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INTRODUCTION  

1) L’insuffisance rénale chronique terminale : état des lieux 

L’insuffisance rénale chronique correspond à une dégradation progressive de la fonction de 

filtration des reins, pouvant évoluer vers un stade terminal (IRCT). En 2014, l’incidence 

globale de l’IRCT en France était de 163 par million d’habitants. Les 2 principales causes sont 

l’hypertension artérielle et le diabète, qui entrainent des lésions vasculaires altérant la 

fonction des reins. Toutefois, l’IRCT est de cause inconnue dans 15% des cas 1. L’évolution de 

l’insuffisance rénale chronique vers le stade terminale est plus ou moins rapide selon le 

patient et la pathologie responsable. Même si il existe des moyens thérapeutiques pour 

ralentir la progression vers l’IRCT 2, un traitement de suppléance peut être nécessaire pour 

pallier au défaut fonctionnel des reins. Il s’agit de l’épuration extra-rénale par dialyse 

(hémodialyse ou dialyse péritonéale) ou de la transplantation rénale. 

 

2) La transplantation rénale : traitement de choix de 

l’insuffisance rénale chronique terminale 

La transplantation rénale est indiscutablement le traitement de choix en cas d’IRCT, puisque 

cela apporte au patient non seulement une meilleure qualité de vie 3, mais aussi une 

prolongation de survie comparé à la dialyse chronique 4. En France, près de 3500 greffes 

rénales sont réalisées chaque année, soit à partir de donneurs décédés, soit à partir de 

donneurs vivants (environ 15%), et à ce jour, près des deux tiers des patients transplantés 
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possèdent un greffon fonctionnel après 10 ans de greffe (Figure 1) (rapport annuel de 

l’Agence de Biomédecine 1). 

 

 

 

Figure 1: Survie globale du greffon (1993-2013) 
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3) Le rejet de greffe : un problème toujours d’actualité 

Bien que de nombreux progrès aient été réalisés dans le domaine de la transplantation et de 

l’immunologie, le phénomène de rejet reste un obstacle majeur au succès de la greffe. La 

traduction clinique du rejet est très polymorphe en fonction de la chronologie par rapport à 

la transplantation (hyper-aigu, aigu, tardif, chronique), mais aussi en fonction du 

retentissement fonctionnel sur le greffon (clinique versus infra-clinique). Seule la biopsie du 

greffon affirme le diagnostic de rejet, défini à l’heure actuelle grâce à des critères 

histologiques détaillés dans la classification de Banff qui est mise à jour tous les 2 ans 5. 

Schématiquement, le rejet peut être principalement cellulaire, humoral ou mixte. 

 

 a) Le rejet cellulaire médié par les lymphocytes T 

Le rejet médié par les lymphocytes T (LT) ou rejet cellulaire est défini par la présence d’un 

infiltrat cellulaire mononuclée comprenant des LT CD4+ et CD8+ dans l’interstitium rénal et 

dans les tubules rénaux. Cet envahissement cellulaire peut aboutir à une fibrose interstitielle 

et à une atrophie progressive des tubules, responsable d’une dysfonction du greffon. Les 

corticoïdes sont le plus souvent utilisés dans ce type de rejet 6. 

 

 b) Le rejet humoral médié par les anticorps 

Historiquement, la présence d’anticorps anti-donneur était responsable du rejet hyper-aigu, 

survenant dans les heures suivant la transplantation, et aboutissant à une thrombose 

artérielle et à une nécrose du greffon. Ce rejet hyper-aigu a actuellement disparu grâce à la 
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généralisation du test du cross-match lymphocytaire avant la greffe, qui consiste à détecter 

ces anticorps anti-donneur préformés dans le sérum du receveur 7. Cependant, les allo-

anticorps peuvent apparaitre de novo après la greffe. Ces anticorps anti-HLA spécifiques du 

donneur ou DSA (Donor Specific Antibody) se fixent sur les cellules endothéliales et 

entrainent une inflammation de la microcirculation par l’activation de la voie du 

complément avec notamment la production de la fraction C4d. Dans la classification de Banff 

5, le rejet humoral est actuellement défini par une dysfonction du greffon en présence : 

 - d’un infiltrat inflammatoire de neutrophiles et monocytes/macrophages dans les 

glomérules et/ou les capillaires péri-tubulaires ; 

 - de C4d dans les capillaires péri-tubulaires ; 

 - d’un anticorps spécifique du donneur (DSA) dans le sang. 

Pour ce type de rejet, il est courant d’utiliser des stratégies visant à éliminer ou inhiber les 

anticorps (immunoglobulines polyvalentes, échanges plasmatiques), ou à bloquer leur 

production par les LB grâce à un anticorps monoclonal anti-CD20 (Rituximab) 8. 

 

4) Traitement anti-rejet : la lutte contre les 3 signaux de la 

réponse allo-immune 

La prévention du rejet et/ou le traitement curatif d’un rejet repose sur une association de 

traitements immunosuppresseurs, qui vise à atténuer au maximum la réponse allogénique. 

Cette réponse allo-immune nécessite 3 signaux d’activation (Figure 2). Le premier signal est 

enclenché après la reconnaissance de l’allo-antigène par le récepteur TCR du LT naïf. Cette 
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reconnaissance entraine notamment la mise en jeu d’une protéine phosphatase 

(calcineurine) qui active certains facteurs de transcription induisant l’expression de CD40 

ligand (CD40L) et de l’IL-2. Le second signal dépend de l’interaction CD40-CD40L et 

CD28/CD80-86 qui induit l’expression du récepteur de haute affinité à l’IL-2 (IL-2R). Enfin, la 

liaison IL-2/IL-2R correspond au 3ème signal responsable de la prolifération et de la survie des 

LT, ainsi que la sécrétion de cytokines et chimiokines qui permettent aux LT de rejoindre 

l’organe cible 9.  

 

 

 

Figure 2: Les 3 signaux de la réponse allo-immune. D’après 9 
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Il existe donc plusieurs stratégies médicamenteuses pour lutter contre cette réponse: les 

corticostéroïdes, les immunoglobulines polyvalentes, les anticorps déplétants ou non, et les 

molécules chimiques. Ces 2 dernières classes sont résumées dans la Figure 3. Les schémas 

thérapeutiques sont extrêmement divers et varient en fonction des caractéristiques du 

receveur (âge, état d’immunisation), mais aussi en fonction des habitudes des équipes de 

transplantation. 

 

Figure 3: Les différentes classes d’immunosuppresseurs et leurs sites d’action. D’après 9 

 

Les progrès réalisés depuis plusieurs décennies notamment avec l’introduction des 

inhibiteurs de la calcineurine (CNI ; i.e. Tacrolimus et ciclosporine), ont grandement 

contribué à améliorer la survie du greffon. Cependant, ces différents traitements ont des 

effets secondaires pouvant être extrêmement graves, avec notamment un risque accru de 

cancers, d’infections opportunistes, et de toxicité sur le greffon 9-12. Aussi, ces traitements ne 
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préviennent pas la dysfonction chronique du greffon, qui est actuellement un des problèmes 

majeurs en transplantation. Cette dysfonction chronique du greffon tient à des mécanismes 

immunologiques mais aussi à des mécanismes non immunologiques, indépendants de la 

stimulation allogénique (lésions d’ischémie-reperfusion, hypertension artérielle, 

dyslipidémie, infection à cytomégalovirus, néphrotoxicité des CNI). Ainsi, il apparait à l’heure 

actuelle important d’envisager des stratégies visant à minimiser au maximum les effets 

délétères des immunosuppresseurs. 

 

5) Importance de minimiser les effets secondaires des 

immunosuppresseurs : comment faire ? 

 a) Les protocoles de sevrage des immunosuppresseurs : pas encore 

efficaces 

Considérant l’importance des effets néphrotoxiques des CNI, plusieurs équipes ont tenté de 

mettre en place des protocoles de diminution et/ou d’arrêt de ces traitements en post-

greffe 13-16. Dans une méta-analyse récente, Sawinski et al. ont comparé quatre stratégies 

visant à réduire la toxicité des CNI : 1) la minimisation des CNI, qui consiste à réduire la 

posologie soit rapidement après la greffe, soit après l’apparition d’effets secondaires ; 2) la 

conversion, c’est-à-dire la réduction de la posologie jusqu’au remplacement par un autre 

traitement immunosuppresseurs ; 3) le sevrage progressif des CNI ; 4) le remplacement par 

un autre traitement immédiatement après la greffe. Les auteurs rapportent que seule la 

stratégie visant à minimiser les doses de CNI, tout en associant d’autres classes 
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thérapeutiques, permet d’améliorer la fonction rénale et de réduire les effets secondaires 

des CNI 17. Cependant, cette méta-analyse repose sur des études comportant des stratégies 

thérapeutiques basées sur la ciclosporine, malgré le fait que la plupart des équipes 

préconisent d’utiliser en première intention le tacrolimus comme inhibiteur de calcineurine 

(Organ Procurement and Transplantation Network, Annual Report 18). Il est donc nécessaire 

de poursuivre les études pour clarifier les avantages de ces stratégies. D’autres médicaments 

comme le Belatacept, qui possède un mode d’action différent des CNI, pourrait apporter une 

alternative intéressante pour minimiser les effets secondaires des CNI. Vincenti et al. ont 

ainsi démontré que les patients traités par Belatacept avaient une meilleur survie et une 

meilleur fonction de leur greffon à 7 ans post-transplantation comparés à ceux traités par 

ciclosporine 19.  

 

 b) Les protocoles de tolérance induite en transplantation rénale : 

faisables mais non applicables en routine 

Ces protocoles d’induction de tolérance se basent sur l’association d’une greffe rénale et 

d’une greffe de cellules hématopoïétiques provenant d’un même donneur, afin d’obtenir un 

chimérisme, c’est-à-dire une coexistence des cellules du patient avec le greffon du donneur. 

Plusieurs équipes travaillent sur ces protocoles qui sont résumés dans le tableau 1 : les 

groupes de Stanford 20-24, Northwestern 25-27 et Massachusetts 28-30. Bien que prometteurs, 

ces protocoles d’induction de tolérance comportent des risques et ne sont pas encore 

applicables en routine. 
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Tableau 1: Différents protocoles d’induction de tolérance en transplantation rénale 

 

 c) La tolérance spontanée ou « opérationnelle » rénale : une piste à 

creuser 

Dans de rare cas, certains patients transplantés rénaux conservent une fonction correcte de 

leur greffon pendant plusieurs années et ce, en l’absence de traitement 

immunosuppresseurs. On parle alors de tolérance opérationnelle, définie par des critères 

fonctionnels : créatinémie inférieure à 150 µmol/L et protéinurie < 1g/jour en l’absence 

d’immunosuppresseurs pendant plus d’un an 31. A ce jour, moins d’une centaine de patients 

ont pu être recensés comme étant tolérant après une greffe rénale 31-35. D’après une étude 

européenne incluant une soixantaine de patients tolérants (TOL), l’incidence cumulée est 
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estimée à 3 cas pour 10 000 transplantés rénaux 35. Ces patients ont arrêté leur traitement 

immunosuppresseurs soit par non-observance dans la grande majorité des cas, soit au 

décours d’une complication grave des immunosuppresseurs (e.g. syndrome 

lymphoprolifératif post-greffe). Peu de différences cliniques et démographiques au moment 

de la greffe sont observées entre les patients TOL et les patients sous immunosuppresseurs. 

Seul le traitement d’induction a été mis en évidence dans l’étude descriptive de Brouard et 

al., avec une proportion plus faible de patients TOL ayant reçu un traitement d’induction au 

moment de la greffe comparée à celle observée chez les patients avec une fonction stable 

sous immunosuppresseurs (STA) 32. Il est intéressant de noter que la durée de tolérance est 

extrêmement variable, allant de quelques années à plus de 20 ans 32,35. Pendant cette 

période, les patients TOL ne présentent pas plus d’infections opportunistes et ont une 

réponse immune adaptée après une vaccination anti-grippale 31,36. Cette absence de déficit 

immunitaire global traduit un phénomène tolérogène probablement actif et spécifique. 

Cependant, il semble que l’immunisation en post-greffe par les anticorps DSA soit moindre 

chez les TOL comparée à celle observée chez les patients STA 32. 

L’existence de ces rares patients TOL a incité certaines équipes à étudier les mécanismes 

cellulaires et moléculaires impliqués dans ce « paradoxe » immunologique. De plus, cette 

population apparait comme une population de choix pour l’identification de biomarqueurs 

de la survie du greffon 33,34,37,38, ce qui pourrait permettre par exemple de mieux cibler les 

patients dans le cadre de protocole de sevrage des immunosuppresseurs 39.  
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6) Mécanismes immunologiques impliqués dans la tolérance 

opérationnelle : un rôle pour les lymphocytes B ? 

Les premiers travaux réalisés ont consisté à caractériser les différents compartiments 

cellulaires dans le sang des patients TOL 40,41. Dans l’étude de Louis et al. en 2006, les 

patients TOL présentaient plus de LB dans le sang que les autres patients transplantés 41. 

Cette observation a été renforcée par une analyse transcriptomique réalisée à partir de 

cellules mononuclées sanguines qui a mis en évidence une signature de 49 gènes fortement 

associée à l’état de tolérance opérationnelle, dont 7 étaient directement liés aux LB 37. 

Plusieurs travaux ont confirmés par la suite l’augmentation du nombre de LB chez les 

patients TOL, avec notamment la présence de LB régulateurs exprimant des molécules pro-

tolérogènes (IL-10, TGF-β, granzyme B) 33,34,42-45. Aussi, il a été décrit récemment chez les 

patients TOL un défaut de différenciation des LB en plasmocytes 44. Dans cette étude, les 

auteurs ont rapporté une diminution du nombre de plasmocytes sanguins chez les TOL 

comparés aux patients STA. Aussi, grâce à un modèle de différenciation in vitro des LB, ils 

ont pu mettre en évidence une down-régulation de certains gènes impliqués dans la 

différenciation tardive des LB chez les TOL et une capacité des plasmocytes des TOL à rentrer 

plus vite et plus fortement en apoptose. Nous avons également évoqué précédemment que 

l’immunisation post-greffe par les DSA, qui sont produit par les plasmocytes, semble moins 

importante chez les patients TOL 32. 

Ainsi, nous nous sommes intéressés de plus près aux lymphocytes T folliculaires helper (TFH) 

chez les patients TOL, connus comme étant des cellules indispensables à la différenciation 

des LB en plasmocytes sécréteurs d’anticorps. 
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7) Les lymphocytes T folliculaires helper (TFH) 

 a) Origine et différenciation des TFH 

Les TFH ont été décrit initialement dans les amygdales, avec la mise en évidence d’une 

population de LT CD4+ exprimant fortement le récepteur de chimiokine CXCR5 46,47. La 

différenciation de certains LT CD4+ naïfs en TFH est un processus complexe qui présente des 

différences notables entre l’Homme et les modèles murins 48.  

Au cours d’une réponse immune, les cellules dendritiques présentatrices d’antigènes vont 

pouvoir rencontrer des LT CD4+ naïfs dans la zone T des organes lymphoïdes. Cette 

interaction induit une augmentation d’expression du récepteur CXCR5 et une diminution 

d’expression du récepteur CCR7 sur les LT CD4+, qui reconnaissent respectivement la 

chimiokine CXCL13 et les chimiokines CCL19 et CCL20. Ces gradients de chimiokines 

permettent aux LT CD4+ de migrer vers la zone T-B des organes lymphoïdes, devenant ainsi 

des pré-TFH. Le facteur de transcription Bcl-6 est indispensable dans cette première étape 

de différenciation des LT CD4+ 49-51, mais d’autres semblent nécessaires, tels que Maf, IRF4, 

AP-1, Batf, STAT3, STAT4 et Ascl2 48. Aussi, le microenvironnement est capital pour la 

différenciation en TFH, avec plusieurs cytokines impliquées chez l’Homme comme l’IL-21, le 

TGF-β, l’IL-12 et l’IL-23 48,52 (Figure 4). 
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Figure 4: Différentes voies de différenciation des LT CD4+ naïfs.  

Après le premier contact antigénique via la cellule dendritique et selon le 

microenvironnement cytokinique, les LT CD4+ naïfs peuvent se différencier en plusieurs 

lymphocytes T auxiliaires caractérisés par leur facteur de transcription et leur production de 

cytokines. Adapté de 48.  

 

 b) Fonction « B helper » des TFH  

Les pré-TFH peuvent interagir avec les LB au niveau de la frontière T-B des organes 

lymphoïdes. Certains pré-TFH aident les LB à se différencier en plasmocytes de courte durée 

de vie produisant la première vague d’anticorps spécifiques, d’autres en revanche migrent 

dans la zone B du follicule pour former le centre germinatif, devenant à ce moment des TFH. 

Les TFH sont donc indispensables pour la formation des centres germinatifs des organes 

lymphoïdes. C’est à ce niveau que se produit les processus de maturation d’affinité, de 
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commutation de classe, de différenciation des LB en plasmocytes de longue durée de vie ou 

LB mémoires, permettant le développement d’une mémoire immunologique 53.  

Cette coopération TFH-LB est dépendante des molécules CD40L, ICOS, PD-1, SLAMF (CD84) 

présentes à la surface des TFH, qui jouent un rôle clé dans la réponse immune comme nous 

pourrons le voir plus en détail en pathologie humaine. Enfin, cette interaction TFH-LB dans le 

centre germinatif induit la sécrétion d’IL-21 par les TFH qui est une cytokine indispensable 

pour la prolifération, la survie et la différenciation des LB 54 (Figure 5). En résumé, les TFH 

sont caractérisés par une expression forte de molécules incluant l’IL-21, CXCL13, CXCR5, 

CD40L, ICOS, SLAMF, IL-4, associées à des molécules inhibitrices limitant leur prolifération 

excessive (PD-1, BTLA).  

 

 

Figure 5: Coopération TFH-B permettant la différenciation des LB. D’après 55 
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 c) Mécanisme de régulation dans les centres germinatifs : rôle des LT 

folliculaires régulateurs (TFR) 

La régulation dans le centre germinatif est primordiale pour éviter la production anarchique 

d’auto-anticorps et le développement de maladies auto-immunes ou de lymphoprolifération 

B excessive. Outre l’importance du microenvironnement cytokinique et des molécules 

inhibitrices telles que PD-1 ou BTLA, une nouvelle population de LT régulateurs a été 

découverte récemment : les LT folliculaires régulateurs (TFR) 56. Tout comme les TFH, les TFR 

expriment CXCR5, ICOS, PD-1, ainsi que le facteur de transcription Bcl-6 ; mais, 

contrairement aux TFH, ils expriment aussi FoxP3 et Blimp-1. Les TFR peuvent migrer dans le 

centre germinatif et inhiber l’activation des LB médiée par les TFH et la production 

d’anticorps. La fonction suppressive des TFR dans les centres germinatifs est bien détaillée 

dans une revue récente de Sage et al. 57. 

 

 d) TFH circulants 

Après avoir interagit avec les LB, les TFH peuvent sortir du centre germinatif des organes 

lymphoïdes secondaires pour devenir des TFH circulants (TFHc). Ces TFHc, considérés 

comme des cellules mémoires quiescentes, expriment de la même façon le CXCR5, sécrètent 

de l’IL-21 et sont capables d’induire la différenciation des LB in vitro. Cependant, 

contrairement aux TFH du centre germinatif, les TFHc n’expriment pas le facteur de 

transcription Bcl-6 et ont une expression moindre d’ICOS et de PD-1 58,59. Chez l’individu sain, 

les TFHc représentent environ 15 à 25% des LT CD4+, avec différents sous-populations 

définies par le niveau d’expression de certaines molécules, ICOS, CXCR3, CCR6, PD-1 et CCR7 
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52. Dans une étude publiée en 2012, Morita et al. ont défini parmi les TFHc les TFH1 (CXCR3+ 

CCR6-), les TFH2 (CXCR3- CCR6-) et les TFH17 (CXCR3- CCR6+), qui se distinguent par leur 

phénotype (CXCR3 et CCR6), leurs facteurs de transcription, leur sécrétion cytokinique, et 

aussi par leur capacité à induire la différenciation des LB in vitro (TFH2, TFH17 >> TFH1) 59. 

Aussi, deux ans plus tard, Locci et al. ont décrit chez des individus sains une sous-population 

de TFHc possédant des caractéristiques cytokiniques, transcriptomiques et fonctionnelles 

très similaires à celles des TFH du centre germinatif 60.  

 

 e) Rôle des TFH en pathologie humaine 

L’accès aux organes lymphoïdes reste limité en pathologie humaine. L’identification des 

TFHc, qui possèdent des caractéristiques fonctionnelles identiques aux TFH du centre 

germinatif, a permis d’approfondir le rôle de ces cellules dans différentes pathologies. 

 

 Déficits immunitaires primitifs 

Des mutations concernant des gènes impliqués dans la différenciation des TFH ou dans la 

coopération TFH-B peuvent être à l’origine de déficits immunitaires responsables 

d’infections opportunistes graves chez les patients. On peut citer 3 exemples de déficits 

immunitaires : le premier est le déficit immunitaire commun variable (DICV) qui regroupe 

plusieurs maladies caractérisées par une hypogammaglobulinémie et un déficit de 

production d'anticorps spécifiques après immunisation, provoquant des infections 

bactériennes récidivantes. Même si le gène en cause n’est pas toujours retrouvé, il a été 

décrit des mutations codant pour ICOS chez certains patients avec ce déficit immunitaire, qui 
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présentent dans ces cas-là une diminution notable des TFHc 61,62. Le deuxième déficit est le 

syndrome lymphoprolifératif lié à l’X (ou syndrome de Purtillio). Ce déficit est lié à une 

mutation du gène SH2D1A, qui code pour la protéine SAP dont la fonction première est de 

réguler l’interaction TFH-B. Dans ce cas, la réponse humorale T-dépendante est altérée avec 

une diminution des LB mémoires, un défaut de formation des centres germinatifs et une 

hypogammaglobulinémie. Même si les patients ont un taux normal de TFHc, leur fonction 

est altérée in vitro avec un défaut de production d’Ig par les LB 63. Enfin, il existe un déficit 

immunitaire secondaire à une mutation du gène codant pour la protéine CD40L appelé 

syndrome d’hyperIgM lié à l’X 64. Les patients porteurs de cette mutation ne produisent pas 

d’immunoglobulines G, A et E, mais ont en revanche un taux normal ou élevé d’IgM, ce qui 

traduit l’importance de l’interaction CD40-CD40L pour le switch isotopique des LB. D’autre 

part, le taux de TFHc est considérablement effondré chez ces patients 61. 

 

 Infection par le VIH 

Les TFH jouent un rôle dans la réponse humorale T-dépendante avec la production 

d’anticorps spécifiques neutralisant anti-VIH. Les patients infectés ont plus de TFH dans les 

ganglions que les patients non infectés, ce qui peut être expliqué par une stimulation 

permanente par le virus du VIH. En revanche, leurs TFH présentent un défaut fonctionnel in 

vitro avec une diminution de la sécrétion d’Ig par les LB en coculture. Ce défaut fonctionnel 

est secondaire à une surexpression de PDL1 sur les LB des centres germinatifs, qui inhibe la 

fonction TFH via l’interaction PD-1-PDL1 65. Par ailleurs, il a été démontré que le taux de 

TFHc CD4+ CXCR5+ CXCR3- PD-1+, définis comme étant très fonctionnels, est positivement 

corrélé à l’apparition des anticorps spécifiques neutralisant anti-VIH 60. 
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 Maladies auto-immunes 

De façon générale, la fréquence des TFHc est augmentée chez les patients atteints de 

maladies auto-immunes (lupus, polyarthrite rhumatoïde, dermatomyosite, myasthénie, 

thyroïdite, Goujerot-Sjögren, …). De nombreuses équipes ont également retrouvé une 

corrélation entre la fréquence des TFHc et le taux d’auto-anticorps et l’activité et/ou la 

sévérité de la maladie. Aussi, l’homéostasie entre les différentes populations de TFHc (TFH1, 

TFH2 et TFH17) semble altérée chez les patients ayant une maladie auto-immune 66. 

 

 Cancers 

Les TFH ont été décrit dans plusieurs types de cancers, avec un rôle délétère, ou au contraire 

un rôle protecteur. Dans le lymphome T angio-immunoblastique, les TFH sont à l’origine d’un 

envahissement cellulaire malin ganglionnaire et médullaire notamment, avec un pronostic 

très sombre malgré des traitements agressifs 67. A l’inverse, dans les cancers du sein, les TFH 

présents dans l’infiltrat inflammatoire semblent avoir un rôle protecteur en attirant des 

cellules ayant une fonction anti-tumorale 68. 

 

 f) TFH et pathologie : qu’en est-il en transplantation ? 

La littérature en transplantation reste moins fournie (Tableau 2). Les principaux travaux 

réalisés chez l’animal ont pour but d’étudier différentes stratégies thérapeutiques anti-rejet 

et suggèrent un effet bénéfique du blocage de la différenciation des TFH dans la prévention 

du rejet 69-73. Chez l’Homme, l’implication des TFH reste extrêmement peu étudiée puisque 
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seules 2 études ont été réalisées à notre connaissance en transplantation rénale 74,75. De 

Graav et al. ont montré que le nombre et la fonction des TFHc étaient conservés après une 

greffe rénale, que les patients avec des DSA préexistants à la greffe avaient plus de TFHc que 

les patients sans DSA préexistants, et aussi que les TFHc étaient présents dans des structures 

pseudo-folliculaires du greffon en cas de rejet aigu cellulaire 75. Concernant l’étude de Shi et 

al., les auteurs ont mis en évidence une augmentation du taux de TFHc chez des patients 

avec un rejet humoral comparés à des patients transplantés stables, possiblement en lien 

avec une diminution d’expression de PD-1 74. 
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Tableau 2: Principales études concernant les TFHc en transplantation chez l’animal et chez 

l’Homme. 
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PARTIE 1 

1) Objectifs et présentation du travail 

Comme énoncé dans l’introduction, l’étude de Chesneau et al. publiée en 2013 a été le point 

de départ de notre travail. Dans cette étude, les auteurs ont rapportés un défaut de 

différenciation in vitro des LB chez les patients TOL comparés aux patients ayant une 

fonction stable de leur greffon sous immunosuppresseurs 44. Connaissant le rôle primordial 

des TFH dans la différenciation des LB, nous avons émis l’hypothèse que le défaut de 

différenciation des LB observé chez les patients TOL pouvait être en lien avec un défaut 

quantitatif et/ou qualitatif de leurs TFHc. Ainsi, notre objectif était de caractériser les TFHc 

chez les patients TOL afin de mettre en évidence d’éventuelles altérations phénotypiques 

et/ou fonctionnelles responsables du défaut de différenciation des LB. 

Nous avons utilisé la cohorte de patients tolérants recensés dans plusieurs centres en 

Europe qui sont suivis en consultation de façon occasionnelle par les équipes de 

transplantation. Etant donné que nous voulions réaliser des tests fonctionnels, nous avons 

sélectionné les patients pour lesquels nous pouvions avoir du matériel issu de sang fais, ce 

qui entrainait une contrainte importante puisque nous n’avons pu recueillir le matériel de 

seulement 8 patients TOL sur la période de l’étude. Dans le même temps, nous avons 

obtenus des prélèvements de sang frais de patients transplantés STA suivis en consultation 

au CHU de Nantes.  

Nous avons d’abord caractérisé les TFHc en réalisant un phénotype complet des sous-

populations décrites dans la littérature, en réalisant une analyse du transcriptome des TFHc 
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purifiés, et en réalisant une analyse de leur répertoire TCR. Nous avons par la suite utilisé un 

modèle de coculture avec les LB pour étudier la fonction de ces TFHc chez les patients TOL, 

notamment en mesurant la production d’immunoglobulines sécrétée par les LB. 
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2) Article 1 : en cours de révision dans American Journal of 

Transplantation  

Résumé 

La tolérance opérationnelle est définie par l’acceptation d’un greffon sans 

immunosuppresseurs chez un sujet immunocompétent. Il a été démontré in vitro un défaut 

de différenciation des LB en plasmocytes sécréteurs d’anticorps chez les patients TOL. 

Connaissant le rôle des TFH dans la différenciation des LB, nous avons analysé cette 

population cellulaire sanguine chez des patients TOL et des patients STA. Nous avons 

observé dans un premier temps une diminution du taux de TFHc chez les TOL, incluant des 

sous-populations actives et fonctionnelles, associée à une signature transcriptomique TFHc 

moins marquée. Aussi, les TFHc des patients TOL présentent un défaut fonctionnel, qui se 

traduit par une diminution de la sécrétion d’IgG par les LB autologues en coculture associé à 

une sécrétion plus faible d’IL-21. Nous suggérons que ce défaut quantitatif et qualitatif des 

TFHc soit associé à la faible incidence d’immunisation post-greffe par des DSA, responsable 

d’un environnement pro-tolérogène. Enfin, l’augmentation du taux de TFHc à 1 an post-

greffe chez des patients STA est associée à l’apparition d’anticorps DSA, suggérant un rôle 

prédictif des TFHc dans l’apparition des DSA. 
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3) Discussion 

Cette étude a permis de mettre en évidence un défaut quantitatif et qualitatif des TFHc chez 

les patients TOL comparés aux patients STA, qui pourrait être à l’origine du défaut de 

différenciation des LB de ces mêmes patients décrit dans l’étude de Chesneau et al. 44. A 

notre connaissance, aucune autre équipe ne s’était intéressée aux TFHc chez les patients 

opérationnellement tolérants. Pour cette étude, nous avons comparé les TOL uniquement à 

des patients ayant une fonction stable sous immunosuppresseurs. Ce choix du groupe 

contrôle s’est basé sur le fait que les STA représentent une population d’intérêt dans la 

perspective d’une potentielle stratégie de minimisation des immunosuppresseurs, 

contrairement aux patients avec un rejet aigu ou chronique qui nécessitent au contraire une 

majoration de leurs traitements immunosuppresseurs. Nous avons également étudié un 

groupe d’individus sains sans immunosuppresseurs, puisque plusieurs études ont montré 

que les patients TOL présentent des similitudes avec les volontaires sains 33,34,42,43,76. Deux 

notions importantes sont à mettre en avant dans cette première partie: le défaut quantitatif 

et qualitatif des TFHc chez les patients TOL, avec une potentielle implication dans la balance 

tolérogène, et le rôle prédictif des TFHc dans l’immunisation post-greffe. 

 

 a) Défaut quantitatif et qualitatif des TFHc chez les patients tolérants 

Nous avons observé dans un premier temps une réduction du taux de TFHc chez les TOL 

comparés aux patients STA, avec une diminution des TFHc exprimant les marqueurs ICOS et 

PD-1 qui sont définis comme une sous-population de TFH activés 52,59,60, mais aussi une 

diminution des TFHc CXCR3- PD-1+. Cette sous-population CXCR3- PD-1+ possède le même 
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profil phénotypique et fonctionnel que les TFH du centre germinatif, et est décrite comme 

étant la population de TFHc la plus fonctionnelle 60. L’analyse transcriptomique réalisée va 

dans le même sens que cette analyse phénotypique puisque nous observons une signature 

TFH moins marquée chez les TOL, en accord avec la diminution du taux de TFHc. Pour définir 

la signature TFH, nous avons utilisé la liste des 100 gènes les plus différentiellement 

exprimés entre les TFHc et les non TFH chez des volontaires sains publiée par Locci et al. 60.  

De façon intéressante, le défaut quantitatif des TFHc chez les TOL est également associé à un 

défaut fonctionnel in vitro. Pour tester la fonction des TFHc, nous avons tout d’abord 

regardé la polarisation des TFHc. Morita et al. ont décrit des TFHc type TH1, TH2 et TH17 

selon leur expression de CXCR3 et CCR6, leur expression de facteurs de transcription et leur 

sécrétion cytokinique après stimulation polyclonale. Ainsi, les TFHc type TH2 (CXCR3- CCR6-) 

et TH17 (CXCR3- CCR6+) ont une capacité plus importante à induire la différenciation des LB 

in vitro que les TFHc type TFH1 59. Dans notre étude, nous n’avons pas pu réaliser 

l’immunomarquage avec l’anticorps anti-CCR6 pour des raisons techniques. Aussi, 

l’expression des gènes codant pour les facteurs de transcription correspondant aux 

différentes sous-populations TH1, TH2 et TH17 (Tbet, GATA3 et RORγt respectivement) n’est 

pas différente dans les TFHc des TOL comparés aux STA. Nous avons également réalisé une 

analyse type GSEA (Gene Set Enrichment Analysis) qui permet d’interpréter les résultats 

d'analyse différentielle à l'aide de différentes sources d'informations biologiques 77. Cette 

analyse a mis en évidence un profil TH2 des TFHc des TOL, ce qui a été confirmé par une 

sécrétion de cytokines TH2 (IL-4, IL-5 et IL-13) plus importante chez les TOL après une 

stimulation polyclonale par PMA/ionomycine (résultat non présenté). Ainsi, nous pouvons 

conclure que les TFHc des TOL ont un profil TH2 et sont donc fonctionnelles 
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intrinsèquement. Nous avons poursuivi notre analyse fonctionnelle des TFHc en utilisant un 

modèle de coculture TFHc/LB bien défini dans la littérature, avec une activation par un 

superantigène staphylococcique SEB (endotoxin-reduced Staphylococcal Enterotoxin B) qui 

permet de mettre en contact le CMH du LB avec le TCR des TFHc 59,60. Nous avons observé 

chez les TOL une diminution de la sécrétion d’immunoglobulines G (IgG) par les LB en 

coculture avec les TFHc, suggérant un défaut fonctionnel des TFHc en présence des LB. Il est 

clairement établi chez l’animal que le développement et le maintien des TFH sont 

dépendants d’une interaction avec les LB 73,78. En revanche, cette interaction est moins bien 

connue chez l’Homme. Chavele et al. ont récemment décrit un effet des plasmablastes sur la 

différenciation des TFH, avec un mécanisme dépendant de l’IL-6 79. Cependant, nos résultats 

ne vont pas dans ce sens étant donné l’absence de différence retrouvée dans nos cocultures 

en terme de nombre de plasmablastes et de sécrétion d’IL-6 (résultats non présentés).  

Ce défaut fonctionnel est associé à une sécrétion moindre d’IL-21 par les TFHc, qui est une 

cytokine indispensable pour la prolifération, la survie et la différenciation des LB 54. Ce 

résultat corrobore les études rapportant un défaut de production d’Ig par les LB en coculture 

avec les TFHc après blocage de l’IL-21 59,75. De façon intéressante, les TFHc des patients TOL 

secrètent l’IL-21 de façon similaire aux TFHc des STA après une stimulation polyclonale par 

PMA/ionomycine en l’absence d’interaction avec les LB (résultat non présenté), ce qui 

suggère un possible mécanisme d’anergie des TFHc en présence des LB autologues. L’anergie 

correspond à une inactivation fonctionnelle des LT les rendant incapables d’induire une 

réponse immune après contact avec un antigène. Dans un modèle d’induction de tolérance 

chez des patients recevant une greffe rénale combinée à une greffe de moelle osseuse, les 

auteurs ont décrit une absence complète de réponse anti-donneur spécifique à 3 ans et ont 
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suggéré que le maintien de la tolérance était secondaire à un mécanisme d’anergie des LT 80. 

D’autres explorations sont néanmoins nécessaires pour mieux appréhender ce mécanisme 

spécifiquement dans les TFH. Aussi, la sécrétion moindre d’IL-21 par les TFHc des TOL 

renforce l’intérêt potentiel du blocage de l’IL-21 en transplantation. Plusieurs études se sont 

intéressées à l’efficacité du blocage de l’IL-21 dans les maladies auto-immunes 81, mais le 

rôle de ce blocage en transplantation reste à élucider 82,83. Petrelli et al. ont démontré dans 

un modèle murin de greffe d’ilots pancréatiques que le traitement associant CTLA4-Ig et 

l’anticorps anti-IL-21 aboutissait à un état de tolérance stable du greffon 84. 

Afin d’approfondir la caractérisation des TFHc chez les TOL, nous avons analysé leur 

répertoire du TCR. L’analyse du répertoire TCR apporte des informations importantes sur les 

mécanismes de la réponse immune et possède de nombreuses implications en 

transplantation 85. Une altération du répertoire TCR a ainsi été démontrée chez des patients 

avec un rejet humoral, ce qui était de façon intéressante corrélée aux lésions histologiques 

du greffon 86. A l’inverse, les LT des patients TOL présentent un répertoire TCR Vβ polyclonal 

86, ce qui va dans le sens de nos résultats obtenus sur une sous-population effectrice de LT. 

D’autre part, cette méthode d’analyse du répertoire TCR a été utilisée pour détecter les 

clones de LT allo-réactifs dans un modèle de tolérance induite chez l’Homme. Les auteurs 

ont observé une diminution des clones LT allo-réactifs en post-greffe chez les patients 

tolérants, alors qu’aucune diminution n’était observée chez les patients non-tolérants. Ainsi, 

l’identification avant la greffe de clones LT allo-réactifs présente un intérêt pour détecter 

une réponse allo-immune en post-greffe 87. Cependant, concernant les patients 

opérationnellement tolérants, la spécificité allogénique reste difficile à étudier étant donné 

l’absence de cellules du donneur disponibles. 
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Une des limites de ce travail concerne la différence de temps post-transplantation entre les 

TOL et les STA (20.7 vs 6.8 ans), qui pourrait potentiellement biaiser le taux de TFHc. 

Cependant, nous n’avons pas mis en évidence de corrélation entre le temps post-greffe et le 

taux de TFHc dans notre étude. Aussi, en utilisant une cohorte indépendante issue de la base 

de données DIVAT, nous n’avons pas observé de différence en terme de pourcentage de 

TFHc chez des patients STA avec un temps post-transplantation de 5 ans vs 15 ans (résultat 

non présenté). Ces résultats sont d’ailleurs en accord avec une étude portant sur les Treg 

chez les TOL qui ne retrouvait la non plus aucune association entre le temps post-

transplantation et le taux de Treg 88. 

 

 b) Rôle des TFHc dans le processus de tolérance opérationnelle : une 

autre pierre à l’édifice dans la balance tolérogène 

Nous suggérons ici que le maintien du processus de tolérance opérationnelle est un 

mécanisme actif qui met en jeu différentes populations cellulaires et où la balance pro-

tolérogène en faveur de populations régulatrices et au détriment de populations effectrices 

pourrait jouer un rôle. Ainsi, on observe chez les patients TOL d’un côté un défaut quantitatif 

et fonctionnel de la population effectrice T CD8+ CD28- cytotoxique 76 associé à une 

diminution du taux de plasmocytes effecteurs capable de sécréter des anticorps 

potentiellement délétères 44 ; et d’un autre côté, on observe une augmentation du taux de 

LB régulateurs (LB reg) 45 et LT régulateurs (LT reg) 41,88. La balance LB reg/LB effecteurs 

semble d’ailleurs capitale dans le mécanisme de tolérance, et est bien détaillée dans une 

revue publiée par Coelho et al. 89. Concernant le compartiment des LT CD4+, le défaut des 
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TFHc observé dans ce travail pourrait s’intégrer dans une balance tolérogène, étant donnée 

l’augmentation des LT reg observée chez ces même patients tolérants 88. Il est à l’heure 

actuelle difficile de savoir si la balance tolérogène est une cause ou un effet de la tolérance 

opérationnelle. Il s’agit en tout cas d’un équilibre fragile, pouvant être rompu à tout 

moment, comme le témoigne le nombre non négligeable de patients TOL qui dégradent leur 

fonction rénale 32,35. Il est à l’heure actuelle capitale de prendre en compte cette 

homéostasie cellulaire dans les traitements immunosuppresseurs utilisés. En effet, alors que 

les traitements conventionnels ciblent de façon non spécifique les LT effecteurs et les LT reg, 

de nouvelles stratégies visant à préserver les LT reg ouvriraient de nouvelles perspectives 

dans le domaine de la transplantation 90. Enfin, il est évident que des études fonctionnelles 

sont primordiales pour définir précisément le rôle de chacune de ces populations dans la 

balance tolérogène.   

 

 c) Les TFHc : rôle prédictif dans l’apparition des DSA ? 

L’impact délétère des DSA sur la fonction du greffon est clairement démontré depuis 

plusieurs années en transplantation rénale, que ce soit pour des DSA présents avant la greffe 

91,92, ou apparus en post-greffe 93-98. Près d’un quart des patients transplantés vont 

développer des DSA dans les 10 post-greffe 99. Ces observations justifient une technique de 

détection hautement sensible et spécifique, avec à l’heure actuelle la technique Luminex 

Haute Définition qui est la technique de référence largement répandue dans tous les 

laboratoires d’histocompatibilité modernes. Plus récemment, certaines équipes se sont 

intéressées  aux DSA qui fixent le complément C1q, et donc qui ont une action cytotoxique 

100. Loupy et al. ont rapporté dans une large cohorte de 1016 patients, que ceux avec des 
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DSA fixant le C1q dans la première année post-transplantation avaient une moins bonne 

survie du greffon à 5 ans et un taux de rejet humoral plus élevé comparés aux patients sans 

DSA 101. 

Par ailleurs, Wiebe et al. ont proposé un modèle d’histoire naturelle des DSA avec 

initialement des événements inflammatoires secondaires à la transplantation, puis 

l’apparition des DSA sans lésions histologiques, puis le stade infra-clinique avec des lésions 

de la microcirculation, et enfin un retentissement clinique avec une dysfonction du greffon 93 

(Figure 6). Concernant la période précédant l’apparition des DSA, il a été suggéré que des 

évènements inflammatoires tels que des épisodes de rejet ou des infections induisaient une 

production d’IFN-γ, responsable d’une surexpression d’HLA sur les cellules endothéliales et 

d’une stimulation de la reconnaissance par les LB avec la formation de plasmocytes 

sécréteurs de DSA 93,102,103.  
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Figure 6: Histoire naturelle de l’apparition des DSA de novo aboutissant à la perte du 

greffon. 

DSA: anticorps anti-HLA spécifiques contre le donneur. IFTA : interstitial fibrosis and tubular 

atropy. TG : transplant glomerulopathy. Adapté selon 93 

 

Concernant les patients TOL, nous avons mis à jour l’étude descriptive de 2012 32, en 

focalisant sur les DSA et sur la survie du greffon. Seuls 5 TOL sur 27 (19%) ont développé des 

DSA dans un délai médian post-greffe de 15 ans, et 1 seul dans les 10 premières années 

post-greffe. A notre connaissance, nous sommes les premiers à avoir mis en évidence un 

impact délétère des DSA sur la survie du greffon chez les patients TOL. Nous suggérons donc 

un lien entre le défaut quantitatif et qualitatif des TFHc et la faible incidence d’immunisation 

post-greffe retrouvée chez les TOL. Ce lien est cependant difficile à confirmer du fait du 

nombre très limité de patients TOL avec des DSA. C’est pour cette raison que nous avons 

étudié cette question sur une cohorte de patients STA immunisés et non immunisés. Notre 

hypothèse était que si la diminution des TFHc était associée à une faible incidence 
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d’immunisation post-greffe, alors à l’inverse, une augmentation des TFHc (activés par les 

évènements inflammatoires décrits ci-dessus ?) pourrait être associée à l’apparition des DSA. 

Nous avons ainsi observé une augmentation du taux de TFHc à 1 an post-greffe chez les 

patients qui vont développer ultérieurement des DSA, suggérant une potentielle implication 

des TFHc dans l’immunisation post-greffe. 

Cependant, il convient de rappeler que le rejet humoral chronique est un processus continu 

et dynamique. Il existe ainsi une fluctuation du taux de DSA dans le temps, qui s’accompagne 

d’une détection fluctuante du C4d et du score de glomérulite et/ou capillarite entre 

différentes biopsies successives 98. Même si les TFHc pourraient intervenir à un stade plus 

précoce, il est indispensable de pouvoir monitorer de façon plus étroite la cinétique du taux 

de TFHc à différents temps post-transplantation afin d’ajuster avec un modèle utilisant une 

covariable temps-dépendant. Cette démarche a d’ailleurs été utilisée de façon intéressante 

par Shabir et al. qui ont mis en évidence un rôle protecteur des LB transitionnels dans 

l’apparition du rejet aigu en utilisant un modèle ajusté avec une covariable temps-

dépendant 104. 
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4) Perspectives 

Ce travail concernant l’analyse des TFHc chez les patients opérationnellement tolérants 

constitue une avancée dans la compréhension des mécanismes de tolérance. Plusieurs 

perspectives de travail débouchent de cette analyse. 

 

 a) Analyser l’interaction entre les différentes populations cellulaires  

La mise en évidence d’un défaut des TFHc chez les TOL pose la question de l’interaction 

entre les différents types cellulaires. Certaines études suggèrent par exemple une 

coopération étroite entre LB reg et LT reg 105, entre LB reg et TFH 73, ou encore ente LT reg et 

TFH 106, permettant de réguler les réponses immunes. Mais cette coopération chez les 

patients TOL n’a pour le moment jamais été décrite. En utilisant des modèles de coculture in 

vitro avec ces 3 populations cellulaires, nous analyserons l’impact d’une des populations sur 

la fonction des 2 autres chez les patients TOL. Aussi, nous réaliserons un modèle in vitro 

d’induction des TFHc en présence ou non de LB reg et/ou LT reg, et enfin nous étudierons 

l’impact de la déplétion des TFHc in vitro sur la fonction régulatrice des LB (sécrétion d’IL-10, 

granzyme B, …) et/ou des LT. 

 

 b) Identifier les TFH dans le greffon  

Seule la population TFH circulante est étudiée dans ce travail, ce qui représente une image 

partielle de ce qui se passe notamment dans les ganglions, ou encore dans le greffon. Dans 

l’étude de De Graav et al., les TFH sont retrouvés dans le greffon des patients avec un rejet 
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cellulaire et forment avec les LB une structure pseudo-folliculaire 75. Après avoir mis au point 

le marquage cellulaire permettant de mettre en évidence en immunofluorescence les TFH 

dans les biopsies de patient avec un rejet humoral (Figure 7), nous comparerons les biopsies 

de patient TOL ayant dégradé leur fonction rénal du fait d’un rejet immunologique avec des 

biopsies de TOL dégradant leur fonction sans cause immunologique retrouvée. L’objectif est 

de mettre en évidence la présence de TFH intra-greffon en quantité plus importante chez les 

TOL dégradant leur fonction pour cause immunologique.  

 

 

Figure 7: Mise en évidence des TFH par immunofluorescence dans une biopsie de patient 

transplanté rénal présentant un rejet humoral. 

Les TFH, définis ici par les marquages CD3+ (rouge) et Bcl-6+ (vert), se retrouvent à proximité 

des LB CD20+ (violet). 
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 c) Confirmer le rôle prédictif des TFHc dans l’apparition des DSA  

Bien que très intéressante et originale, notre observation concernant le lien entre 

l’augmentation des TFHc à 1 an de la greffe et l’apparition des DSA est à pondérer du fait du 

nombre limité de patients inclus (60 dont 7 qui ont développé des dnDSA) et de l’absence 

d’ajustement statistique sur des paramètres pouvant influencer ce résultat. Ainsi, notre 

objectif est de confirmer ce résultat sur une cohorte plus importante avec une méthode 

statistique plus robuste. 

Nous avons donc utilisé la base de données DIVAT (Données Informatisées et Validées en 

Transplantation) pour obtenir notre cohorte de patients. Les critères d’inclusion étaient : 

 - greffe rénale réalisée à Nantes ; 

 - pas de DSA retrouvé avant ni pendant la première année de greffe ; 

 - sérum et PBMC disponibles à J0 et 1 an de greffe. 

Nous avons recensé 272 patients, greffés entre mars 2004 et décembre 2011, pour qui nous 

avons obtenus les données démographiques, cliniques et les paramètres de survie (fonction 

du greffon, survie du patient). Parmi ces patients, 63 (23%) ont développé des DSA dans un 

délai moyen de 6 ans post-greffe.  

Pour chaque patient, nous avons déjà réalisé un immuno-phénotypage complet des TFHc et 

des sous-populations TFHc à J0 et 1 an post-greffe à partir de PBMC congelées, et nous 

sommes en attente de l’analyse statistique, réalisée en collaboration avec Matthieu Hanf 

(Chef de projet épidémiologiste, EC-CIC 1413, Nantes). Les objectifs de cette étude sont 

donc : 
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 1) Rechercher les facteurs démographiques, cliniques et biologiques associés au 

risque d’immunisation post-greffe en se basant sur une analyse multivariée ; 

 2) Identifier une valeur seuil de TFHc capable de prédire l’apparition des DSA en 

utilisant une courbe ROC (receiver-operating characteristic curve) ; 

 3) Etablir un score clinico-biologique prédictif de l’apparition des DSA en post-greffe ; 

 4) Analyser l’association entre l’immunisation post-greffe et la fonction (rejet 

humoral, survie du patient). 

 

Ainsi, nous espérons confirmer le rôle prédictif des TFHc dans l’apparition des DSA dans une 

plus large cohorte de patients, ce qui représenterait une donnée capitale en transplantation 

rénale. Cette observation pourrait permettre d’utiliser les TFHc comme biomarqueurs de 

l’apparition des DSA, et donc de mieux cibler les patients à risque de rejet humoral.  
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PARTIE 2 

1) Objectifs et présentation du travail 

Après avoir mis en évidence la présence de TFHc avec un profil particulier chez les patients 

TOL, la deuxième partie de cette thèse a consisté à étudier les interactions potentielles entre 

les TFHc et les LB chez ces patients. Nous avons réalisé une analyse transcriptomique des 

TFHc chez les patients TOL par séquençage à haut débit de l’ARN (RNA sequencing ou RNA-

Seq) et les avons comparés aux patients STA et aux individus sains. Une partie de cette 

analyse a permis de mieux caractériser les TFHc des TOL et a été détaillée dans l’article 

exposée dans la première partie de la thèse. Dans cette deuxième partie, nous avons 

cherché à identifier des gènes différentiellement exprimés par les TFHc des patients TOL 

comparés aux TFHc des patients transplantés STA ou des volontaires sains, afin de mettre en 

évidence des molécules exprimées par les TFHc potentiellement intéressantes dans 

l’interaction avec les LB et qui pourraient être impliquées dans mes mécanismes de 

tolérance en transplantation. 
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2) Méthodes 

 a) RNA-Seq 

L’isolement des TFHc ainsi que l’extraction de l’ARN ont été détaillés dans l’article en cours 

de révision présenté dans la première partie de la thèse. Pour l’analyse transcriptomique des 

TFHc, nous avons opté pour un séquençage haut débit par RNA-Seq. Cette analyse a été 

effectuée par la plate-forme transcriptomique du Broad Institute (Harvard, Boston, USA), à 

partir du protocole SmartSeq2 107-109. En résumé, après une étape de purification de l’ARN en 

utilisant la technique de bille paramagnétique SPRI® (Immobilisation réversible en phase 

solide), l’ARN poly-(A) est converti en ADNc qui est par la suite amplifié. L’ADNc est ensuite 

fragmenté en de nombreuses séquences génomiques appelées « reads », qui vont être 

« alignées » sur le génome humain pour rechercher dans le génome la position d’une 

séquence de gêne similaire à celle du « read ». Le nombre de « reads » est ainsi 

proportionnel à l’abondance des gènes dans la cellule. L’expression de chaque gène est 

exprimée en FPKM (Fragments Per Kilobase Million). 

 

 b) Analyse statistique  

L’analyse statistique a été réalisée en collaboration avec Caroline Le Gall, société 

Methodomics (Toulouse). L’objectif premier de cette analyse était de mettre en évidence 

des gènes différentiellement exprimés entre les 3 groupes d’individus. Pour cela, deux 

méthodes descriptives ont été utilisées : l’analyse en composante principale (ACP) et la 

sparse PLS-DA (Partial-least-squares Discriminant Analysis). Le principe de l’ACP est d’étudier 
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un nombre important de variables (ici les gènes) pour en faire un graphique global, en 2 

dimensions, en se basant sur la dispersion des données entre les groupes d’individus. La PLS-

DA est autre méthode multidimensionnelle qui permet d’identifier les gènes contribuant le 

plus à la discrimination des groupes en prenant en compte la structure de corrélation entre 

les gènes. Cette approche est non-paramétrique dans le sens où elle ne s’appuie sur aucune 

loi statistique. La version sparse de la PLS-DA permet de se concentrer sur les gènes les plus 

importants dans l’explication de la variabilité entre les groupes. Pour la sparse PLS-DA, un 

nombre maximum de gènes à inclure est fixé pour minimiser le taux d’erreur grâce à des 

techniques de validation non détaillées ici. 

Deux méthodes seront par la suite utilisées pour sélectionner certains gènes parmi ceux 

différentiellement exprimés : une méthode statistique avec un test de comparaison de 

moyenne (ANOVA ou Kruskall Wallis selon la normalité ou non des données) puis un 

ajustement des probabilités de significativité selon la méthode de Benjamini-Hochberg, et 

une méthode basée sur le serveur de recherche bibliographique Pubmed réalisée en 

collaboration avec le Dr Chaussabel (Benaroya Research Institute, Seattle, USA). 
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3) Résultats 

 a) Préparation des données 

Nous avons obtenu l’expression de 21950 gènes dans les TFHc des patients TOL (n=7), 

patients transplantés stable sous immunosuppresseur STA (n=7), et des individus normaux 

HV (n=7). La première étape de l’analyse a consisté à préparer les données puisque plus de 

3000 gènes n’étaient pas exprimés par les TFHc (Figure 8). Aussi, certains gènes présentaient 

des valeurs atypiques d’expression au sein d’un groupe d’échantillons. Au total, l’analyse a 

été effectuée sur 16273 gènes. 

 

Figure 8: Pourcentage de valeurs nulles par groupe sur l’ensemble des gènes. 

Chaque point bleu représente le taux de valeurs nulles d'un échantillon dans les 3 groupes. 
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 b) Analyse multidimensionnelle 

L’objectif premier de cette analyse était de mettre en évidence des gènes différentiellement 

exprimés entre les 3 groupes d’individus. Cependant, du fait du nombre important de gènes, 

l’ajustement des probabilités ne permettait pas de conclure de façon significative. Ainsi, 2 

approches multidimensionnelles ont été utilisées : l’ACP et la sparse PLS-DA. 

La figure 9 permet de visualiser les patients selon l’ACP (Figure 9). L’ACP, qui fonctionne sans 

connaissance à priori des 3 groupes cliniques, ne permettait pas de discriminer « en 

aveugle » les groupes. En effet, les groupes HV et TOL semblent s’opposer sur l’axe vertical, 

alors que l’axe horizontal a tendance à isoler 4 patients STA.  
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Figure 9: Représentation des patients dans l’ACP 

 

Pour la méthode de la sparse PLS-DA, nous rappelons qu’un nombre maximal de gènes doit 

être fixé au préalable pour permettre d’optimiser au mieux la discrimination entre les 

groupes. Ce seuil, établi grâce à des algorithmes non détaillés ici, a été fixé à 400 gènes. 

Ainsi, la sparse PLS-DA a permis de sélectionner les 400 gènes les plus discriminants, avec 

une très belle discrimination, et sans procéder à des tests statistiques (Figure 10). 
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Figure 10: Représentation des patients dans la sparse PLS-DA. 

 

Après cette pré-sélection des gènes via la sparse PLS-DA, l’analyse différentielle a pu être 

réalisée avec la comparaison des moyennes d’expression de ces 400 gènes dans les 3 

groupes. Parmi ces gènes, 338 sont différentiellement exprimés entre les 3 groupes après 

ajustement. 
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 c) Sélection des gènes d’intérêt 

Pour restreindre le nombre de gènes, nous avons réalisé un diagramme de Venn qui nous a 

permis de sélectionner les 105 différentiellement exprimés entre les TOL et les HV et entre 

les TOL et STA, ce qui correspond à l’intersection des cercles HV-TOL et STA-TOL sur le 

diagramme de Venn ci-dessous (Figure 11). 

 

 

 

Figure 11: Diagramme de Venn illustrant les gènes différentiellement exprimés entre les 3 

groupes issus de la sparse PLS-DA. 

Les cercles HV-STA, HV-TOL et STA-TOL comprennent les gènes différentiellement exprimés 

entre HV et STA, entre HV et TOL, et entre STA et TOL respectivement.  
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Deux stratégies ont été utilisées par la suite pour finaliser la sélection des gènes d’intérêt. La 

première stratégie a consisté à choisir les gènes d’intérêt en fonction de leur niveau de 

significativité après ajustement avec un seuil fixé à priori à < 0.001. Seuls 6 gènes ont 

présenté ce critère de sélection (Tableau 3). 

 

 

Tableau 3: Gènes différentiellement exprimés entre les TOL et les HV mais aussi entre les 

TOL et STA avec une p-value < 0.001. 

Les moyennes d’expression de chacun des 6 gènes sont indiquées pour les 3 groupes. 

 

La deuxième stratégie, mise en place en collaboration avec le Dr Chaussabel (Benaroya 

Research Institute, Seattle, USA), s’est basée sur le serveur de recherche bibliographique 

Pubmed. Cette recherche bibliographique a été effectuée pour chacun des 105 gènes 

différentiellement exprimés dans les TFH des TOL en indiquant les différents noms du gène 

et les termes « follicular » et « helper » (Figure 12).  



91 

 

 

Figure 12: Stratégie de sélection des gènes d’intérêt basée sur une recherche 

bibliographique. 

Pour le gène AMPK, la recherche sur Pubmed en utilisant les noms du gène (PRKAB1 OR 

AMPK [tw] OR « protein kinase, AMP-activated, beta 1 [tw]) et les TFH (follicular AND helper) 

a permis de mettre en évidence une référence, suggérant une association avec les TFH (A), 

contrairement au gène CDK4 pour qui aucune référence n’était retrouvée (B). 

 

Tous les gènes présentant une ou plusieurs références bibliographiques ont été sélectionnés. 

Ainsi, 7 gènes étaient associés aux TFH, dont 1 (AXL) était déjà présent dans la première 

stratégie de sélection (Tableau 4).  
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Tableau 4: Gènes associés aux TFH d’après une stratégie de sélection basée sur une 

recherche bibliographique. 

Les moyennes d’expression de chacun des 7 gènes sont indiquées pour les 3 groupes, avec le 

nombre de références bibliographiques retrouvés pour chaque gène. 

 

En résumé, à partir de cette analyse transcriptomique des TFHc purifiés des patients TOL, 

nous avons sélectionné 12 gènes différentiellement exprimés entre les TOL et les HV et entre 

les TOL et STA. Ces 12 gènes ont été sélectionnés de façon méthodique pour leur potentiel 

intérêt dans la compréhension des mécanismes de régulation des TFH dans le processus de 

tolérance opérationnelle. Le tableau ci-dessous résume les principales fonctions cellulaires 

de ces 12 gènes (Tableau 5). 
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Tableau 5: Description des 12 gènes sélectionnés avec leur expression chez les TOL par 

rapport aux STA et aux HV. 
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4) Discussion et perspectives 

Après avoir mis en évidence une diminution des TFHc avec un profil particulier chez les TOL, 

nous avons voulu étudier plus en détail les mécanismes mis en jeu. Pour cela, nous avons 

étudié le transcriptome des TFHc purifiés des patients TOL, comparés aux patients 

transplantés STA et aux volontaires sains. Il est important de rappeler que l’analyse du 

transcriptome chez l’individu sain a permis à l’équipe de S. Crotty de mettre en évidence une 

sous-population de TFHc avec un profil d’expression de gènes similaire à celui retrouvé dans 

les TFH du centre germinatif 60. Nos objectifs étaient de mieux caractériser les TFHc des 

patients TOL et d’identifier des gènes susceptibles d’intervenir dans la régulation des TFH et 

dans l’interaction TFH-LB.  

Pour réaliser cette analyse, nous avons utilisé la méthode de séquençage haut débit par 

RNA-Seq. Il est intéressant de souligner que la technique RNA Seq est supérieure à la 

technique de puces à ADN pour déterminer les gènes différentiellement exprimés, avec une 

meilleure sensibilité pour détecter les gènes faiblement exprimés. D’autre part, cette 

technique permet le séquençage de l’ARN sans phase d’hybridation et n’est donc pas limitée 

aux sondes disponibles 110. Ainsi, nous avons pu comparer l’expression de plus de 16000 

gènes exprimés par les TFHc des patients TOL, STA et des volontaires sains. Cette base de 

données est unique, puisqu’à notre connaissance, il s’agit de la première caractérisation 

transcriptomique des TFHc de patients TOL. 

En utilisant initialement la sparse PLS-DA, nous avons pu obtenir un nombre restreint de 

gènes (400) qui permettait de discriminer au mieux les 3 groupes d’individus. La sparse PLS-

DA est une méthode non statistique très utile et très performante dans la discrimination et 
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la classification, notamment pour les analyses transcriptomiques portant sur un grand 

nombre de gènes 111. Nous avons d’ailleurs observé dans notre étude que cette méthode 

permettait une meilleure discrimination de nos groupes comparée à l’analyse en 

composante principale (ACP) qui est une technique plus traditionnelle.  

Par la suite, nous avons utilisé une méthode statistique ainsi qu’une méthode basée sur une 

analyse bibliographique pour identifier des gènes potentiellement intéressants dans la 

régulation des TFH et dans l’interaction TFH-LB. Concernant l’analyse bibliographique, 

réalisée en collaboration avec le Dr Chaussabel (Benaroya Research Institute, Seattle, USA),  

une stratégie de recherche bibliographique exhaustive via Pubmed a été utilisée 112. 

L’objectif était de mettre en évidence des gènes liés de façon plus ou moins directe aux TFH. 

Au total, nous avons donc sélectionné 12 gènes exprimés par les TFHc, différentiellement 

exprimé chez les TOL, et qui pour certains ont un lien connu avec les TFH. 

L’étape suivante sera de valider la pertinence de ces gènes sur des échantillons sanguins 

différents, par une PCR quantitative mais aussi par cytométrie de flux. Nous avons mis au 

point à l’heure actuelle ces différents marquages cellulaires sur des volontaires sains (Figure 

13). La suite va consister à comparer l’expression de ces molécules par les TFHc à partir de 

PBMC congelées de patients TOL, STA et HV afin de confirmer l’expression différentielle 

entre les groupes et de focaliser sur 1 ou 2 gènes cibles. 
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Figure 13: Expression de 4 molécules d’intérêt en cytométrie de flux par les LT CD4+ de 

volontaires sains : CCNT1 (A), DUSP16 (B), DDX58 (C) et NFKBIZ (D). 

 

 

En fonction des outils disponibles listés dans le tableau 6 et des gènes cibles sélectionnés, 

nous pourrons envisager de bloquer ou d’induire l’expression du gène afin d’étudier l’effet 

sur la différenciation des TFHc et sur la fonction « B helper » des TFHc dans notre modèle de 

coculture in vitro. Aussi, nous utiliserons un modèle murin de greffe de peau allogénique de 

souris donneuses KO pour le gène étudié (e.g. PRKAB1, AXL, NFKBIZ) chez des souris 

receveuses C57BL/6. L’hypothèse est qu’en l’absence du gène, la survie du greffon sera 

différente comparée aux souris contrôles. Nous espérons ainsi mieux comprendre les 

mécanismes moléculaires impliqués dans le défaut des TFHc observé chez les patients TOL.  
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Tableau 6: Liste des outils disponibles pour chacune des molécules 
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ANNEXE : article publié dans Molecular 

Immunology 

Résumé 

L’immunosuppression induite au décours d’un traumatisme crânien (TC) est un facteur de 

risque important de pneumopathies nosocomiales. Un défaut quantitatif et/ou qualitatif de 

certaines populations cellulaires immunes (e.g. cellules NK, LT, cellules dendritiques) a déjà 

été mis en évidence chez ces patients, tout comme la présence d’IL-10. Cependant, peu de 

données concernent les LB dans cette phase d’immunosuppression induite par le TC. Nous 

avons donc analysé le phénotype des LB et leur capacité de sécrétion d’IL-10 chez 14 

patients, 1 jour et 7 jours après le TC, et chez 11 volontaires sains. Les patients avec TC ont 

un taux de LB plus important que les volontaires sains. D’autre part, les LB mémoires 

(CD27+), les LB mémoires switchés (CD27+ IgD-) et les taux d’IgA et d’IgM sont plus 

importants chez les patients à J7 comparé à J1, ce qui traduit un état d’activation des LB 

après le TC. Le taux de LB sécréteur d’IL-10 (LB IL-10+) est plus bas chez les patients avec TC 

comparé aux volontaires sains. Enfin, les patients avec un taux de LB IL-10+ élevé présentent 

tous une pneumopathie nosocomiale et ont une durée de ventilation mécanique et de 

séjour en réanimation plus importante comparés aux patients avec un faible taux. Cette 

étude pilote descriptive met en évidence la présence de LB activés dans cette phase 

d’immunosuppression induite par le TC, avec un potentiel rôle des LB IL-10+. 
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