffe 

 De nos jours, trois types de greffe sont possibles. Si le donneur est lui-même le 

receveur, il s’agit d’autogreffe. Elle concerne principalement les greffes de peau et de cellules 

hématopoiétiques (moelle osseuse). Si le donneur et le receveur sont deux individus différents 

mais de la même espèce, c’est une allogreffe. Enfin, si le receveur est d’une espèce différente 

du donneur, il s’agit d’une xénogreffe.  

Dans ces deux derniers types de greffes, le greffon va alors être reconnu comme un 

« danger » et peut induire une réponse immunitaire entraînant le rejet de ce greffon. Les 

molécules qui sont reconnues comme étrangères sur les allogreffes sont appelées alloantigènes. 

Les lymphocytes et les anticorps qui reconnaissent les alloantigènes sont décrits comme étant 

alloréactifs. 

On entend par rejet, les mécanismes qui entraînent la destruction partielle ou complète 

du greffon. La réponse alloréactive peut se diviser en plusieurs étapes successives: 
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premièrement, la reconnaissance des alloantigènes par les cellules T de l’hôte; deuxièmement, 

l’activation et la différenciation des cellules T alloréactives; et troisièmement, la phase 

effectrice, qui conduit à la perte de la fonction de la greffe. 

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). De façon schématique, les mécanismes qui se 

mettent en place à la suite d’une première stimulation antigénique sont dominés par la 

population T CD4
+
 qui active différents mécanismes effecteurs du rejet: l’activation des 

macrophages, l’activation des lymphocytes T CD8
+ 

cytotoxiques, la différenciation des 

lymphocytes B en cellules sécrétrices d’anticorps, l’activation des NK et l’attraction des 

leucocytes (Figure 5). 

Les lymphocytes T CD4
+
 de type Th1, en produisant des cytokines telles que l’IL2 et 

l’IFNγ, sont généralement associés au développement de ce type de mécanismes effecteurs 

puisque ces cytokines sont retrouvées dans différents modèles d’allogreffe lors du rejet aigu 

(Holweg, Peeters et al. 2003) (Wang, Hosiawa et al. 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 5: Représentation schématique des mécanismes de rejet de greffes  

    (adapté de Goldsby et al. 2000) 
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Trois types de rejets immunitaires peuvent survenir après une greffe: le rejet hyper aigu, le rejet 

aigu et le rejet chronique. Ils présentent des mécanismes et des cinétiques différents. 

 

 2-1 Le rejet hyperaigu 

Le rejet hyperaigu apparaît dans les minutes suivant l’introduction du greffon dans 

l’organisme et concerne uniquement les greffes vascularisées. Ce rejet, très rapide, est 

caractérisé par une thrombose des vaisseaux qui provoque la nécrose du greffon. Le rejet 

hyperaigu est dû à la présence chez le receveur d’anticorps anti donneur préformés (Cai and 

Terasaki 2005) (Terasaki and Cai 2005). Il n’y a pas d’infiltration cellulaire dans ce rejet. Les 

anticorps préformés sont dirigés contre des antigènes présents sur le greffon qui se lient 

principalement aux antigènes de l’endothélium. Ils entraînent l’activation du complément, une 

activation de la cellule endothéliale qui va secréter, entre autres, le facteur procoagulant Von 

Willbrand et provoquer l’adhésion et l’agrégation des plaquettes. Cette série de réactions va 

alors engendrer une thrombose intravasculaire  aboutissant à la perte du greffon (Cai and 

Terasaki 2005). Ces anticorps préformés sont naturels (comme les anticorps anti-A et B des 

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

grossesses, greffes). Les anticorps acquis reconnaissent notamment des déterminants du CMH 

(anticorps anti-HLA).  

De nos jours, ce type de rejet est évité dans la majorité des cas par l’analyse des 

compatibilités HLA entre le donneur et le receveur et par la recherche de tels anticorps dirigés 

contre le donneur avant toute transplantation. L'objectif des médecins est de déceler la présence 

ou non de ces anticorps avant la greffe. Ils procèdent ainsi à un test dit "cross match" juste 

avant la transplantation: quelques cellules du donneur sont prélevées et mélangées au sérum du 

receveur. Si les cellules sont détruites à l'issue du mélange, cela révèle la présence d'anticorps 

et il y a donc impossibilité de greffer. 

 

 2-2 Le rejet aigu 

Le rejet aigu est dû à la réaction du système immunitaire contre le greffon et peut 

survenir une semaine à des mois après la transplantation. Le rejet aigu cellulaire nécessite une 

immunisation et met donc plusieurs jours à survenir. Il est inéluctable en l'absence de 

traitement immunosuppresseur et reste un problème sérieux de nos jours en transplantation. Il 

est diagnostiqué par une biopsie de l'organe greffé et les lésions observées font l'objet de 

classifications internationales (classification de Banff pour le rein) (Marks and Finke 2006). 

C'est pourquoi des traitements immunosuppresseurs sont prescrits. Actuellement, grâce aux 

http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.anticorps
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.greffe
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.transplantation
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.anticorps
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.rejet
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.systemeimmunitaire
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.greffon
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.immunosuppresseurs
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traitements immunosuppresseurs, les épisodes de rejet aigu surviennent dans moins de 15% des 

transplantations (Port, Dykstra et al. 2004). Ils limitent la réaction immunitaire et permettent 

d'éviter le rejet. Dans les premiers temps après la greffe, il peut cependant y avoir un rejet aigu. 

Il s'agit alors de réadapter le traitement immunosuppresseur. Traité à temps, il peut être vite 

jugulé.  

 Le rejet aigu est le résultat de 2 mécanismes immunologiques, un processus T 

dépendant et un processus B dépendant qui agissent seul ou ensemble (Marks and Finke 2006). 

Le rejet aigu cellulaire est dû à la reconnaissance par les lymphocytes T du receveur des 

antigènes allogéniques du donneur dans un contexte CMH. Les cellules dendritiques du 

donneur vont migrer vers les organes lymphoïdes secondaires du receveur où elles vont activer 

les cellules T du receveur par présentation directe et indirecte.  Les lymphocytes T ainsi activés 

prolifèrent puis migrent vers le greffon. Ils sont attirés par des molécules d’adhésion exprimées 

par l’endothélium devenu inflammatoire. 

D’un point de vue histologique, le rejet aigu est caractérisé par un fort infiltrat 

interstitiel de macrophages et de lymphocytes T. Une fois dans le greffon, les lymphocytes T 

CD4
+
 et T CD8

+
 vont mettre en place des mécanismes aboutissant à la destruction du greffon. 

Les lymphocytes T CD4
+
Th1 déclenchent une réponse dite d’hypersensibilité retardée (DTH). 

En transplantation, plusieurs études ont montré que la présence d’une réaction 

d’hypersensibilité retardée était associée à la perte du greffon (Sirak, Orosz et al. 1997), tandis 

qu’une survie à long terme d’un greffon cardiaque était corrélée à l’absence de DTH (Orosz, 

Wakely et al. 1997) (VanBuskirk, Wakely et al. 1998). Lors de la DTH, les lymphocytes T 

CD4
+
Th1 vont sécréter des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL2, le TNFα et l’IFNγ 

(Wu, Lovett et al. 1992; Morgan, Pelletier et al. 1993) attirant ainsi les macrophages dans le 

greffon. Cette activation des macrophages entraîne une augmentation de la production de 

chimiokines, de monoxyde d’azote (NO), et d’autres facteurs solubles qui activent 

l’endothélium et entretiennent la réponse inflammatoire (Le Moine, Goldman et al. 2002). 

D’autre part, les lymphocytes T cytotoxiques CD8
+
 éliminent les cellules du greffon par 

contact direct impliquant la voie Fas-FasL et par la sécrétion de granzyme et perforine 

(Graziotto, Del Prete et al. 2006). 

Les cytokines semblent donc jouer un rôle très important dans les mécanismes de rejet 

(Dai and Lakkis 1999). De plus, elles permettent également la différenciation des lymphocytes 

B en plasmocytes. Ils produisent alors des anticorps dirigés contre les antigènes du donneur et 

jouent ainsi un rôle dans le rejet aigu (Le Moine, Goldman et al. 2002). Les IgG et IgM 

produites par les plasmocytes recrutés sur le site inflammatoire vont alors se fixer sur les 

http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.rejet
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.greffe
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.rejet
http://www.transplantation.net/txpub/showContent.do?pageid=GLO&contentid=boo.glo.immunosuppresseurs
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cellules endothéliales du greffon et entraîner l’activation de la cascade du complément et la 

destruction de l’endothélium. 

. 

 2-3 Le rejet chronique  

Les traitements immunosuppresseurs, bien qu’efficaces sur le rejet aigu, ne peuvent pas 

empêcher le développement d’un rejet chronique. Ainsi, le rejet chronique reste la principale 

cause de perte de greffon à long terme (Joosten, van Kooten et al. 2003) (Ballet, Giral et al. 

2006) malgré l’amélioration du taux de transplants fonctionnels (Kasiske, Gaston et al. 2005).  

Le rejet chronique est caractérisé histologiquement par une vasculopathie, avec un 

épaississement intimal et une prolifération des cellules musculaires lisses, et par une fibrose 

interstitielle. Dans le cas de la greffe rénale, il existe également une glomérulopathie qui est un 

dédoublement des membranes basales et une atrophie tubulaire (Nankivell, Borrows et al. 

2003) (Nankivell and Chapman 2006). Le rejet vasculaire chronique peut s’accompagner d’un 

dépôt de la molécule du complément C4d au niveau des capillaires péritubulaires du greffon 

(Vargha, Mueller et al. 2006), dû à la présence d’anticorps anti-donneur. Le greffon peut 

également présenter des lésions dues à une toxicité des anti-calcineurines (ciclosporine A, 

tacrolimus) caractérisée par des dépôts hyalins nodulaires à la périphérie des artérioles. Ces 

altérations sont classées selon le score de Banff qui permet de graduer l’importance et le type 

des lésions (Racusen, Halloran et al. 2004).  

Des facteurs aussi bien immunologiques que non immunologiques sont impliqués dans 

le rejet chronique (Massy, Guijarro et al. 1996). Parmi les facteurs non immunologiques, la 

mort cérébrale du donneur et les phénomènes d’ischémie reperfusion activent l’endothélium et 

augmentent l’expression des molécules du CMH et des molécules d’adhésion (Szabo and 

Heemann 1998). D’autre part,  il a été établi que la présence d’alloanticorps (Susal and Opelz 

2002) (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 (Oppenheimer, Aljama et al. 2004), ainsi que le poids du greffon (Giral, Nguyen et 

al. 2005) favorisaient le développement du rejet chronique. 

Il a également été montré qu’une orientation préférentielle Th2, avec production d’IL4, IL5, 

IL10 et de TGF , facteur pro-fibrosant, contribuait à l’augmentation de la production 

matricielle donc à la fibrose et par conséquent a rejet chronique (Shirwan 1999). De 

nombreuses études, à la fois chez l’homme et l’animal ont démontré le rôle du TGFβ dans le 

développement du rejet chronique (Jain, Furness et al. 2000; Bedard, Jiang et al. 2006) 
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(Zegarska, Paczek et al. 2006). Nicholson et al ont montré dans des biopsies rénales une 

corrélation entre le niveau d’ARNm de TGFβ et le taux de fibrose (Nicholson, Waller et al. 

2002). D’autre part, Densem et al. ont montré qu’un polymorphisme du TGFβ entraînait une 

accélération de la vasculopathie des greffons cardiaques (Densem, Hutchinson et al. 2000). 

Enfin, récemment, Bedard et al ont montré dans un modèle de greffe rénale chez le rat que 

l’injection de SERP-1, une protéine virale anti-inflammatoire, diminuait le niveau d’ARNm du 

TGFβ et diminuait les signes de rejet chronique (Bedard, Jiang et al. 2006). 

D’autre part, l’IFNγ semble être impliqué dans la survenue de lésions vasculaires chroniques, 

en diminuant l’activité de certains médiateurs (comme le NO) et l’épaississement de l’intima 

au niveau de l’endothélium (Koh, Wang et al. 2004). Récemment, Yi et al. ont montré dans un 

modèle de greffe d’artère humaine chez la souris, que des traitements associant le sirolimus et 

la ciclosporine A, diminuaient le taux d’IFNγ et ainsi les lésions d’artériopathie des vaisseaux 

(Yi, Cuchara et al. 2006). 

 Les traitements immunosuppresseurs entraînant des effets secondaires néfastes sur le 

long terme et leur efficacité sur le développement du rejet chronique étant limitée, l’obtention 

d’une tolérance spécifique du greffon sans immunosuppression globale prolongée est le but 

ultime en transplantation. 

 

3- La tolérance et ses mécanismes  

 3-1 Tolérance opérationnelle et Tolérance partielle (prope) 

La tolérance immunitaire peut être définie en transplantation comme un état de 

paralysie immunitaire spécifique d’un antigène donné (le tolérogène) coexistant avec le 

maintien d’une immunocompétence normale vis à vis des autres antigènes, sans destruction du 

greffon (Bach 2006). Cette acceptation indéfinie du greffon s’accompagne d’une absence de 

signes de rejet aigu et chronique et d’un maintien de la fonction du transplant sans aucun 

traitement immunosuppresseur. Chez l’homme, on distingue plusieurs types de tolérance.  

La tolérance opérationnelle : elle correspond à une survie prolongée d’une allogreffe 

d’organe avec une fonction stable en l’absence de traitement immunosuppresseur chez un 

receveur parfaitement immunocompétent (Monaco 2004) (Ansari and Sayegh 2004). Certains 

critères sont parfois retenus pour compléter la définition de tolérance : l’absence d’anticorps 

anti-donneur, l’absence d’infiltration du greffon par des lymphocytes et une faible réponse 

dirigée contre le donneur in vitro, alors que la réponse contre les cellules d’une autre personne 

est conservée (Fehr and Sykes 2004). Le terme de tolérance opérationnelle ne signifie pas 
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forcément aucune réponse du système immunitaire contre les cellules du donneur, mais se 

réfère plutôt à une réponse immunitaire n’entraînant pas la destruction du greffon, malgré la 

présence de capacités de réponse immune du receveur (Reding, Gras et al. 2006).  

Le foie est l’organe pour lequel une tolérance s’observe le plus souvent. Li et al. ont 

étudié les cellules T CD4
+
CD25

high 
chez des enfants tolérant leur greffe de foie sans traitement. 

En effet, le foie semble être un site privilégié où une tolérance opérationnelle, sans traitement 

immunosuppresseur, peut s’établir chez 38% des patients greffés (Takatsuki, Uemoto et al. 

2001) mais cette tolérance est plus rarement décrite dans d’autres greffes d’organes (Strober, 

Benike et al. 2000) (Burlingham, Grailer et al. 1995) (Fischer, Schobel et al. 1996) 

(Christensen, Grunnet et al. 1998). Certaines équipes mettent même en place une diminution 

progressive des traitements immunosuppresseurs chez des patients greffés depuis plus de 2 ans 

et sans épisode de rejet aigu dans l’année précédente. Ce protocole permet de mettre en 

évidence qu’environ un tiers de ces patients est tolérant à leur greffon (Devlin, Doherty et al. 

1998) (Takatsuki, Uemoto et al. 2001). Quand un rejet survient au cours de la décroissance 

thérapeutique, il est dans la plupart des cas réversible avec la reprise du traitement 

immunosuppresseur ou avec des bolus de corticostéroïdes (Takatsuki, Uemoto et al. 2001). Un 

chimérisme est retrouvé chez 39% des patients, mais sans corrélation claire avec l’état de 

tolérance (Devlin, Doherty et al. 1998).  

Il existe quelques rares descriptions dans la littérature de patients qui  tolèrent  

spontanément une greffe rénale (Tableau 1) (Roussey-Kesler, Giral et al. 2006) (annexe 5). 

Dans les années 1960, parmi 49 patients greffés traités initialement par azathioprine, 15% ont 

conservé une bonne fonction rénale 3 à 38 ans après l’arrêt de l’immunosuppression (Starzl, 

Murase et al. 2004). Lors de l’autopsie de l’un de ces patients, le greffon avait un aspect 

histologique normal (Starzl, Murase et al. 2004). Zoller et al. ont rapporté une cohorte de 48 

patients (parmi 6000 greffés) qui avaient arrêté leur traitement immunosuppresseur depuis plus 

de 5 jours. Parmi eux, 23 (soit 43%) ont dégradé leur fonction rénale dans les semaines suivant 

l’arrêt de l’immunosuppression. Seuls 6 patients conservent une fonction rénale stable en 

l’absence d’immunosuppresseurs depuis plus de 3 ans. Tous étaient greffés à partir d’un 

donneur vivant apparenté (Zoller, Cho et al. 1980). D’autres cas anecdotiques ont été rapporté 

dans les années 1970 (Uehling, Hussey et al. 1976) (Owens, Maxwell et al. 1975).  

Burlingham et al. ont décrit le cas d’un patient greffé avec le rein de sa mère et 

présentant une bonne fonction rénale en l’absence de traitement immunosuppresseur. Une 

biopsie réalisée au moment de l’arrêt de l’immunosuppression a montré un infiltrat focal 

lymphocytaire, des zones de fibrose interstitielle, une hyperplasie intimale artériolaire. Les 
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tubes et les glomérules étaient normaux (Burlingham, Grailer et al. 1995). Un microchimérisme 

a été retrouvé au niveau des lymphocytes sanguins et de la peau. Des cellules régulatrices 

spécifiques et une anergie semblent en jeu dans le maintien de cette tolérance puisqu’il existe 

une faible réactivité contre le donneur in vitro, pouvant être restaurée par l’adjonction d’IL2 et 

de CPA du donneur  (Burlingham, Grailer et al. 1995).  

Christensen et al. rapportent le cas d’un autre patient, greffé une première fois avec un 

greffon d’origine maternelle, puis une deuxième fois avec un greffon d’origine paternelle. 

Après cette deuxième greffe, le traitement immunosuppresseur a été arrêté en raison d’un 

syndrome lymphoprolifératif. Le patient a néanmoins maintenu une bonne fonction rénale. Les 

études in vitro ont révélé une faible réactivité en MLR contre les cellules du père (et de la 

mère) avec une diminution de la production des cytokines de type Th1 (IL2, IFNβ) 

(Christensen, Grunnet et al. 1998). Il existe encore quelques cas isolés, comme celui de cette 

patiente qui a arrêté son traitement immunosuppresseur après 9 ans de greffe et a conservé par 

la suite une fonction rénale correcte (Fischer, Schobel et al. 1996). Récemment, Fudaba et al. 

ont observé 3 cas de tolérance opérationnelle chez des patients ayant reçu simultanément une 

greffe de rein et de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse (Fudaba, Spitzer et al. 2006). 

Ces patients présentent un chimérisme transitoire, sans réponse anti-donneur spécifique en 

culture lymphocytaire mixte. 

Nous avons étudié au laboratoire une petite cohorte de patients greffés rénaux 

opérationnellement tolérants (10 patients) dont nous avons décrit les caractéristiques cliniques 

(Roussey-Kesler, Giral et al. 2006) (annexe 5) (voir méthodologie, tableau 3). L’analyse de 

ces patients a permis de constater que certains patients opérationnellement tolérants semblaient 

conserver une réactivité contre certains antigènes, illustrée par la présence d’anticorps anti-

classe II spécifiques du donneur. Ils ont probablement une réponse alloréactive plus faible 

puisque l’immunisation anti-HLA avant la greffe était aussi globalement faible malgré le 

nombre de transfusions sanguines administrées (9+/-3.9% de PRA pour 6+/-7.3 transfusions). 

D’autre part, ces patients ne présentent pas de signes cliniques d’immunodépression, puisque 

depuis l’arrêt des traitements immunosuppresseurs, ils n’ont pas eu d’infections sévères. Le 

jeune âge des donneurs et une reprise de fonction du greffon pas ou peu retardée, associé à 

l’arrêt progressif de l’immunosuppression (jusqu’à 4ans), constituent des éléments favorisant 

potentiellement la survenue d’un état de tolérance opérationnelle. Plusieurs études ont été 

menées sur ces patients dans le but de trouver des caractéristiques qui leur sont propres par 

rapport à d’autres groupes de transplantés rénaux, et ceci notamment au niveau sanguin. Les 

analyses transcriptionnelles du répertoire des lymphocytes T sanguins nous ont révélé que ces 



                                                                                                                                                         Introduction 

 

patients, comme les patients en rejet chronique, présentaient des altérations de la distribution 

des longueurs de CDR3 (Brouard, Dupont et al. 2005)(annexe 4). Des résultats similaires ont 

été obtenus par Alvarez et al. (Alvarez, Opelz et al. 2005). De plus, les lymphocytes T 

correspondant à ces altérations chez les patients opérationnellement tolérants ne montrent que 

peu ou pas de transcrits de cytokines Th1 et Th2 (IL13, IL10, IL2, IFNγ), suggérant une 

diminution de leur réponse immunitaire par rapport aux patients en rejet chronique (Brouard, 

Dupont et al. 2005). Les altérations de la distribution des longueurs de CDR3 étant présentes 

majoritairement dans le compartiment CD8, une étude plus approfondie des cellules T CD8
+
 a 

été menée (Baeten, Louis et al. 2006).  

Dans une autre étude, nous nous sommes également intéressés au phénotype des cellules 

sanguines des ces patients. Nous avons ainsi montré une augmentation des lymphocytes T 

CD8
+
CD28

-
 cytotoxiques (CD27

-
CD57

+
perforine

+
granzymeA

+
) chez les patients en rejet 

chronique par rapport aux patients opérationnellement tolérants et aux individus sains (Baeten, 

Louis et al. 2006) (Annexe 2).  
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Tableau 1 : Tolérance opérationnelle en transplantation rénale chez l’homme 

 
Patients 1 6 7 1 1 1 2 1 3/5/10 3 

Donneur 

Apparenté Apparenté Apparenté Apparenté Apparenté Cadavérique 1 apparenté 

1 

cadavérique 

  Apparenté 

Incompatibil

ités 

HLA 

? 0 ? 

3 ? 

 (haplo-

identique) 

3 ? 

 (haplo-

identique) 

6 

2 pour l’un 

0 pour 

l’autre 

1 (classII 

non 

déterminé) 

 0 

Traitements   

AZA+(CS 

si  rejet 

aigu) 

DST puis 

CsA+AZA+

CS 

 

Irradiation 

lymphoïde 

totale 

+ATG+CS 

OKT3 en 

induction 

pour 1, rien 

pour le 

2ième 

AZA+CS  Greffe de 

moelle 

Cause de 

l’arrêt 

Non 

compliance 

Non 

compliance 
 

Non 

compliance 

Syndrome 

lymphoproli

fératif 

Protocole 
Non 

 compliance 

Non 

compliance 

Non 

compliance 

Syndrome 

lymphoproli

fératif 

Protocole 

Période de 

tolérance 
? 3-8 ans 3-38 ans  > 3ans 12 ans 5-57 ans 9 ans > 3ans 

1-7 ans 

Histologie   normale 

Infiltrat 

lymphocytai

re, fibrose 

interstitielle 

hyperplasie 

intimale 

artériolaire 

   

   

Mécanismes    

Microchimé

risme, 

régulation, 

anergie 

Faible 

réactivité 

anti-

donneur 

Pas de 

microchimé

risme, 

réactivité 

anti-

donneur 

Régulation 

 Altération 

du 

répertoire T 

Chimérisme

, pas de 

réactivité 

anti-

donneur 

Références 

(Uehling, 

Hussey et 

al. 1976) 

(Zoller, Cho 

et al. 1980) 

(Starzl, 

Murase et 

al. 2004) 

(Burlingha

m, Grailer 

et al. 1995) 

(Christensen

, Grunnet et 

al. 1998) 

(Strober, 

Lowsky et 

al. 2004) 

(VanBuskir

k, 

Burlingham 

et al. 2000) 

(Fischer, 

Schobel et 

al. 1996) 

(Alvarez, 

Opelz et al. 

2005) / 

(Brouard, 

Dupont et 

al. 2005) / 

(Roussey-

Kesler, 

Giral et al. 

2006) 

(Fudaba, 

Spitzer et al. 

2006) 

 

La tolérance partielle ou prope: Les risques d’un conditionnement, même non-

myéloablatif, sont loin d’être négligeables et les cellules de la moelle osseuse du donneur ne 

sont pas toujours disponibles. La difficulté de ces protocoles a amené certains auteurs à 

rechercher, non pas un état de tolérance stricte, mais une fonction du greffon satisfaisante avec 

un traitement immunosuppresseur minimal, diminuant ainsi le risque de toxicité 

médicamenteuse et les complications infectieuses et tumorales. Calne et al. ont ainsi développé 

le concept de prope tolérance qui correspond à une survie prolongée du greffon avec une 

fonction stable chez un receveur parfaitement immunocompétent sous une dose minimale, non 

toxique, d’immunosuppresseurs (Calne 2004). Cette tolérance a également été appelée 

tolérance partielle (Cortesini and Suciu-Foca 2004). Calne l’a appliqué pour 31 patients 
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transplantés rénaux. Le traitement d’induction reposait sur l’administration d’anticorps anti-

CD52 précédée d’une injection de prednisone. Une monothérapie par ciclosporine A a été 

ensuite maintenue à faible dose (Calne, Friend et al. 1998). Six rejets aigus ont été observés, 

tous réversibles avec la majoration du traitement immunosuppresseur. Deux infections 

opportunistes sont survenues. Avec un recul de 5 ans, 93% des patients avaient une fonction 

rénale satisfaisante, 90% d’entre eux sont toujours sous ciclosporine seule à faible dose (Calne, 

Moffatt et al. 1999) (Calne 2004). Cette même stratégie utilisant la rapamycine à la place de la 

ciclosporine s’est cependant accompagnée d’un fort taux de rejet (27%), en particulier de rejet 

humoral (17%) (Knechtle, Pirsch et al. 2003). Avec un recul de 6 à 12 mois, 72% des sujets ont 

une bonne fonction rénale, sans signes histologiques de rejet, et il n’y eut pour aucun d’eux 

d’infections systémiques sévères ou de pathologies tumorales (Knechtle, Pirsch et al. 2003). 

Les taux de rejet observés sont cependant supérieurs à ceux rencontrés actuellement avec une 

immunosuppression conventionnelle. Enfin, l’association d’un traitement par ATG puis par 

sirolimus en monothérapie a été étudiée chez 12 patients : ils présentent tous une fonction du 

greffon satisfaisante (malgré 3 rejets aigus), mais le recul est  encore limité (Swanson, Hale et 

al. 2002). 

Cette recherche de tolérance « a minima » a également été appliquée chez une cohorte 

plus importante de patients par l’équipe de Starzl. Quatre-vingt deux patients ayant reçu une 

greffe d’organe (rein, foie, pancréas ou intestin) ont été traités par de l’ATG puis par 

tacrolimus en monothérapie. Des cellules hématopoiétiques (moelle osseuse) du donneur ont 

été injectées dans certains cas. Après 4 mois de greffe, l’administration de tacrolimus est 

progressivement espacée si aucun rejet n’est observé. A 1 an, les survies des patients et des 

greffons sont respectivement de 95% et 89%. 60% des patients reçoivent des doses réduites de 

tacrolimus (Starzl, Murase et al. 2003). La même équipe a traité 150 patients après une 

transplantation rénale par ATG (et corticostéroïdes initialement) puis par tacrolimus seul en 

traitement d’entretien (Shapiro, Jordan et al. 2003). La prise de celui-ci est progressivement 

espacée au bout de 4 mois en l’absence de complication. Des épisodes de rejets aigus ont été 

observés dans 37% des cas, ce qui n’est pas négligeable. La survie du greffon à 1 an est 

cependant satisfaisante (92%) avec seulement 7% des patients recevant plus d’un 

immunosuppresseur, et 63% des patients ayant des prises espacées de tacrolimus. Ces résultats 

rejoignent donc ceux donnés précédemment même en l’absence d’injection de cellules du 

donneur. 

Récemment l’équipe de Faendrich a analysé 20 patients transplantés rénaux, suivis 

pendant 2 ans, sans immunosuppresseurs pendant 72h après la transplantation puis sous très 
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faibles doses d’immunosuppresseurs (Dresske, Haendschke et al. 2006). Le rationnel de 

l’étude, est de dégager une fenêtre d’opportunité pour un engagement immunologique non 

pathogène (WOFIE, window of opportunity for immunological engagement). La reconstitution 

immunologique va se faire dans un contexte dénué de signaux de danger (loin des effets de 

l’ischémie et du bistouri du chirurgien) et le contact avec les alloantigènes induit un état de 

tolérance dont l’immunosuppresseur assurera le maintien. Ils ont alors constaté une diminution 

de l’incidence du rejet aigu et une meilleure fonction rénale (taux de créatinine faible) que les 

patients avec un traitement immusuppresseur classique. Ces patients présentent également une 

augmentation des lymphocytes T CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 suggérant un rôle potentiel de ces 

cellules dans la prope tolérance (Dresske, Haendschke et al. 2006).  

Ces études sont donc encourageantes pour envisager une réduction progressive des traitements 

immunosuppresseurs, pour des patients à faible risque immunologique. Cependant il n’existe 

pas actuellement de marqueur prédictif de réussite lors de la réduction ou l’arrêt du traitement, 

comme nous le verrons plus loin. 

Différents mécanismes sont mis en jeu dans l’induction et le maintien d’un état de tolérance en 

transplantation: la délétion centrale (souvent associée à un macrochimérisme) et périphérique, 

l’anergie, l’ignorance et la suppression (par des cellules régulatrices). La tolérance centrale 

correspond à l’élimination des lymphocytes T autoréactifs dans le thymus (sélection négative) 

et la tolérance périphérique correspond à une inactivation ou une délétion des lymphocytes T.  

 

 3-2 Tolérance centrale 

Lors de leur différenciation dans le thymus, les lymphocytes T subissent une sélection 

positive suivie d’une sélection négative. Ces étapes vont respectivement permettre l’expansion 

sélective des cellules T capables de reconnaître le CMH du soi et l’apoptose des thymocytes 

potentiellement autoréactifs interagissant avec une trop forte affinité avec les complexes 

CMH/peptide du soi (Starr, Jameson et al. 2003). Au cours de la sélection positive, les DC ou 

les cellules épithéliales du cortex thymique présentent des complexes CMH/peptide aux 

cellules T, et fournissent un signal de survie aux cellules capables d’interagir avec les 

molécules du CMH du soi. Les cellules T qui reconnaissent les molécules du CMH du soi de 

manière trop faible meurent par apoptose dans le cortex thymique. Lors de la sélection 

négative, les cellules T qui ne reconnaissent pas les antigènes du soi survivent et poursuivent 

leur maturation, tandis que les thymocytes avec un TCR de haute affinité pour les antigènes du 

soi sont éliminés (Palmer 2003). Ainsi, la tolérance centrale joue un rôle essentiel dans la 
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tolérance au soi, en éliminant une grande majorité des cellules T autoréactives (Kyewski and 

Klein 2006). 

La tolérance centrale peut également être observée après une greffe et plus 

particulièrement après une greffe de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse. Ainsi, 

l’induction d’un macrochimérisme par la réalisation d’une greffe de cellules hématopoiétiques 

de moelle osseuse allogénique permet d’observer la tolérance ultérieure de greffes d’organes 

(ou de peau) à partir du même donneur (Ildstad and Sachs 1984). Les lignées hématopoïétiques 

du donneur produisent des cellules qui vont coloniser le thymus du receveur. Ceci est 

également à l’origine d’une délétion centrale des lymphocytes reconnaissant les antigènes du 

donneur par le processus de sélection négative (Sykes 2001) (Cosimi and Sachs 2004). 

Dans des modèles animaux, la délétion thymique a également été observée après injections 

intrathymiques de peptides du CMH du donneur ou même de cellules (Koksoy, Elpek et al. 

2005) (Jones, Fluck et al. 1998). La délétion des lymphocytes alloréactifs qui s’en suit est 

transitoire et est dépendante de la persistance dans le thymus des peptides du CMH.  

 

 3-3 Tolérance périphérique 

Malgré les sélections intra thymiques, certains lymphocytes autoréactifs peuvent 

s’échapper et générer des maladies autoimmunes telles que le diabète de type I. Dans le cadre 

de la transplantation, la réponse immunitaire doit être contrôlée si on veut éviter le rejet du 

greffon. Les lymphocytes T alloréactifs doivent donc être stoppés. L’organisme a développé 

des mécanismes périphériques pour contrôler ces lymphocytes potentiellement dangereux et 

ainsi se protéger. Bien que tous les mécanismes de la tolérance ne soient pas encore totalement 

connus, on peut distinguer parmi ceux-ci l’anergie (Jones, Chin et al. 1990), la délétion clonale 

(Wells, Li et al. 2001) (Li, Li et al. 1999), l’ignorance (Lakkis, Arakelov et al. 2000) et la 

suppression ou régulation  (Wood and Sakaguchi 2003). 

 

  3-3-1 Anergie 

 Comme décrit plus haut, l’activation complète d’un lymphocyte nécessite plusieurs 

signaux. L’anergie peut faire suite au blocage de la costimulation alors que le lymphocyte T a 

rencontré un antigène spécifique présenté par les molécules du CMH. Lorsqu’un lymphocyte 

rencontre un antigène présenté sur une CPA, mais qu’il n’a pas été activé avec les 3 signaux, il 

devient incapable de répondre à la stimulation. Il a également été montré que la dose 

d’antigènes était importante pour entraîner une anergie des LT CD8
+
 (Redmond, Marincek et 

al. 2005). Les LT sont devenus anergiques (Powell 2006) et leur capacité proliférative est alors 
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abolie. Ils ne peuvent plus synthétiser de l’IL2 (Jenkins, Pardoll et al. 1987). L’anergie peut 

cependant être levée par l’ajout d’IL2 (Beverly, Kang et al. 1992). Cependant, les cellules 

anergiques peuvent, malgré leur incapacité à proliférer, conserver leur capacité fonctionnelle. 

Ainsi des cellules régulatrices telles que les lymphocytes T CD4
+
CD25

+
 sont anergiques mais 

leur propriétés suppressives restent intactes (Li, Godfrey et al. 2005).  

. 

  3-3-2 Délétion clonale  

 Nous avons vu que la délétion centrale dans le thymus joue un grand rôle dans la 

sélection des lymphocytes. Il existe également un phénomène de délétion en périphérie pour 

contrôler les réponses lymphocytaires T non appropriées et éviter les phénomènes 

d’autoimmunité et de rejet de greffe. La délétion clonale entraîne l’élimination par apoptose 

des lymphocytes.  

Deux formes de mort par apoptose peuvent conduire à l’élimination des LT (Van Parijs, 

Ibraghimov et al. 1996). On parle de mort « passive » lorsque les LT meurent par privation de 

facteurs de croissance mais que la mort peut être bloquée par les protéines anti-apoptotiques 

Bcl-2 et Bcl-xL (Van Parijs, Ibraghimov et al. 1996). Le blocage des voies de costimulation, 

stratégie souvent utilisée pour induire une tolérance (Sayegh and Turka 1998), entraîne une 

mort passive puisque l’expression de Bcl-xL et d’IL2 diminue. La mort « active » intervient 

lorsqu’il y a stimulation répétée du TCR du LT et fait intervenir les voies de Fas/FasL et du 

TNF récepteur (van Parijs, Perez et al. 1998). Ce phénomène est dépendant de la production 

d’IL2 mais indépendant de l’expression de Bcl-2 et Bcl-xL.  

Ainsi, une activation incomplète des lymphocytes T par manque de signaux de 

costimulation peut entraîner une délétion de ces lymphocytes (Ferber, Schonrich et al. 1994) 

(Li, Li et al. 1999). Plusieurs études ont également établi l’importance de la dose de l’antigène 

dans l’induction d’une délétion ou d’une anergie (Faria and Weiner 2005) (Redmond, 

Marincek et al. 2005), mais les résultats restent encore contradictoires. D’autre part, les 

 leucocytes passagers  présents dans le greffon au moment de la transplantation 

(microchimérisme) permettraient d’entraîner une délétion périphérique des clones alloréactifs 

par AICD et mort cellulaire passive (Wekerle, Kurtz et al. 2001).  

 

  3-3-3 Ignorance 

 L’ignorance est un phénomène décrit pour la première fois par Lakkis et al. (Lakkis, 

Arakelov et al. 2000). Ils ont démontré que des souris sans organes lymphoïdes secondaires 

acceptaient définitivement une greffe de peau ou de cœur. Cette absence de rejet résulte dans 
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l’incapacité des LT à être activés par les antigènes du donneur en dehors des organes 

lymphoïdes secondaires. L’ignorance peut être induite par plusieurs mécanismes: le niveau 

d’antigènes peut être en dessous du seuil requis ou bien les antigènes peuvent être 

physiquement séparés des cellules T (par exemple dans le cas d’organes privilégiés comme le 

cerveau, la cornée...) (Simpson 2006). 

 

  3-3-4 Suppression et régulation 

Le concept des cellules suppressives puis ensuite régulatrices est apparu à la fin des 

années 70 (Gershon 1975). Ce sont les travaux de Hall et al. qui ont permis de mettre en 

évidence, par transfert adoptif, le rôle des lymphocytes T CD4
+
 dans la tolérance à une 

allogreffe cardiaque chez le rat (Hall, Jelbart et al. 1985). Après plusieurs années d’expériences 

peu convaincantes les cellules régulatrices furent décrites plus précisément par Sakaguchi et al. 

dans les années 90 (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Depuis, de très nombreuses études ont 

démontré l’existence de phénomènes régulateurs/suppresseurs par différents sous types 

cellulaires. Je détaillerais dans le chapitre suivant les différentes sous populations décrites à ce 

jour et leur rôle dans la transplantation. 

 

4- Les cellules régulatrices 

Ces dernières années, de nombreux chercheurs ont montré l’énorme potentiel des 

cellules régulatrices dans les maladies auto-immunes (Chatila 2005) (Baecher-Allan and Hafler 

2006) (Tang and Bluestone 2006), en transplantation (Waldmann, Chen et al. 2006) ou encore 

dans la maladie du greffon contre l’hôte (Chatenoud, Salomon et al. 2001) mais également dans 

la tolérance au soi (Sakaguchi 2005). Plusieurs types de cellules régulatrices ont été décrites à 

ce jour (Beissert, Schwarz et al. 2006) (Becker, Stoll et al. 2006) (Beissert, Schwarz et al. 

2006) et sont résumées dans le tableau 2. Les cellules T CD4
+
CD25

+
 sont les cellules 

régulatrices les plus étudiées. On distingue les LT CD4
+
CD25

+
 naturelles (Dieckmann, Plottner 

et al. 2001) (Toda and Piccirillo 2006) et induites: Tr1 (Groux, O'Garra et al. 1997) (Grazia 

Roncarolo, Gregori et al. 2006) et Th3 (Weiner 2001) (Weiner 2001). Ces cellules T 

régulatrices (Treg) représentent des populations très hétérogènes de part leur génération 

(cellules induites ou naturelles), leur phénotype, leur fonction et leurs mécanismes d’action. 
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Tableau 2: Présentation non exhaustive des sous types de cellules régulatrices naturelles 

et induites 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

4-1 Les cellules régulatrices naturelles T CD4
+
CD25

+
  

 4-1-1 Origine et caractéristiques phénotypiques 

Ce sont Sakaguchi et al. qui ont décrit les fonctions régulatrices des lymphocytes T 

CD4
+
CD25

+
. Ils ont montré que les cellules T CD4

+
CD25

+ 
participaient au maintien de la 

tolérance au soi en neutralisant les réponses immunes dirigées contre des antigènes du soi et du 

non-soi. Ainsi, l’élimination des cellules CD25
+
 parmi une suspension de cellules CD4

+
 de 

souris BALB/c entraîne le développement de maladies autoimmunes lorsque cette suspension 

de cellules T CD4
+
CD25

-
 est injectée à des souris BALB/c nude (Sakaguchi et al., 1995). Ces 

souris reconstituées avec des cellules T CD4
+
CD25

-
 présentent des réponses immunes 

beaucoup plus fortes lors du rejet de peau allogénique, l’ajout de cellules T CD4
+
CD25

+ 

permettant de rétablir des réponses immunes. Depuis ces travaux, ces cellules ont suscité un  

Naturelles

Autres

FOXP3, GITR,CD127

CTLA-4, CD103, 

CD62L, CD45, CD122

Sous types de Treg Phénotype

T CD4+CD25+
Tr1  (induites)

Th3 (induites)

T CD8+CD28-

(induites)

NKT (induites)

Doubles négatives (induites)

Mode d’action

Inhibition contact dépendant

Synthèse d’IL10

Inhibent la synthèse d’IL2

CTLA-4 Synthèse d’IL10++, TGFβ, 

IL5, IFNγ

Inhibent la synthèse d’IL2

Synthèse de TGFβ++, d’IL10, 

Inhibent la synthèse d’IL2

T CD4+CD25- (induites)

FOXP3

CTLA-4

Induction de CPA tolérogènes

exprimant ILT3 et ILT4

Inhibition contact dépendant

CD3+ Vα24+ Vb11+

CD3+ CD4-CD8-

Synthèse de IL4,TGFβ, d’IL10, 

Cytotoxicité

CD3+ CD4+CD25-

Cytotoxicité, synthèse d’IFNγ

??

T CD8+CD45RClow

(naturelles)

FOXP3, CTLA-4 Inhibition contact dépendant

Thymocytes CD8+CD25+
(naturelles)

FOXP3, CTLA-4,

GITR, CCR8

Inhibition contact dépendant

Synthèse de TGF β

NK (induites) CD56high Synthèse d’IL10, inhibition

contact dépendant

Naturelles

Autres

FOXP3, GITR,CD127

CTLA-4, CD103, 

CD62L, CD45, CD122

Sous types de Treg Phénotype

T CD4+CD25+
Tr1  (induites)

Th3 (induites)

T CD8+CD28-

(induites)

NKT (induites)

Doubles négatives (induites)

Mode d’action

Inhibition contact dépendant

Synthèse d’IL10

Inhibent la synthèse d’IL2

CTLA-4 Synthèse d’IL10++, TGFβ, 

IL5, IFNγ

Inhibent la synthèse d’IL2

Synthèse de TGFβ++, d’IL10, 

Inhibent la synthèse d’IL2

T CD4+CD25- (induites)

FOXP3

CTLA-4

Induction de CPA tolérogènes

exprimant ILT3 et ILT4

Inhibition contact dépendant

CD3+ Vα24+ Vb11+

CD3+ CD4-CD8-

Synthèse de IL4,TGFβ, d’IL10, 

Cytotoxicité

CD3+ CD4+CD25-

Cytotoxicité, synthèse d’IFNγ

??

T CD8+CD45RClow

(naturelles)
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grand intérêt et font l’objet d’études très poussées pour comprendre leur genèse, fonctions et 

mécanismes d’action (Toda and Piccirillo 2006).  

Les cellules T régulatrices naturelles CD4
+
CD25

+ 
sont générées dans le thymus 

(Stephens, Mottet et al. 2001; Annunziato, Cosmi et al. 2002; Fehervari and Sakaguchi 2004) et 

représentent 5 à 10% des thymocytes matures CD4
+
 et 2 à 5% des PBMC (Bacchetta, Gregori 

et al. 2005). Ces cellules sont sélectionnées positivement pour leur reconnaissance avec le 

CMH du soi sur les cellules épithéliales corticales et ont une affinité moyenne envers le 

complexe CMH-antigène du soi (Jonuleit and Schmitt 2003) (Jordan, Boesteanu et al. 2001) 

(Cupedo, Nagasawa et al. 2005) (Cabarrocas, Cassan et al. 2006). Chez l’homme, elles 

apparaissent dès la 13
ième

 semaine de gestation (Darrasse-Jeze, Marodon et al. 2005). On les 

trouve dans le thymus, dans le sang de cordon, mais également en périphérie (sang, organes 

lymphoïdes secondaires) ou elles peuvent être induites (Godfrey, Spoden et al. 2005) 

Leur évolution avec l’âge reste encore controversée. Le thymus régressant avec l’âge, certains 

chercheurs ont montré que leur nombre mais également leur fonction diminuaient (Dejaco, 

Duftner et al. 2006) (Tsaknaridis, Spencer et al. 2003). Cependant une étude a montré que leur 

nombre augmentait avec l’âge (Gregg, Smith et al. 2005). Récemment, une autre étude a 

démontré que leur nombre était identique quelque soit l’âge (Vukmanovic-Stejic, Zhang et al. 

2006). 

Plusieurs études ont montré l’implication des molécules de costimulation B7/CD28 dans la 

génération et l’activité des T régulateurs. (Tang, Henriksen et al. 2003) (Lyddane, Gajewska et 

al. 2006). Le signal fournit par le CD28 serait critique pour leur génération dans le thymus mais 

également pour leur genèse et leur survie en périphérie. En effet le nombre de lymphocytes T 

CD4
+
CD25

+ 
est très réduit chez les souris déficientes en B7 et CD28 (Tang, Henriksen et al. 

2003) (Salomon, Lenschow et al. 2000) (Takahashi, Tagami et al. 2000). De manière similaire, 

l’administration d’anticorps anti-B7 ou de CTLA4-Ig diminue le nombre de ces cellules 

régulatrices dans le thymus et en périphérie (Salomon, Lenschow et al. 2000). Salomon et al. 

ont établi que la liaison B7/CD28 était essentielle au développement et à l’homéostasie des 

cellules régulatrices naturelles T CD4
+
CD25

+ 
(Salomon, Lenschow et al. 2000). Ainsi, les 

souris NOD déficientes pour les molécules B7 ou pour les molécules CD28 présentent un 

diabète exacerbé dont la survenue s’explique par un déficit en cellules régulatrices naturelles T 

CD4
+
CD25

+
. Ce diabète peut être contrôlé par l’injection de LT régulateurs. Récemment, il a 

été montré que les LT régulateurs avaient une durée de vie courte due à des télomères courts 

(Vukmanovic-Stejic, Zhang et al. 2006). Ils présentent aussi une sensibilité à l’apoptose due à 

une diminution de l’expression des molécules Bcl-2 et Bcl-xL (Li, Godfrey et al. 2005).. 
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L’IL2 semble être une cytokine importante dans l’homéostasie et la fonction des LT 

régulateurs (Setoguchi, Hori et al. 2005). En effet, son rôle a été suggéré dans les désordres 

lymphoprolifératifs se produisant chez les souris déficientes en IL2 (Wolf, Schimpl et al. 

2001), en CD25 (IL2Rα sous unité de basse affinité) (Willerford, Chen et al. 1995), et IL2Rβ 

(sous unité de haute affinité) (Suzuki, Kundig et al. 1995) (Malek, Porter et al. 2000). Ces 

souris déficientes en IL2, avec de nombreux désordres autoimmuns, sont aussi déficientes en 

LT régulateurs, mais le transfert de LT régulateurs, issus de souris normales, contrôle les 

phénomènes d’autoimmunité. L’IL2 serait indispensable à l’homéostasie mais aussi à la survie 

des LT CD4
+
CD25

+
 (Nelson 2004) (Toda and Piccirillo 2006) (Figure 6). En effet, ces souris 

déficients en IL2 ont très peu de CD4
+
CD25

+
 mais ces cellules CD4

+
CD25

+
FOXP3

+
 possèdent 

une activité suppressive normale, suggérant que l’IL2 pourrait intervenir dans la survie ou 

l’expansion des Treg et non dans leur fonction (Klein, Khazaie et al. 2003) (Fontenot, 

Rasmussen et al. 2005) (Fontenot and Rudensky 2005) (D'Cruz and Klein 2005). Par 

opposition, Thornton et al. ont montré que la production transitoire d’IL2 par les cellules 

effectrices était nécessaire à la fonction suppressive des LT CD4
+
CD25

+
 (Thornton, Donovan 

et al. 2004). Chez les patients atteints d’IPEX (décrits plus loin), c’est-à-dire portant une 

mutation de FOXP3, le défaut de production d’IL2 par les PBMC n’affecte pas la 

différenciation thymique des T régulateurs (Bacchetta, Passerini et al. 2006), mais serait 

responsable de leur défaut de fonction/expansion en périphérie. L’IL2 activerait deux signaux 

pouvant intervenir dans la prolifération et la survie des T CD4
+
CD25

+
, le facteur de 

transcription STAT5 et le facteur anti-apoptotique Bcl-2 (Nelson 2004) (Van Parijs, Refaeli et 

al. 1999) (Moriggl, Topham et al. 1999). Les souris STAT5A/B
-/- 

développent une maladie 

autoimmune similaire aux souris déficientes en IL2 et IL2R, et présentent une diminution des 

cellules régulatrices naturelles (Snow, Abraham et al. 2003). De plus, les souris transgéniques 

qui surexpriment STAT5 ont une augmentation de leurs cellules régulatrices. Almeida et al. ont 

démontré récemment un lien entre le nombre de LT CD4
+
CD25

+
 et le nombre de cellules 

produisant de l’IL2, à l’origine d’un équilibre entre les populations lymphocytaires palliant 

toute dérégulation (Almeida, Zaragoza et al. 2006). Ainsi tous ces résultats confirment le rôle 

important de l’IL2 dans l’homéostasie des cellules régulatrices naturelles (Antov, Yang et al. 

2003) (Snow, Abraham et al. 2003) (Burchill, Goetz et al. 2003) (Kagami, Nakajima et al. 

2001). 

 

 

 



                                                                                                                                                         Introduction 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 6: L'IL2 régule l'homéostasie périphérique des cellules régulatrices naturelles 
L’IL2 produite par les lymphocytes T effecteurs, les LT CD8, NKT et NK, maintient 

l’homéostasie et permet la survie des Treg naturels, qui en retour exercent leurs effets 

suppresseurs, par l’intermédiaire des cellules présentatrices d’antigènes ou pas, sur les LT 

effecteurs. D’après (Sakaguchi, Ono et al. 2006) (Toda and Piccirillo 2006) 

 

Les cellules T CD4
+
CD25

+
 naturelles n’ont pas un phénotype unique et clairement 

défini. Cependant, il est maintenant bien établi qu’elles expriment de manière constitutive la 

chaîne α du récepteur à l’IL-2 (Sakaguchi, Sakaguchi et al. 1995). Chez l’homme, seules les 

cellules exprimant fortement l’IL2Rα (CD25
high

) possèderaient des propriétés suppressives 

(Baecher-Allan, Brown et al. 2001), alors qu’un niveau d’expression intermédiaire 

correspondrait aux cellules activées, mais cette distinction n’est pas absolue puisque des 

cellules régulatrices CD25
low

 ont également été décrites (Tsaknaridis, Spencer et al. 2003). La 

liste des marqueurs décrivant les cellules régulatrices grandit tous les jours mais aucun 

marqueur ne remplit les critères d’exclusivité et de stabilité. Plusieurs marqueurs ont été 

associés à ces LT régulateurs: le CD45RO (Baecher-Allan, Brown et al. 2001), CD122 (chaîne 

β du récepteur de l’IL2) (Wing, Ekmark et al. 2002), CD62L (L-sélectine) (Thornton and 

Shevach 2000) (Ermann, Hoffmann et al. 2005), CD103 (intégrine αEβ7) (Lehmann, Huehn et 

al. 2002). Ils sont caractérisées également par une expression constitutive de CTLA-4 

(Birebent, Lorho et al. 2004) et de GITR (Glucocorticoid-Induced-TNF-R) (Takahashi, Tagami 

et al. 2000) (Tsaknaridis, Spencer et al. 2003) (McHugh, Whitters et al. 2002). Récemment 

Seddiki et al. ont montré que les LT régulateurs CD4
+
CD25

+
 humains peuvent être distingués 

des LT activés par une faible expression du CD127, la chaîne α du récepteur à l’IL7 (Seddiki, 

Santner-Nanan et al. 2006). 

Le facteur de transcription FOXP3 semble être un marqueur essentiel pour les cellules 

régulatrices. Il servirait de régulateur du développement (Hori, Nomura et al. 2003) (Kim and 

Rudensky 2006) et de la fonction des LT suppresseurs (Fontenot, Gavin et al. 2003) 
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(Sakaguchi, Ono et al. 2006). Les souris déficientes en FOXP3 (scurfy) n’ont pas de LT 

régulateurs naturels et développent une maladie autoimmune lymphoproliférative fatale 

conduisant à leur mort en 4 à 5 semaines (Brunkow, Jeffery et al. 2001). L’injection de LT 

CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 fait régresser la maladie chez les souris scurfy (Nishimura, Sakihama et 

al. 2004). De manière similaire chez l’homme, l’IPEX (immunodysregulation, 

polyendocrinopathy, enteropathy, X-linked syndrome) est une maladie fatale rare, liée au 

chromosome X, caractérisée par une mutation du gène FOXP3 (Wildin, Ramsdell et al. 2001) 

(Bennett, Christie et al. 2001), un défaut de fonction des cellules T CD4
+
CD25

+
 régulatrices et 

un défaut de production par les PBMC d’IFNγ et d’IL2 après activation du TCR (Bacchetta, 

Passerini et al. 2006). Le rôle de FOXP3 dans la genèse des LT régulateurs a été démontré 

grâce à l’analyse de souris chimériques. Des souris irradiées de manière létale ont été 

reconstituées avec un mélange de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse de souris 

normales et des souris déficientes en FOXP3. Un marquage des cellules de chaque moelle a 

permis d’étudier leur contribution dans la reconstitution du système immunitaire de la souris. 

Seule les cellules hématopoiétiques de la moelle osseuse de la souris normale contribuent au 

développement des LT CD4
+
CD25

+ 
démontrant ainsi le rôle de FOXP3 dans la génération de 

lymphocytes T régulateurs (Fontenot, Gavin et al. 2003) 

 Chez la souris, FOXP3 est exclusivement exprimé par les cellules régulatrices, une 

expression ectopique par transfert de gène dans les LT CD4
+
CD25

-
 leur confèrent des capacités 

suppressives (Hori, Nomura et al. 2003) (Khattri, Cox et al. 2003). Des travaux ont suggéré un 

rôle thérapeutique potentiel de lymphocytes exprimant FOXP3 de manière ectopique. Ainsi des 

lymphocytes T CD4
+
 transgéniques pour un TCR transduit avec un rétrovirus codant pour 

FOXP3 sont capables de stabiliser voir enrayer le diabète lorsqu’ils sont injectés chez les souris 

NOD (Jaeckel, von Boehmer et al. 2005). Cependant le transfert de LT CD4
+
 polyclonaux 

transduits avec le rétrovirus codant pour FOXP3 de souris NOD n’a aucun effet. Ceci suggère 

que la fréquence des T régulateurs spécifiques d’antigène est un facteur important dans leur 

capacité à contrôler l’autoimmunité. Il a également été démontré que les LT CD8
+
 chez les 

souris transgéniques FOXP3 possédaient une faible capacité régulatrice démontrant que 

l’expression de FOXP3 dans les cellules non CD4
+
 entraîne une conversion phénotypique 

(Khattri, Cox et al. 2003). 

Chez l’homme, des travaux montrent que l’expression de FOXP3 n’est pas limitée aux seules 

cellules régulatrices CD4
+
CD25

+
, mais son expression peut être induite sur les LT CD4

+
CD25

-
 

frais ou sur des clones par l’activation du TCR (Walker, Kasprowicz et al. 2003) (Allan, 

Passerini et al. 2005; Morgan, van Bilsen et al. 2005; Walker, Carson et al. 2005) ou par le 
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TGFβ (Rao, Petrone et al. 2005). Récemment, Wang et al. ont montré, chez l’homme et la 

souris, que l’INFγ pouvait également convertir les LT CD4
+
CD25

-
 en LT régulateurs FOXP3

+
 

(Wang, Hong et al. 2006). Zorn et al. ont récemment montré que l’IL2 augmentait l’expression 

de FOXP3 sur les CD4
+
CD25

+ 
humains

 
en faisant intervenir les protéines STAT3 et STAT5 

(Zorn, Nelson et al. 2006).  

Fisson et al. ont décrit, chez la souris, plusieurs types de LT régulateurs en fonction de 

leur état d’activation (Fisson, Darrasse-Jeze et al. 2003). Grâce à des expériences de 

prolifération (BrdU), ils ont confirmé l’existence de 2 sous populations de LT régulateurs, une 

avec un turn-over rapide caractérisée par un phénotype CD44
high

 et une autre sous population, à 

l’état quiescent, caractérisée par un phénotype CD44
int

. Ainsi il existerait des cellules 

régulatrices autoréactives (20 à 30%) qui seraient en cycle continu et exprimeraient de 

multiples marqueurs d’activation (CD69, CD134). D’autres LT régulateurs, majoritaires, 

seraient quiescents et n’exprimeraient que peu de marqueurs d’activation (Fisson, Darrasse-

Jeze et al. 2003). De part leurs expériences, ils ont proposé un modèle d’homéostasie des LT 

régulateurs. En permanence, les antigènes du soi sont présentés aux cellules T. A partir du pool 

de régulateurs quiescents, les cellules fortement autoréactives qui rencontrent un antigène du 

soi, se divisent rapidement et acquièrent un phénotype de Treg activés. Par la suite, ces cellules 

activées meurent ou recirculent. Ainsi cette hypothèse expliquerait l’effet bystander non 

spécifique des Treg une fois activés. Ces Treg activés exerceraient une suppression basale et 

permanente de l’activation cellulaire T (Fisson, Darrasse-Jeze et al. 2003). 

 

 4-1-2 Mécanismes d’action 

Les mécanismes d’immunosuppression des cellules T régulatrices naturelles et les 

molécules impliquées dans cette suppression bien que largement étudiés sont toutefois encore 

mal connus (von Boehmer 2005). Cependant, il est clairement établi maintenant que les 

cellules régulatrices naturelles sont activées par leur TCR (Sanchez-Fueyo, Sandner et al. 

2006), sont anergiques et ne produisent pas d’IL2 (Thornton and Shevach 1998; Shevach 2002) 

(Thornton, Donovan et al. 2004). Cette anergie peut être levée par ajout d’IL2 (Dieckmann, 

Plottner et al. 2001) ou par une forte stimulation de la molécule CD28 (Baecher-Allan, Brown 

et al. 2001). Les cellules régulatrices sont bloquées dans leur cycle cellulaire, elles ont une 

diminution des cyclines E at A (Li, Godfrey et al. 2005). Elles présentent une diminution 

d’activation des protéine kinases MEK1/2 et Erk1/2. La présence exogène d’IL2, augmente le 

niveau de cyclines E et A ainsi que des protéines kinases, ce qui engendre la survie et la 

prolifération des LT régulateurs (Li, Godfrey et al. 2005). Une fois activée par un antigène, leur 
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action suppressive n’est plus dépendante de l’antigène qui les a stimulées (Thornton and 

Shevach 2000). Thornton et al. ont montré, grâce à des modèles de souris transgéniques, que 

les lymphocytes régulateurs CD4
+
CD25

+
 avaient besoin d’être activés par l’intermédiaire de 

leur TCR pour devenir suppresseurs, mais une fois activés leur fonction régulatrice est non 

spécifique (Thornton and Shevach 2000). 

Elles sont alors capables d’inhiber la prolifération et la production de cytokines des 

lymphocytes T CD4
+
CD25

-
, des T CD8

+
  (Suvas, Kumaraguru et al. 2003)  (Camara, Sebille et 

al. 2003) et elles sont capables d’inhiber la différentiation Th1/Th2 (Xu, Liu et al. 2003) (Toda 

and Piccirillo 2006). L’action régulatrice des cellules naturelles CD4
+
CD25

+ 
sur les 

CD4
+
CD25

-
 s’exerce en inhibant la transcription d’IL2 et nécessite in vitro un contact cellulaire 

(Thornton and Shevach 1998) (Dieckmann, Plottner et al. 2001). Cette activité régulatrice 

semble CPA indépendante puisque leur fonction suppressive s’exerce dans des cultures sans 

CPA (Shevach 2002).  

Après leur activation, les cellules régulatrices produisent du TGFβ (Levings, 

Sangregorio et al. 2002), un peu d’IL10 et d’IL4 (Dieckmann, Plottner et al. 2001) (Stephens, 

Mottet et al. 2001) mais la suppression semble indépendante de ces cytokines in vitro comme le 

montre le blocage de ces cytokines par des anticorps ou l’utilisation de souris déficientes en 

IL10 ou TGFβ (Trzonkowski, Szmit et al. 2004) (Piccirillo, Letterio et al. 2002) (Shevach 

2002). Donc, bien que l’IL10 ne soit pas essentielle in vitro pour la suppression, elle est une 

molécule clé de la régulation qui mérite que son rôle in vivo soit plus étudié. En 1998, il a été 

démontré qu’une stimulation antigénique chronique in vivo entraînait l’apparition de LT CD4
+
 

anergiques in vitro capables de secréter de l’IL10 (Buer, Lanoue et al. 1998). Les lymphocytes 

T CD4
+
CD25

+ 
sont capables de secréter de l’IL10  in vivo (Klein, Khazaie et al. 2003) 

(Annacker, Pimenta-Araujo et al. 2001) et dans certaines maladies autoimmunes comme la 

colite, les cellules T CD4
+
CD25

+ 
contrôlent la réponse immune par production d’IL10 

(Asseman, Mauze et al. 1999) (Suri-Payer and Cantor 2001) tandis que d’autres phénomènes 

autoimmuns (gastrite) sont indépendants de cette cytokine.  

La cytotoxicité est également un des mécanismes supposés des T régulateurs naturels. 

Grossman et al. ont montré que les lymphocytes T CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 activés exprimaient 

granzyme A et étaient capables de tuer les lymphocytes T CD4
+
 et CD8

+
 par un mécanisme 

perforine dépendant et Fas/FasL indépendant (Grossman, Verbsky et al. 2004). D’autre part, 

Gondek et al. ont décrit un rôle de granzyme B, mais perforine indépendant, dans l’activité 

suppressive des T régulateurs, grâce aux souris déficientes en granzyme B et ayant des T 
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régulateurs avec de faibles capacités suppressives (Gondek, Lu et al. 2005). Ces cellules 

régulatrices granzyme B
+
 induiraient l’apoptose des cellules effectrices T CD4

+
CD25

-
. 

D’autres mécanismes et molécules de régulation des T régulateurs naturels ont été 

décrits mais restent encore mal connus. Un lien entre FOXP3 et l’hème oxygénase-1 (HO1) a 

été démontré par Choi et al., puisque FOXP3 induirait l’expression de HO1, enzyme nécessaire 

au mécanisme de suppression des lymphocytes T CD4
+
CD25

+
 (Choi, Pae et al. 2005). 

L’implication de CTLA-4, GITR ou du TGFβ membranaire est très controversée (Jonuleit and 

Schmitt 2003) (Piccirillo and Thornton 2004) (Taams, Vukmanovic-Stejic et al. 2003). 

Toutefois, ces résultats contradictoires pourraient refléter le fait que les mécanismes des 

cellules T  CD4
+
CD25

+
 puissent être différents in vitro et in vivo (Jonuleit, Schmitt et al. 2002).  

Une étude particulière de Caramalho et al. (Caramalho, Lopes-Carvalho et al. 2003) a 

montré que la stimulation in vitro des  lymphocytes T régulateurs naturels CD4
+
CD25

+
 par de 

fortes doses de LPS, via son ligand le TLR4, induisait leur prolifération et augmentait leur 

capacité suppressive, même sans CPA. Il est également intéressant de noter que la voie du 

LPS/TLR4 peut induire la production d’IL6 par les DC immatures ainsi qu’un autre facteur 

encore inconnu, et bloque la fonction suppressive des T régulateurs (Pasare and Medzhitov 

2003). Par conséquent, il semble que les signaux spécifiques d’antigènes (soi ou non soi) ainsi 

que des signaux non spécifiques des TLRs, puissent moduler l’activation et la fonction de 

cellules régulatrices naturelles. Il a également été montré récemment que la protéine heat shock 

60 pouvait stimuler la capacité suppressive des lymphocytes T CD4
+
CD25

high 
via le TLR2 

(Zanin-Zhorov, Cahalon et al. 2006). 

Les lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+
 peuvent également inhiber la prolifération 

et la fonction des cellules NK chez l’homme de manière contact dépendant (Trzonkowski, 

Szmit et al. 2004). Ils peuvent également supprimer, de manière contact-dépendant, la 

prolifération des cellules NKT et leur production de cytokines telles que l’IFNγ et l’IL4. Les 

lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+
 peuvent également inhiber l’activité cytotoxique des 

cellules NKT contre certaines cellules tumorales, de manière contact dépendant (Azuma, 

Takahashi et al. 2003). Mais les NKT peuvent inversement contrôler les T régulateurs humains. 

Jiang et al. ont montré que les NKT pouvaient secréter de l’IL2 et entraîner ainsi la 

prolifération des LT CD4
+
CD25

+
 (Jiang, Game et al. 2005; Cava, Kaer et al. 2006). Les 

lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+
 peuvent également moduler la fonction pro-

inflammatoire des monocytes/macrophages en inhibant la production de cytokines telles que le 

TNF et l’IL6 et en diminuant l’expression de leurs molécules de costimulation (CD80, CD40) 

(Taams, van Amelsfort et al. 2005). 
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Récemment, Zhao et al. ont montré que les T régulateurs CD4
+
CD25

+ 
pouvait induire la 

mort des lymphocytes B activés de manière contact dépendant et perforine granzyme B 

dépendant (Zhao, Thornton et al. 2006)  

De plus, les lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+ 
peuvent agir sur les cellules 

dendritiques, en leur faisant secréter de l’IL10 et en induisant à leur surface la molécule B7-H4 

(récepteur qui régule négativement la réponse lymphocytaire) et en les rendant ainsi 

immunosuppressive (Kryczek, Wei et al. 2006). Ils peuvent également agir sur leur maturation 

et les rendre peu efficaces comme cellules présentatrices (diminution des molécules de 

costimulation) (Misra, Bayry et al. 2004). Les mécanismes mis en jeu dans ces expériences 

restent encore à éclaircir. 

Ainsi ces différentes observations suggèrent que les lymphocytes T régulateurs naturels 

possèdent plusieurs mécanismes d’action à leur disposition selon le microenvironnement où ils 

se trouvent activés et selon les pathologies rencontrées. 

 

4-1-3 Rôle en transplantation 

Le rôle de ces cellules régulatrices en transplantation a été suggéré pour la première fois 

en 1985 quand une sous population lymphocytaire W3/25
+
 avec des capacités régulatrices, est 

mise en évidence après une greffe cardiaque chez le rat sous ciclosporine (Hall, Jelbart et al. 

1985). Taylor et al. ont par la suite établi le rôle des cellules suppressives dans des modèles de 

GVHD ou maladie du greffon contre l’hôte. Alors que le transfert de cellules naïves 

allogéniques CD4
+
CD25

- 
ou de cellules T effectrices entraîne une GVHD, le co-transfert de T 

régulateurs CD4
+
CD25

+ 
purifiés avec les cellules T CD4

+
CD25

- 
retarde significativement la 

survenue de la GVHD (Taylor, Noelle et al. 2001). Un modèle expérimental de GVHD proche 

de la clinique a été étudié dans les laboratoires de Blazar (Taylor, Noelle et al. 2001), Salomon 

(Cohen, Trenado et al. 2002) et Strober (Hoffmann, Ermann et al. 2002). Lorsque des souris 

sont irradiées et reconstituées avec des cellules de moelle osseuse et des lymphocytes T, une 

GVHD fatale se développe. La déplétion des LT CD4
+
CD25

+ 
accélère la GVHD (Taylor, 

Noelle et al. 2001) (Hoffmann, Ermann et al. 2002) (Cohen, Trenado et al. 2002) tandis que 

l’injection de LT CD4
+
CD25

+ 
la retarde (Edinger, Hoffmann et al. 2003) (Cohen, Trenado et al. 

2002) (Hoffmann, Ermann et al. 2002) (Trenado, Sudres et al. 2006) 

Par la suite, différents travaux ont montré que les cellules T CD4
+
CD25

+
 étaient indispensables 

pour l’induction et/ou le maintien de la tolérance aux alloantigènes dans certains modèles chez 

les rongeurs (Chiffoleau, Beriou et al. 2002) (Kingsley, Karim et al. 2002) (Wood and 

Sakaguchi 2003). Ainsi, dans des modèles de transplantation d’organes ou de tissus, le co-



                                                                                                                                                         Introduction 

 

transfert de LT régulateurs CD4
+
CD25

+ 
et de CD4

+
CD25

- 
chez des souris déficientes en 

cellules T empêche le rejet de greffes de peau allogéniques (Hara, Kingsley et al. 2001) (Graca, 

Cobbold et al. 2002). Ces cellules T régulatrices sont générées au niveau des organes 

lymphoïdes secondaires mais elles sont également présentes dans le greffon puisque les cellules 

infiltrantes peuvent transférer la tolérance dans un modèle de greffe de peau (Graca, Cobbold et 

al. 2002). Darrasse-Jeze et al. ont récemment montré le rôle des T régulateurs CD4
+
CD25

+ 
dans  

la tolérance aux alloantigènes paternels lors de la gestation chez la souris. En effet une 

déplétion de ces cellules régulatrices entraînent une rejet du fœtus allogénique mais pas 

syngénique (Darrasse-Jeze, Klatzmann et al. 2006). 

Chez l’homme, Salama et al. ont fortement suggéré le rôle des cellules suppressives 

dans la régulation de la voie indirecte de présentation des antigènes, puisqu’ils ont montré que 

40% des patients greffés rénaux stables, qui n’avaient jamais fait de rejet aigu, avaient une 

régulation dépendante des cellules CD25
+ 

contre les peptides du CMH de classe II du donneur 

(Salama, Najafian et al. 2003). Mais seulement 12,5% des patients qui avaient présenté un rejet 

aigu présentaient une telle régulation. Cette régulation apparaît au troisième mois après la 

greffe et persiste malgré l’immunosuppression. La génération in vitro de telles cellules 

régulatrices spécifiques d’un peptide correspondant à un CMH du donneur a été envisagée pour 

induire une tolérance. En effet, Jiang et al. ont montré que ce type de cellules pouvaient non 

seulement inhiber la prolifération contre ce peptide, mais aussi par «suppression liée» («linked 

suppression ») contre un autre peptide présenté sur la même CPA (Jiang and Lechler 2003). Au 

contraire, la voie directe de présentation ne semble pas être contrôlée par les lymphocytes T 

CD4
+
CD25

+
 puisqu’une étude menée chez 12 patients greffés rénaux stables a montré que la 

déplétion en cellules T CD4
+
CD25

+
 ne modifiait pas la réponse directe (tests Elispot, LDA) 

contre le donneur in vitro (Game, Hernandez-Fuentes et al. 2003). 

Li et al. ont montré une augmentation des LT CD4
+
CD25

high
 régulateurs dans le sang 

des patients opérationnellement tolérants comparativement aux patients stables suggérant un 

rôle potentiel de ces cellules dans la tolérance opérationnelle (Li, Koshiba et al. 2004). Ils n’ont 

pas décrit de différence entre les patients tolérants et les sujets sains. Aucune étude de la 

fonctionnalité de ces cellules potentiellement régulatrices n’a été réalisée dans ces travaux. 

Demirkiran et al. ont récemment montré qu’après une greffe de foie, les patients présentaient 

une diminution transitoire de cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+ 
CD45RO

+ 
CTLA4

+ 
à 3 mois 

post-greffe, due aux immunosuppresseurs (Demirkiran, Kok et al. 2005). Par la suite, ils ont 

montré que les patients faisant un rejet aigu, avaient une diminution de ces cellules régulatrices 

et de FOXP3, à 1 an post-greffe, comparativement à ceux qui ne font pas de rejet. Cependant, 



                                                                                                                                                         Introduction 

 

malgré la diminution du nombre de cellules régulatrices chez les patients en rejet aigu, leurs 

cellules CD4
+
CD25

+ 
ont une activité

 
suppressive comparable aux sujets sans rejet et aux 

individus sains (Demirkiran, Kok et al. 2006). 

D’autre part, Meloni et al. ont montré qu’une diminution de la fréquence des lymphocytes T 

CD4
+
CD25

high
 régulateurs périphériques pouvait être associée au développement d’un rejet 

chronique (bronchiolite oblitérante) chez les patients greffés du poumon comparativement à 

des sujets stables ou des individus normaux (Meloni, Vitulo et al. 2004). Ces cellules T 

CD4
+
CD25

+ 
des patients en rejet chronique ont une fonction suppressive, vis-à-vis des LT 

CD4
+
CD25

- 
autologues, comparable à celle des sujets sains, et sécrètent de grande quantité 

d’IL10. Les auteurs n’ont cependant pas montré de lien direct entre la sécrétion d’IL10 et 

l’effet suppresseur des T CD4
+
CD25

+ 
(Meloni, Vitulo et al. 2004). Dans une autre étude, 

Alvarez et al. ont observé une augmentation du pourcentage des lymphocytes T 

CD4
+
CD25

+
CD69

+
 chez des patients greffés rénaux avec une fonction stable sous 

immunosuppression, comparativement aux sujets sains (Alvarez, Paris et al. 2004). Aucune 

différence n’a été observée avec les patients en rejet chronique. Les auteurs concluent que cette 

augmentation de LT CD4
+
CD25

+
CD69

+
 chez des patients greffés rénaux avec une fonction 

stable sous immunosuppression, suggère que les mécanismes régulateurs sont des phénomènes 

actifs (Alvarez, Paris et al. 2004).  

Ainsi ces expériences suggèrent qu’un faible nombre de LT CD4
+
CD25

+ 
régulateurs ne 

serait pas suffisant pour contrebalancer l’activité des cellules effectrices chez ces patients et 

contribuerait ainsi au rejet de greffe.  

D’autre part, Muthukumar et al. ont montré qu’un faible taux de transcrits FOXP3 dans 

les urines était prédictif d’un rejet aigu irréversible et de dommages du greffon (Muthukumar, 

Dadhania et al. 2005) chez des patients greffés rénaux. 

       Les immunosuppresseurs peuvent influencer le phénotype et la fonction des cellules 

régulatrices. En effet, une étude de Baan et al. a montré une diminution de l’induction de 

FOXP3 en présence d’inhibiteurs de calcineurine, l’anticorps anti-CD25, en culture 

lymphocytaire mixte (Baan, van der Mast et al. 2005). La rapamycine n’a aucun effet sur 

l’induction de FOXP3 (Baan, van der Mast et al. 2005) ni sur l’activité des cellules régulatrices 

(Coenen, Koenen et al. 2006). Cependant ces résultats sont encore controversés. En effet, une 

étude de Tian et al. a montré dans un modèle de greffe cardiaque chez le rat,  que la 

rapamycine entraînait une augmentation des cellules T  CD4
+
CD25

+
. Battaglia et al. ont trouvé 

des résultats similaires chez la souris (Battaglia, Stabilini et al. 2005). De même chez l’homme, 

Valmori et al. ont décrit que la rapamycine entraînait une augmentation de l’activité 
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suppressive des T régulateurs et permettait à des cellules CD4
+
 conventionnelles d’acquérir des 

capacités régulatrices  (Valmori, Tosello et al. 2006). 

Ces résultats confortent le rôle important de l’IL2 pour les cellules régulatrices et certains 

auteurs suggèrent que des traitements immunosuppresseurs comme les inhibiteurs de la 

calcineurine pourraient empêcher l’induction d’une tolérance opérationnelle chez les patients 

traités (Baan, van der Mast et al. 2005). Des résultats similaires ont été obtenus chez le rat et 

montrent que la CsA affecte la fonction des T régulateurs, mais pas la rapamycine ni le 

mycophenolate mofetil (MMF) (Zeiser, Nguyen et al. 2006). Une autre étude a montré que 

l’anticorps anti-CD25 en traitement d’induction post-greffe n’influençait pas le nombre de  T 

régulateurs CD4
+
CD25

+ 
chez les patients greffés du foie (Demirkiran, Kok et al. 2006). En 

revanche, le traitement du rejet aigu avec la méthyprednisolone entraîne une diminution de ces 

cellules suppressives dans le sang de ces patients, probablement par apoptose des cellules T 

régulatrices (Demirkiran, Kok et al. 2006).  

 Ces résultats suggèrent donc que les traitements immunosuppresseurs peuvent affecter 

l’homéostasie et la fonction des cellules régulatrices, mais une meilleure caractérisation de ces 

effets sont nécessaires avant d’envisager une minimisation ou une modification des traitements 

chez les transplantés. 

 

La conversion des LT régulateurs : 

Jusqu’à présent, parmi les LT CD4
+
CD25

+
 chez l’homme, 2 grandes sous-populations 

de LT régulateurs ont été décrites en fonction de leur origine et leurs mécanismes d’action : les 

LT naturels issus du thymus et les LT CD4
+
CD25

+ 
induits qui sont des LT dont les fonctions 

régulatrices sont induites par différents stimuli.  

Les LT CD4
+
CD25

+ 
naturels sont des cellules issues de la sélection thymique qui expriment le 

marqueur CD25 directement à l’origine dans le thymus puis passent en périphérie où elles 

conservent le marqueur CD25. Elles agissent de manière contact dépendant (voir ci-dessus).  

Deux populations de LT CD4
+
CD25

+ 
induits ont été largement décrites chez l’homme dans la 

littérature, les Tr1 (Groux, O'Garra et al. 1997) et les Th3 (Chen, Kuchroo et al. 1994) . Ces 

cellules sont issues de la conversion en périphérie de LT CD4
+
CD25

-
 en LT CD4

+
CD25

+
. 

Plusieurs stimuli peuvent induire ces cellules régulatrices, pour les lymphocytes Tr1 : l’L10 

(Groux, O'Garra et al. 1997), la vitamine D3 et le dexaméthasone (Barrat, Cua et al. 2002), ou 

encore la rapamycine associé à l’IL10 (Battaglia, Gregori et al. 2006) (voir ci-deSsous) ; pour 

les Th3 : le TGFβ, IL10, IL4 et IL12 (Weiner 2001) (voir ci-dessous). 
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Récemment, il a été suggéré que des LT régulateurs CD4
+
CD25

+
 pourraient émerger en 

périphérie, après stimulation antigénique, du pool de cellules mémoires CD4
+
CD45RO

+ 
CD25

-
. 

Ces cellules auraient un répertoire réduit et auraient la même origine que des cellules mémoires 
 

(Vukmanovic-Stejic, Zhang et al. 2006). Les auteurs de cet article n’ont cependant pas 

démontré leurs mécanismes d’action. L’existence de cellules régulatrices induites CD4
+
CD25

+ 

ni Tr1 ni Th3 n’est donc pas à exclure. La genèse de LT régulateurs CD4
+
CD25

+
 induits en 

périphérie par conversion pourraient expliquer le fait que leur nombre varie peu avec l’âge, 

malgré l’involution du thymus (Vukmanovic-Stejic, Zhang et al. 2006). De plus, cela 

permettrait à l’organisme de générer en périphérie des LT régulateurs spécifiques de nouveaux 

antigènes qui ne sont pas présents dans le thymus. 

 

4-2 Les cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+
 Tr1  

Les lymphocytes T CD4
+
 régulateurs de type 1 (Tr1) ont été identifiés à l’origine 

uniquement par leur production de cytokines (Groux, O'Garra et al. 1997). C’est le groupe de 

Roncarolo qui a montré, pour la première fois, que l’activation in vitro des LT CD4
+
 humains 

ou murins avec des fortes doses d’IL10 permettait la génération de clones T produisant des 

cytokines distinctes de celles produites par les lymphocytes Th1 et Th2 (Battaglia, Gregori et 

al. 2006) (Grazia Roncarolo, Gregori et al. 2006). De plus, ces clones sont comparables à ceux 

isolés à partir de patients atteints d’immunodéficience sévère combinée (SCID) qui produisent 

de forte quantité d’IL10. Les cellules Tr1, après activation via le TCR, produisent de l’IL10, du 

TGFβ, de l’IL5 mais peu d’IFNγ et d’IL2 et pas d’IL4 (Groux, O'Garra et al. 1997). 

 

4-2-1 Origine et caractéristiques phénotypiques 

Les cellules Tr1 sont des cellules régulatrices inductibles et sont donc générées, in vitro 

comme in vivo, à partir de précurseurs périphériques naïfs CD4
+
. L’IL10 permet la génération 

des Tr1, comme l’ont montré les expériences de Groux et al., dans lesquelles, les Tr1 humains 

et murins sont induites ex vivo par une stimulation répétée du TCR et de forte dose d’IL10 

(Groux, O'Garra et al. 1997). Elles peuvent être générés chez l’homme et la souris en présence 

de vitamines D3 et de dexaméthasone. Le blocage de l’IL10 dans ces cultures inhibent le 

développement des Tr1 (Barrat, Cua et al. 2002). Cependant, pour la génération des Tr1 

humains, l’IL10 semble nécessaire mais ne semble pas suffisante. En effet, l’IFNα, cytokine 

importante dans la lutte contre une infection virale chez l’homme, permet d’induire in vitro des 

Tr1 en présence d’IL10 (Levings, Sangregorio et al. 2001), en revanche, Wakkach et al. ont 

montré, in vitro, que des Tr1 pouvaient être induits via la costimulation par CD2, 
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indépendamment de l’IL10 (Wakkach, Cottrez et al. 2001). De plus, le groupe d’Atkinson a 

montré, chez l’homme, que le CD46 était impliqué dans la génération de Tr1 qui exercent leur 

capacités suppressives via l’IL10 et un mécanisme granzyme B/perforine dépendant (Kemper, 

Chan et al. 2003) (Grossman, Verbsky et al. 2004). Streptococcus pyogenes est capable de se 

lier au CD46 et d’induire des cellules T CD4
+
 avec un phénotype comparable aux Tr1 chez 

l’homme (IL10
+
, IL2

-
) (Price, Schaumburg et al. 2005). Le rôle des cellules dendritiques (DC) 

dans cette génération des Tr1 est encore peu clair. Levings et al. ont récemment montré que des 

lymphocytes T CD4
+
 stimulés avec des cellules dendritiques allogéniques immatures 

entraînaient la différenciation de Tr1 (Levings, Gregori et al. 2005). Récemment, Battaglia et 

al. ont montré, que in vivo, un traitement avec la rapamycine et de l’IL10 induisait des Tr1 chez 

la souris, et induisait une tolérance à allogreffe d’îlots (Battaglia, Gregori et al. 2006). Il n’a pas 

encore été défini chez l’homme si cette thérapie entraîne la différentiation de Tr1. 

Chez la souris, des DC immatures CD45RB
high

 produisant de l’IL10, peuvent induire des Tr1 

ex vivo et in vivo (Wakkach, Fournier et al. 2003). Différents protocoles utilisant des 

microorganismes (bordetella pertussis, cholera, staphylococcal enterotoxin B) chez la souris 

ont permis également d’induire des Tr1 (McGuirk, McCann et al. 2002; Zuany-Amorim, 

Sawicka et al. 2002) (Lavelle, McNeela et al. 2003) (Mahic, Yaqub et al. 2006). La voie Notch 

a également été décrite comme impliquée dans leur genèse chez la souris et l’homme 

(Vigouroux, Yvon et al. 2003).  

Les Tr1 prolifèrent très peu après activation du TCR, bien qu’elles puissent proliférer avec de 

l’IL2 et l’IL15. Cette anergie est en partie due à une production autocrine d’IL10 (Bacchetta, 

Sartirana et al. 2002). 

Les Tr1 ne possèdent pas à ce jour de marqueurs phénotypiques spécifiques. Ils expriment des 

molécules telles que CXCR3, GATA3, CCR3, CCR4, CCR5, CCR8, mais ces molécules sont 

aussi exprimées par les Th1 et/ou Th2 (Sebastiani, Allavena et al. 2001; Cobbold, Nolan et al. 

2003). Les Tr1 n’expriment pas de manière constitutive le marqueur FOXP3, mais celui-ci peut 

être induit après activation par des DC immatures chez l’homme (Levings, Gregori et al. 2005). 

 

4-2-2 Mécanismes d’action 

Les cellules régulatrices Tr1 exercent leur capacité suppressive par l’intermédiaire des 

cytokines qu’elles produisent. L’IL10, et le TGFβ dans une moindre mesure, sont les 

principales cytokines mises en jeu (Groux, O'Garra et al. 1997). Cependant, il a également été 

décrit un mécanisme contact dépendant (Hawrylowicz and O'Garra 2005). D’autre part, Mahic 

et al. ont récemment montré que les CD4
+
CD25

+
 exprimaient la cycloxoxygenase-2 et 
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exerçaient leur pouvoir suppresseur par l’intermédiaire de la prostaglandine E2 (Mahic, Yaqub 

et al. 2006) Les lymphocytes Tr1 sont inductibles, spécifiques de l’antigène, et doivent être 

activés via leur TCR pour exercer leur capacité suppressive. Une fois activés, les  lymphocytes 

Tr1 deviennent des cellules suppressives non spécifiques agissant par effet « bystander » c'est-

à-dire que les cellules régulatrices semblent pouvoir induire elles-mêmes d’autres cellules 

régulatrices (Groux, O'Garra et al. 1997). Ainsi, des clones T alloréactifs pourraient être 

régulés par des cellules T régulatrices de même spécificité si l’alloantigène en question était 

présenté par la même cellule présentatrice d’antigènes (Davies, Leong et al. 1996) (Walsh, 

Taylor et al. 2004). Ils deviennent alors, à leur tour eux-mêmes régulateurs, via l’action de 

cytokines comme l’IL10 ou le TGFβ. Les cellules régulatrices peuvent donc «transmettre» 

leurs propriétés régulatrices; ce phénomène est appelé la «linked immunosuppression» ou 

«bystander suppression». C’est probablement un des mécanismes mis en jeu dans la «tolérance 

infectieuse» qui permet le transfert d’une tolérance d’allogreffe d’un receveur tolérant à un 

deuxième receveur sans autre traitement immunosuppresseur, par simple transfert de cellules 

(Qin, Cobbold et al. 1993). 

Plusieurs études ont montré que l’IL10 agissait sur les CPA en inhibant la sécrétion de 

médiateurs pro-inflammatoires (IL1β, IL6, IL12, TNFα), en diminuant les molécules de 

costimulation et en favorisant l’expression de molécules inhibitrices telles que ILT4 (Vlad, 

Piazza et al. 2003)  (Wakkach, Cottrez et al. 2001). De même, l’IL10 inhibe la voie 

intracellulaire NF-κB responsable de la production d’IL2 dans les lymphocytes T CD4
+
 

(Vigouroux, Yvon et al. 2004). 

 

4-2-3 Rôle en transplantation 

En 1994, les expériences de Bachetta et al. ont suggéré que les Tr1 étaient impliqués in 

vivo dans la tolérance périphérique chez des patients avec une immunodéfience combinée 

sévère et transplantés avec des cellules souches hématopoïétiques (Bacchetta, Bigler et al. 

1994). Dans le cadre de la transplantation de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse chez 

l’homme, une augmentation de la production d’IL10 par les PBMC des receveurs est associée à 

une faible incidence de la GVHD et de la mortalité (Baker, Roncarolo et al. 1999) (Holler, 

Roncarolo et al. 2000). De même, une forte fréquence de cellules du donneur synthétisant de 

l’IL10 en réponse aux alloantigènes du receveur, est corrélée à une absence de GVHD aigue 

après transplantation de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse. A l’opposé, une faible 

fréquence est associée au développement d’une GVHD sévère chez l’homme (Weston, Geczy 

et al. 2006). De plus, des études chez l’homme ont montré une corrélation entre un 



                                                                                                                                                         Introduction 

 

polymorphisme au niveau du promoteur de l’IL10 et le risque de GVHD après transplantation 

de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse (Lin, Storer et al. 2003) (Lin, Storer et al. 

2005). Des études chez des patients développant spontanément une tolérance à une greffe de 

rein ou de foie, révèlent la présence de LT CD4
+
 capables de supprimer les réponses de T naïfs 

(test de DTH) en produisant de l’IL10 et du TGFβ (VanBuskirk, Burlingham et al. 2000).  

Chez la souris, Kingsley et al. ont montré que le blocage de l’IL10 inhibait la suppression du 

rejet de greffe allogénique de peau par les cellules régulatrices (Kingsley, Karim et al. 2002). 

Récemment, il a été montré que le traitement in vivo rapamycine + IL10 était capable 

d’empêcher le rejet d’allogreffe dans un modèle de transplantation d’îlots chez la souris 

(Battaglia, Stabilini et al. 2006).  

Ainsi toutes ces expériences indiquent que les Tr1 peuvent contrôler les réponses 

immunes et induire une tolérance aux alloantigènes in vivo dans le cadre de transplantation de 

cellules hématopoiétiques de moelle osseuse ou de transplantation d’organes. 

 

4-3 Les cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+
 Th3 

Les cellules Th3 ont été identifiées dans un modèle d’EAE (Encéphalite Allergique 

Expérimentale (Chen, Kuchroo et al. 1994) après injection de la MBP (Myelin Basic Protein) 

pour immuniser des souris. Lorsque la MBP est administrée par voie orale, des cellules T 

capables d’inhiber les réactions inflammatoires sont générés (Faria and Weiner 2005). La 

suppression des symptômes cliniques de l’EAE est bloquée par l’injection d’anticorps anti-

TGFβ (Chen, Kuchroo et al. 1994). En effet, les cellules Th3 produisent de grande quantité de 

TGFβ et une quantité modérée d’IL10 (Weiner 1997) (Kitani, Chua et al. 2000). 

In vitro, les cellules régulatrices Th3 peuvent être générées à partir de précurseurs Th0 en 

présence de TGFβ, IL10, IL4 et IL12 (Weiner 2001). Ex vivo des lymphocytes Th3 spécifiques 

du donneur pourraient être induits par stimulation, dépendante de Notch, de cellules T naïves 

d’un receveur de greffe de cellules hématopoiétiques de moelle osseuse (Yvon, Vigouroux et 

al. 2003).  

L’expression et le rôle de FOXP3 dans les Th3 ne sont toujours pas clairs. Il a été montré que 

le TGFβ produit par les Th3 entraînait l’expression de FOXP3 à l’origine de la conversion des 

LT CD4
+
CD25

-
 non régulatrices en T CD4

+
CD25

+
 régulatrices (Chen, Jin et al. 2003). Très 

récemment, une étude publiée dans un modèle murin a démontré que l’expression de FOXP3, 

la taille du compartiment en Treg et l’activité suppressive étaient dépendants de signaux induits 

par le TGFβ dans les T régulateurs (Marie, Letterio et al. 2005). 
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Les Th3 agissent, contrairement aux cellules régulatrices naturelles, par l’intermédiaire de la 

sécrétion de cytokines immunosuppressives le TGFβ et l’IL10 (Weiner 2001). Ainsi, elles sont 

capables d’inhiber le développement de phénomènes autoimmuns dans plusieurs modèles 

animaux (Weiner 1997) et inhibent en particulier la prolifération cellulaire et la synthèse de 

cytokines de clones Th1 et Th2 (Weiner 1997) (Beissert, Schwarz et al. 2006). Elles agissent de 

manière non spécifique de l’antigène et par effet bystander via surtout la sécrétion de TGFβ. La 

fixation de cette cytokine sur son récepteur active le complexe intracellulaire Smad qui est 

alors transloqué vers le noyau entraînant l’inhibition de la prolifération et de la différenciation 

des cellules T ainsi que le blocage de la maturation des cellules dendritiques (Vigouroux, Yvon 

et al. 2004). Des souris déficientes en TGFβ développent des infiltrats inflammatoires multi 

organes et ont une prolifération T incontrôlée (Gorelik and Flavell 2000)  (Leveen, Larsson et 

al. 2002). Le TGFβ a été trouvé directement dans les greffons ce qui suggère que les T 

régulateurs ont un effet tolérogène directement au niveau des greffons (Josien, Heslan et al. 

1998). 

  

4-4 Les cellules régulatrices T CD4
+
CD25

- 

L’existence de cellules T CD4
+
CD25

-
 régulatrices a été évoquée dans plusieurs études 

(Stephens and Mason 2000) (Graca, Cobbold et al. 2002) (Degauque, Lair et al. annexe 1). 

Ainsi, il a été montré que le transfert de cellules T CD4
+
CD45RC

-
CD25

-
 mémoires prélevées 

en périphérie (rate et ganglions) permettaient à elles seules de diminuer l’incidence du diabète 

autoimmun chez le rat (Stephens and Mason 2000). Cependant, ces cellules seraient 10 fois 

moins efficaces que les CD4
+
CD25

+
 (Graca et al. 2002). Ainsi, dans un modèle de 

transplantation entre individus différents pour leurs molécules du complexe mineur 

d’histocompatibilité, le transfert de cellules CD4
+
CD25

-
 provenant de la rate de souris tolérant 

une greffe de peau permet l’acceptation d’une greffe de peau chez une souris non traitée. Afin 

d’obtenir le même effet régulateur qu’avec les cellules CD4
+
CD25

+
 de la rate, il est cependant 

nécessaire d’employer 10 fois plus de cellules CD4
+
CD25

-
 (Graca, Thompson et al. 2002). 

Notre laboratoire a montré que des cellules T CD25
-
 (Degauque, Lair et al. annexe 1) 

d’animaux tolérant une greffe de cœur après induction par transfusion spécifique du donneur 

(entre animaux incompatibles pour les molécules du CMH) étaient capables de transférer cette 

tolérance à des animaux naïfs. Ces cellules régulatrices auraient une action suppressive de 

manière contact dépendant et cytokines dépendantes (IL10, IFNγ) (Degauque, Lair et al. 

annexe 1). La perte du marqueur CD25 par les cellules régulatrices TCD25
+
 a été rapporté dans 

un autre modèle de souris transgéniques où le transfert de cellules CD4
+
CD25

+
 issues de la rate 
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et des ganglions lymphatiques de souris B6 à des souris lymphopéniques Rag-1
-/-

 se traduit par 

une forte expansion de ces cellules qui perdent le marqueur CD25 après cinq divisions (Gavin, 

Clarke et al. 2002). Les mécanismes d’action de ces cellules restent encore à élucider.  

 

4-5 Les cellules suppressives T CD8
+ 

Plusieurs types de cellules T CD8
+
 suppressives ont été décrits à ce jour, les LT 

CD8
+
CD45RC

low
, les LT CD8

+
CD28

-
 et les LT CD8

+
CD103

+
. Récemment, notre laboratoire a 

montré que le blocage de la voie CD40/CD40L permettait la génération de cellules régulatrices 

T CD8
+
CD45RC

low
 capables de tolérance infectieuse dans un modèle d’allogreffe cardiaque 

chez le rat (Guillonneau et al, en révision). Auparavant, les travaux de Saoudi et al. ont 

démontré, pour la première fois chez le rat, l’existence d’une sous population de lymphocytes T 

CD8
+ 

avec des capacités régulatrices (Xystrakis, Dejean et al. 2004) (Xystrakis, Cavailles et al. 

2004). L’expression de CD45RC a permis de distinguer 2 types de sous populations chez le rat: 

CD45RC
high

 et CD45RC
low

. Ils ont démontré que les cellules  CD8
+
CD45RC

low
 fraîchement 

isolées ont des propriétés régulatrices, ne sont pas cytotoxiques, produisent des cytokines de 

type Th2 (IL4, IL10 et IL13), expriment sélectivement FOXP3 et CTLA-4 et inhibent les 

réponses immunitaires alloréactives à la fois in vitro et in vivo. Les fonctions régulatrices et les 

mécanismes d’action de ces cellules sont liés à une inhibition de l’expansion des cellules 

effectrices CD4
+
 Th1. De plus, cette régulation requiert des contacts cellulaires et non une 

action dépendante des cytokines (Xystrakis, Dejean et al. 2004).  

D’autre part, chez l’homme, Cosmi et al. ont caractérisé une population de thymocytes 

CD8
+
CD25

+
 avec un phénotype, des caractéristiques fonctionnelles et un mécanisme d’action 

équivalent aux cellules T CD4
+
CD25

+
 (Cosmi, Liotta et al. 2003). Des lymphocytes 

CD8
+
CD25

+ 
FOXP3

+ 
régulateurs ont également été caractérisés en périphérie dans le sang de 

patients diabétiques traités avec un anti- CD3 (Bisikirska, Colgan et al. 2005). 

Plusieurs travaux de l’équipe de Suciu-Foca et Cortesini ont montré l’existence de LT 

suppresseurs CD8
+
CD28

-
 notamment dans le cadre de la transplantation d’organes, cœur, foie 

et rein (Liu, Tugulea et al. 1998) (Cortesini, LeMaoult et al. 2001) (Cortesini, Renna-Molajoni 

et al. 2002) (Suciu-Foca, Manavalan et al. 2003). L’effet suppresseur des cellules T 

CD8
+
CD28

-
 passe par une tolérogénisation des CPA professionnelles (cellules dendritiques) et 

semi-professionnelles (cellules endothéliales) qui induisent ensuite l’anergie des lymphocytes 

T helper (Chang, Ciubotariu et al. 2002) (Manavalan, Kim-Schulze et al. 2004). La tripartite 

CPA/TCD8
+
CD28

-
/Thelper est obligatoire. En effet, le lymphocyte T suppresseurs CD8

+
CD28

-
 

en reconnaissant des molécules de CMH de classe I sur la CPA bloque la voie de signalisation 
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NF-κB dépendante de CD40 (Li et al., 1999). Ces cellules T CD8
+
CD28

-
, spécifiques des 

molécules de CMH de classe I, suppriment de façon spécifique de l’antigène les réponses 

lymphocytaires T CD4
+
 helper en empêchant la production d’IL2 et la surexpression de la 

molécule CD40L (Liu, Tugulea et al. 1998). Ces LT CD8
+
CD28

-
 inhibent l’expression de 

molécules costimulatrices et augmentent l’expression de molécules inhibitrices ILT3 et ILT4 

(Immunoglobulin Like Transcript) sur les CPA professionnelles (cellules dendritiques) et non 

professionnelles (cellules endothéliales) du donneur (Chang, Ciubotariu et al. 2002) (Kim-

Schulze, Seki et al. 2006) (Figure 7). Ainsi, ces CPA ILT3
high

 et ILT4
high

 devenues 

tolérogènes, induisent l’anergie des cellules T helper et stimulent la génération de Treg 

spécifiques des alloantigènes avec les caractéristiques phénotypiques CD4
+
CD25

+
CD45RO 

FOXP3
+
 et de nouvelles générations de LT suppresseurs CD8

+
CD28

-
FOXP3

+
 (Manavalan, 

Rossi et al. 2003) (Manavalan, Kim-Schulze et al. 2004). Une augmentation du nombre de ces 

cellules CD8
+
CD28

-
 est trouvée chez des sujets transplantés cardiaques par rapport à des sujets 

normaux non greffés et cette population cellulaire ne présente pas de cytotoxicité envers les 

antigènes du donneur (Colovai, Mirza et al. 2003). De ce mode d’action a été mise au point une 

méthode de détection des cellules T suppressives dans le sang de patients greffés (coeur, rein, 

foie) (Colovai, Mirza et al. 2003) (Cortesini, Renna-Molajoni et al. 2002) (Ciubotariu, Liu et al. 

1998). Cette méthode a permis de montrer, chez des patients greffés rénaux et hépatiques, que 

la présence de cellules T dans les premiers mois qui suivent la transplantation, est inversement 

corrélée à une alloréactivité contre les peptides du CMH du donneur et donc au rejet chronique 

(Ciubotariu, Liu et al. 1998) (Ciubotariu, Vasilescu et al. 2001) (Cortesini, Renna-Molajoni et 

al. 2002).  

Au laboratoire, l’étude réalisée chez les patients tolérants ou présentant un rejet chronique 

après une transplantation rénale, a permis de montrer une augmentation des lymphocytes T 

CD8
+
CD28

-
 chez les patients développant un rejet chronique. Ces cellules T CD8

+
CD28

-
, 

FOXP3 négatives, capables de proliférer, présentent un phénotype cytotoxique 

(perforine
+
/GranzymeA

+
) et ne seraient donc pas des cellules suppressives régulatrices mais 

des cellules cytotoxiques (Baeten, Louis et al. 2006) (annexe 2). 

Certaines études suggèrent que l’inhibition des réponses des cellules T CD4
+
 activées par 

certains T suppresseurs CD8
+
 dépendrait de l’expression par les cellules T CD4

+
 de la molécule 

de CMH de classe Ib Qa-1 (Jiang and Chess 2000) (Panoutsakopoulou, Huster et al. 2004) 

(Sarantopoulos, Lu et al. 2004) . 
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Des cellules suppressives CD8
+
CD28

-
FOXP3

+
 ont également été retrouvées après transfusions 

spécifiques du donneur, dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat (Liu, Liu et al. 

2004). 

Enfin, récemment des cellules CD8
+
CD103

+
 régulatrices ont été décrites chez l’homme (Uss, 

Rowshani et al. 2006). Elles ont de faible capacité cytotoxique, de faible capacité de 

prolifération, produisent beaucoup d’IL10 et peu d’IFNγ. En coculture, elles peuvent inhiber la 

prolifération de cellules alloréactives de manière contact dépendant (Uss, Rowshani et al. 

2006). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 7: Mode d'action des LT CD8
+
CD28

-
 suppresseurs lors d'une greffe 

Les lymphocytes T CD8
+
CD28

-
 suppresseurs du receveur inhibent l’activation de NF-κB dans 

les cellules dendritiques du donneur qui deviennent alors tolérogènes (ILT3+ ILT4+ CD80- 

CD86-). Ces dernières anergisent les lymphocytes Th alloréactifs du receveur. D’après 

(Feinberg and Silvestri 2002). 

 

4-6 Les cellules régulatrices NKT 

Les cellules NKT constituent une population hétérogène, avec des caractéristiques des 

cellules NK et des lymphocytes T (van der Vliet, Pinedo et al. 2002) (Cava, Kaer et al. 2006). 

Elles expriment un TCR invariant constitué des segments Vα24 et Vβ11 et des marqueurs NK 

tels que CD161 ou NKR-P1. Bien que le majorité des NKT soient CD4
+
, la plupart des cellules 

restantes sont CD4
-
CD8

-
. Une petite portion de NKT est CD8

+ 
chez l’homme. Elles 

reconnaissent des CMH de classe I non classique CD1d qui présentent des glycolipides 
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(Godfrey, Hammond et al. 2000). Les cellules NKT sont divisées en deux groupes 

fonctionnellement distincts: la sous population CD4
-
CD8

-
 qui produit essentiellement des 

cytokines Th1 et qui possède une activité cytotoxique et la sous population CD4
+
 qui sécrète 

des cytokines Th1 et Th2 en grande quantité (Lee, Benlagha et al. 2002). 

 Les NKT possèdent des caractéristiques communes avec les T régulateurs. En effet, 

elles peuvent inhiber la prolifération cellulaire et la production de cytokines (Terabe and 

Berzofsky 2004). Elles peuvent également inhiber la génération des lymphocytes Th1  

(Miyamoto, Miyake et al. 2001) (Moodycliffe, Nghiem et al. 2000)  (Beaudoin, Laloux et al. 

2002) et CD8
+
 (Terabe and Berzofsky 2004) (Hammond and Kronenberg 2003). 

Elles semblent impliquées dans des modèles de tolérance en allo-transplantation, 

notamment dans la tolérance néonatale où leur nombre est augmenté (Kawamura, Kameyama 

et al. 2002), dans un modèle de souris où après le blocage de la voie de costimulation 

CD28/B7, les NKT sont indispensables à l’établissement d’une tolérance à une allogreffe 

cardiaque (Seino, Fukao et al. 2001) ou dans un modèle de greffe cardiaque avec une greffe de 

cellules hématopoiétiques de moelle osseuse chez la souris où la tolérance ne peut s’établir 

chez des souris déficientes en NKT (Higuchi, Zeng et al. 2002). Contrairement à ces travaux,  

Li et al. ont montré une diminution des NKT chez des patients pédiatriques, greffés du foie, 

opérationnellement tolérants (Li, Koshiba et al. 2004). Les mécanismes par lesquels les NKT 

régulent l’induction de tolérance sont complexes et peuvent impliquer des interactions avec les 

cellules régulatrices (Cava, Kaer et al. 2006). 
P 
 

4-7 Les cellules régulatrices doubles négatives CD4
-
CD8

- 

Les cellules T doubles négatives (DN) TCRαβ
+
CD4

-
CD8

-
 représentent 1 à 3% des 

lymphocytes TCD3
+
 (Zhang, Yang et al. 2000). Elles sont NK1.1

-
 et expriment CXCR5 (Lee, 

Chen et al. 2006). Récemment, les DN ont été caractérisées chez l’homme et elles peuvent 

réguler l’action de cellules T spécifiques d’un antigène donné (Fischer, Voelkl et al. 2005). En 

transplantation, elles sont impliquées dans la tolérance après transfusion spécifique du donneur 

dans des modèles de greffe de peau (Young, Yang et al. 2002) et de cœur (Chen, Ford et al. 

2003) (Lee, Chen et al. 2006) chez la souris en entraînant la délétion de clones CD8
+
 allo-

réactifs. In vitro, les Treg DN de souris tolérantes peuvent spécifiquement inhiber et tuer les 

cellules T CD4
+
 et CD8

+
 syngéniques dirigées contre le donneur (Ford, Young et al. 2002) 

(Lee, Mansfield et al. 2005). L’injection de Treg DN permet de prolonger la survie d’une greffe 

de peau allogénique chez des souris (Zhang, Yang et al. 2000) (Ford, Young et al. 2002). Cette 

population DN est cytotoxique contre les cellules T CD8
+
, produit de fort taux d’IFNγ (Lee, 
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Mansfield et al. 2005) et peut aussi tuer par l’intermédiaire de la voie Fas/FasL (Priatel, Utting 

et al. 2001) (Zhang, Yang et al. 2000) (Ford, Young et al. 2002). 

 

4-8 Les cellules régulatrices NK 

Plusieurs travaux ont récemment suggéré un rôle régulateur des NK chez l’homme (Li, 

Lim et al. 2005) (Bielekova, Catalfamo et al. 2006). Li et al. ont montré que le traitement avec 

un anti-IL2R (Daclizumad) était efficace pour traiter les patients atteints d’uvéite en induisant 

une forte expansion des cellules NK CD56
high

 régulatrices, qui agiraient en produisant de forte 

quantité d’IL10 et diminueraient ainsi les phénomènes inflammatoires (Li, Lim et al. 2005). 

D’autre part, des cellules régulatrices NK CD56
high

 ont également été décrites chez des patients 

atteints de sclérose en plaque et traités avec un anti-IL2R (Daclizumad). Ces cellules seraient 

différentes de celles décrites précédemment par Li et al. puisqu’elles agiraient en inhibant la 

survie des lymphocytes T de manière contact dépendant (Bielekova, Catalfamo et al. 2006). 
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1- Objectif de l’étude  

  

 Les mécanismes immunologiques impliqués dans le devenir d’une greffe rénale restent 

encore mal compris. Tandis que le rejet chronique demeure malheureusement la principale 

cause de perte du greffon, la tolérance opérationnelle reste un phénomène très rare. Peu de 

choses ont été décrites sur la tolérance opérationnelle due à la rareté des patients et à l’absence 

de marqueur de détection de la tolérance. Les observations faites jusqu’à présent sont assez 

disparates et souvent contradictoires, ceci étant probablement du à la difficulté d’étudier ces 

types de patients. De plus, il est très difficile de savoir si ces observations sont la cause ou la 

conséquence de l’état du greffon. 

Nous disposons d’une petite cohorte de patients transplantés rénaux, opérationnellement 

tolérants, ayant arrêtés totalement leurs traitements immunosuppresseurs et n’ayant aucun signe 

de rejet aigu ou chronique. J’ai étudié les cellules du sang périphérique (analyse phénotypique, 

transcriptionnelle et fonctionnelle) chez ces patients opérationnellement tolérants par rapport à 

des patients avec un rejet chronique, des patients avec une fonction rénale stable sous 

immunosuppresseurs et des volontaires sains non greffés.  

Nous avons montré, pour la première fois, l’existence de cellules CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 

chez ces patients. Nous avons décrit une diminution du nombre et de la fonction de ces cellules 

chez les patients qui développent un rejet chronique par rapport aux patients spontanément 

tolérants.  

 

2- Description des patients 

 

 Mon travail de thèse a consisté à analyser et comparer le phénotype et la 

fonction des cellules de différents groupes de patients transplantés rénaux : 

1- Patients présentant une  tolérance opérationnelle  après une transplantation rénale. Il 

s’agit de patients recrutés avec la participation de nombreux centres français de transplantation 

rénale. Ces patients sont très rares, et les études portant sur les mécanismes impliqués dans la 

survenue de cet état de  tolérance opérationnelle sont donc limitées. Notre laboratoire a publié 

récemment les détails cliniques de ces patients (Roussey-Kesler, Giral et al. 2006) (tableau 3) 

(annexe 5). Ce sont des patients qui ont arrêté tout traitement immunosuppresseur depuis au 

moins 1 an, qui ont une fonction rénale stable avec une clairance > 40 ml/min et une 

protéinurie < 1g/j. Ces patients ne présentent pas de signes cliniques d’immunosuppression, 

puisque depuis l’arrêt des traitements immunosuppresseurs, ils n’ont pas eu d’infections 
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sévères. Ballet et al. ont montré que certains patients présentaient une faible réponse humorale, 

similaire à celle de patients stables sous traitement immunosuppresseur, tandis que d’autres 

avaient une réponse forte similaire à celle de sujets sains (Ballet, Roussey-Kesler et al. 2006). 

Ces patients sont très hétérogènes d’un point de vue de leurs maladies initiales et de leurs 

thérapies d’induction. Par contre, ils ont pour la plupart reçu plusieurs transfusions sanguines, 

6±7.3 transfusions, mais présentent cependant, une immunisation anti-HLA avant la greffe 

globalement faible 9±3.9% de PRA. Le jeune âge des donneurs et une reprise de fonction du 

greffon pas ou peu retardée reflètent par ailleurs probablement la bonne qualité des greffons 

rénaux. Ce paramètre, associé à l’arrêt progressif de l’immunosuppression, constitueraient des 

éléments favorisant potentiellement la survenue d’un état de tolérance opérationnelle (Roussey-

Kesler, Giral et al. 2006) (annexe 5).  

 

Tableau 3:Caractéristiques cliniques des patients opérationnellement tolérants 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Patients

Date de

greffe

Maladie 

rénale initiale

Age du

donneur

Transfusions

Pré-greffe

Sexe

Nombre de

greffe

Thérapie

d’Induction

PRA pré-greffe

Incompatibilités

HLA

Rejet aigu

Infections

Raison de 

l’arrêt des IS

Période sans IS

Tol1 Tol2 Tol3 Tol4 Tol5 Tol6 Tol7 Tol8 Tol9 Tol10

Devenir

H H H H H F F H H H

1973

25

ND

2 1 1 1 1 1 1 1 1 1

Glomérulopathie

membrano-

proliférative

Cyclo-

phosphamide

0

1

non prouvé

HCV

Non

compliance

17

Toujours 

tolérant

1981

15

Uropathie

obstructive

7

Age du

receveur

42 15

6

non

7%

3

oui

HCV

Non

compliance

1987

Glomérulopathie

d’origine

indéterminée

16

41

4

ATG

0

4

non

non

Non

compliance

6

Toujours 

tolérant

Toujours 

tolérant

Uropathie

obstructive

1987

Non

compliance

10

Toujours 

tolérant

ND

19

ND

ATG

ND

4

oui

ND

1991

Uropathie

obstructive

21

13

2

ATG

12%

3

oui

non

PTLD

7

Toujours 

tolérant

1993

Néphropathie

interstitielle

39

64

24

non

9%

1

oui

non

Rein non 

fonctionnel

12

Toujours 

Tolérant

1994

Hypoplasie

rénale

30

27

5

ATG

15%

4

non

non

Non

compliance

2

Dysfonction

Chronique

1998

6

Néphropathie

interstitielle

28

27

2

non

0

0

non

non

Non

compliance

Toujours 

Tolérant

1980

Glomérulopathie

Hypocomplemen-

temique

Glomérulopathie

d’origine

indéterminée

17

43

2

non

7%

3

non

non

Non

compliance

PTLD

13

Dysfonction

Chronique

Décédé

1987

30

52

4

Anti-IL2R

4%

3

non

non

9

Dysfonction

Chronique

Anti-HLA après 

l’arrêt des IS

non non non non non Anti-classe II

DR11

Anti-classe II

DR04

non non Suspecté

Anti-classe II

Tol11

F

2001

Reflux

ND

38

ND

ND

4

2

oui

non

Non

compliance

ND

3

Toujours 

Tolérant

ND
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1998

6

Néphropathie

interstitielle

28

27

2

non

0

0

non

non

Non

compliance

Toujours 

Tolérant

1980

Glomérulopathie

Hypocomplemen-

temique

Glomérulopathie

d’origine

indéterminée

17

43

2

non

7%

3

non

non

Non

compliance

PTLD

13

Dysfonction

Chronique

Décédé

1987

30

52

4

Anti-IL2R

4%

3

non

non

9

Dysfonction

Chronique

Anti-HLA après 
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Les données du tableau 3 représentent des constatations (PRA, nombre de transfusions, 

age du donneur…). Elles ne sont pas intervenues dans les critères de choix pour la sélection des 

patients. Seule une bonne fonctionnalité du greffon (clairance > 40 ml/min et une protéinurie < 

1g/j) chez des patients sans traitement immunosuppresseurs depuis plus d’un an a permis la 

sélection des patients. La plupart des patients ont arrêté leur traitement de leur plein gré (non 

compliance) et 2 pour désordre lymphoprolifératif post-transplantation (PTLD). Seuls 2 

patients présents une infection virale (hépatite C). Neuf patients sur onze ont reçu une seule 

greffe et 2 ont du être regreffé. Après la transplantation, 2/11 patients ont développé des 

anticorps anti HLA du donneur. Trois patients ont développé récemment une dysfonction 

chronique et ont été exclu de l’étude. L’un d’entre eux est récemment décédé. 

Dans l’article n°1 ont été inclus les patients Tol 1, 2, 3, 4, 5, 8, 9, 10. Dans l’article n°2  

ont été inclus pour le phénotype les patients Tol 1, 2, 3, 5, 6, 8, 11, et pour les expériences de 

coculture (nécessité d’avoir beaucoup de cellules) les patients Tol 2, 3, 5, 6, 8. Ce choix a été 

réalisé en fonction du nombre de cellules disponibles. 

 

2- Patients greffés présentant une dégradation progressive de leur fonction rénale 

(protéinurie > 1g/j) et des signes histologiques de rejet vasculaire chronique ou néphropathie 

chronique du transplant (endartérite, glomérulopathie, ± C4d). Parmi eux, certains ne 

recevaient plus de traitement immunosuppresseur au moment du prélèvement et étaient sous 

hémodialyse. 

3- Patients greffés ayant une fonction rénale stable, sous immunosuppression standard. 

4- L’analyse a aussi porté sur des patients sous immunosuppression minimale qui ont 

les mêmes critères de stabilité de la fonction rénale que les tolérants mais qui sont sous faible 

dose de corticostéroïdes (<10mg par jour) depuis 7.1 ± 6.3 ans. 

5- Enfin, des individus sains non greffés sans infection connue depuis au moins 6 mois 

avant le prélèvement ont servi de groupe contrôle. 
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LTS: Long term graft survival 
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ABSTRACT  

Although novel immunosuppressive drugs have been shown to be effective in preventing acute 

rejection of solid organs, chronic rejection remains a major cause of graft loss in the long term. 

We have previously shown that patients with chronic rejection display fewer CD4
+
CD25

high 

blood T cells than patients with long term graft survival and healthy individuals. In this study, 

we analyzed the functional activity of these CD4
+
CD25

high
 cells in recipients with chronic 

rejection, long-term graft survival and healthy individuals. We assessed their ability to suppress 

the CD4
+
CD25

- 
cell response (proliferation/cytokine production) upon activation with anti-

CD3mAb and autologous PBMC. CD4
+
 cells from chronic rejecters lacked CD25/FOXP3 

expression and CD4
+
CD25

high
 cells displayed a decrease in their capacity to regulate stimulated 

CD4
+
CD25

- 
cells (53.1%±17) compared with patients with long-term graft survival 

(73.8%±10.2, p<0.03). In contrast, CD4
+
CD25

high
 cells from patients with long term graft 

survival, including operationally tolerant patients, showed a suppressive activity similar to 

healthy individuals (65.4%±10.9). Activated CD4
+
CD25

high
 cells from all patient groups were 

anergic and their suppressive activity was abrogated by the addition of IL2 and did not depend 

on IL10 or TGF . Our results indicate that chronic rejection is not only associated with a defect 

in the number of CD4
+
CD25

high+
FOXP3

+
 cells but also with an impaired capacity of 

CD4
+
CD25

high
 cells to suppress the proliferation of autologous CD4

+
CD25

-
 T cells. This 

“modulation” of activation was independent of IL10 and TGF . 
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INTRODUCTION 

Despite improvement of immunosuppressive therapy over the last ten years, chronic rejection, 

characterized by progressive renal dysfunction with glomerulopathy, chronic interstitial 

fibrosis, tubular atrophy, vascular occlusive changes and glomerulosclerosis (Racusen, 

Halloran et al. 2004; Nankivell and Chapman 2006), remains a major cause of graft loss in the 

long term (Nankivell, Borrows et al. 2003; Sayegh and Carpenter 2004; Ballet, Giral et al. 

2006). Moreover, long term exposure to immunosuppression leads to post-transplant infections 

(Fishman and Rubin 1998), malignancies and lymphoproliferative diseases (Dantal, Hourmant 

et al. 1998; Hojo, Morimoto et al. 1999) which contribute to the high level of morbidity and 

mortality observed in transplant patients (Soulillou and Giral 2001). 

Compelling evidence indicates a crucial role for immunoregulatory CD4
+
CD25

+
 T cells in 

experimental rodent models of tolerance (Wood and Sakaguchi 2003). In humans, regulatory T 

cells may also be involved in the control of autoimmunity (Bluestone and Tang 2005), allergic 

diseases (Chatila 2005) and transplantation (Waldmann, Chen et al. 2006). Both a lack of 

regulatory CD4
+
CD25

+
 T cells with normal regulatory function (Boyer, Saadoun et al. 2004; 

Meloni, Vitulo et al. 2004) and a dysfunction of regulatory CD4
+
CD25

+
 T cells with defective 

suppressive properties have been described (Viglietta, Baecher-Allan et al. 2004). 

In our previous study (Louis, Braudeau et al. 2006), we showed that patients with chronic 

rejection display a decreased number of CD4
+
CD25

high
 blood T cells expressing CTLA4, 

GITR, CCR4 and CD103 markers with a lack of FOXP3 transcripts in CD4
+
 T cells, a gene 

associated with immunoregulatory T cell activity (Hori, Nomura et al. 2003; Ziegler 2005). 

These data suggest that a defect in CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 T cell number may contribute to 

chronic rejection. In contrast, patients with good and stable graft function did not display a 

higher CD4
+
CD25

high
 T cell number, suggesting that CD4

+
CD25

high
 T cell activity may also be 

intrinsically different in these two situations. In this paper, we analyzed the CD4
+
CD25

high
 T 
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cell activity profile in patients with chronic rejection compared to patients with long term graft 

survival (including drug-free recipients) and healthy individuals. We showed that, when 

activated with an anti-CD3 antibody in the presence of autologous PBMC, CD4
+
CD25

high
 

blood T cells from patients with chronic rejection displayed impaired suppressive properties on 

the proliferation of autologous CD4
+
CD25

-
 T cells compared to those from patients with long-

term graft survival who displayed CD4
+
CD25

high
 T cells with a similar suppressive activity as 

healthy individuals. These data suggest that graft outcome is not only associated with a change 

in CD4
+
CD25

high
 T cell numbers but also with a modulation of their regulatory properties.  
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MATERIALS and METHODS 

Patients 

A total of 39 patients, matched for age, were included in the study. The clinical history of the 

patients is outlined in Table 1. The study was approved by our institutional University Hospital 

Ethical Committee and written informed consent was obtained from all patients. Donor cells 

were either unavailable or, when available, were unable to activate third party cells in mixed 

leukocyte culture, probably due to the long storage periods (a decade in many cases), 

confounded by the fact that PBMC harvested from cadaveric donors are known to be fragile. 

Because of the rarity of patients and because the experiments performed span several years, the 

different analyses were not performed on all patients. 

 

Patients with long term graft survival (LTS):  (n=22; mean age 51.8±11.5 years; range 33-

76) This group included 15 patients on maintenance immunosuppression with long term kidney 

graft survival (LTS-IS) and good renal function (clearance above 40 ml/min and proteinuria 

below 1g/day) (Table 1) and 7 patients with long term kidney graft survival who had been 

without any immunosuppressive drugs for 8.9 ± 5.3 years (range 2-17) (LTS-NoIS)  (Roussey-

Kesler, Giral et al. 2006). These recipients with a stable clearance above 38 ml/min and 

proteinuria below 1g/24h, are referred to as “operationally tolerant” (LTS-NoIS). Because of 

normal and stable graft function, no biopsy was taken from the operationally tolerant patients 

due to recommendations by the University Hospital Ethical Committee and the Committee for 

the Protection of Patients from Biological Risks.  

 

Patients with chronic rejection (CR): (n=17; mean age: 50.3 ± 12.7years; range 27-75). The 

grafts of these patients displayed a histology of chronic allograft nephropathy which has been 

associated with chronic rejection (Nankivell and Chapman 2006). Chronic rejection was 
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defined at histology by endarteritis and sclerosing transplant vasculopathy and/or transplant 

glomerulopathy with double contours of the glomerular basement membrane on light 

microscopy associated with frequent glomerular depositions of IgM by immunofluorescence. 

The patients with chronic rejection (CR) included in this study exhibited a glomerulopathy and 

a progressive degradation of their renal function under classical immunosuppression with a 

proteinuria above 1g/24h (Table 1). All patients received a maintenance immunosuppressive 

treatment (Table 1). 

 

Healthy volunteers (HV): (n=10; mean age: 46.9 ± 7.9 years; range 36-61; sex 2M/8F) 

Healthy individuals were age-matched volunteers with a normal blood formula and no 

infectious disease for at least 6 months prior to the study. 

 

Isolation and purification of blood cell subsets from PBMC: Venous blood samples were 

collected in EDTA test tubes and processed for analysis within 6 hours. Peripheral Blood 

Mononuclear Cells (PBMC) were isolated by Ficoll hypaque gradient (Eurobio, Les Ulis, 

France). Cells were then incubated with microbeads and CD4
+
 cells were purified using 

magnetic separation columns (Miltenyi Biotec, Germany). The negatively selected cells (>90% 

CD4
+
) were subsequently incubated with CD25 microbeads and the CD25

high+
 and CD25

- 
cells 

were purified using magnetic cell separation columns (Miltenyi Biotec, Germany). To increase 

cell purity of the CD4
+
CD25

 high+
 population, the positive fraction was separated in a second 

column leading to a purity > 95% . 

 

Reagents and FACS analysis: All patients and healthy individuals were first examined for 

complete blood count and screened for the presence of CD4
+
CD25

high
 T cells by flow 

cytometry as described elsewhere (Louis, Braudeau et al. 2006). Antibodies were purchased 
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from Becton Dickinson (San Jose, CA) (CD25-PE and PC5) Beckman Coulter (Marseille, 

France) (CD4-FITC) and BD Biosciences (Mountain View, CA) (CD3-PC7 and PC5, CD4-

APC). Staining for intracellular FOXP3 protein was performed on PBMC with the PE-

conjugated FOXP3 (PCH101) Ab according to the manufacturer’s instructions (eBioscience, 

Clinisciences, France). Peripheral CD4
+
CD25

high 
T cells were analyzed by direct whole blood 

staining (Beckman Coulter Marseille, France). Flow cytometry was performed on a 

FACSCalibur with Cell Quest Pro software (BD Biosciences, Mountain View, CA).  

 

CD4
+
CD25

high
 T cell proliferation: Experiments were performed on 5 LTS (5 LTS-NoIS and 

5 LTS-IS) (mean age:52.1 ±11.8 years; range: 38-76; sex: 7M/3F; clearance 67.4 ± 19.5 

ml/min; proteinuria: 0.3 ± 0.4 g/24h ), 5 CR (mean age: 54.8 ± 12.5 years; range 42-75; sex 5F; 

clearance 34 ± 22.5ml/min; proteinuria: 3.4 ± 2.4g/24h ) and 7 HV (mean age: 48.3 ± 9.5 years; 

range 36-61; sex 2M/5F). To test their proliferative response CD4
+
CD25

+high 
T cells were 

stimulated with autologous irradiated (35Gy) PBMC. Twenty thousand autologous irradiated 

PBMC were added to 20,000 CD4
+
CD25

+high 
T cells in a round bottom 96-well plate previously 

coated overnight at 4°C with 1µg/ml CD3 mAb (Orthoclone OKT3®, Janssen-Cilag, 

Germany). After 72 hours of culture, 100μl of supernatant was collected from each well to test 

for cytokine production, and cells were pulsed for 8 hours with 1μCi per well of [3H] 

thymidine (Amersham Biosciences, UK). Cells were harvested and counted in a scintillation 

counter. 

 

CD4
+
CD25

high 
T cell suppressive activity: CD4

+
CD25

-
 T cells responder cells were 

stimulated in the presence of 20,000 irradiated autologous PBMC cells in a round bottom 96-

well plate previously coated overnight at 4°C with 1µg/ml CD3 mAb (Orthoclone OKT3®, 

Janssen-Cilag, Germany). CD4
+
CD25

-
 T cells were plated at 20,000 cells/well in a final 
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volume of 200µl in complete medium. CD4
+
CD25

high 
T cells were added at ratios ranging from 

1:1 to 1:4. Each proliferation assay was carried out in duplicate. Recombinant human IL2, anti-

IL10 or anti-TGFβ were added to the culture to give a final concentration of 100U/ml, 1µg/ml 

and 10µg/ml respectively.  After 72 hours of coculture, 100μl of supernatant was collected 

from each well to test for cytokine production, and cells were pulsed for 8 hours with 1μCi per 

well of [3H] thymidine (Amersham Biosciences,UK). Cells were harvested and counted in a 

scintillation counter. The effect of the addition of IL2 100UI/ml (Proleukin , Chiron 

Corporation, Emeryville, CA), anti-IL10 1µg/ml (R&D Systems, UK) and anti-TGFβ 10µg/ml 

(clone 2G7) was analyzed. Culture medium consisted of RPMI-1640 supplemented with 2mM 

L-glutamine, 100U/ml penicillin, 0.1mg/ml streptomycin, 1% non-essential amino acids, 1mM 

sodium pyruvate and 10% heat inactivated human serum (Sigma, St Louis, USA). 

 

Cytokine production: Cytokines were quantified in supernatants of CD4
+
CD25

-
 mixed 

lymphocyte reactions before and after addition of CD4
+
CD25

high
 T cells at day 3, using a 

multiplex fluorescent bead immunoassay, the FlowCytomix Multiplex human Th1/Th2  Kit II 

(Bender MedSystems, Tebu-bio, France). IFNγ, IL1β, IL2, IL4, IL5, IL6, IL8, IL10 and TNFα 

protein levels in cell culture supernatants were measured. Samples were analyzed on a BD 

FACSCalibur flow cytometer, according to the manufacturer’s instructions. For each cytokine, 

the minimum detectable level was between 4.5 and 9.7 pg/ml. Values of p<0.001 were 

considered as significant. 

 

Statistical analysis: Data were presented as mean ±SD. The comparisons among the three 

groups of patients were performed using one-way analysis of variance (ANOVA) Kruskal-

Wallis test and Dunn’s test for multiple comparisons. The Mann–Whitney test, equivalent to 
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the Kruskal–Wallis test was used when applied to two groups. Values of p<0.05 were 

considered as significant. 



                                                                                                                                                               Résultats 

 

RESULTS 

Patients with chronic rejection display fewer CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
T cells than patients 

with long term graft survival and healthy individuals: We previously showed that the T cell 

regulation-associated markers CTLA4, GITR, CCR3 and CD103 were expressed on 

CD4
+
CD25

high
 blood T cells from patients with chronic rejection at levels comparable to those 

found in age-matched healthy volunteers and patients with long term graft survival. 

Nevertheless, we also showed that the CD4
+
 T cells from patients with chronic rejection 

displayed decreased FOXP3 at the transcript level (Louis, Braudeau et al. 2006). In this study, 

we found a significant decrease in the co-expression of FOXP3
+ 

and CD25
+
 protein on the 

CD4
+ 

T cells from patients with chronic rejection (p<0.01 and p<0,007, patients with long term 

graft survival versus healthy individuals respectively) (Figure 1A, 1B). Within the patients with 

long-term graft survival, no difference was observed between
 
operationally tolerant patients 

(free of immunosuppression) and patients under standard immunosuppression (Figure 1B). In 

contrast, the FOXP3 expression level on CD4
+
CD25

high
 was not different between the 3 groups 

(Figure 1C).  These data show that blood from patients with chronic rejection display less 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 T cells with a normal level of FOXP3 expression within these cells. 

 

CD4
+
CD25

high 
blood T cells from patients with chronic rejection and long-term graft 

survival display different suppressive functions: CD4
+
CD25

high 
T cells were purified from 

PBMC with microbeads. Because donor cells were no longer available, CD4
+
CD25

-
 T cells 

from patients were isolated in parallel and used as targets of suppression upon activation in the 

presence of anti-CD3 mAb and autologous irradiated PBMC. In all groups, a strong and similar 

CD4
+
CD25

-
 T cell proliferative response was obtained by day 3 of activation whereas 

CD4
+
CD25

high 
T cells poorly proliferated in the same conditions (Figures 2, 3, 4, 5). There was 

no difference between the proliferations of CD4
+
CD25

high 
T cells among the three groups (data 
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not shown). These data were confirmed by the absence of IL2 production by the stimulated 

CD4
+
CD25

high 
T cells in the three groups (data not shown). The CD4

+
CD25

high 
T cell 

unresponsiveness was reversed by addition of IL2, indicative of a state of anergy (Figures 2, 3, 

4, 5). CD4
+
CD25

high 
T cells from healthy volunteers suppressed proliferation of autologous 

CD4
+
CD25

-
 T cells stimulated with anti-CD3 and autologous PBMC by an average of 65.4% ± 

10.9% (Figures 2, 6A). In comparison, CD4
+
CD25

high 
T cells from patients with chronic 

rejection and patients with long-term graft survival suppressed proliferation of autologous 

CD4
+
CD25

-
 T cells by an average of 53.1% ± 17% and 73.8% ± 10.2% respectively (Figures 3, 

4, 5, 6A).  Thus, the suppressive function of CD4
+
CD25

high 
T cells from patients with long-term 

graft survival was significantly increased compared to that of CD4
+
CD25

high 
T cells from 

patients with chronic rejection (p<0.03) (Figures 6A). Within the patients with long-term graft 

survival, the suppressive activity of CD4
+
CD25

high 
T cells from operationally tolerant patients 

(free of immunosuppression) (69.7% ± 7.4) did not differ significantly from that of patients 

under standard immunosuppression (77.9% ± 11.8) (Figure 3, 4). 

In both groups, CD4
+
CD25

high 
T cells were able to inhibit CD4

+
CD25

-
 T cell proliferation in a 

dose-dependent manner with almost complete suppression at a 1:1 ratio (Figure 6C). In all 

groups, IL2 reversed the suppressive properties of the CD4
+
CD25

high 
T cells (Figures 2, 3, 4, 

5), whereas the blockade of IL10 or TGFβ production with antibodies did not affect their 

inhibitory properties (Figure 6D). CD4
+
CD25

high 
T cell suppressive activity was stable in time 

in all patients, as shown in Figure 7.  

These results show that CD4
+
CD25

high 
T cells from kidney recipients with chronic rejection 

display a defective suppressive function compared with those from recipients with long-term 

graft survival. In contrast, patients with long-term graft survival displayed CD4
+
CD25

high 
T 

cells with regulatory properties similar to healthy individuals. 
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Cytokine production during CD4
+
CD25

high
/CD4

+
CD25

-
 T cell coculture does not differ 

between recipients with chronic rejection or long-term graft survival. 

Since CD4
+
CD25

high
 T cells from patients with chronic rejection and long-term graft survival 

displayed significantly different suppressive activities towards autologous CD4
+
CD25

-
 T cells, 

we next investigated whether cytokine production in CD4
+
CD25

high
/CD4

+
CD25

-
 T cell 

coculture was altered in the three groups. No difference was observed in coculture between 

patients with chronic rejection, patients with long term graft survival or healthy volunteers for 

any of the cytokines tested (IFNγ, TNFα, IL1β, IL10, IL4, IL5, IL6, IL8 and IL2) suggesting an 

absence of modulation of cytokine production by CD4
+
CD25

high
 T cells from the different 

groups of patients (Figure 6B). 
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DISCUSSION  

 

There is now compelling evidence that, in humans, CD4
+
CD25

high
 T cells may be 

involved in regulating the immune system and particularly in determining transplant outcome 

(Wood and Sakaguchi 2003; von Boehmer 2005). In the present study, we investigated the 

function of CD4
+
CD25

high
 T cells in blood from different cohorts of kidney recipients with 

contrasted clinical situations: patients with long-term graft survival with or without 

immunosuppressive therapy (patients under standard immunosuppression and drug-free 

operationally tolerant patients), patients with chronic rejection and healthy volunteers. We used 

a conventional approach to examine the functional regulatory capacity of CD4
+
CD25

high
 T cells 

in these different groups by assessing their ability to suppress the proliferation of autologous 

CD4
+
CD25

- 
T cells and to modulate their accompanying cytokine production. CD4

+
CD25

high
 T 

cells isolations were performed using immunomagnetic beads designed to preferentially purify 

the CD4
+
CD25

high
 cell subset that has been reported to harbour the most potent regulatory 

capacity (Baecher-Allan and Hafler 2006). 

We have previously shown that, in these three groups of patients, CD4
+
CD25

high
 T cells 

express the surface markers distinctive of regulatory T cells (Louis, Braudeau et al. 2006). We 

also showed that patients with chronic rejection display a lack of CD4
+
CD25

high
 T cells 

associated with a decrease in FOXP3 transcript in CD4
+
 T cells, whereas patients with long 

term graft survival displayed normal CD4
+
CD25

high
 blood T cell numbers and FOXP3 

transcriptional level compared to healthy volunteers. In this study, we showed that, whereas the 

level of the FOXP3 protein remains unchanged at the cell surface level of the 3 groups of 

patients, patients with chronic rejection displayed a defect in CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 T cell 

numbers. FOXP3 has been shown to play a major role in the differentiation of CD4
+
CD25

high
 

regulatory T cells and to be expressed constitutively at high level in these cells (Fontenot, 

Gavin et al. 2003). Defective FOXP3 expression has been evidenced in patients with IPEX, a 
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condition associated with a deficiency in CD4
+
CD25

high 
regulatory capacity (Bacchetta, 

Passerini et al. 2006). The aim of this study was thus to investigate whether the lack of 

CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 T cells in chronic rejection may also be associated with a decrease or a 

lack of their suppressive properties in vitro and if long-term graft survival may be associated 

with a variation of their suppressive properties compared to healthy volunteers. 

CD4
+
CD25

high
 T cells from the 3 different groups were unresponsive to anti-CD3 and 

autologous PBMC activation whereas their CD4
+
CD25

-
 T cell counterparts proliferated 

strongly. CD4
+
CD25

high
 T cells did not proliferate following TCR-mediated activation unless 

IL2 was present. In the presence of an anti-CD3 antibody and autologous PBMC, we show that 

freshly isolated CD4
+
CD25

high
 T cells from patients with chronic rejection were not only 

present in a lower number but also displayed a significant decrease in their ability to suppress 

the proliferation of their autologous CD4
+
CD25

-
 T cell counterparts, compared to patients with 

long term graft survival who displayed a similar suppressive activity relative to healthy 

volunteers. A defect in the suppressive function of CD4
+
CD25

high
 T cells has already been 

reported in a number of autoimmune diseases in humans, such as multiple sclerosis (Viglietta, 

Baecher-Allan et al. 2004), type 1 autoimmune diabetes (Lindley, Dayan et al. 2005) and 

psoriasis (Sugiyama, Gyulai et al. 2005). A similar observation was performed in the thymus of 

patients with myasthenia gravis (Balandina, Lecart et al. 2004). Recently, Bachetta et al. 

showed a defective regulatory function in patients with IPEX syndrome (Bacchetta, Passerini et 

al. 2006) and Salama et al showed that the risk of graft loss in renal transplant recipients 

correlated with a decrease in CD4
+
CD25

+
 T cell regulation (Salama, Najafian et al. 2003).  

We show here that the modulation of the CD4
+
CD25

high+
 T cell suppressive activity is 

independent of IL10 and TGF suggesting naturally occurring CD4
+
CD25

+
 T regulatory cells 

(Battaglia, Gregori et al. 2006). We also show that the cytokine production in coculture is not 

affected by addition of CD4
+
CD25

high+
 T cells. These findings contrast with reports suggesting 
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that a decrease in CD4
+
CD25

high
 T cell suppressive activity is accompanied by a decrease in 

IFNγ or IL2 production (Bacchetta, Passerini et al. 2006). Our data suggest that CD4
+
CD25

high
 

T cells from patients with chronic rejection are able, as are those from the other two groups, to 

suppress the production of IFN  by alloreactive CD4
+
CD25

-
 T cells, despite displaying a defect 

in suppressive function. The lack of viable donor cells meant that we were not able to directly 

test a possible specific anti-donor response in our patients, however, a recent study from 

Fudaba et al. have reported that operationally tolerant patients transplanted with kidney and 

bone marrow showed no significant anti-donor (or anti-host) mixed lymphocyte culture 

responses (Fudaba, Spitzer et al. 2006). 

Because a single reliable surface marker has not yet been identified for regulatory T 

cells, it is possible that isolated putative CD4
+
CD25

high
 regulatory T cells from patients with 

chronic rejection could also contain effector T cells resulting in an apparent lack of in vitro 

regulation. However, this is unlikely, because the CD4
+
CD25

high
 T cells isolated from the 

PBMC of patients with chronic rejection and patients with long term graft survival displayed 

all the classical phenotypic and functional properties of regulatory cells: CD4, CD25 and 

CTLA-4 co-expression (Louis, Braudeau et al. 2006), high expression of FOXP3, low 

proliferative responses, absence of IL2 production and inhibition of co-cultured T cell 

proliferation in response to stimulation. In addition, if the regulatory T cell population from 

patients with chronic rejection had contained more effector CD4
+
CD25

+
 T cells than the other 

groups, their proliferative response would be expected to have been higher, which was not the 

case. Thus, the observed impairment of regulation in chronic rejection is very unlikely to be 

attributable to contamination with proliferative effector CD4
+
CD25

+
 T cells. Finally, some 

reports demonstrated that immunosuppressive treatment could influence regulatory T cell 

function (Baan, van der Mast et al. 2005; Coenen, Koenen et al. 2006; Zeiser, Nguyen et al. 

2006). However, our data showed that the decrease of regulatory activity of CD4
+
CD25

high 
T 
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cells from patients with chronic rejection was not influenced by immunosuppression since no 

difference in suppressive activity was observed in patients with long-term graft survival with or 

without immunosuppression (data not shown). 

We previously showed that patients with chronic rejection also display more 

CD8
+
CD28

-
CD27

-
 T cells with a cytotoxic and apoptotic phenotype (Baeten, Louis et al. 

2006). These data, together with those described here, suggest that the low number of 

CD4
+
CD25

high
 regulatory T cells in patients with chronic rejection may not efficiently balance 

effector CD8
+
CD28

-
CD27

-
 T cells and thereby favor graft failure (Zheng, Sanchez-Fueyo et al. 

2003). Conversely, the normal suppressive activity and numbers of CD4
+
CD25

high+
 T cells in 

patients with long term graft survival may be sufficient to counteract the cytotoxic activity of 

these effector cells. This hypothesis does not exclude the possibility that patients who suffer 

chronic rejection may initially display fewer blood CD4
+
CD25

+
 T cells than patients with long 

term graft survival before transplantation. This hypothesis is unfortunately impossible to test 

due to the lack of cells from these recipients pre-transplantation. However, neither 

immunosuppressive treatment nor renal insufficiency has been shown to influence the number 

of CD4
+
CD25

+
 T cells in these patients (Louis, Braudeau et al. 2006). 

Finally, our findings show that long-term graft survival is not associated with an 

increased activity of CD4
+
CD25

high
 T cells compared to healthy individuals and suggest that 

chronic rejection is not only associated with a defect in the number of CD4
+
CD25

high+
FOXP3

+
 

regulatory T cells but also with a decrease in their immuno-regulatory properties.  
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LEGENDS 

 

Table 1: Demographic characteristics of patients: Recipients with chronic rejection (CR) 

and patients with long term graft survival (LTS) were matched for age, sex, and time post 

transplantation. Clearance and proteinuria were measured the day of blood sampling. Data are 

presented as median (range). C= Calcineurin inhibitor, M= mycophenolate mofetil, S= steroid, 

Aza= Azathiprine, Sirol= Sirolimus. 

 

Figure 1: FOXP3 protein expression: FOXP3 protein was measured on CD4
+
CD25

+
 T cells 

by intracellular staining. A) CD4
+
 T cells have been double stained with anti-CD25 Ab and 

anti-FOXP3 Ab. Absolute value of CD25
+
FOXP3

+
 T cells have been calculated for healthy 

individuals (HV) patients with chronic rejection (CR) and with long term graft survival (LTS). 

B) Absolute value of CD25
+
FOXP3

+
 T cells in patients with chronic rejection (CR), with long 

term graft survival under immunosuppression (LTS-IS) and operationally tolerant patients 

(LTS-NoIS). C) Percentage of FOXP3 protein expression on CD4
+
CD25

high 
T cells. 

 

Figure 2: CD4
+
CD25

high
 T cell suppressive activity in healthy volunteers 

The ability of CD4
+
CD25

high 
T cells, freshly isolated from HV, to suppress CD4

+
CD25

–
 T cell 

responders was assessed. Responder cells were activated in the presence of 20,000 irradiated 
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(35Gy) autologous PBMC plus anti-CD3 mAb (1μg/ml) (see Methods for details). 

CD4
+
CD25

high 
T cells were added to activate responder cells and [3H] thymidine incorporation 

was measured after 72 hours. IL2 was added at 100U/ml. Percentages indicate inhibition of 

proliferation. 

 

Figure 3: CD4
+
CD25

high
 T cell suppressive activity in LTS-NoIS patients 

The ability of CD4
+
CD25

high 
T cells, freshly isolated from operationally tolerant patients (LTS-

NoIS), to suppress CD4
+
CD25

–
 T cell responders was assessed. [3H] thymidine incorporation 

was measured after 72 hours. Percentages indicate inhibition of proliferation. 

 

Figure 4: CD4
+
CD25

high
 T cell suppressive activity in LTS-IS patients 

The ability of CD4
+
CD25

high 
T cells, freshly isolated from LTS with immunosuppression (LTS-

IS), to suppress CD4
+
CD25

–
 T cell responders was assessed. [3H] thymidine incorporation was 

measured after 72 hours. Percentages indicate inhibition of proliferation. 

 

Figure 5: CD4
+
CD25

high
 T cell suppressive activity in CR recipients 

The ability of CD4
+
CD25

high 
T cells, freshly isolated from patients with chronic rejection, to 

suppress CD4
+
CD25

–
 T cell responders was assessed. [3H] thymidine incorporation was 

measured after 72 hours. Percentages indicate inhibition of proliferation. 

 

Figure 6: Characterization of CD4
+
CD25

high
 T cell suppressive activity  

A) Average inhibition of proliferation in HV, LTS, and CR. B) Table detailing cytokine 

production in coculture supernatants using a multiplex fluorescent bead immunoassay. IFNγ, 

IL2, IL10, IL6, IL4, IL5, IL1β, and TNFα protein levels in cell culture supernatants were 

detected following cocultures in HV, LTS and CR recipients. C) Dose-dependant suppression. 
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CD4
+
CD25

- 
cells and CD4

+
CD25

high 
T cells were cultured at various ratios, with anti-CD3 and 

irradiated autologous PBMC. In the coculture, the number of CD4
+
CD25

- 
responder

 
cells was 

constant whereas the number of CD4
+
CD25

high 
T cells varied by serial 2-fold dilutions. [3H] 

thymidine incorporation was measured after 72 hours. D) Effect of the addition of anti-IL10 

(1µg/ml) and anti-TGFβ (10µg/ml) antibodies to the coculture. 

 

Figure 7: Stability of the suppressive activity of CD4
+
CD25

+
 T cells over time 

The ability of CD4
+
CD25

high 
T cells, freshly isolated from HV, LTS and CR recipients, to 

suppress CD4
+
CD25

–
 T cells responders was assessed over time, as described in the legend to 

Figure 2. Graphs show HV2 with a 9 month interval, LTS-NoIS2 with a 6 month interval and 

CR2 with a 2 month interval. Percentages indicate inhibition of proliferation. 

. 
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CR LTS

Number 

Age

Sex

Clearance

ml/min

Proteinuria

g/24h

Immunosuppression

No                                            

C

C/M

C/M/S

C/S

C/Aza

C/Sirol

Time

post-Tpx. 

(years)

25.3 ± 15.5

(10-69)

6M/11F

17

50.3 ± 12.7

(27-75)

2.4 ± 2.3

(0.12-7.75)

-

2

10

4

1

-

-

7.9 ± 4.6

(2-17)

22

12M/10F

51.8± 11.5

(33-76)

77.7 ± 41.3

(38-216)

0.2± 0.3

(0-1)

11.1 ± 7.1

(4-33)

Table1 
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10

1
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Number 

Age

Sex

Clearance

ml/min

Proteinuria

g/24h

Immunosuppression

No                                            

C

C/M

C/M/S

C/S

C/Aza

C/Sirol

Time

post-Tpx. 

(years)

25.3 ± 15.5

(10-69)

6M/11F

17

50.3 ± 12.7

(27-75)

2.4 ± 2.3

(0.12-7.75)

-

2

10

4

1

-

-

7.9 ± 4.6

(2-17)

22

12M/10F

51.8± 11.5

(33-76)

77.7 ± 41.3

(38-216)

0.2± 0.3

(0-1)

11.1 ± 7.1

(4-33)

Table1 
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1
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1

-
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Figure 2
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Notre objectif étant de trouver de biomarqueurs de la tolérance, nous avons choisi 

d’effectuer nos études à partir du sang des patients, ce qui représente un moyen d’étude non 

invasif pour le patient. De telles études peuvent permettre l’identification de marqueurs du rejet 

ou de la tolérance, toutefois, les observations faites à partir du sang peuvent ne pas refléter les 

évènements qui se déroulent dans le greffon. 

Nous avons montré que les patients en rejet chronique présentent dans leur sang moins 

de lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

high
 que les patients opérationnellement tolérants et 

les sujets sains. En revanche, ces cellules comme celles des 2 autres groupes présentent un 

profil régulateur caractérisé par la présence des marqueurs FOXP3, CTLA4, GITR, CCR4 et 

CD103.  

Les résultats montrent que cette diminution du nombre de LT CD4
+
CD25

high 
 chez les 

patients en rejet chronique n’est liée ni au traitement immunosuppresseur, ni à la dialyse, ni à 

l’insuffisance rénale. Elle n’est pas non plus liée à des infections virales ou au traitement 

d’induction post transplantation. Nous ne pouvons pas exclure que les cellules régulatrices de 

nos patients en rejet chronique se soient accumulées au niveau du greffon, ce qui expliquerait 

leur diminution dans le sang. Nous réaliserons des études sur les biopsies, en collaboration avec 

le service d’anatomopathologie du CHU de Nantes, afin de déterminer le pourcentage de 

cellules régulatrices au niveau de greffon. Nous ne pouvons pas exclure non plus, que les 

patients aient un niveau de LT CD4
+
CD25

high
, avant greffe, faible. Nous ne disposons pas de 

cellules avant la greffe pour vérifier ou non cette hypothèse chez cette cohorte de patients. 

C’est pourquoi une des perspectives de ce travail est de corréler le nombre et la fonction de 

cellules régulatrices avant la greffe au devenir du greffon à 1 an (analyse histologique après 

biopsie systématique) chez 200 patients transplantés rénaux. A 1an post greffe 4 patients de 

cette cohorte dégradent et les autres maintiennent leur fonction rénale.  

Une des hypothèses serait que le rejet chronique pourrait être lié à un défaut du nombre 

de LT CD4
+
CD25

high
. Plusieurs études ont déjà associé une pathologie à un défaut du nombre 

des cellules T CD4
+
CD25

high 
régulatrices (Boyer, Saadoun et al. 2004) (Meloni, Vitulo et al. 

2004). Ainsi, Meloni et al. ont montré qu’une diminution des LT CD4
+
CD25

high
 régulateurs 

périphériques était associée au développement d’un rejet chronique chez les patients greffés du 

poumon et suggèrent leur confinement au niveau du greffon. Nos résultats sont également 

similaires avec ceux de Salama et al. qui ont montré que le risque de perte de greffon rénal était 

corrélé à une diminution des lymphocytes T CD4
+
CD25

+
 dans le sang (Salama, Najafian et al. 

2003). De même, comme pour nos patients tolérant spontanément leur greffe de rein, Li et al. 

ont montré, dans le cadre d’une greffe de foie, que les patients opérationnellement tolérant ont 
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un nombre de lymphocytes T CD4
+
CD25

high
 régulateurs dans le sang identique à celui des 

sujets sains (Li, Koshiba et al. 2004).  

En l’absence de cellules du donneur, nous avons mis au point un test de coculture 

utilisant les cellules T CD4
+
CD25

-
 du patient, activées par un anticorps anti-CD3, en présence 

de PBMC autologues irradiés. L’effet suppresseur des cellules T CD4
+
CD25

+
 ajoutées au 

système est «titré» par la mesure de la prolifération et la production en cytokines des cellules T 

CD4
+
CD25

-
 stimulées. Les cellules CD4

+
CD25

high
 des patients en rejet chronique présentent 

une fonction suppressive sur la prolifération des cellules T CD4
+
CD25

-
 diminuée par rapport à 

celle des patients opérationnellement tolérants et des patients présentant une fonction stable de 

leur greffon sous traitement immunosuppresseur. 

Nous avons ainsi montré que le rejet chronique était non seulement associé à une diminution du 

nombre de cellules régulatrices T CD4
+
CD25

high
FOXP3

+
 mais aussi à une diminution de leur 

fonction régulatrice. Bachetta et al. ont montré chez les patients atteints d’IPEX déficients en 

FOXP3, une diminution de l’activité suppressives des cellules T CD4
+
CD25

high
 (Bacchetta, 

Passerini et al. 2006). Un défaut de fonction régulatrice des cellules T CD4
+
CD25

high 
a 

également été décrit dans plusieurs maladies autoimmunes comme la sclérose en plaque 

(Viglietta, Baecher-Allan et al. 2004), le diabète de type 1 (Lindley, Dayan et al. 2005) le 

psoriasis (Sugiyama, Gyulai et al. 2005) ou encore la myasténie (Balandina, Lecart et al. 2004). 

Afin de différencier les cellules régulatrices induites des cellules régulatrices naturelles, nous 

avons également testé leur mode d’action. Les premières agissant par la sécrétion de cytokines 

telles que IL10 et/ou TGFβ (Groux, O'Garra et al. 1997) (Battaglia, Gregori et al. 2006), nous 

avons analysé l’effet d’anticorps neutralisants anti-IL10 et anti-TGFβ ajoutés dans la coculture 

décrite précédemment. Cette suppression est indépendante de l’IL10 et du TGFβ.  

Une autre étude menée dans notre laboratoire sur ces patients a montré une 

augmentation très significative du nombre de lymphocytes T CD8
+
CD28

- 
chez les patients en 

rejet chronique (Baeten, Louis et al. 2006) (Annexe 2). Ces cellules sont CD27
-
CD57

+ 
et 

expriment fortement perforine et granzyme A. L’ensemble de ces résultats suggère donc une 

diminution des cellules régulatrices T CD4
+
CD25

high
 et une augmentation des cellules 

effectrices cytotoxiques chez les patients en rejet chronique. Ainsi, comme l’ont proposé Zheng 

et al. (Zheng, Sanchez-Fueyo et al. 2003), de l’équilibre entre cellules alloréactives 

(CD4
+
CD25

- 
ou CD8

+
CD28

- 
?) et cellules régulatrices dépendrait l’état de tolérance ou le rejet. 

Chez les patients en rejet chronique, non seulement les cellules T CD4
+
CD25

high 
seraient en 

nombre insuffisant pour contrôler les cellules alloréactives, mais elles présenteraient aussi un 

défaut de régulation sur ces dernières.  
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Par ailleurs, les patients opérationnellement tolérants présentent un nombre et une 

activité suppressive des lymphocytes T CD4
+
CD25

high 
similaires aux sujets sains. Les études 

phénotypiques ont également montré que les patients opérationnellement tolérants exprimaient 

les mêmes marqueurs que les sujets sains. Le groupe de M. Sykes a récemment montré que des 

patients greffés simultanément avec un rein et des cellules hématopoiétiques de la moelle 

osseuse du donneur, et devenus opérationnellement tolérants, ne présentaient pas de réponse 

spécifique anti-donneur en culture lymphocytaire mixte et ont une réponse suppressive 

comparable à celle de sujets sains (Fudaba, Spitzer et al. 2006). Ces résultats suggèrent que 

l’état de tolérance opérationnelle pourrait se rapprocher d’un phénomène de tolérance au soi, 

rendant ainsi complexe la détermination de marqueurs biologiques de la tolérance. 

 

Conclusions et perspectives 

 

Les perspectives de ce travail sont nombreuses mais néanmoins limitées par le faible nombre 

de patients et par le volume de sang disponible à chaque prélèvement. Pour pallier à ce 

problème, nous souhaitons mettre en place un protocole d’expansion des cellules T 

CD4
+
CD25

high
 afin d’en étudier les mécanismes d’action, notamment leur rôle et les modes 

d’interaction avec les cellules CD4
+
CD25

high
 et les cellules alloréactives CD8

+
CD28

-
 dans le 

rejet chronique (Figure 15). Kreijveld et al. ont récemment décrit un protocole d’expansion des 

cellules T CD4
+
CD25

high 
à partir

 
de faible quantité de sang de patients greffés rénaux, avec le 

l’IL2 et de l’IL15 (Kreijveld, Koenen et al. 2006). Aucune modification de leur phénotype, de 

leur activité suppressive et de leur répertoire T n’a été observée (Kreijveld, Koenen et al. 

2006). 

 

D’autre part, nous essayons de déterminer si d’autres mécanismes seraient impliqués dans le 

rejet chronique et la tolérance.  Deux hypothèses de travail sont actuellement étudiées. 

 

1
ère

 hypothèse: 

Les Toll-like récepteurs (TLR) seraient impliqués dans le rejet chronique. 

Nous cherchons à savoir s’il existe un lien entre le défaut en lymphocytes T régulateurs 

CD4
+
CD25

+
 et certains TLR. En effet, plusieurs études ont récemment suggéré que les TLR 

peuvent moduler la réponse immune adaptative en stimulant ou en inhibant l’activité des 

cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+
 (Pasare and Medzhitov 2003; Kubo, Hatton et al. 2004; 

Netea, Sutmuller et al. 2004; Peng, Guo et al. 2005; Zhai, Meng et al. 2006) (Chen, Wang et al. 
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2006). Nous avons montré par PCR quantitative une surexpression des TLR 2, 4, 5 et 8 dans les 

PBMC des patients en rejet chronique comparativement aux patients opérationnellement 

tolérants (Figure 8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 8:Expression des ARNm des TLR dans les PBMC des patients tolérants (DF-Tol) 

et en rejet chronique (CR) 

 

Nous avons également montré, une augmentation de l’ARNm de la protéine adaptatrice 

MyD88 chez les patients en rejet chronique, comparativement aux patients opérationnellement 

tolérants (Figure 9). Ce résultat est donc concordant avec l’augmentation des ARNm de 

certains TLR (2, 4, 5, 8), suggérant une activation de la voie MyD88 et donc un rôle de la voie 

des TLR dans le rejet chronique. 
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Figure 9: Expression de l’ARNm de MyD88 dans les PBMC des patients tolérants (DF-

Tol) en rejet chronique (CR) ou avec une fonction stable sous immunosuppresseurs (Sta) 

 

 

Nous nous sommes ensuite intéressés à l’expression des TLR au niveau protéique. Les TLR 

sont exprimés par une grande variété de types cellulaires (Iwasaki and Medzhitov 2004)  

(Hornung, Rothenfusser et al. 2002). Ils sont différentiellement exprimés selon les populations 

de DC et selon leur état de maturation, par les neutrophiles et les éosinophiles (Iwasaki and 

Medzhitov 2004), les macrophages, les monocytes (Muzio, Bosisio et al. 2000), les mastocytes 

(McCurdy, Lin et al. 2001; Supajatura, Ushio et al. 2001) les lymphocytes B, T et cellules NK 

(Hornung, Rothenfusser et al. 2002). Les cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+
 exprimeraient 

plus particulièrement les TLR4, 5, 7, 8 (Caramalho, Lopes-Carvalho et al. 2003) (Crellin, 

Garcia et al. 2005; Peng, Guo et al. 2005). Les TLR1, 2, 4, 5, 6 sont exprimés à la surface 

cellulaire alors que les TLR3, 7, 8 et 9 sont exprimés dans les compartiments intracellulaires 

comme les endosomes (Heil, Ahmad-Nejad et al. 2003; Matsumoto, Funami et al. 2003; Latz, 

Schoenemeyer et al. 2004). 

Nous avons analysé, par cytométrie en flux, l’expression des 4 TLR dont les ARNm étaient 

surexprimés dans les PBMC des patients en rejet chronique comparativement aux patients 

tolérants dans les lymphocytes T (CD3
+
), les lymphocytes B (CD19

+
) et les monocytes 

(CD14
+
).

 
La surexpression du TLR4 a été confirmée au niveau protéique dans les monocytes  

(CD14
+
) des patients en rejet chronique comparativement aux patients tolérants (Figure 10). 
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Figure 10: Pourcentage de TLR4 sur les monocytes de patients tolérants (DF-Tol), en 

rejet chronique (CR) et sous immunosuppresseurs (Sta) 

 

Les Toll-like récepteurs (TLR), représentent des sentinelles du système immunitaire inné en 

reconnaissant des séquences spécifiques des composants microbiens (PAMPs pour Pathogen-

Associated Molecular patterns) (Medzhitov, Preston-Hurlburt et al. 1997). Des travaux ont 

montré qu’ils intervenaient également dans le système immunitaire acquis en participant à des 

réactions inflammatoires générées par des ligands endogènes (Janeway and Medzhitov 1998; 

Ohashi, Burkart et al. 2000) (Akira, Takeda et al. 2001) (Johnson, Brunn et al. 2002) (Termeer, 

Benedix et al. 2002). Les TLR appartiennent à une superfamille incluant le récepteur à l’IL-1. 

Actuellement 10 TLR ont été identifiés (TLR1 à 10) chez l’homme et un pseudogène (TLR11) 

(Takeda and Akira 2005) (Figure 11). Les TLR sont caractérisés par un domaine 

cytoplasmique TIR (Toll/IL1 receptor) appelé ainsi par homologie avec le récepteur à l’IL1. La 

voie de signalisation du Toll présente de grande similarité avec celle de l’interleukine 1 (IL1) 

qui conduit à l’activation de NF- B, un facteur de transcription impliqué dans les réponses 

immunitaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 11: Les TLR et leurs ligands 

D’après (Akira and Takeda 2004) 
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TLR 2: 

      Le TLR2 peut être associé au TLR1 ou au TLR6 formant ainsi un hétérodimère permettant 

respectivement la reconnaissance de lipopeptides triacyl ou diacyl (Takeuchi, Sato et al. 2002). 

Le TLR2 reconnaît les lipoprotéines des pathogènes tels que les bactéries Gram-négatives, les 

mycoplasmes, les composés protéoglycanes (zymosan) (Takeuchi, Hoshino et al. 1999) 

(Takeuchi, Hoshino et al. 1999; Takeda, Kaisho et al. 2003). De plus, le TLR2 reconnaît le LPS 

des non entérobactéries. La structure de ce LPS diffèrerait du LPS typique des bactéries Gram-

négatives reconnu par le TLR4 (Hirschfeld, Weis et al. 2001) mais cela reste encore 

controversé.  

 

TLR4 : 

     Le TLR4 est un récepteur essentiel dans la reconnaissance du LPS (mais aussi du taxol, un 

antimitotique présentant une activité anti-tumorale chez l’homme) (Poltorak, He et al. 1998; 

Kawasaki, Akashi et al. 2000). Ce TLR est aussi impliqué dans la reconnaissance de ligands 

endogènes comme les protéines de choc thermique (HSP60,HSP70), l’extradomaine A de la 

fibronectine, les oligosaccharides d’acide hyaluronique (Termeer, Benedix et al. 2002), de 

sulfate heparane (Johnson, Brunn et al. 2002) et le fibrinogène (Smiley, King et al. 2001). Cette 

reconnaissance n’implique pas uniquement le TLR4. Plusieurs protéines sont impliquées dans 

la reconnaissance du LPS et le récepteur fonctionnel du LPS forme un large complexe 

TLR4/CD14/MD2 (da Silva Correia and Ulevitch 2002). 

 

TLR5 : 

Le TLR5 reconnaît des domaines conservés de la flagelline, composé protéique du 

flagelle (Hayashi, Smith et al. 2001). Il est exprimé à la surface basolatérale des cellules 

épithéliales et des cellules endothéliales intestinales (Maaser, Heidemann et al. 2004).  

 

TLR 8 : 

    Les TLR7 et 8 sont des protéines très conservées qui peuvent dans certains cas reconnaître 

les mêmes ligands. Ils sont associés aux réponses anti-virales et à la production d’IFN  

(Hemmi, Kaisho et al. 2002). Ils ont été étudiés à l’aide de composés synthétiques comme 

l’Imidazoquinoline, qui est un de leurs ligands. Une étude récente a décrit le ligand de 

l’Imidazoquinoline comme correspondant à des séquences spécifiques de motifs d’ARN riches 

en guanine et uracile (Diebold, Kaisho et al. 2004). Les TLR7 et 8 humains reconnaissent des 

ARN de virus riches en guanosine ou uridine (single-stranded RNA, ssRNA).  
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Nous avons donc commencé une étude des voies de signalisation des TLR. La 

stimulation des TLR par leurs ligands conduit à l’expression de plusieurs gènes impliqués dans 

la réponse immune. MyD88 joue un rôle crucial dans la signalisation des TLR car des souris 

invalidées pour le gène MyD88 ont une absence de production de cytokines inflammatoires 

comme l’IL12p40, l’IL6 et le TNFα en réponse à tous les ligands de TLR (Hacker, Vabulas et 

al. 2000; Schnare, Holt et al. 2000). Les mécanismes moléculaires impliqués dans l’induction 

de ces gènes sont largement étudiés et deux types de voies de signalisation des TLR ont été 

identifiés: la voie MyD88 dépendante et la voie  MyD88 indépendante (Figure 12)  

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 12: Représentation schématique des voies de signalisation des TLR 

D’après (Ishii, Coban et al. 2005) 

 

Comme nous l’avons vu, les cellules régulatrices semblent jouer un grand rôle en 

transplantation (Waldmann, Chen et al. 2006) et nos résultats suggèrent un défaut du nombre et 

de la fonction des lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+
 chez nos patients en rejet chronique. 

Nous cherchons à savoir si un lien est possible entre ces défauts des lymphocytes T régulateurs 

CD4
+
CD25

+
 et la diminution d’expression des TLR2, 4, 5, 8.  Plusieurs études ont récemment 

suggéré que les TLR peuvent moduler la réponse immune adaptative en stimulant ou en 

inhibant l’activité des cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+
 (Pasare and Medzhitov 2003; Kubo, 

Hatton et al. 2004; Netea, Sutmuller et al. 2004; Peng, Guo et al. 2005; Zhai, Meng et al. 2006) 

(Chen, Wang et al. 2006). Les études réalisées jusqu’à ce jour restent encore contradictoires. 

Bien que la production de cytokines proinflammatoires (IL1β, TNFα) soit normale, celle de 
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l’IL10 est diminuée fortement chez les souris TLR2
-/-

 (Netea, Sutmuller et al. 2004) (Liu, Wu 

et al. 2006). Ceci est accompagné par une diminution de 50% des cellules T régulatrices 

CD4
+
CD25

+
 chez ces souris (Netea, Sutmuller et al. 2004). D’autre part, des études in vitro ont 

montré que la survie des T régulateurs était augmentée par des agonistes du TLR2 (Netea, 

Sutmuller et al. 2004) (Yang, Huang et al. 2004) (Andrade, Waddell et al. 2005). Cependant 

Liu et al. ont montré récemment qu’un agoniste (BLP) du TLR2 aurait l’effet inverse et 

diminuerait l’effet suppresseur des Treg sur les effecteurs (Liu, Komai-Koma et al. 2006).  

Par ailleurs,  Peng et al. ont établi que le TLR8 était exprimé par les lymphocytes T régulateurs 

humains et murins. L’activation de la voie TLR8-MyD88-IRAK4 entraîne une inhibition de 

l’activité suppressive des lymphocytes T CD4
+
CD25

+
. In vivo, dans un modèle de tumeur, 

l’injection de T régulateurs activés par un ligand de TLR8, inhibe la croissance de la tumeur 

chez la souris (Peng, Guo et al. 2005). Cependant, Caramalho et al. ont montré chez la souris 

que les T régulateurs exprimaient principalement les TLR4, 5, 7, 8 et que le LPS augmente 

l’activité suppressive des T régulateurs. In vivo, l’injection de T suppresseurs traités au LPS 

empêche le développement d’une maladie inflammatoire (Caramalho, Lopes-Carvalho et al. 

2003). Dans un modèle murin de transplantation cardiaque, Zhai et al. ont récemment étudié 

l’effet de l’activation du TLR4 sur l’induction et la maintenance d’une tolérance induite par des 

LT CD4
+
 régulateurs. Ils ont montré qu’un défaut de TLR4 n’interfère pas avec l’établissement 

d’une tolérance. L’activation du TLR4 par son ligand, le LPS, n’entraîne pas de rupture de la 

tolérance, malgré une augmentation du TNFα et une diminution du ratio FOXP3/Tbet dans le 

greffon. Ainsi, l’activation du TLR4 ne semblerait pas nécessaire pour l’induction et la 

fonction des T régulateurs dans ce modèle de tolérance (Zhai, Meng et al. 2006).  

De façon contradictoire, Chen et al. ont montré récemment qu’un engagement d’un seul TLR 

est suffisant pour bloquer la tolérance induite par l’anti-CD154 dans un modèle d’allogreffe 

cardiaque chez la souris. Le rejet est alors corrélé à une inhibition du recrutement de cellules 

régulatrices FOXP3
+
 au niveau du greffon. Enfin, une absence de MyD88 chez le donneur ou le 

receveur entraîne l’acceptation d’une greffe de peau chez les souris traitées avec l’anti-CD154. 

Les auteurs ont ainsi montré que l’activation des TLR pouvait empêcher l’établissement d’une 

tolérance (Chen, Wang et al. 2006).  

Avec la découverte des TLR et de leurs ligands endogènes (HSP), le rôle des TLR commence, 

depuis quelques années, à être analysé dans le rejet aigu et chronique après une greffe 

d’organe. Le TLR4 reste le TLR le plus étudié en transplantation. Methe et al. ont analysé le 

rôle de la réponse innée et des TLR dans le rejet d’allogreffe cardiaque chez la souris, en 

comparant le niveau d’ARNm du TLR4 dans le rejet aigu et chronique (Methe, Zimmer et al. 
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2004). Les souris qui développent un rejet chronique présentent un taux élevé de TLR4 

comparativement à une greffe syngénique, suggérant une contribution du TLR4 dans ce rejet. 

Cependant, Goldstein et al. ont  montré que les souris TLR2
-/-

 avaient une prolongation de 

survie, petite mais significative, de leur greffe de peau HY incompatible, tandis que les souris 

TLR4
-/-

 ne présentaient aucune différence avec les souris contrôles (Goldstein, Tesar et al. 

2003). Samstein et al. ont également utilisé un modèle de greffe de peau pour étudier le rôle du 

TLR4 en transplantation (Samstein, Johnson et al. 2004). Ils ont établi grâce à 2 souches de 

souris déficientes en TLR4, qu’un défaut de TLR4 n’affectait pas le rejet de peau dans des 

modèles de CMH incompatibles majeurs ou mineurs. D’autre part, Goldstein et al. ont montré 

que le rejet de greffe de peau ne pouvait pas se développer en l’absence de MyD88 (Goldstein, 

Tesar et al. 2003).   

Les premières études chez l’homme ont été réalisées en transplantation pulmonaire, le 

poumon étant perpétuellement exposé aux pathogènes et toxines de l’environnement. Elles ont 

suggéré un rôle important du TLR4 dans le rejet aigu d’une greffe de poumon (Belperio 2003) 

(Palmer 2003) (Palmer, Burch et al. 2005). Le groupe de Palmer a mené des études sur le 

polymorphisme de l’ADN de 147 receveurs et de leurs donneurs de greffe de poumon. Ils ont 

établi qu’un polymorphisme du TLR4, Asp299Gly et Thr399Ile, chez le receveur, était associé 

à une réduction de l’incidence du rejet aigu et une tendance à une diminution de celle du rejet 

chronique chez des patients ayant reçu une greffe de poumon (Palmer 2003) (Palmer, Burch et 

al. 2005). Ducloux et al. ont récemment étudié le polymorphisme du TLR4 sur 238 patients 

greffés rénaux. L’impact de ce polymorphisme sur le devenir du greffon est une diminution du 

rejet aigu chez les patients portant une mutation du gène TLR4  ainsi qu’une diminution des 

complications athérosclérotiques post-transplantation (Ducloux, Deschamps et al. 2005). 

Cependant, une augmentation des infections a été observée chez ces patients. Les auteurs 

suggèrent que ces patients pourraient bénéficier d’une diminution de leur traitement 

immunosuppresseur avec une augmentation des mesures préventives contre les agents 

infectieux. Methe et al. ont également décrit une augmentation du TLR4 sur les monocytes de 

patients ayant subit une greffe cardiaque et présentant un rejet chronique. Cette augmentation 

du TLR4 est accompagnée d’une élévation de la production de l’IL12 et du TNFα par les 

monocytes activés avec du LPS (Methe, Zimmer et al. 2004). 

  

 Toutes ces données, bien qu’encore contradictoires, suggèrent que les TLR pourraient 

être directement impliqués dans la réponse immune en transplantation. Nous allons donc 

poursuivre cette étude en analysant précisément par cytométrie en flux, les types cellulaires 
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exprimant les TLR2, 4, 5, 8. Suite aux différents résultats indiquant que les TLR peuvent 

moduler l’activité des cellules T régulatrices (Pasare and Medzhitov 2003; Kubo, Hatton et al. 

2004; Netea, Sutmuller et al. 2004; Peng, Guo et al. 2005; Zhai, Meng et al. 2006) (Chen, 

Wang et al. 2006), il paraît important de déterminer, chez nos patients, si les lymphocytes T 

CD4
+
CD25

+ 
expriment certains TLR et si cela peut avoir une incidence sur leur capacité 

suppressive. Des expériences de blocage de TLR lors de coculture pourront être envisagées afin 

de répondre à cette question. 

Les 2 voies d’activation des TLR (MyD88 dépendante et indépendante) seront également 

étudiées par Western blot (IRF3, TRAF6, NF-kB, AP-1). Nous allons stimulé des monocytes 

issus des différents groupes de patients avec le ligand du TLR4, le LPS, afin de quantifier la 

production de cytokines telles que le TNFα, et nous réaliserons un phénotype de ces cellules 

activées. Aux vues de nos premiers résultats et de la littérature, nous pensons que les 

monocytes des patients en rejet chronique, stimulés avec le LPS, pourraient présenter une 

augmentation de leur production de cytokines proinflammatoires, contrairement aux patients 

tolérants. Les cellules exprimant les TLR2, 5, 8, une fois identifiées, pourront également être 

stimulées avec les ligands des TLR, et nous doserons la production de cytokines de la même 

façon. En fonction de tous ces résultats, nous étudierons si le niveau de TLR peut être en 

relation avec les lymphocytes CD4
+
CD25

+
 (Figure 15). 

 

2
ième

 hypothèse : 

La molécule CD30, membre de la famille du TNFR, pourrait être impliquée dans le devenir du 

greffon 

Nous avons dosé le CD30 soluble (CD30s) dans le sérum des patients greffés (Figure 13).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 13: Dosage du CD30s dans le sérum de patients transplantés rénaux (DF-Tol, CR, 

Sta) et de sujets sains (HV) 
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Nous avons montré que les patients opérationnellement tolérants ont peu de CD30s dans leur 

sérum comparativement aux patients en rejet chronique, qui comme décrits dans la littérature 

présentent de forte concentration de CD30s dans leur sérum. En effet, plusieurs travaux ont 

montré une augmentation du CD30 soluble dans le rejet aigu (Pelzl, Opelz et al. 2003) et 

chronique (Susal, Pelzl et al. 2002) (Rajakariar, Jivanji et al. 2005; Weimer, Susal et al. 2006). 

Le CD30 est une glycoprotéine de la famille du TNF récepteur, exprimée par les lymphocytes 

B et T activés et les cellules CD8 mémoires (Horie and Watanabe 1998). Le CD30 ligand est 

porté par les LT activés, les macrophages et les lymphocytes B au repos (Horie and Watanabe 

1998). Une fois activés, les lymphocytes T relarguent par clivage protéolytique du CD30 

soluble (Hansen, Kisseleva et al. 1995). La liaison CD30-CD30L induit l’activation de TRAF2 

et TRAF5 et finalement NF-κB (Duckett, Gedrich et al. 1997) (Lee, Lee et al. 1996). Il a été 

démontré in vitro que des lymphocytes de lymphome (lignée YT) exprimant le marqueur CD30 

présentaient une diminution de leur fonction cytotoxique avec une baisse de perforine, 

granzyme et FasL, mais une augmentation de la molécule de homing CCR7 (Muta, Boise et al. 

2000). L’expression de CCR7 entraînerait le départ des cellules du site d’inflammation. Par 

ailleurs, Plusieurs travaux ont suggéré l’implication de la voie CD30/CD30L dans l’induction 

d’une apoptose (Telford, Nam et al. 1997) (Dai, Li et al. 2004). Dai et al. ont montré chez la 

souris que les T régulateurs CD4
+
CD25

+
 induites par les antigènes du donneur, et exprimant le 

CD30, bloquaient de manière allospécifique, le rejet de greffe de peau et de cœur induit par les 

TCD8 mémoires, en induisant leur apoptose (Dai, Li et al. 2004). De plus, Zeiser et al. ont 

récemment montré que les lymphocytes T régulateurs CD4
+
CD25

+ 
issus de souris déficientes 

en CD30, étaient incapables de protéger les souris de la GVH après une greffe de cellules 

hématopoiétiques de moelle osseuse, contrairement aux lymphocytes T régulateurs issus de 

souris normale (Zeiser, Nguyen et al. 2006). Comparativement à l’étude de Dai et al., ils ont 

également montré que les LT régulateurs CD4
+
CD25

+ 
induisaient l’apoptose de LT CD4 et 

CD8 par l’intermédiaire de CD30/CD30L (Zeiser, Nguyen et al. 2006). 

Notre hypothèse est donc la suivante : le faible nombre de CD4
+
CD25

+ 
(exprimant le CD30

+
 ?) 

chez les patients en rejet chronique ne suffirait pas a moduler l’activité des TCD8
+
CD28

-
 

cytotoxiques (absence d’apoptose) (Baeten, Louis et al. 2006) (Figure 14, 15). Les LT 

CD4
+
CD25

+ 
portant le CD30

+
 interagiraient avec les LT CD8

+
CD28

-
 alloréactifs qui 

exprimeraient le ligand du CD30 (CD30L
+
 ou CD153). Mais les LT CD4

+
CD25

+ 
(CD30

+
 ?) 

seraient en nombre insuffisant pour induire une apoptose totale des cellules alloréactives LT 

CD8
+
CD28

-
 (CD30L

+
 ?) cytotoxiques chez les patients en rejet chronique. L’accumulation de 

cellules LT CD8
+
CD28

-
 (CD30L

+
 ?) cytotoxiques pourrait ainsi expliquer le rejet chronique. 
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Dans l’état de tolérance opérationnelle, les LT CD4
+
CD25

+
, en nombre normal, 

 
induiraient via 

le CD30
+
 l’apoptose des cellules alloréactives TCD8

+
CD28

- 
favorisant ainsi le maintient de la 

balance cellules alloréactives/cellules régulatrices favorisant ainsi le processus de tolérance.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 14: Hypothèse sur le rôle de la voie CD30/CD30L dans l'apoptose des cellules 

CD8
+
CD28

-
 

 

Nous allons donc étudier le phénotype (CD30/CD30L) des cellules CD4
+
CD25

+
 et CD8

+
CD28

-

.
 
Nous réaliserons, chez les patients en rejet chronique, des cultures avec des LT CD4

+
CD25

+ 

mis
 
en présence de LT CD8

+
CD28

-
 et nous déterminerons les effets du blocage de la molécule 

CD30 et/ou CD30L sur l’apoptose de ces LT CD8. 

 

Collaborations 

Différentes études sont menées en collaboration sur la caractérisation des cellules 

sanguines de ces patients opérationnellement tolérants. 

 

Analyse des lymphocytes B, collaboration S. Hillion, CHU de Brest.  

Nos résultats préliminaires indiquent que, si les patients tolérants présentent un nombre 

normal de lymphocytes B par rapport aux sujet non greffés, les patients présentant un rejet 
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chronique ont significativement moins de lymphocytes B circulants. Une étude a par ailleurs 

rapporté une augmentation du nombre de lymphocytes B (LB) circulants chez les patients 

tolérants une greffe de foie par rapport aux volontaires sains et aux patients stables sous 

immunosuppression (Li, Koshiba et al. 2004) .  

Bien que les LT puissent être considérés comme des acteurs clefs de la reconnaissance 

allogénique aboutissant à la destruction du greffon, les LB pourraient jouer un rôle sous estimé 

et mal connu dans la réponse allogénique. Il semble désormais acquis que les LB jouent un rôle 

central dans le développement et le contrôle de l’immunité. Les LB peuvent agir par exemple 

dans l’ontogenèse des cellules dendritiques folliculaires (Cerny, Zinkernagel et al. 1998) mais 

également comme cellules présentatrices d’antigène dans l’activation des lymphocytes T CD4 

et T CD8. Il a même été proposé récemment l’existence d’une catégorie de cellules B 

régulatrices (Serra and Santamaria 2006) productrices d’IL10 qui pourraient, à l’instar des 

cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+
, réguler les différents phénomènes immuns et auto immuns. 

Enfin, des arguments récents suggèrent un rôle crucial des LB dans l’induction des 

phénomènes de tolérance au niveau des LT périphériques ouvrant ainsi une nouvelle voie de 

recherche dans l’étude de la réponse allogénique (Raimondi, Zanoni et al. 2006) (Raimondi, 

Zanoni et al. 2006).  

L’analyse des différentes sous populations de LB n’a pour l’instant jamais été réalisée dans le 

cadre de la transplantation. Cette analyse phénotypique originale des LB sera accompagnée 

d’une analyse fonctionnelle cherchant à caractériser l’action des LB sur les autres cellules 

immunitaires ainsi qu’une étude plus particulière des LB régulateurs, ouvrant alors une voie de 

recherche plus fondamentale. Nous chercherons à caractériser les populations B circulantes par 

le phénotypage précis de chacune des populations de B matures (LB naifs Bm1 IgD
+
/CD38

-
, 

les LB activés Bm2 IgD
+
/CD38

+
, les cellules fondatrices du centre germinatif Bm2’ 

IgD
+
/CD38

high
, les cellules du centre germinatif (centroblastes et centrocytes Bm3 et Bm4) 

IgD
-
/CD38

high
, les cellules B mémoires précoces EBm5 (IgD

-
/CD38

+
), les cellules B mémoires 

Bm5 IgD
-
/CD38

-
, les plasmocytes IgD

-
/CD38

high
 CD138

+
) (Hillion, Saraux et al. 2005). Une 

étude sur coupe sera également menée afin d’identifier la présence d’un infiltrat B ou 

plasmocytaires sur des coupes de biopsie rénale des patients en rejet chronique. Le rôle de ces 

populations B sur d’autres populations lymphocytaires (LT) sera ensuite évalué en cultures 

mixtes. Nous espérons ainsi améliorer la compréhension des mécanismes immunologiques du 

rejet chronique et démontrer l’implication ou non des cellules B dans le maintien d’une 

fonction stable du greffon voir de l’établissement d’un état de tolérance. 
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Analyse des cellules dendritiques, collaboration R Josien, INSERM U64, Nantes 

 Nous avons également débuté, en parallèle, une étude de la répartition et du phénotype des 

cellules dendritiques (DC) chez ces patients. Chez l’homme, Thomson et al ont montré une 

augmentation du nombre des DC plasmacytoides dans le sang périphérique chez les patients 

tolérant une greffe de foie sans ou sous faible dose d’immunosuppresseurs comparativement à 

ceux qui développent un rejet (Mazariegos, Zahorchak et al. 2003) (Mazariegos, Zahorchak et 

al. 2005). Les cellules dendritiques jouent également un rôle critique dans l’induction et la 

régulation de la réponse immune. De nombreuses études suggèrent une tolérogénicité des DC 

dans le contexte de la reconnaissance du soi et de la réponse allogénique (Banchereau and 

Steinman 1998) (Steinman, Turley et al. 2000). Deux sous populations de DC on été décrites 

chez l’homme, les DC myéloides (DC1) et plasmacytoides (DC2) (Kohrgruber, Halanek et al. 

1999) (Robinson, Patterson et al. 1999). Ces 2 populations cellulaires circulent dans le sang et 

se différencient par l’expression de marqueurs spécifiques (HLADR+ lineage- CD11c+ pour les 

CD1, CD123+ pour les CD2). Les DC1 induiraient une différentiation des LT vers un profil Th1 

et sont responsables d’une réponse immune tandis que les DC2 favoriseraient une 

différenciation des LT vers un profil Th2 (Rissoan, Soumelis et al. 1999) et seraient favorables à 

l’induction d’une tolérance (Liu, Kanzler et al. 2001). Récemment il a été montré que des DC 

immatures sont incapables de fournir des signaux d’activation efficaces pour l’activation de 

lymphocytes T et ainsi peuvent induire un état de tolérance (Fu, Li et al. 1996) (Lutz, Suri et al. 

2000). Ces données laissent penser que le fort niveau de TLR observé chez nos patients en rejet 

chronique pourrait être corrélé à une augmentation de la maturation des DC et donc contribuer 

au rejet, tandis que le faible taux de TLR chez les patients tolérants contribuerait à leur état de 

tolérance opérationnelle (Figure 15). 

 

L’induction d’une tolérance spécifique à une allogreffe serait une avancée considérable dans le 

domaine de la transplantation. Dans cette étude, nous avons analysé le phénotype et la fonction  

des cellules sanguines, chez des patients greffés rénaux opérationnellement tolérants ou en rejet 

chronique. Nous avons comparé l’effet suppresseur des LT CD4
+
CD25

+
 des volontaires sains, 

des patients traités par des immunosuppresseurs, des patients transplantés en rejet chronique et 

des patients opérationnellement tolérants. Les résultats de cette étude suggèrent que les cellules 

régulatrices des patients opérationnellement tolérants ne sont pas significativement différentes 

de celles des volontaires sains, puisque ces patients présentent des LT CD4
+
CD25

+
FOXP3

+ 

avec
 
un phénotype et des fonctions régulatrices comparables. Au contraire, les patients qui 
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développent un rejet chronique, présentent un déficit en nombre et en fonction de leurs cellules 

suppressives T CD4
+
CD25

+
FOXP3

+ 
(Figure 15). Notre objectif est maintenant d’en étudier 

plus précisément les mécanismes d’action. 
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Figure 15: Schéma général 
Hypothèses : Dans l’état de tolérance opérationnelle, les LT CD4

+
CD25

+ 
en nombre normal 

exercent un effet régulateur vis-à-vis de la prolifération des cellules effectrices LT CD4
+
CD25

-
. 

Ces LT CD4
+
CD25

+ 
induiraient via le CD30

+
  l’apoptose des cellules alloréactives CD8

+
CD28

- 
. 

Peu d’expression des TLR et la présence de cellules dendritiques immatures favoriseraient 

l’établissement d’un environnement tolérogène. 

Dans le rejet chronique, les LT CD4
+
CD25

+ 
seraient en nombre insuffisant pour induire une 

apoptose totale des LT CD8
+
CD28

-
 cytotoxiques et pour contrôler la prolifération de cellules 

effectrices LT CD4
+
CD25

-
. La surexpression des TLR et la présence de cellules dendritiques 

matures empêcheraient l’établissement d’un environnement tolérogène. 
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Operationally Tolerant and minimally 

immunosuppressed kidney recipients display strongly 

altered blood T cell clonal regulation 
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Clinical operational tolerance after kidney 

transplantation 
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Induction of long-term cardiac allograft survival by 

heme oxygenase-1 gene transfer 
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Generation of heme oxygenase-1 transgenic rats. 
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Etude du phénotype et de la fonction des cellules régulatrices T CD4

+
CD25

+
 dans le sang 

de patients tolérant spontanément une greffe de rein 

 

Un des objectifs en transplantation est d’induire un état de tolérance opérationnelle. Cet état, 

rare en transplantation rénale, se définit comme l’acceptation à long terme d’un greffon à 

fonction stable sans immunosuppresseur chez un hôte immunocompétent. Ce travail vise à 

comprendre les mécanismes impliqués dans le processus de tolérance opérationnelle chez les 

transplantés rénaux. L’étude d’une petite cohorte de patients tolérants a permis d’identifier un 

phénotype particulier de leurs lymphocytes T sanguins CD4
+
CD25

+
, différent de celui des 

patients en rejet chronique. Nous avons montré que les patients tolérants présentent un nombre 

plus important de cellules CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 que les patients en rejet chronique et semblable 

à celui des individus sains. Ces cellules présentent également une fonction régulatrice 

semblable à celle d’individus normaux et significativement supérieure à celle de patient en rejet 

chronique. 

Mots-clés : Rejet chronique, tolérance, transplantation rénale 

 

Analysis of the phenotype and function of CD4
+
CD25

+
 regulatory T cells in the blood of 

spontaneously tolerant kidney allograft recipients. 

 

Despite being efficient in preventing acute rejection, immunosuppressors have little effect on 

chronic rejection. A major goal in transplantation is therefore 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 immunosuppression in an immunocompetent 

recipient. Here we tried to understand the mechanisms implicated in operational tolerance to 

kidney transplants. The study of a small cohort of tolerant patients allowed us to identify a 

particular phenotypic profile of CD4
+
CD25

+
 blood lymphocytes that was different to that of 

patients with chronic rejection. Tolerant patients displayed an increased number of 

CD4
+
CD25

+
FOXP3

+
 T cells compared to patients with chronic rejection. These cells also 

displayed a regulatory function similar to that of healthy individuals and significantly higher 

than that of patients with chronic rejection. 

Keywords: Chronic rejection, tolerance, kidney transplantation 
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