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Introduction 

A. La transplantation 

I- Généralités 

Actuellement, la greffe d’organes ou de cellules constitue une thérapeutique efficace 

pour pallier aux dysfonctionnements d'organes vitaux (cœur, foie, rein, poumon, …), ou bien 

dans certains cas de cancers (moelle osseuse). Il existe différents types de greffes définis par 

le degré d’identité génétique entre le donneur et le receveur. Les greffes syngéniques sont 

réalisées entre individus génétiquement identiques. Chez l’homme, ce cas est rencontré lors 

de greffes autologues, c'est-à-dire, lorsqu’un patient reçoit une greffe de tissus ou de cellules 

dérivés de son propre organisme ou plus rarement, dans le cas d’isogreffe qui a lieu entre de 

"vrais" jumeaux. Ce type de greffe est habituellement bien accepté par le système immunitaire 

du receveur pour lequel la greffe ne constitue pas un élément étranger. Lorsque la greffe a lieu 

entre des individus génétiquement différents mais d’une même espèce, on parle d’allogreffe. 

Enfin, la xénogreffe concerne la greffe réalisée entre deux espèces différentes comme dans le 

cas de greffe de tissu porcin chez l’homme. Dans ces deux derniers cas, la greffe est 

considérée comme pathogène par l’organisme et entraîne une réponse immunitaire qui vise à 

la détruire. Cependant, dans le cas de la xénogreffe, la très grande disparité génétique entre le 

receveur et le donneur donne lieu à une réponse immunitaire plus forte.  

 

II- Enjeux et limites  

1. Pénurie d’organes 

Ces dernières années, des avancées remarquables ont été réalisées sur la connaissance 

des mécanismes de rejet, l’amélioration des techniques chirurgicales et la qualité de vie des 

patients transplantés. Ces progrès ont fait de la transplantation une thérapeutique de choix. 

Cependant, en France, plus de 15 000 malades sont en attente d’une greffe d’organe chaque 

année. Pourtant, en 2010, seulement 4 700 d’entre eux ont été greffés (données de l’Agence 

de la Biomédecine). Ces chiffres sont révélateurs de la pénurie d’organes à laquelle nous 

faisons face. En effet, les besoins ne cessent d’augmenter sans que le nombre d’organes 

disponibles n’augmente. C’est pourquoi, la xénotransplantation et la greffe de tissus 

composites sont des stratégies thérapeutiques envisagées sur lesquelles les chercheurs 

travaillent actuellement. De plus, le rejet de greffe entraîne la nécessité pour certains patients 
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de recevoir plusieurs greffes au cours de leur vie. L’induction de tolérance des greffons à long 

terme pourrait permettre d’éviter à une même personne de se retrouver plusieurs fois en 

attente de greffe et ainsi contribuer à diminuer le nombre de personnes en liste d’attente. La 

pénurie d’organes rend chaque organe prélevé très précieux. L’objectif de notre recherche est 

donc de trouver des solutions thérapeutiques pour prolonger au maximum la durée de vie des 

greffons. 

2. Rejet de Greffe 

Le rôle du système immunitaire est de protéger l’organisme des pathogènes. Pour cela, 

il est capable de distinguer le "soi" du "non soi" (Janeway 1992) et ainsi d’éliminer ce qu’il 

reconnait comme étranger. Les greffes étant principalement réalisées entre individus 

génétiquement différents, le système immunitaire du receveur va considérer comme étranger 

les cellules, le tissu ou l’organe du donneur et va s’employer à le détruire, c’est le phénomène 

de rejet. Il existe différents types de rejets qui se distinguent par les réactions immunologiques 

mises en cause et par leur cinétique d’apparition. Les différents rejets sont le rejet hyper aigu, 

le rejet aigu et le rejet chronique.  

2.1. Le rejet hyper aigu 

Le rejet hyper aigu intervient dans les heures voire les minutes qui suivent la greffe. Il 

est dû à la présence d’anticorps (Ac) préexistants dans le sérum du receveur. Ces anticorps 

sont dirigés contre les antigènes du système ABO ou les complexes majeurs 

d’histocompatibilité (CMH) du donneur. La présence de ces Ac est généralement due à une 

précédente transplantation, une transfusion sanguine ou une immunisation lors d’une 

grossesse. Ces anticorps vont se fixer sur les cellules endothéliales du greffon, activer la voie 

classique du complément et attirer les granulocytes neutrophiles qui libèrent des enzymes 

lytiques. Les cellules endothéliales sont alors détruites, les plaquettes adhèrent au tissu lésé et 

provoquent une thrombose des vaisseaux ce qui entraîne la nécrose du greffon. Ce type de 

rejet est devenu rare de part le choix du donneur ABO et HLA compatible et par le test du 

crossmatching (optimisation de la compatibilité du CMH entre le donneur et le receveur) qui 

précède la transplantation. En revanche, il survient toujours dans le cas de xénogreffes. Ce 

type de greffe étant une solution envisagée du fait de la pénurie d’organe, le rejet hyper aigu 

continue d’être le sujet de nombreuses études. 
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2.2. Le rejet aigu 

Le rejet aigu survient dans les premiers mois après la greffe. Il peut être induit par une 

réponse immunitaire à médiation cellulaire. En effet, les cellules présentatrices d’antigènes 

(APC) du donneur ou du receveur, induisent l’activation des cellules T alloréactives du 

receveur (Lechler and Batchelor 1982; Benichou et al. 1992). Ceci a pour conséquence 

l’infiltration massive de ces lymphocytes T au niveau du site de la greffe, entraînant la 

destruction du tissu. La réponse à médiation humorale via la production d’Ac par les 

lymphocytes B (LB) peut également jouer un rôle important dans le rejet aigu. Une fois 

activés, les LB vont se différencier en plasmocytes et produire des anticorps dirigés contre les 

antigènes du donneur et contribuer à la destruction du greffon (Hippen et al. 2005). Grâce aux 

avancées sur la connaissance des mécanismes immunologiques mis en jeu lors de ce rejet et 

donc, grâce à l’utilisation adaptée de différents types de traitements immunosuppresseurs (IS), 

le rejet aigu est actuellement bien contrôlé. Par exemple, le taux de survie à un an des greffes 

rénales est actuellement de 90% (Lee, A. J., et al. 2005) contre 30% dans les années 1970 

(Agence de la biomédecine 2009). Malgré cela, la survie à long terme des greffons, n’a quant 

à elle, pas été améliorée par ces IS, ceux-ci pouvant même contribuer à la perte du greffon à 

long terme en raison de leur toxicité (W. M. Bennett et al. 1996; Nankivell et al. 2003). De 

plus, ils ne permettent pas d’éviter le rejet chronique qui est la cause principale de la perte du 

greffon 5 à 10 ans après la greffe. 

2.3. Le rejet chronique 

Le rejet chronique se développe des mois voire des années après la greffe. Il se 

manifeste par une occlusion lente et progressive des vaisseaux par artériosclérose, entraînant 

une ischémie responsable de la nécrose et de la fibrose du greffon. Ce phénomène induit 

l’altération de la fonction du greffon au cours du temps. Les mécanismes induisant le rejet 

chronique sont encore mal connus, mais différents facteurs de risques immunologiques et non 

immunologiques, associés à ce rejet, ont été identifiés. Parmi les facteurs immunologiques, 

l’alloréactivité des cellules T, la production d’Ac dirigés contre les greffons et l’activation des 

cellules endothéliales semblent jouer un rôle clé dans le rejet chronique (A. Takeda et al. 

2011). En effet, différentes études ont associé les cellules T effectrices de type Th1 et Th2 au 

rejet chronique (Obata et al. 2005; Illigens et al. 2009), et la production d’anticorps chez les 

patients transplantés est associée à un mauvais pronostic de la survie des greffons à long 

terme (A. Piazza et al. 2001). La fixation de ces anticorps sur les cellules endothéliales du 

greffon est à l’origine de lésions vasculaires observées lors du rejet chronique (F. Li et al. 
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2009). De plus, il a été démontré que la survenue d’épisodes de rejet aigu augmente le risque 

d’apparition du rejet chronique (Matas et al. 1994). Les facteurs non immunologiques 

semblent également importants dans le développement du rejet chronique. En effet, une 

augmentation du risque de rejet du greffon a été démontrée lorsque l’organe provient d’un 

donneur décédé (Terasaki et al. 1995) (Sánchez-Fructuoso et al. 2007). En France, en 2011, 

sur 4926 prélèvements d’organes, 1572 provenaient de donneurs en état de mort encéphalique 

(données de l’Agence de la Biomédecine). La mort cérébrale entraîne différentes réactions 

immunologiques conduisant à l’activation de l’endothélium qui exprime alors des molécules 

d’adhésion (E- et P-sélectines, VCAM (Vascular Cell Adhesion Molecule), ICAM 

(Intercellular Adhesion Molecule), LFA-1 (Leucocyte-Function-Associated Molecule 1)), des 

molécules du complexe majeur d’histocompatibilité de classe II (CMH II) et produit des 

cytokines pro-inflammatoires (M. J. Wilhelm et al. 2002). Ceci va favoriser l’infiltration des 

leucocytes au sein du greffon et augmenter le risque de dysfonctionnement à long terme 

(Johann Pratschke et al. 2008). De plus, l’acte chirurgical en lui-même peut influencer le rejet. 

Il est aussi à l’origine du phénomène d’ischémie-reperfusion dont les conséquences favorisent 

le rejet chronique (Chin et al. 2011). L’ischémie correspond à une privation d’oxygène due à 

une diminution de l’apport sanguin dans le greffon durant l’acte chirurgical. L’ischémie et la 

reperfusion de l’organe greffé induisent une hypoxie cellulaire aboutissant à la génération de 

dérivés de l’oxygène (O2
-
, H2O2, OH

-
) appelés "Reactive Oxygen Species" (ROS). Ces 

dérivés provoquent une attaque oxydative des cellules du greffon entraînant la nécrose, 

l’apoptose cellulaire ainsi que la libération de DAMPs (Damage Associated molecular 

pattern) telles que les protéines de choc thermique appelées "Heat Shock Protein" (HSP). Les 

DAMPs se lient alors aux récepteurs de l’immunité innée, les "Toll like Receptor" (TLR), 

exprimés à la surface et dans les endosomes des cellules endothéliales vasculaires, des 

monocytes et des cellules dendritiques du greffon. L’activation de ces cellules, par la 

stimulation des TLR, va entraîner la production de cytokines pro-inflammatoires et de 

chimiokines ainsi que l’expression de molécules d’adhésion au niveau de l’endothélium. Ces 

molécules vont favoriser, une fois de plus, le recrutement des leucocytes sur le site de la 

greffe en créant un environnement inflammatoire (Goldstein 2006). 

3. Traitements immunosuppresseurs 

L’objectif des IS est de diminuer la réponse immunitaire du receveur afin d’empêcher 

l’attaque du greffon par les cellules de son propre système immunitaire. Il existe différents 

IS qui se distinguent par leur mode d’action. La réponse allogénique des lymphocytes jouant 
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un rôle clé dans le processus de rejet, les principaux IS ont pour cibles les lymphocytes T et 

B du système immunitaire. Les traitements IS peuvent inhiber l’activation ou la prolifération 

des lymphocytes ou bien, ils peuvent être déplétants (Halloran 2004) (Figure 1).  

-Les inhibiteurs de calcineurines (la Cyclosporine A ou le Tacrolimus) empêchent 

l’activation des promoteurs des gènes codant pour des cytokines comme l’IL-2, nécessaire à 

la survie et la prolifération des lymphocytes T (C. Brandt et al. 2010). 

-Les inhibiteurs de mTOR (mammalian target of rapamycin) (Sirolimus, Rapamycine) 

agissent quant à eux en inhibant l’enzyme de la famille des sérines/thréonines kinases, 

mTOR, empêchant la prolifération des lymphocytes induite par les cytokines. 

-Les inhibiteurs de purines (Azathioprine, Mycophénolate Mofetil (MMF ou MPA)) ou 

les inhibiteurs de bases pyrimidiques (Leflunomide) inhibent également la prolifération des 

lymphocytes T et B ainsi que celle des monocytes.  

-Les corticoïdes, analogues d’hormones naturelles aux propriétés anti-inflammatoires, 

agissent en inhibant la transcription de cytokines par les lymphocytes T et les macrophages. 

Ils sont classiquement utilisés comme traitement d’entretien en association avec les 

inhibiteurs de calcineurines. 

-Les anticorps polyclonaux (ATG=anti-thymocyte globulins) induisent une déplétion 

lymphocytaire en ciblant différentes populations de lymphocytes. En revanche, les anticorps 

monoclonaux agissent sur des populations plus spécifiques. Par exemple, l’OKT3 (anti-CD3), 

le Rituximab (anti-CD20) et le Campath-1H (anti-CD52) déplètent respectivement les 

lymphocytes T, les lymphocytes B ou les deux à la fois. Ces anticorps sont classiquement 

utilisés comme traitement d’induction lors de greffes présentant un risque accru de rejet. 

D’autres Ac non-déplétants mais bloquant l’activation des lymphocytes T sont utilisés. C’est 

le cas du Daclizumab (anti-CD25 humanisé) et du Basiliximab (anti-CD25 chimérique) qui 

fixent le récepteur à l’IL-2 présent principalement sur les lymphocytes T activés. Ils sont plus 

spécifiques et ne transduisent pas de signal d’activation contrairement à l’ATG et l’OKT3 qui 

peuvent induire la production de cytokines en se fixant aux lymphocytes. On retrouve 

également des molécules qui bloquent la liaison des molécules de costimulation entre les APC 

et les lymphocytes T (CTLA4-Ig, CD40-Ig), inhibant ainsi l’activation de ces lymphocytes.  

Parmi ces différents types de traitement IS, certains comme les inhibiteurs de 

calcineurines, induisent de graves effets secondaires tels que la néphrotoxicité à long terme 

(W. M. Bennett et al. 1996). Afin de minimiser les effets secondaires de chaque traitement, il 

est d’usage de combiner différents types d’IS et d’utiliser une trithérapie initiale qui associe 

des corticoïdes, un anti-prolifératif et un anti-calcineurine. Ce dernier peut parfois être 
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remplacé par un anti-mTOR qui n’a pas d’effet néphrotoxique. Ensuite, lors du traitement 

d’entretien, l’objectif est de diminuer les doses, soit de corticoïdes, soit d’anti-calcineurines, 

afin de limiter les effets secondaires. Cependant, la toxicité des immunosuppresseurs utilisés 

en routine reste toujours un des problèmes majeurs en transplantation. 

En plus de leur toxicité, les IS affaiblissent le système immunitaire du receveur, ce qui 

entraîne chez le patient une augmentation du risque de cancer (Kasiske et al. 2004) et 

d’infections (Dharnidharka et al. 2004).  

 

Figure 1: Schéma représentant les modes d’action de différents immunosuppresseurs d’après 

Halloran et al. (Halloran 2004). 

AP-1: activating protein-1; CDK: cyclin-dependent kinase; CMH: complexe majeur 

d’histocompatibilité; IKK: IκB kinase; JAK3: Janus kinase 3; mTOR: mammalian-target-of-

rapamycin; NFAT: nuclear factor of activated T cells; NF-κB: nuclear factor-κB; PI-3K: 

phosphoinositide-3-kinase; S-1-P: sphingosine-1-phosphate. 
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B. La réponse immunitaire en transplantation 

I- La réponse immunitaire innée  

La réponse immunitaire innée se caractérise par son absence de spécificité antigénique 

et sa rapidité d’intervention. Elle est responsable de la réaction inflammatoire survenant 

rapidement après un dommage tissulaire. En transplantation, l’importance de l’immunité 

innée a été mise en évidence par de nombreux travaux (W G Land 2007). Elle est déclenchée 

par différents facteurs évoqués précédemment tels que la mort cérébrale du donneur, la 

chirurgie du transplant ainsi que le phénomène d’ischémie reperfusion qui entraînent la 

production de cytokines proinflammatoires, de radicaux libres, de DAMPS et l’expression de 

molécules d’adhésion (Walter G Land 2005a; Walter G Land 2005b). Ces diverses molécules 

entraînent le recrutement de leucocytes dans le greffon et l’activation des cellules de 

l’immunité innée. Ce sont majoritairement des polynucléaires neutrophiles qui sont recrutés, 

attirés par les chimiokines CXCL10, RANTES, Interleukine-17 (IL-17) et MCP-1 (monocyte 

chemotactic protein-1). Ils adhèrent aux cellules endothéliales du greffon activées, exprimant 

les molécules d’adhésion ICAM1, E- et P-sélectines. Les neutrophiles vont à leur tour 

produire des cytokines pro-inflammatoires et des radicaux libres oxygénés. Un gradient 

chimiotactique est alors créé et induit le recrutement d’autres leucocytes tels que les 

monocytes, les macrophages et les cellules dendritiques (DC)... Des signaux de danger tels 

que les protéines de stress HSP, l’ARN (acide désoxyribonucléique) venant de cellules 

nécrotiques, l’acide urique et les protéines oxydées, sont ainsi produits dans le greffon. Ces 

signaux, ligands endogènes de PRR (pattern recognition receptor) tels que les TLR, vont 

activer ces récepteurs présents sur des cellules de l’immunité innée comme les macrophages, 

les NK ou encore les DC. Certaines études mettent en évidence le rôle majeur du TLR4 dans 

le phénomène d’ischémie-reperfusion montrant l’absence de lésions chez les rats "Knock 

Out" (KO) pour le TLR4 (P. Zhao et al. 2009). La liaison du ligand sur le TLR va induire 

l’activation d’une voie de signalisation intracellulaire aboutissant à l’activation de facteurs de 

transcription tels que NFκB (nuclear factor-κB), AP-1 (activating protein-1), et IRF3 

(Interferon Regulatory Factor 3) impliqués dans l’inflammation et notamment dans la 

maturation des DC. Les DC présentes dans le greffon vont alors être activées puis devenir 

matures et servir de relais pour activer la réponse immunitaire adaptative. 
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II- La réponse immunitaire adaptative 

1.Les antigènes reconnus en transplantation  

La réponse immunitaire adaptative se définit notamment par sa spécificité antigénique. 

En transplantation, les antigènes du donneur reconnus par le système immunitaire du receveur 

sont : 

-Les antigènes érythrocytaires ABO portés par les cellules endothéliales du greffon qui 

peuvent être reconnus par les anticorps naturels du receveur. La reconnaissance de ces 

antigènes est évitée par la réalisation de greffes ABO compatibles. 

-Les antigènes des complexes majeurs d’histocompatibilité, CMH de classe I et II 

(Human leucocyte antigen: HLA pour l’homme, RT1 pour le rat, Histocompatibility-2: H-2 

pour la souris). Ces molécules sont codées par des gènes hautement polymorphes de sorte 

qu’il est extrêmement rare de trouver deux individus ayant le même haplotype. Les molécules 

de classe I sont portées par toutes les cellules nucléées et les molécules de classe II par les 

cellules présentatrices d’antigène (APC): les DC, les macrophages, les LB et les cellules 

endothéliales (CE) vasculaires. La reconnaissance du CMH ou de peptides issus des CMH du 

donneur induit une réponse immune très forte. 

-Les antigènes dits mineurs d’histocompatibilité comme MICA et MICB (MHC class I 

polypeptide-related sequences A et B). Ils sont présents notamment sur les CE, les monocytes 

et sont associés à l’augmentation du risque de rejet (Y. Zou et al. 2007; Sumitran-Holgersson 

2008). L’antigène H-Y, codé par le chromosome Y fait aussi partie de ces antigènes. En effet, 

le risque de rejet aigu est augmenté lorsque le receveur est une femme et que le donneur est 

un homme, ce qui a été attribué à la présence de l’antigène H-Y dans le transplant (Gratwohl 

et al. 2008; Pabón et al. 2011).  

-Des antigènes non polymorphiques ont aussi été impliqués dans le rejet comme le 

collagène ou le récepteur à l’angiotensine II (Q. Zhang & Elaine F Reed 2010). 

 

Ces antigènes sont présentés par les APC du donneur ou du receveur aux lymphocytes 

du receveur. Cette présentation antigénique est réalisée via l’interaction entre les molécules 

des CMH de classe I ou II, chargées en peptides antigéniques à la surface des APC, et les 

récepteurs des lymphocytes T. Alors que la principale fonction des macrophages et des LB est 

l’élimination de pathogènes et la production d’anticorps, la fonction première des DC est de 

présenter l’antigène aux lymphocytes T. Les DC sont les cellules les plus aptes à induire 

l’activation de cellules T naïves pour générer une réponse effectrice efficace. 
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2. Les cellules dendritiques: des APC professionnelles. 

2.1. Généralités 

Les DC sont les cellules pivots du système immunitaire. Localisées à l’interface avec le 

milieu extérieur, ce sont les sentinelles du système immunitaire capables de détecter la 

pénétration de pathogènes dans l’organisme. Elles sont impliquées à la fois dans la réponse 

immunitaire innée et adaptative. Leur capacité à intégrer les différents signaux de danger leur 

permet d’induire une réponse immunologique efficace et adaptée (Banchereau et al. 2000). 

Les DC sont impliquées dans l’induction de réponses immunitaires secondaires et jouent un 

rôle critique dans l’induction de réponses primaires. (Lanzavecchia & Sallusto 2001) (I 

Mellman & R M Steinman 2001). En effet, les DC sont des APC professionnelles nécessaires 

à la modulation de la réponse des cellules T. Elles sont aussi impliquées dans la réponse des 

LB et des NK. Les DC exercent une activité centrale dans le système immunitaire. En effet, 

leur fonction ne se limite pas à l’activation de la réponse immunitaire, ces cellules peuvent 

également inhiber la réponse effectrice et induire la tolérance aux antigènes qu’elles 

présentent. 

Il existe plusieurs sous-populations de DC se distinguant par leur localisation, leur 

fonction et leur phénotype. Les DC sont générées dans la moelle osseuse à partir d’un même 

progéniteur hématopoïétique CD34
+
. Ce progéniteur génère des précurseurs myéloïdes et 

lymphoïdes qui migrent dans les tissus pour se différencier en DC immatures. Les précurseurs 

myéloïdes seront à l’origine de DC conventionnelles (cDC) CD11c
+
 alors que les précurseurs 

lymphoïdes induiront des DC plasmacytoïdes (pDC) CD11c
-
. Les cDC sont largement 

distribuées au sein de l’organisme. Elles sont subdivisées en différentes sous-populations qui 

se distinguent par leur localisation et l’expression de différents marqueurs de surface. Au 

niveau de l’épiderme de la peau et de l’épithélium des muqueuses se trouvent notamment les 

premières DC conventionnelles décrites, les cellules de Langerhans. Elles sont caractérisées 

par l’expression d’une lectine, la Langérine (CD207) et la présence de granules de Birbeck 

dans le cytoplasme (Caux et al. 1996; Valladeau et al. 2000). La plupart des cDC décrites par 

la suite sont des cellules interstitielles présentes dans la majorité des tissus lymphoïdes. Elles 

se divisent en populations CD8
+
 ou CD8

- 
chez la souris (Shortman & Heath 2010) ou 

CD4
+
CD103

lo
 et CD4

-
CD103

hi
 chez le rat (Voisine et al. 2002), dont les DC n’expriment pas le 

marqueur CD8. Parmi les cDC des tissus non lymphoïdes se trouvent les cDC CD103
+
 et les 

cDC CD11b
+
 chez la souris (Helft et al. 2010).  
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Les pDC sont quant à elles situées au niveau de la rate, des ganglions, du thymus, du 

sang et de la moelle osseuse. Ces cellules ont principalement été décrites pour leur production 

de grande quantité d’IFN de type I (  et β) (Cella et al. 1999; Siegal et al. 1999) suite à une 

stimulation via les TLR 7 et 9, par de l’ARN ou de l’ADN viral. Bien que leur propriété 

d’APC ait été moins décrite, ces cellules sont capables de capter, d’apprêter et de présenter 

des antigènes et jouent un rôle important dans l’immunité tumorale (Schettini & Mukherjee 

2008).  

Il existe une troisième population de DC, les iDC (DC inflammatoires). Ces cellules 

sont générées à partir des monocytes circulant dans le sang et de façon dépendante du GM-

CSF (Granulocyte-Macrophage Colony-Stimulating Factor) (Shortman & Naik 2007). Lors 

d’une inflammation, les monocytes migrent dans le tissu concerné et se différencient en DC 

CD11c
low/int

CMHII
int

. Ces cellules ont été décrites comme étant à l’origine de réponses T 

effectrices contre les pathogènes (León et al. 2007).  

2.2. Activation et maturation des cellules dendritiques  

En absence d’infection, les DC situées en périphérie sont à l’état immature. Elles 

testent en permanence leur environnement en captant des antigènes (Buckwalter & M. L. 

Albert 2009) par endocytose, phagocytose ou macropinocytose (Trombetta & Ira Mellman 

2005). Elles migrent ensuite dans les ganglions lymphatiques dans lesquels elles rencontrent 

des cellules T potentiellement auto-réactives et leur présentent les antigènes du soi de façon 

tolérogénique. L’absence de signaux de costimulation fournis par les DC entraîne la déplétion 

des lymphocytes T ou l’induction de cellules T régulatrices. Je développerai plus précisément 

ce phénomène dans la partie "Tolérance" de cette introduction. 

Lors d’une infection, de dommages tissulaires ou de stress cellulaire, comme observés 

lors d’une transplantation, les DC vont détecter les signaux de danger d’origine pathogène, les 

PAMP (Pathogen associated molecular pattern) (Janeway, 1989) ou d’origine endogène, les 

DAMP (K. Shimizu & Fujii 2008), via les PRR qu’elles expriment en surface. Ces signaux 

vont déclencher le processus d’activation et de maturation des DC. Parmi les PRR exprimés 

par les DC se trouvent les TLR, dont les ligands peuvent être exogènes comme les 

peptidoglycanes (TLR2), l’ARN viral double brin (TLR3), les lipopolysaccharrides (LPS) 

(TLR4), la flagelline (TLR5), l’ARN bactérien (TLR7/8) ou l’ADN bactérien (TLR9) 

(Medzhitov 2001) ou endogènes comme l’ADN, l’ARNm, les HSP…(Rifkin et al. 2005). 

D’autres PRR tels que les récepteurs "NOD-like" (NLR) ou les récepteurs de la famille des 

lectines de type C sont impliqués dans la maturation des DC tels que DC-SIGN (Pathak et al. 
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2012), Dectin-1 (S. Agrawal et al. 2010) ou encore Clec9A (Caminschi et al. 2012). Les 

récepteurs de type lectine sont également impliqués dans la captation et la présentation 

antigénique ainsi que dans l’activation de la réponse immune effectrice. Il existe également 

des récepteurs de type lectine inhibiteurs, exprimés par les DC, qui régulent la réponse 

effectrice au profit d’une réponse régulatrice comme l’a démontré l’étude du récepteur CLEC-

1 réalisée par notre équipe (P Thebault et al. 2009). Certains récepteurs aux chimiokines 

comme CCR5 et CCR7 (Aliberti et al. 2000; Marsland et al. 2005) ou certaines cytokines 

proinflammatoires comme le TNF-  (Tumor Necrosis Factor- ) peuvent également participer 

à la maturation des DC (Castiello et al. 2011). L’activation des DC est donc finement régulée 

par de nombreuses molécules de surface activatrices ou inhibitrices dont l’expression va 

favoriser l’état activateur ou inhibiteur de la DC. Parmi ces molécules se trouvent également 

les récepteurs aux fragments Fc (Fragment cristallisable des anticorps) (FcR) inhibiteurs et 

activateurs qui se lient aux complexes immuns formés par les anticorps et leurs antigènes. Ces 

récepteurs sont importants pour réguler l’activation des DC et sont également impliqués dans 

la captation, l’apprêtement et la présentation des antigènes (Nimmerjahn & Jeffrey V Ravetch 

2006). Par exemple, il a été montré que le récepteur inhibiteur FcγRIIb est impliqué dans la 

modulation de la réponse immune induite par les DC. En effet, les DC de souris déficientes 

pour ce récepteur entraînent une réponse immune plus longue et plus intense in vitro et in vivo 

(Kalergis & Jeffrey V Ravetch 2002). De plus, l’utilisation d’un anticorps pour bloquer 

l’interaction de FcγRIIb avec les complexes immuns déclenche une maturation spontanée des 

DC, révélant l’importance de ce récepteur dans la régulation de leur activation (M V 

Dhodapkar et al. 2001). Les récepteurs activateurs tels que le FcγRI et le FcγRIII favorisent la 

maturation des DC et la présentation des antigènes aux cellules T (Regnault et al. 1999). 

 

La détection des signaux de danger par les DC, via les PRR, engendre une cascade 

d’évènements intracellulaires permettant d’augmenter les capacités de migration et de 

stimulation des DC. Celles-ci migrent alors dans les ganglions lymphatiques afin d’activer les 

cellules T naïves ou alloréactives dans le cas de la transplantation. La maturation des DC se 

traduit par: 

La modification morphologique des cellules via un réarrangement du cytosquelette. 

La maturation des DC est associée à la perte des structures d’adhésion telles que les 

podosomes qui sont des structures riches en actine, observés seulement dans les DC 

immatures (S Burns et al. 2001). Cette dissolution des podosomes permet aux DC de migrer, 

notamment au niveau des ganglions lymphatiques (van Helden et al. 2006; Nobile et al. 



INTRODUCTION - B.  La réponse immunitaire en transplantation 

19 

 

2008). La maturation induit également la formation d’extensions cytoplasmiques, les 

dendrites, et l’augmentation de la mobilité (Banchereau & R M Steinman 1998). L’équipe du 

Pr Amigorena a émis l’hypothèse que ces dendrites pourraient être nécessaires à l’induction 

d’une réponse lymphocytaire T efficace. En effet, ils ont pu montrer qu’au sein des ganglions 

lymphatiques, les DC matures projettent, de façon aléatoire, leurs dendrites jusqu’à ce 

qu’elles rencontrent un lymphocyte T. Ce contact déclenche la polarisation de l’ensemble des 

dendrites autour de ce lymphocyte et la DC va se déplacer vers le lymphocyte pour être 

entièrement en contact avec cette cellule (Benvenuti et al. 2005). L’ensemble de ces 

modifications met en jeu le réarrangement du cytosquelette d’actine (Trombetta & Ira 

Mellman 2005; Watts et al. 2007) qui est principalement contrôlé par l’activité des protéines 

de la famille des Rho GTPase (Etienne-Manneville & A. Hall 2002).  

La perte de leur capacité à capturer les antigènes et une augmentation de la stabilité 

des complexes CMH/peptides en surface afin d’optimiser la présentation aux lymphocytes T 

(Delamarre & Ira Mellman 2011). 

L’augmentation de l’expression des molécules de costimulation telles que CD40, 

CD80, CD86 et les CMH de classe I et II. 

L’induction de la production de cytokines proinflammatoires telles que l’IL-12, ce 

qui permet aux DC de présenter les peptides antigéniques aux cellules T de façon 

immunogénique (Banchereau & R M Steinman 1998).  

Le changement d’expression des récepteurs aux chimiokines. Les DC matures vont 

notamment exprimer le récepteur CCR7 qui va leur permettre de migrer dans les ganglions 

lymphatiques, en réponse aux chimiokines CCL19 et CCL21 sécrétées au niveau des zones T 

des ganglions lymphatiques et par les cellules endothéliales lymphatiques en condition 

inflammatoire (Sozzani 2005). 

3. Activation des APC du donneur et du receveur 

Lors de l’allogreffe, les APC du donneur, notamment les DC, sont activées au sein du 

greffon. Elles sécrètent alors des cytokines proinflammatoires, sur-expriment les molécules de 

costimulation B7-1 (CD80) et B7-2 (CD86) et les CMH de classe II couplés à des peptides 

antigéniques du donneur. Les DC acquièrent des propriétés de migration et expriment le 

récepteur aux chimiokines CCR7. En réponse aux CCL19 et CCL21, elles migrent du greffon 

vers les organes lymphoïdes drainants. Les DC présentent alors les antigènes du donneur via 

les CMH de classe II et I, respectivement aux lymphocytes T CD4
+
 et T CD8

+
 alloréactifs du 

receveur. Ce mécanisme de reconnaissance constitue la présentation directe des antigènes du 
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donneur au receveur (Figure 2). Cette voie de présentation ne répond pas à la règle de 

restriction du CMH classique qui impose aux lymphocytes T d’exprimer un TCR qui 

reconnaît un CMH du "soi". Dans le cas de la présentation directe, cette interaction CMH-

TCR s’explique par l’existence de cellules T capables de reconnaître par mimétisme 

moléculaire un CMH qui n’est pas du "soi". Cette reconnaissance peut être dépendante ou non 

du peptide porté par le CMH. Cette présentation directe ne nécessitant pas l’apprêtement de 

l’alloantigène, et l’existence d’un grand nombre de lymphocytes alloréactifs (jusqu’à 20% des 

lymphocytes T) (Suchin et al. 2001), font de la réponse allogénique directe une réaction 

rapide et intense (Afzali et al. 2007). Son importance dans le rejet aigu a été mise en évidence 

par l’étude de Lafferty, montrant que la déplétion des leucocytes du donneur empêchait le 

rejet d’allogreffes thyroïdiennes et que le transfert des APC (macrophages) rétablissait ce rejet 

(Talmage et al. 1976). Cette présentation directe semble majoritaire dans l’initiation de la 

réponse immunitaire adaptative et dans le rejet aigu à court terme lors de greffes 

incompatibles pour le CMH (M. Y. Braun et al. 1993). 

Cependant, le nombre de leucocytes du donneur et leur durée de vie étant limitée, le 

rôle de la présentation directe par les APC du donneur dans le rejet décroît au court du temps 

(G Benichou 1999). Il est proposé que les APC (DC, monocytes, LB) du receveur, attirées par 

un environnement pro-inflammatoire, infiltrent le greffon (Penfield et al. 1999). Ensuite, ces 

cellules, notamment les DC, vont capter localement les antigènes majeurs ou mineurs du 

donneur rendus accessibles suite à la destruction des cellules du donneur provoquée par les 

évènements évoqués précédemment (donneurs cadavériques, chirurgie et ischémie 

reperfusion). Les DC vont ensuite migrer dans les ganglions lymphatiques, apprêter les 

antigènes en peptides antigéniques et les présenter sur les molécules de CMH qu’elles vont 

porter en surface afin de les présenter aux cellules T (K Inaba et al. 1998; Elizabeth Ingulli 

2010). Ce n’est que très récemment que l’équipe du Dr P. Bousso a réellement confirmé ce 

scénario en transplantation à l’aide de la microscopie biphotonique. En effet, ils ont mis en 

évidence une infiltration rapide des greffes de peau chez la souris par les DC et les monocytes 

inflammatoires du receveur. Ces cellules migrent ensuite vers les ganglions drainant la greffe 

et présentent les alloantigènes aux lymphocytes T alloréactifs (Celli et al. 2011). Ce 

mécanisme de présentation par les APC du donneur représente la présentation indirecte 

(Figure 2). L’alloreconnaissance indirecte nécessite la captation d’antigènes exogènes, ce qui 

va favoriser la présentation des peptides antigéniques aux lymphocytes T CD4
+ 

via les 

molécules de CMH
 
de classe II. La présentation par les molécules de CMH de classe I peut 
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également avoir lieu via un mécanisme appelé cross-présentation (Morón et al. 2004), 

effectué par les APC et qui peut également être réalisé par les cellules endothéliales (Limmer 

et al. 2000). La cross-présentation permet d’activer les CD8
+
 alloréactifs (M L Albert et al. 

1998). Ce mécanisme a également été observé lors de l’étude du Dr P. Bousso qui montre 

l’infiltration rapide des greffes par des cellules CD8
+
 du donneur activées par la cross-

présentation (Celli et al. 2011). La présentation indirecte a été associée au rejet chronique (G 

Benichou 1999) mais également au rejet aigu chez le rongeur (Fangmann et al. 1992) et chez 

l’homme (Z. Liu et al. 1996).  

Un troisième mécanisme de présentation des alloantigènes, la présentation semi-

directe a été décrite par l’équipe de Robert Lechler. Ils ont montré la capacité in vivo et in 

vitro des DC du receveur à capter des complexes CMH-peptide allogéniques intacts venant de 

cellules (DC, cellules endothéliales) du donneur. Ces DC sont ensuite capables d’activer de 

façon directe des cellules T spécifiques de l’alloantigène. Ce mode de présentation semi-

directe permet de mieux comprendre certaines études comme celle de Lee et ses collègues qui 

montrait la capacité des lymphocytes CD4
+
 de spécificité indirecte à amplifier la réponse 

cytotoxique de cellules CD8
+
 de spécificité directe (R. S. Lee et al. 1994). En effet, les DC 

peuvent stimuler des cellules T à la fois de façon directe et indirecte, permettant ainsi aux 

lymphocytes T CD4
+ 

activés par la voie indirecte de fournir un signal d’activation aux CD8
+ 

de spécificité directe. Actuellement, le rôle de cette troisième voie de l’alloreconnaissance 

dans un contexte de rejet n’a pas encore été démontré. 

 

Figure 2: Schéma représentant les trois voies de présentation allogéniques, directe, indirecte et 

semi-directe d’après Wood et al.(Kathryn J Wood & R. Goto 2012). 



INTRODUCTION - B.  La réponse immunitaire en transplantation 

22 

 

4. Phase effectrice de la réponse immunitaire adaptative 

4.1. La réponse lymphocytaire T 

(a). Activation de la réponse lymphocytaire T  

L’alloreconnaissance des antigènes du donneur par les lymphocytes T naïfs n’est pas 

suffisante pour induire une activation complète de ces cellules. En effet, les lymphocytes T 

doivent recevoir trois signaux d’activation, le premier signal étant apporté par l’interaction du 

TCR des cellules T avec le complexe CMH-peptide antigénique porté par les DC. Cependant, 

l’activation via le TCR doit être associée à un second signal fourni par l’interaction des 

molécules de costimulation présentes sur les DC, avec leurs ligands exprimés par les cellules 

T (Janeway & Bottomly 1994). Il existe de nombreuses molécules de costimulation 

(Frauwirth & Craig B Thompson 2002) qui peuvent être divisées en deux groupes. On trouve 

notamment la famille B7, dont les membres les plus décrits sont B7.1 et B7.2. Ces molécules 

sont portées par les APC et se lient aux molécules CD28 et CTLA-4 (Cytotoxic T 

Lymphocyte Antigen-4) (CD152) exprimées par les lymphocytes T. On trouve également la 

famille du TNF dont le CD40 présent sur les APC est l’un des membres le plus décrit et se lie 

au CD154 (CD40L) des cellules T. La signalisation via la molécule CD28 permet de diminuer 

le seuil d’activation de la cellule T. Ainsi, l’interaction TCR/CMH associée à la costimulation 

permet d’activer, dans les lymphocytes T, des cascades de signalisation entraînant l’activation 

de facteurs de transcription, tels que NFAT (Nuclear Factor of Activated T cells), NFκB et 

AP-1. Ces facteurs participent à la production de la cytokine IL-2 et à l’augmentation de 

l’expression de la chaine  du récepteur à l’IL-2 (CD25). La production d’une grande quantité 

d’IL-2 participe au troisième signal nécessaire à la prolifération et la survie des cellules T 

activées (Beverly et al. 1992). La signalisation via la molécule CD28 permet également 

l’induction de l’expression de la molécule CD40L qui, en se liant au CD40 présent sur les 

APC, fournit un signal positif à la cellule T ainsi qu’à l’APC (I. S. Grewal & R A Flavell 

1996). En retour, celle-ci va augmenter l’expression de ses molécules de costimulation B7 et 

va permettre d’amplifier l’activation des cellules T. Ces dernières peuvent également 

exprimer des molécules de costimulation négatives telles le CTLA-4 et la molécule PD-1 

(Programmed Death-1) qui sont importantes pour réguler négativement leur activation 

(Walunas et al. 1996; Latchman et al. 2001). 

La costimulation étant une composante importante de l’induction d’une réponse 

lymphocytaire T efficace, elle est impliquée dans l’induction de la réponse effectrice contre le 

greffon. En effet, différents groupes ont mis en évidence que le blocage de la costimulation 
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pouvait permettre de réguler la réponse contre le greffon. Par exemple, l’utilisation de la 

molécule CTLA4-Ig qui se fixe sur les molécules B7 et bloque l’interaction B7-CD28, permet 

d’éviter le rejet aigu (Baliga et al. 1994) et le rejet chronique (Glysing-Jensen et al. 1997) 

dans des modèles animaux. 

(b). Polarisation de la réponse lymphocytaire T 

Lors de son activation, la cellule T naïve (Th0), peut se différencier en différents types 

de cellules effectrices, les cellules T "helper" (Th), les cellules T cytotoxiques (CTL) ou les 

cellules T régulatrices. Cette différenciation est dépendante des cytokines présentes dans 

l’environnement et des autres signaux transmis par la DC (costimulation positive ou négative) 

aux cellules T. Je traiterai des populations régulatrices dans le chapitre suivant, "La 

Tolérance". 

Les différentes cellules T effectrices se distinguent par leur profil cytokinique, leur 

fonction et sont caractérisées par l’expression de facteurs de transcription particuliers. Les 

cellules T CD4
+
 peuvent se différencier en cellules T helper de différents types: Th1, Th2, 

Th17 et Tfh (T follicular helper) (Figure 3). Plus récemment, d’autres types de T helper ont 

été mis en évidence tels que les Th9 (Dardalhon et al. 2008) et les Th22 (S. Eyerich et al. 

2009).  

La production d’IL-12 par les DC activées et la production d’interféron-γ (IFNγ) par 

les cellules NK favorisent la polarisation de la réponse T vers le type Th1 qui vont à leur tour 

produire de l’IFNγ et exprimer le facteur de transcription T-bet (T-box expressed in T cells) 

(Szabo et al. 2000). Elles vont favoriser la production d’anticorps IgG2a et activer les cellules 

phagocytaires. En transplantation, les cellules Th1 participent au rejet aigu via la production 

d’IFNγ, mais des études montrent qu’elles ont également un rôle dans le rejet chronique 

(D’Elios et al. 1997; J. Karczewski et al. 2008; Ballet et al. 2009). La production d’IFNγ par 

les cellules Th1 contribue également à l’activation des cellules T CD8
+
 cytotoxiques (CTL).  

Les CTL sont issues des cellules T CD8
+ 

naïves activées via l’interaction TCR-CMH 

de classe I présentée par des DC activées et de façon dépendante de l’assistance de cellules 

Th1 (Ridge et al. 1998). Les CTL exercent leur fonction cytotoxique en utilisant la voie 

Fas/FasL ou Granzyme B/Perforine (Kägi et al. 1994; Trapani & Smyth 2002) afin de lyser 

des cellules cibles qu’elles reconnaissent via l’interaction avec les CMH de classe I. Les CTL 

vont donc induire la destruction du greffon par la reconnaissance des antigènes du donneur 

présentés par les CMH de classe I portés par les cellules du greffon.  

En présence d’IL-4, les cellules T CD4
+
 naïves se différencient en cellules Th2 et 
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expriment le facteur de transcription GATA-3 (GATA-binding-factor 3) (K. M. Murphy & 

Reiner 2002). Les cellules Th2 qui sécrètent de l’IL-4, de l’IL-5, de IL-10 et de l’IL-13 (Le 

Gros et al. 1990; Swain et al. 1990) favorisent la production d’IgG1 par les LB (Rizzo et al. 

1995). Les cellules Th2 ont été classiquement associées au rejet chronique (Koshiba et al. 

2003; Illigens et al. 2009). Or, certaines thérapies favorisant la polarisation Th2 permettent de 

retarder le rejet aigu ou de favoriser l’induction de tolérance (Yin et al. 2010; Amarnath, Hao 

Chen, et al. 2011; Xie et al. 2011).  

Les cellules Th17 générées en présence de TGF-β et d’IL-6 expriment le facteur de 

transcription RORγT (Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor γ isoform T) et le 

récepteur à l’IL-23. Elles produisent notamment de l’IL-17, de l’IL-22 et de l’IL-21 (P. R. 

Mangan et al. 2006). L’IL-21 permet l’amplification de la différenciation Th17 et peut 

remplacer l’IL-6 lors de cette différenciation (Nurieva et al. 2007). L’IL-23 est responsable du 

maintien et de la survie des Th17 (Veldhoen et al. 2006). Ces cellules participent à 

l’élimination des pathogènes au niveau des muqueuses et jouent un rôle important dans de 

nombreuses maladies auto-immunes (MAI) (Bettelli et al. 2006; Yen et al. 2006). Elles sont 

également impliquées dans le rejet d’allogreffe, notamment en favorisant le recrutement de 

cellules neutrophiles (D. A. Rao et al. 2008). Elles ont été tout d’abord associées au rejet aigu 

(Antonysamy et al. 1999; Loong et al. 2002; Vanaudenaerde et al. 2006). Une étude du 

groupe de Thomson a pu mettre en évidence que le bloquage de l’IL-17 par une protéine de 

fusion permet de prolonger la survie d’allogreffes cardiaques de souris. Dans cette même 

étude, ils ont montré que l’IL-17 pourrait favoriser le rejet en stimulant la maturation des 

cellules dendritiques (Antonysamy et al. 1999). Les cellules TH17 semblent aussi jouer un 

rôle dans le rejet chronique, comme il est suggéré dans l’étude de Yuan et ses collègues. En 

effet, ils ont mis en évidence un rôle des TH17 dans l’augmentation des signes de 

vasculopathie chronique d’allogreffe chez la souris (X. Yuan et al. 2008). 

Les cellules Tfh (T follicular helper) décrites récemment sont, comme leur nom 

l’indique, retrouvées dans les follicules des ganglions lymphatiques. Leur différenciation 

dépend des cytokines IL-6 et IL-21. Elles expriment le facteur de transcription BCL-6 (B cell 

lymphoma 6 protein) et le récepteur aux chimiokines CXCR5. Elles sont importantes dans la 

différenciation des LB en cellules mémoires et en plasmocytes de longue durée de vie, 

producteurs d’anticorps de haute affinité (Fazilleau et al. 2009). Ce rôle leur vaut d’être 

impliquées dans le rejet à médiation humorale, comme le montre l’étude de Colon et ses 

collègues. Ils ont mis en évidence qu’une population de cellules T allospécifiques peut se 

différencier en cellules T folliculaires et permettre la formation de centres germinatifs 
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nécessaires à la production d’anticorps anti-donneurs impliqués dans le rejet de l’allogreffe 

cardiaque de souris (Conlon et al. 2012).  

Le développement de chacun de ces sous-types de cellules effectrices entraîne la 

production de cytokines qui favorisent la différenciation en ce même sous-type et inhibent 

celle en un sous-type différent. Cependant, le processus de différenciation vers un type de 

cellules T helper particulier ne semble pas définitif. Différentes études montrent l’existence 

d’une plasticité entre les divers types cellulaires. En effet, les cellules Th17 sont capables de 

dévier en cellules Th1 en absence de TGF-β et sous l’influence de l’IL-12 et de l’IL-23 (Y. K. 

Lee et al. 2009). De même, lors d’infections virales, les cellules Th2 peuvent dériver en 

cellules Th1 et exprimer le facteur de transcription T-bet et produire de l’IFN-γ (Hegazy et al. 

2010). Elles peuvent aussi se différencier en cellules Th9 productrices d’IL-9 en présence de 

TGF-β (Veldhoen et al. 2008). Il semblerait que les cellules Tfh soient capables de se 

différencier en Th1, Th2 et Th17 et inversement, que les autres types de cellules puissent 

devenir des cellules Tfh (K. T. Lu et al. 2011). Il existe également une plasticité entre les 

cellules effectrices et les cellules régulatrices. Dans certaines conditions cytokiniques, les 

cellules T régulatrices peuvent dévier en cellules Th17 (L. Xu et al. 2007; Gautreau et al. 

2011). À l’inverse, sous l’influence de l’interaction PD-1/PDL-1, les cellules Th1 peuvent 

devenir des cellules régulatrices Foxp3
+ 

(Amarnath, Mangus, et al. 2011).  

 

Figure 3: Schéma représentant les différentes voies de différenciation des cellules T CD4
+
 d’après 

Wood et al. (Kathryn J Wood & R. Goto 2012). 
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4.2. La réponse lymphocytaire B 

La réponse immunitaire humorale est induite par les LB qui exercent leur fonction via 

la production d’anticorps. Ces anticorps sont des immunoglobulines (Ig) composées d’une 

partie constante correspondant à l’isotype responsable de la fonction de l’anticorps et d’une 

partie variable qui permet la reconnaissance et la fixation spécifique des antigènes (Figure 4). 

La production de ces anticorps nécessite l’activation et la différenciation des LB naïfs suite à 

une rencontre avec l’antigène pour lequel ils sont spécifiques.  

 

Figure 4: Représentation schématique d’un anticorps.  

V=partie variable; C=partie constante; H=chaîne lourde (heavy chain); L=chaîne légère (Light 

chain), Fc= Fragment cristallisable. 

(a). Activation et différenciation des lymphocytes B 

L’activation des LB naïfs a lieu au niveau des follicules situés dans la zone corticale 

des organes lymphoïdes secondaires (OLS) (Figure 5). Cette activation est déclenchée par la 

rencontre du LB avec l’antigène pour lequel il est spécifique. Chaque LB possède une 

spécificité antigénique unique déterminée par l’expression de son BCR (récepteur des cellules 

B). Ce récepteur est une Ig de surface d’isotype IgM ou IgD qui leur permet de reconnaître et 

de capter un antigène particulier. Lors de la greffe, les antigènes du donneur sont drainés par 

la lymphe jusqu’aux OLS et sont alors accessibles aux LB. La reconnaissance de ces 

antigènes par les LB alloréactifs via le BCR va permettre de leur fournir le premier signal 

d’activation. Ce signal n’est pas suffisant pour induire une activation complète. Les LB 

présentent l’antigène capté et apprêté à leur surface sur les molécules de CMH de classe II et 

migrent au niveau de l’interface du follicule et de la zone T de l’OLS. Ils peuvent alors 

interagir avec les lymphocytes T CD4
+ 

de même spécificité antigénique. Ce contact cellulaire 

fournit le second signal d’activation grâce à l’interaction TCR/CMH/peptide et l’interaction 

des molécules de costimulation (CD40L/CD40, ICOS/ICOSL, CD28/B7) (Garside et al. 
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1998; Okada et al. 2005) associée à la production de cytokines par les cellules T (IL-4, IL-5, 

IL-6 et IL-10) (Figure 5 n°1). Les LB migrent ensuite dans la région centrale du follicule où 

ils prolifèrent rapidement (Figure 5 n°2) et enclenchent le mécanisme de recombinaison de 

classe des Ig (MacLennan et al. 2003; T. D. Chan et al. 2009) contrôlé par l’enzyme AID 

(activation-induced cytidine deaminase). Ce mécanisme consiste à modifier l’isotype IgM ou 

IgD en un autre isotype IgG, IgA ou IgE tout en conservant la spécificité antigénique. La 

recombinaison vers un isotype particulier est principalement gouvernée par la production des 

cytokines lors de l’interaction lymphocyte B-lymphocyte T. Chaque isotype confère à 

l’anticorps des propriétés particulières comme la fixation du complément pour les IgG, la 

forte liaison aux mastocytes et aux polynucleaires basophiles pour les IgE ou encore, le 

passage de la barrière épithéliale pour les IgA. 

Il existe trois voies de différenciation possibles pour les LB activés (Christopher C 

Goodnow et al. 2010). Ils peuvent se différencier en cellules B mémoires précoces, en 

plasmocytes extrafolliculaires ou en cellules B qui prolifèrent et forment une structure appelée 

centre germinatif (GC), qui permet de générer des cellules sécrétrices d’Ig de forte affinité. 

Certaines études suggèrent que la qualité et la stabilité de l’interaction lymphocyte B-

lymphocyte T ainsi que la production des cytokines durant l’interaction, semblent influencer 

le devenir des LB vers une de ces trois voies (T. D. Chan et al. 2009; Paus et al. 2006). La 

différenciation en LB du centre germinatif ou en plasmocyte extrafolliculaire nécessite 

respectivement l’expression des facteurs de transcription Bcl-6 et BLIMP-1 (B-lymphocyte-

induced maturation protein 1) (codé par le gène Prdm1) (Tunyaplin et al. 2004; Sciammas & 

Davis 2004; Cimmino et al. 2008), dont l’expression dépend du facteur de transcription IRF4 

et de la cytokine IL-21 sécrétée par les cellules T (U. Klein et al. 2006; M. Saito et al. 2007; 

Zotos et al. 2010). Les plasmocytes extrafolliculaires ont une courte durée de vie, ils 

fournissent une réponse rapide qui sera cependant moins efficace en raison de la faible affinité 

des anticorps qu’ils produisent. Les LB des GC situés dans la zone sombre, appelés 

centroblastes, vont initier plusieurs cycles de prolifération au cours desquels ils vont subir le 

phénomène d’hypermutation somatique. Ce mécanisme consiste à introduire des mutations 

dans les gènes codant la partie variable des Ig afin d’augmenter la diversité et l’affinité des Ig 

générées. Ces nouveaux clones de LB (centrocytes) migrent alors dans la zone claire du GC 

dans laquelle aura lieu la sélection des cellules possédant des Ig de forte affinité (Figure 5 

n°3). L’hypothèse actuelle suggère que cette sélection repose sur une compétition entre les 

nouveaux clones générés pour interagir avec les lymphocytes T folliculaires qui vont alors 

leur fournir un signal de survie. En effet, les clones produisant une Ig de forte affinité 
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semblent posséder une meilleure capacité à capter les antigènes présentés par les DC 

folliculaires (Suzuki et al. 2009), à les apprêter et les présenter aux cellules T folliculaires (C. 

D. C. Allen et al. 2007; O’Neill et al. 2009; Victora et al. 2010). Ces LB sélectionnés se 

différencient ensuite en cellules de longue durée de vie de type mémoire ou en plasmocytes 

sécréteurs d’anticorps (Figure 5 n°4).  

La plupart des plasmocytes dérivés du GC migrent dans la MO et une plus faible 

proportion rejoint la rate. Leur survie dépendra notamment de la production des molécules 

APRIL (a proliferation-inducing ligand) et BAFF (B cell-activating factor) par les cellules 

stromales (Benson et al. 2008) dans la MO et par les DC CD11c
+
 dans la rate (Mackay & 

Schneider 2009). Les plasmocytes dérivés des GC sont responsables de la production et du 

maintien de la quantité d’anticorps en périphérie.  

Les cellules mémoires générées suite à la formation du GC, vont se localiser au niveau 

des organes lymphoïdes mais également au niveau des organes non lymphoïdes (Kurosaki et 

al. 2010). Comme leur nom l’indique, ces cellules constituent la mémoire de la première 

rencontre avec l’antigène et sont capables d’induire une réponse rapide et efficace lors d’une 

seconde rencontre avec ce même antigène en se différenciant rapidement en plasmocyte 

sécréteur d’anticorps de forte affinité.  

En transplantation, la réponse à médiation humorale est une composante majeure du 

rejet d’allogreffe (Robert B Colvin & R Neal Smith 2005). Elle est observée précocement lors 

du rejet hyper aigu induit par la présence d’anticorps anti-donneurs, les DSA, préformés avant 

la greffe. Plus tardivement, elle peut participer au rejet aigu et au rejet chronique (Paul I 

Terasaki & J. Cai 2008) via la formation d’anticorps anti-donneurs générés post-greffe, les 

DSA de novo, et principalement dirigés contre les molécules du CMH du donneur. En 

clinique, la présence de DSA est généralement associée à un mauvais pronostic de la survie de 

la greffe (A. Piazza et al. 2001; Haririan et al. 2009). Ces anticorps dirigés contre les cellules 

du greffon vont générer une toxicité et induire le rejet. Les mécanismes homéostatiques 

contrôlant les populations de plasmocytes ou de cellules mémoires ainsi que leur rôle 

respectif dans le niveau de production des DSA sont encore peu connus. En effet, le contexte 

immunologique d’une greffe est très spécifique car les alloantigènes sont présents en 

permanence. Ils entraînent une stimulation continuelle des LB et notamment des cellules 

mémoires qui peuvent donc également être responsables du maintien de la production de 

DSA. Or, ces connaissances sont importantes en transplantation car elles ont une implication 

thérapeutique. En effet, l’utilisation de certaines molécules, comme l’anti-CD20 visant à 

dépléter les LB afin de diminuer la production des DSA, ne ciblent pas l’ensemble des LB. Il 
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est donc nécessaire d’identifier la population responsable de la production d’anticorps 

délétères pour le greffon afin d’utiliser un traitement adapté. 

 

Figure 5: Schéma de l’activation et de la différenciation des lymphocytes B dans les follicules des 

organes lymphoïdes secondaires d’après Goodnow et al.(Christopher C Goodnow et al. 2010). 

(b). Phase effectrice de la réponse lymphocytaire B  

L’action des anticorps, produits par les plasmocytes, dépend principalement de deux 

mécanismes qui sont l’activation de la cascade protéolytique du complément et le mécanisme 

de "cytotoxicité cellulaire dépendant des anticorps" (ADCC). Ces mécanismes cytotoxiques 

sont déclenchés par la fixation des alloanticorps, notamment sur les molécules de CMH de 

classe I et II du donneur exprimées par les cellules endothéliales du greffon.  

La cytotoxicité envers les cellules du greffon peut donc être induite via le mécanisme 

d’ADCC. Le fragment Fc des anticorps fixés sur les cellules cibles est reconnu par les cellules 

NK et les macrophages qui expriment les récepteurs aux fragments Fc. Cette reconnaissance 

active les NK et les macrophages, qui vont lyser les cellules cibles via la voie 

granzyme/perforine et induire la production de médiateurs pro-inflammatoires tels que NO, 

ROS et TNF-α. 

L’activation de la voie classique (dépendante des anticorps) du complément est induite 

via la fixation du composant C1 sur le fragment Fc des anticorps couplés à leur antigène. La 
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cascade enzymatique du complément aboutit à la formation d’un complexe d’attaque 

membranaire (C5b,6,7,8,9) qui forme un canal dans la membrane cellulaire, ce qui 

endommage et active l’endothélium (S. Nakashima et al. 2002). Les cellules endothéliales 

activées produisent des cytokines proinflammatoires l’IL-1, l’IL-8 et le MCP-1 qui attirent les 

cellules neutrophiles et les monocytes dans la greffe et favorisent la perméabilité vasculaire, 

ainsi que la sécrétion de facteurs pro-coagulants. Cette cascade d’évènements aboutit à des 

hémorragies, à la thrombose vasculaire et provoque l’ischémie et le rejet du greffon (Rocha et 

al. 2003). L’activation de la voie du complément génère également des composants tels que le 

C4a, C4b, C3a, C3b et C5a qui participent aux dommages tissulaires. Le C3a, le C4a et le C5a 

sont des anaphylatoxines qui favorisent la perméabilisation cellulaire, la chimiotaxie et 

participent ainsi au recrutement des leucocytes dans le greffon. Le C3b et le C4b produits se 

fixent aux cellules cibles et aux anticorps favorisant la destruction du greffon par les cellules 

phagocytaires portant les récepteurs au complément. Le C4d issu de l’hydrolyse du C4b se 

dépose sur les cellules du greffon et constitue un marqueur de l’activation de la réponse 

humorale (Robert B Colvin & R Neal Smith 2005). Comme la présence de DSA, la détection 

de dépôt de C4d sur les cellules du greffon constitue un mauvais pronostic. En cas de rejet, il 

permet de fournir une indication sur les mécanismes induisant ce rejet et permet ainsi 

d’adapter les traitements immunosuppresseurs. Mais il est important de noter qu’étant 

données les limites techniques de détection du C4d et l’existence d’une réponse effectrice 

indépendante du complément, l’absence de ce dépôt n’exclut pas l’implication des anticorps 

dans le rejet (Haririan et al. 2009). De plus, l’équipe d’Halloran a mis en évidence que la 

modification de l’expression des gènes liés notamment à la dysfonction et l’activation des 

cellules endothéliales (ENDATs: endothelial associated transcripts) dans le greffon, semble 

être un meilleur signe de la présence d’un rejet à médiation humorale que la simple détection 

de DSA et du dépôt de C4d (Sis et al. 2009). En effet, le seul fait de la fixation des DSA sur 

les molécules du CMH du donneur peut activer les cellules endothéliales de façon pro-

inflammatoire et induire un signal intracellulaire, favorisant la prolifération de ces cellules et 

la sécrétion de facteurs pro-inflammatoires et pro-thrombotiques (Yamakuchi et al. 2007; F. 

Li et al. 2009). De plus, l’effet délétère des DSA est influencé par leur concentration, leur 

affinité, leur isotype et les groupements glycanes qu’ils portent au niveau du fragment Fc (A. 

T. Chang & Platt 2009; X Zhang & E F Reed 2009) 

Il existe différentes stratégies afin de diminuer le niveau de DSA chez les patients 

transplantés. Comme je l’ai cité précédemment, une des approches est d’induire la déplétion 

des LB en utilisant des anticorps comme l’anti-CD20 (Rituximab). Cependant, cette stratégie 
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ne permet pas d’éliminer directement les DSA circulants car l’anti-CD20 ne permet pas 

d’éliminer les plasmocytes. Néanmoins, il déplète les cellules mémoires permettant ainsi 

d’empêcher la différenciation de ces cellules en plasmocytes sécréteurs de DSA. D’autres 

stratégies comme la plasmaphérèse ou l’injection en intraveineuse d’immunoglobulines 

polyclonales (IVIGs) permettent, quant à elles, d’éliminer plus rapidement les DSA 

circulants. L’IVIGs consiste à injecter de fortes doses d’IgG humaines purifiées à partir de 

nombreux donneurs sains. Il est suggéré que l’effet immunosuppresseur de ces Ig passe par 

leur fixation sur les DSA ce qui entrave leur fonction mais également par des mécanismes 

régulateurs induits par la fixation de leur fragment Fc (Fragment cristallisable) (Figure 4) sur 

les récepteurs aux Fc présents sur de nombreuses cellules comme les LB, les DC et les 

macrophages (Anthony, Nimmerjahn, et al. 2008). D’autres stratégies faisant actuellement 

l’objet d’études cliniques semblent prometteuses. Parmi elles, se trouve l’inhibiteur du 

protéasome (Bortezomib) qui bloque la production d’anticorps et induit l’apoptose des 

plasmocytes (Perry et al. 2009) ou encore les molécules (ex: Belimumab, BR3-Fc) bloquant la 

voie du facteur BAFF impliqué dans la survie, la prolifération et la maturation des LB 

(Vugmeyster et al. 2006). La fonction des DSA passant par l’activation du complément, un 

anticorps monoclonal humanisé ciblant le composé C5 du complément (Ecluzimab) est 

également en étude. Il permet d’inhiber la formation du complexe d’attaque membranaire 

(Stegall et al. 2011).  
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C. La Tolérance 

La tolérance en immunologie se définit par la non-réponse du système immunitaire à 

un antigène. Elle a pour but de permettre au système immunitaire de distinguer les antigènes 

du "soi", du "non soi", et d’induire une réponse uniquement contre ce dernier. La tolérance en 

transplantation correspond à l’acceptation du greffon sans signe de rejet en l’absence d’IS, 

tout en maintenant une réponse envers d’autres antigènes étrangers. L’induction de la 

tolérance en transplantation se base principalement sur la connaissance des mécanismes de 

tolérance immunologique. Il existe deux types de tolérance qui sont la tolérance centrale et la 

tolérance périphérique. 

I- La tolérance centrale 

La tolérance centrale met en jeu des mécanismes ayant pour objectif l’élimination de 

cellules T et B autoréactives, c’est-à-dire, capables de reconnaître les antigènes du soi.  

Les lymphocytes T et B sont issus de précurseurs lymphoïdes qui sont générés dans la 

moelle osseuse. Les cellules T et B se développent dans les organes lymphoïdes primaires qui 

sont respectivement, le thymus et la moelle osseuse. Les précurseurs vont subir, au sein de ces 

organes, différentes étapes de sélection afin de générer un répertoire T et B fonctionnel, non 

autoréactif et capable de reconnaître une grande variété d’antigènes étrangers. La 

reconnaissance des antigènes passe par les récepteurs membranaires des lymphocytes T et B, 

respectivement le TCR et le BCR. Ces récepteurs sont le résultat du réarrangement somatique 

des gènes codant pour les chaînes qui les composent. Le réarrangement des gènes dépendant 

des enzymes RAG (recombination activating gene) a lieu entre les différents segments V, D, 

J, C (Variable, Diversité, Jonction, Constante) qui codent pour les régions variables et 

constantes de ces récepteurs. Etant donné le caractère aléatoire du phénomène de 

réarrangement somatique, la sélection des futurs lymphocytes permet de ne conserver que les 

cellules ayant un récepteur fonctionnel et non autoréactif. La reconnaissance de l’antigène par 

les récepteurs TCR et BCR se réalise via leur région variable. Alors que le BCR des LB est 

capable de reconnaître un Ag non modifié, le TCR ne peut interagir qu’avec un Ag apprêté et 

présenté sur un CMH porté par une APC. Ainsi, la première étape de sélection des 

lymphocytes T est basée sur cette première contrainte. 
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1. Sélection des lymphocytes T 

Dans le thymus, les précurseurs des lymphocytes T, les thymocytes double-positifs 

(CD4
+
CD8

+
) exprimant à leur surface le TCR issu du réarrangement aléatoire de ses gènes, 

vont interagir avec les cellules épithéliales corticales thymiques (cTEC) qui expriment des 

complexes CMH/peptide du soi (Hogquist & Bevan 1996). Seuls les thymocytes possédant un 

TCR capable de reconnaître un peptide présenté par un CMH du soi vont recevoir un signal 

de survie (Fink & Bevan 1978; C Benoist & D Mathis 1989). Selon le type de CMH de classe 

I ou II avec lequel le TCR interagit, les cellules T double-positives vont conserver 

l’expression d’un seul marqueur, le CD8 ou le CD4. Les cellules n’interagissant pas avec ce 

complexe ou avec une affinité trop faible, meurent par apoptose dans le cortex thymique 

(Figure 6). Cette première étape de sélection est appelée la sélection positive. Les cellules 

sélectionnées positivement (moins de 5% du pool de thymocytes doubles positifs) migrent 

dans la médulla du thymus où aura lieu la sélection négative. Celle-ci a pour objectif 

l’élimination des cellules interagissant avec une trop forte affinité avec les complexes 

CMH/peptides du soi. Ces complexes sont présentés par les cellules épithéliales médullaires 

thymiques (mTEC) mais aussi par les cellules dendritiques du thymus (G. Anderson et al. 

1998). Ce mécanisme majeur de la tolérance centrale permet l’élimination des lymphocytes T 

autoréactifs. Lorsqu’il y a un dysfonctionnement dans ce système de sélection, comme une 

déficience au niveau du gène AIRE (AutoImmune REgulator), les cellules autoréactives ne 

sont pas convenablement éliminées et sont responsables de MAI (Roitt & A. Cooke 1987). En 

effet, le gène AIRE permet l’expression par les mTEC d’antigènes uniquement présents dans 

certains tissus spécifiques, les TSA (tissus specific antigen), et permet donc une élimination 

optimale des cellules T autoréactives (Zuklys et al. 2000; Gavanescu et al. 2007). Chez la 

souris, il a été décrit qu’un défaut de ce gène se traduit par le développement de MAI (M. S. 

Anderson et al. 2002; Liston et al. 2003; Kuroda et al. 2005). Une pathologie similaire est 

décrite chez l’homme (Aaltonen et al. 1994), l’APECED (Autoimmune Polyendocrinopathy 

Candidiasis Ectodermal Dystrophy). Cependant, l’expression des TSA peut se faire de façon 

indépendante de AIRE, comme le montre l’étude de Derbinski qui a mis en évidence 

l’expression de gènes codant pour des TSA dans des cellules mTEC provenant de souris KO 

pour le gène AIRE (Derbinski et al. 2005).  

Les lymphocytes T ayant franchi ces étapes de sélection (environ 3%) migrent ensuite 

vers les OLS (Goldrath & Bevan 1999).  
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Figure 6: Schéma représentant la sélection positive et négative des lymphocytes T dans le thymus 

d’après Griesemer et al.(Griesemer et al. 2010). 

DP=double positive (CD4 et CD8), SP=simple positive (CD4 ou CD8), CTEC=cellules épithéliales 

corticales thymiques, MTEC=cellules épithéliales médullaires thymiques. 

La sélection positive dans le thymus permet aussi de générer des lymphocytes T 

régulateurs (Treg) dits naturels (nTreg) (C.-S. Hsieh et al. 2012). Les nTreg expriment 

fortement la chaîne α du récepteur à l’IL-2 (CD25
+
) ainsi que le facteur de transcription 

FoxP3 (Forkhead box P3) (S Sakaguchi et al. 1995). Initialement décrits comme provenant de 

cellules double-positives (CD4
+
CD8

+
) (Bensinger et al. 2001; Liston et al. 2008), il semble 

que ces nTreg soient principalement issus de cellules sélectionnées positivement CD4
+
 (H. M. 

Lee & C.-S. Hsieh 2009). La génération des nTreg nécessite la présence des cellules 

stromales thymiques: les DCs du thymus (N. Watanabe et al. 2005) et les mTEC qui vont 

favoriser l’expression du facteur de transcription FoxP3 par les précurseurs des cellules 

CD4
+
FoxP3

+
 (Aschenbrenner et al. 2007; Shimon Sakaguchi et al. 2010) de façon dépendante 

de la lymphopoïétine stromale thymique (TSLP) (N. Watanabe et al. 2005). L’interaction du 

TCR exprimé par les précurseurs de Treg avec le CMH/peptide du soi présent sur les cellules 

stromales thymiques, semble avoir un rôle majeur dans leur développement (Picca et al. 

2006). De plus, l’interaction avec ces cellules fournit un signal de costimulation qui est 

nécessaire au développement des nTreg. En effet, des études montrent qu’une déficience pour 

certaines molécules de costimulation telles que le CD40 ou le CD28, diminue le nombre de 
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cellules Treg CD4
+
CD25

+
 dans le thymus et en périphérie (Shimon Sakaguchi 2005). 

Certaines cytokines, telles que l’IL-2, IL-7 ou IL-15, semblent également impliquées voire 

nécessaires au développement de ces nTreg (Burchill et al. 2007; Malek et al. 2008). Les 

nTreg vont intégrer la circulation sanguine et migrer dans les OLS (rate et ganglions) et dans 

d’autres organes tels que le foie ou la peau. Leur rôle consiste notamment à neutraliser 

l’action de cellules autoréactives qui ont échappé à la sélection thymique et qui sont 

potentiellement responsables de MAI (Samy et al. 2005). Les nTreg peuvent également 

migrer sur les sites inflammatoires et réguler la réponse immune induite par une infection 

(Belkaid et al. 2002). 

2. Sélection des lymphocytes B 

Dans la moelle osseuse, le développement des LB est aussi soumis à différentes étapes 

de sélection afin de générer un répertoire primaire de LB immatures, non auto-réactifs. Au 

sein de ce répertoire, chaque LB exprime un récepteur unique, le BCR, capable de reconnaître 

un antigène du "non-soi". Le BCR est une glycoprotéine appartenant à la super-famille des Ig. 

Il est composé de deux chaines lourdes identiques (μ ou δ) et de deux chaines légères (λ ou κ) 

elles aussi identiques, issues du réarrangement somatique VDJC des gènes qui les codent. Le 

développement des LB passe par différents intermédiaires (Figure 7), dont les cellules pro-B, 

les pré-B et les LB immatures, qui correspondent aux différentes étapes de réarrangement 

VDJC. La sélection positive des LB permet de conserver seulement les précurseurs pré-B 

possédant un pré-récepteur fonctionnel, le pré-BCR. Ce pré-récepteur est composé de deux 

chaînes lourdes µ identiques réarrangées et de deux chaînes légères de substitution identiques 

composées des chaines VpréB et λ5. L’expression d’un pré-BCR fonctionnel est essentielle à 

la différenciation du précurseur B. Le pré-BCR doit pouvoir induire une signalisation 

intracellulaire efficace via les molécules membranaires qui lui sont associées, le CD79A (Igα) 

et le CD79B (Igβ). Il était suggéré que l’expression du pré-BCR à la membrane était 

suffisante à cette signalisation. Or, des études réalisées par Schiff et ses collègues ont révélé 

que la Galectine-1 (Gal-1) soluble, produite par les cellules stromales de la moelle osseuse, 

pouvait agir comme un ligand du pré-BCR chez la souris et chez l’homme (Gauthier et al. 

2002; B. Rossi et al. 2006). Gal-1 déclencherait la signalisation des pré-BCR via la formation 

de la synapse entre les pré-B et les cellules stromales. De plus, d’autres études utilisant des 

modèles murins transgéniques pour le BCR suggèrent la nécessité d’une reconnaissance à un 

antigène du soi par le pré-BCR pour favoriser la sélection positive du précurseur pré-B 

(Eschbach et al. 2011; Gaudin, M. Rosado, et al. 2004; Gaudin, Hao, et al. 2004). Ceux-ci 
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vont alors se différencier en pré-BII et vont proliférer pour enfin initier le réarrangement des 

gènes codant pour la chaine légère κ. Le BCR complet, une Ig d’isotype μ (IgM), est exprimé 

à la membrane et les cellules deviennent des LB immatures qui vont alors devoir passer 

l’étape de la sélection négative. Les cellules qui vont reconnaître un autoantigène via leur 

BCR, avec une trop forte avidité, devront initier un nouveau réarrangement de gène codant 

pour la chaine légère (λ) afin de former un nouveau BCR non autoréactif. C’est le phénomène 

de "receptor editing" (Gay et al. 1993; Radic et al. 1993; Tiegs et al. 1993). En cas d’échec, 

les lymphocytes seront neutralisés par anergie ou par apoptose (S B Hartley et al. 1993). Les 

LB ayant franchi les étapes de sélection sortent de la moelle osseuse et migrent en périphérie 

sous forme de LB transitionnels immatures. Cependant, certains LB autoréactifs échappent à 

la sélection négative. Le maintien de la tolérance implique donc des mécanismes qui ont lieu 

en périphérie afin de neutraliser ces LB potentiellement pathogènes (Parsons et al. 2012).  

  

Figure 7: Schéma représentant le développement des lymphocytes B dans la moelle osseuse à partir 

de Kurosaki et al.(Kurosaki 2010). 

II- La tolérance périphérique 

Certains lymphocytes autoréactifs échappent à la sélection réalisée dans les organes 

lymphoïdes primaires. La tolérance centrale n’étant pas suffisante au maintien d’une non 

réponse du système immunitaire contre les antigènes du soi, d’autres mécanismes de tolérance 

dite périphérique sont alors mis en jeu (Bouneaud et al. 2000). Leurs rôles sont non seulement 

d’empêcher la réponse auto-immune mais également de limiter les réponses immunitaires trop 

intenses contre des antigènes étrangers. La tolérance périphérique permet d’éviter l’induction 

d’une réponse disproportionnée et non justifiée afin d’empêcher l’apparition de MAI, 

d’allergie, d’asthme... De même, elle est nécessaire à la mise en place d’une tolérance foeto-
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maternelle et d’une tolérance orale. Différents mécanismes de tolérance périphérique ont été 

décrits (Figure 8).  

 
Figure 8: Schéma représentant les différents mécanismes de tolérance périphérique 

1. La délétion clonale/l’apoptose 

Ce mécanisme utilisé lors de la sélection négative au niveau central peut aussi avoir 

lieu en périphérie. Il consiste à éliminer les cellules autoréactives en entraînant leur mort par 

apoptose. La délétion des lymphocytes a lieu lors de la rencontre avec son antigène dans un 

contexte particulier (Kabelitz et al. 1993). Pour les lymphocytes T, l’apoptose est notamment 

induite lorsqu’ils sont privés de facteurs de croissance comme l’IL-2. En effet, l’IL-2 permet 

l’expression de facteurs anti-apoptotiques tels que Bcl-2 et Bcl-xl nécessaires à la survie des 

cellules T (Schimpl et al. 2002). Les LB autoréactifs activés ne rencontrent généralement pas 

de lymphocytes T de spécificité antigénique identique. Ils ne recoivent donc pas les signaux 

de survie fournis par l’interaction avec ces cellules et rentrent alors en apoptose (J G Cyster et 

al. 1994). La mort cellulaire des cellules T peut aussi être déclenchée lors d’une activation 

trop importante en présence d’une forte concentration d’antigène. Ce phénomène correspond 

à la «mort cellulaire induite par l’activation» (AICD) et met en jeu le système Fas/FasL 

(Brunner et al. 1995). Cette voie Fas/FasL permet également d’éliminer les LB autoréactifs 

qui, dans de rares cas, rencontrent les lymphocytes T de même spécificité auto-antigénique. 

L’interaction avec la cellule T, en absence de la costimulation CD86-CD28, entraîne la mort 

de la cellule B via l’interaction Fas-FasL (Rathmell et al. 1996; Rathmell et al. 1998). 

2. L’anergie 

L’anergie est caractérisée par l’incapacité fonctionnelle des lymphocytes à être 

réactivés par leur antigène (Jenkins & R. H. Schwartz 1987). Elle est induite lorsque le 
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lymphocyte reçoit le premier signal d’activation, c’est-à-dire pour le lymphocyte T, quand il 

reconnait l’antigène présenté sur un CMH par une APC, et ceci en l’absence du 2
ème

 signal 

d’activation (costimulation). Les cellules anergiques sont incapables de proliférer et de 

produire de l’IL-2 (R. H. Schwartz 1990). En revanche, l’anergie peut être levée par l’apport 

d’IL-2 à ces cellules (Essery et al. 1988). L’anergie semble aussi dépendre des molécules de 

costimulation inhibitrices telles que le CTLA-4. En effet, son absence dans des cellules T 

transgéniques rend ces dernières réfractaires à l’induction d’anergie par une stimulation 

antigénique via des APC exprimant faiblement la molécule de costimulation B7 (Greenwald 

et al. 2001). L’anergie des cellules B autoréactives est dûe à une désensibilisation du BCR 

suite à une stimulation chronique par l’autoantigène (Yarkoni et al. 2010). En transplantation, 

l’induction de tolérance via l’anergie a pu être démontrée dans un modèle de primate non 

humain (Bashuda et al. 2005). Dans cette étude, des cellules T du receveur sont rendues 

anergiques via le contact in vitro avec des APC du donneur et en présence d’anticorps 

bloquant la costimulation. Le transfert de ces cellules T anergiques a permis d’induire une 

survie à long terme des receveurs.  

3. La régulation/suppression 

À la différence des autres mécanismes de tolérance, celui-ci fait intervenir une 

population de cellules dites régulatrices, qui via des propriétés suppressives va agir sur la 

population de cellules à réguler. La régulation ou la suppression est donc un phénomène actif 

dépendant de la production de cytokines ou d’un contact cellulaire, et permet d’inhiber 

l’activation ou la fonction des cellules effectrices. Le concept de suppression induit par des 

cellules T capables d’inhiber d’autres cellules est apparu dans les années 1970 (Gershon & K. 

Kondo 1970; Gershon & K. Kondo 1971; Gershon et al. 1972). Aujourd’hui, les cellules dites 

régulatrices ont été et sont toujours largement étudiées du fait de leur implication en 

transplantation mais aussi dans d’autres pathologies telles que les MAI, les allergies ou le 

cancer. De nombreuses cellules régulatrices ont été décrites. Certaines sont présentes 

naturellement dans l’organisme comme les nTreg, dont j’ai précédemment évoqué le 

développement dans le thymus, et d’autres sont induites en périphérie lors de l’activation de 

la réponse immunitaire afin de limiter son intensité ou même de l’inhiber. 

III- Les cellules régulatrices  

Actuellement, un large panel de cellules régulatrices possédant des fonctions 

suppressives a été décrit. Parmi ces cellules, les plus étudiées sont des cellules T CD4
+ 

bien 
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que des cellules T CD8
+ 

et TCD4
-
CD8

- 
aient été aussi mises en évidence. Les DC et les LB 

peuvent également avoir des proprités régulatrices. Enfin, d’autres populations cellulaires 

telles que les cellules Tγδ, les NKT mais aussi les macrophages, les cellules myéloïdes 

suppressives et les cellules mésenchymales stromales jouent un rôle dans la régulation de la 

réponse immune (Kathryn J Wood et al. 2012). 

1. Les lymphocytes T régulateurs 

1.1. Les lymphocytes T régulateurs naturels 

(a). CD4
+
CD25

+ 

Comme je l’ai décrit précédemment, les cellules T régulatrices naturelles CD4
+
CD25

+ 

(nTreg) se développent dans le thymus et migrent en périphérie afin de contrôler les 

lymphocytes autoréactifs qui seraient responsables du développement de MAI. Les nTreg 

expriment constitutivement différents marqueurs tels que le GITR (Glucocorticoid-Induced 

Tumor necrosis factor Receptor family-related protein) (Jun Shimizu et al. 2002), le CTLA-4 

(T Takahashi et al. 2000), l’antigène LAG-3 (CD223) (C.-T. Huang et al. 2004), le CD103 

( β intégrine) (Curotto de Lafaille & Lafaille 2002), le CD62L (Szanya et al. 2002) ou la 

molécule Nrp-1 (Neuropilin-1) (Bruder et al. 2004). Cependant, l’expression de ces molécules 

n’étant pas restreinte à ces cellules, elles ne peuvent donc pas être utilisées comme marqueurs 

spécifiques. Chez la souris et le rat, l’expression du facteur de transcription Foxp3 a été 

spécifiquement associée aux cellules régulatrices CD4
+
CD25

+
. Foxp3 a été identifié comme 

régulateur du développement et de la fonction des Treg CD4
+
CD25

+
. Le transfert du gène 

codant Foxp3 dans des cellules CD4
+
CD25

-
 confère un phénotype et une fonction suppressive 

à ces cellules (J. D. Fontenot et al. 2003; Hori et al. 2003). De plus, la mutation du gène 

codant pour Foxp3 chez la souris scurfy entraîne un désordre auto-immun lymphoprolifératif 

(Brunkow et al. 2001). Chez l’homme, des études ont permis d’associer la mutation du gène 

codant Foxp3 au syndrome sévère auto-immun allergique fatal, appelé le syndrome IPEX 

pour, "Immunodysregulation, polyendocrinopathy, enteropathy X-linked syndrome" (C. L. 

Bennett et al. 2001; Wildin et al. 2001). Malgré l’expression de Foxp3 dans les Tregs 

humaines, celui-ci a également été décrit comme transitoirement augmenté dans les 

lymphocytes T activés, rendant difficile son utilisation comme marqueur spécifique. 

Actuellement, aucun marqueur spécifique n’a encore été identifié chez l’homme, bien que 

l’utilisation du CD127 (chaine  du récepteur à l’IL7) permette d’affiner le phénotypage des 

Treg. En effet, son expression est sous-régulée dans les Tregs (W. Liu et al. 2006; Codarri et 



INTRODUCTION - C.  La Tolérance 

40 

 

al. 2007). Cependant, une récente étude réalisée chez des patients souffrant d’arthrite 

rhumatoïde montre également une diminution de l’expression du CD127 dans les cellules T 

activées (Aerts et al. 2008), soulignant la difficulté de trouver un marqueur spécifique aux 

Treg humaines.  

Les nTreg sont capables d’inhiber différentes réponses lymphocytaires induites par les 

lymphocytes T CD4
+
 et T CD8

+
, mais aussi la réponse humorale via l’inhibition de la 

production d’anticorps par les LB. Les nTreg peuvent également inhiber des réponses 

immunologiques induites par les NK et sont capables de modifier la maturation et la fonction 

des DC (A M Thornton & E M Shevach 2000). La présence de l’IL-2 est essentielle à la 

prolifération et à l’activation des nTreg (Angela M Thornton et al. 2004), alors que leur 

fonction suppressive dépend du TGF-β et de l’IL-10 (Du et al. 2006). Cependant, il semble 

que les nTreg soient capables de produire des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-17. 

En effet, l’IL-6 pourrait convertir les nTreg en cellules Th17 de façon dépendante du TGF-β 

(L. Xu et al. 2007). Cette plasticité cellulaire montre que les nTreg pourraient, dans certaines 

conditions, se différencier en cellules effectrices et favoriser la réponse immune activatrice. 

(b). CD8
+
 

Une population de cellules T CD8
+
 naturelles a été mise en évidence chez le rat par 

Saoudi et ses collègues en 2004 (Xystrakis et al. 2004). Cette population de lymphocytes T 

CD8
+ 

est caractérisée par une faible expression de la molécule CD45RC (CD8
+
CD45RC

low
). 

Elle exprime le facteur de transcription Foxp3, l’antigène CTLA-4 et peut produire de l’IL-4, 

de l’IL-13 et de l’IL-10 in vitro. Ces lymphocytes T CD8
+
 exercent leur fonction régulatrice 

en inhibant l’expansion de cellules T CD4
+ 

de type Th1 via un contact cellulaire (Xystrakis et 

al. 2004). Chez l’homme, une population de thymocytes CD8
+
CD25

+ 
possédant un phénotype 

(GITR, CTLA-4, TGF-β1) et des fonctions suppressives similaires aux cellules T régulatrices 

CD4
+
CD25

+ 
a été mise en évidence par l’équipe de Sergio Romagnani et de Francesco 

Annunziato (Cosmi et al. 2003). 

1.2. Les lymphocytes T régulateurs induits 

Alors que les nTreg sont associés à la tolérance aux antigènes du "soi", les Treg 

induits (iTreg) générés en périphérie semblent contrôler la réponse aux antigènes étrangers 

non pathogènes provenant par exemple de la flore commensale, des aliments ou des antigènes 

inhalés. De nombreuses populations ont été décrites ces vingt dernières années.  
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On retrouve les lymphocytes T CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
issus de la conversion de 

lymphocytes T CD4
+ 

naïfs en Treg. Différents mécanismes permettent l’induction de ces 

iTreg (Curotto de Lafaille & Lafaille 2009) dont le plus décrit est dépendant de la présence de 

l’IL-2 et du TGF-β (Fantini et al. 2004). En transplantation, l’induction de ces iTreg 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+ 
 a été observée dans des modèles de tolérance à l’allogreffe cardiaque 

dépendant du TGF-β (Cobbold et al. 2004; Ochando et al. 2006). Ces cellules possèdent le 

même phénotype que les nTreg rendant leur distinction difficile. Récemment, les études du 

groupe de Shevach suggèrent qu’un membre de la famille des facteurs de transcription 

d’Ikaros, Helios, serait un marqueur des Treg thymiques et pourrait permettre de discriminer 

les iTreg des nTreg (Angela M Thornton et al. 2010). Des études complémentaires sont 

nécessaires pour confirmer ces données, cette idée ayant été récemment remise en question 

par différentes études (Akimova et al. 2011; Haribhai et al. 2011). En effet, l’équipe de 

Williams montre chez la souris que des cellules Foxp3
- 
(Haribhai et al. 2011) converties en 

Treg sont majoritairement Helios
hi 

suggérant que l’expression d’Helios n’est pas restreinte 

aux nTreg.  

Deux autres populations d’iTreg CD4
+ 

ont été décrites: les Tr1 et les Th3.  

Les Tr1, décrites par le groupe de M.G. Roncarolo, sont capables d’inhiber la colite 

auto-immune (H Groux et al. 1997). Elles sont générées à partir de cellules CD4
+
, en présence 

d’IL-10. Récemment, une autre cytokine, l’IL-27, a été décrite comme capable d’induire la 

génération de Tr1 (Apetoh et al. 2010). Les Tr1 exercent leur fonction suppressive via la 

production d’IL-10 et de TGF-β (M G Roncarolo et al. 2001). En transplantation, l’induction 

in vivo de ces cellules avec une combinaison d’IL-10 et de Rapamycine permet d’établir une 

tolérance à long terme d’allogreffe d’îlots pancréatiques (Battaglia et al. 2006). Un essai 

clinique basé sur le transfert de ces cellules Tr1 est actuellement en cours en Italie afin 

d’évaluer leur efficacité dans la maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) (M.-G. Roncarolo 

& Battaglia 2007).  

Les Th3 ont été décrites pour la première fois dans un modèle d’induction de tolérance 

orale à l’EAE chez la souris (Y Chen et al. 1994). Elles sont générées en présence d’IL-4, 

d’IL-10 et de TGF-β. Leur fonction régulatrice est dépendante du TGF-β qu’elles produisent 

(H L Weiner 2001). Elles ont la particularité d’induire la différenciation de lymphocytes T en 

cellules Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 (Carrier et al. 2007). 

Outre les populations d’iTreg CD4
+
, des populations d’iTreg CD8

+
 ont aussi été mises 

en évidence, dont les cellules CD8
+
CD28

-
. Décrites chez l’homme, elles sont générées in 

vitro par des stimulations répétées via des APC (Z. Liu et al. 1998). Leur fonction suppressive 
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est spécifique de l’antigène et dépend d’un contact cellulaire (John S Manavalan et al. 2004). 

Elles ont la capacité d’empêcher le rejet aigu dans un modèle de greffe de foie chez le rat (Y 

Liu et al. 2007). Ces cellules ont été retrouvées chez des patients transplantés rénaux, 

hépatiques ou cardiaques, ne présentant pas de signe de rejet (Raffaello Cortesini et al. 2002; 

Adriana I Colovai et al. 2003). Une équipe de notre laboratoire a également mis en évidence 

une population d’iTreg CD8
+
 possédant un phénotype similaire aux cellules naturelles 

CD8
+
CD45RC

low 
décrites par l’équipe de Saoudi. Cette population est capable d’inhiber le 

rejet aigu dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillonneau et al. 2007). 

Des cellules TCR β
+
CD3

+
NK1.1

-
CD4

-
CD8

-
, dites double négatives, ont également 

été décrites comme possédant des propriétés suppressives. Leur fonction est dépendante de 

l’IL-2 et de l’IL-4 et nécessite un contact cellulaire (Z. X. Zhang et al. 2000). Découvertes 

chez la souris puis décrites chez l’homme, elles n’expriment pas la molécule CD28 mais 

possèdent des molécules d’activation telles que le CD25 et le CD69 (Z. X. Zhang et al. 2000; 

Fischer et al. 2005). Elles sécrètent de l’IFN-γ et du TNF-α (W. Chen et al. 2003). Elles 

permettent de prévenir le rejet de greffe (M Hill et al. 2011) et la GVHD (Kevin J Young et 

al. 2003). Une récente étude a mis en évidence la capacité de ces Treg murines à acquérir, in 

vivo, le complexe CMH/peptide antigénique via la trogocytose avec les APC qui portent le 

complexe. Ce mécanisme confère à ces Treg la capacité à lyser les lymphocytes CD8
+
 

spécifiques de l’antigène (Ford McIntyre et al. 2008).  

Les cellules NKT sont des cellules exprimant à la fois le TCR β et le marqueur de la 

lignée NK, le NKRP1. Elles peuvent produire de l’IL-4, de l’IFN-γ, du TGF-β et de l’IL-10 

suite à une activation via la reconnaissance d’un glycolipide étranger présenté par la molécule 

CD1d. Les NKT ont été associées à des fonctions de régulation notamment dans le cadre du 

diabète (Frey & T. D. Rao 1999) mais aussi en transplantation (K. I. Seino et al. 2001; 

Higuchi et al. 2002). Chez la souris, elles sont impliquées dans la tolérance à l’allogreffe 

cardiaque et sont capables d’inhiber la GVHD en favorisant la prolifération des Treg du 

donneur de façon dépendante de l’IL-4 (Pillai et al. 2009). 

1.3. Mécanismes de régulation des lymphocytes T régulateurs 

Les cellules Treg, qu’elles soient induites ou naturelles, disposent de diverses 

stratégies afin d’exercer leur activité suppressive. Différents mécanismes de régulation ont été 

décrits, dont l’utilisation de cytokines inhibitrices, la cytolyse, la perturbation métabolique 

et/ou l’inhibition de la maturation ou de la fonction des DC (Figure 9). La diversité de ces 
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mécanismes permet aux lymphocytes T régulateurs de cibler de nombreux types cellulaires. 

Les Treg sont capables d’inhiber la réponse à médiation cellulaire en ciblant la prolifération et 

la fonction de lymphocytes T CD4
+
 et CD8

+ 
effecteurs. Elles inhibent également la réponse 

humorale en s’attaquant à la commutation de classe des Ig et à la production des anticorps. 

Enfin, les cellules T régulatrices peuvent cibler la cytotoxicité des NK et des NKT, la 

maturation et la fonction des DC ainsi que la fonction et la survie des neutrophiles et des 

mastocytes (Rouse 2007; Ethan M Shevach 2009). 

(a). La production de cytokines régulatrices 

L’IL-10 et le TGF-β sont les deux principales cytokines suppressives utilisées par les 

Treg pour exercer leur activité. Diverses études ont pu mettre en évidence l’importance du 

TGF-β dans le maintien de la tolérance. C’est notamment le cas dans un modèle de diabète 

chez la souris, dans lequel l’expression du récepteur au TGF-β par les lymphocytes T CD8
+ 

est essentielle pour leur régulation par les Treg CD4
+
CD25

+
 (E. A. Green et al. 2003). Dans 

une autre étude réalisée dans un modèle de colite chez la souris, les cellules effectrices 

insensibles au TGF-β échappent à la suppression par les Treg. Dans ce même modèle, les 

cellules Treg CD4
+
CD25

+ 
déficientes pour le TGF-β sont capables d’inhiber la colite. En 

revanche, cette suppression est levée lors de l’ajout d’un anticorps anti-TGF-β (Fahlén et al. 

2005). Ces résultats suggèrent que la fonction des cellules Treg CD4
+
CD25

+ 
peut dépendre du 

TGF-β produit par d’autres cellules. De plus, notre équipe a mis en évidence l’importance de 

cette cytokine dans la tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat. En effet, nous avons 

montré que le transfert de la tolérance, via l’injection de cellules T régulatrices à un second 

receveur syngénique, est dépendant du TGF-β. En effet, l’administration au receveur d’un 

anticorps bloquant le TGF-β inhibe l’induction de la tolérance (Le Texier et al. 2012). 

L’utilisation du TGF-β soluble par les cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+ 
a été remise en 

cause par certaines études. En effet, Thornton et ses collègues ont montré que la fonction 

suppressive des cellules Treg CD4
+
CD25

+ 
nécessite un contact cellulaire (A M Thornton & E 

M Shevach 1998). En effet, l’expression d’une forme membranaire du TGF-β pourrait être 

responsable de la fonction suppressive des Treg (K. Nakamura et al. 2001).  

La cytokine IL-10 a également été décrite comme étant importante dans la tolérance 

immune. Son rôle dans la régulation par les Treg a été mis en évidence dans différents 

modèles murins d’autoimmunité, d’infection, de transplantation et d’inflammation (Shimon 

Sakaguchi 2004). Par exemple, dans un modèle de greffe chez la souris, l’injection 

d’anticorps bloquant l’IL-10 entraîne un rejet plus rapide de la greffe de peau allogénique 
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dont le rejet est normalement inhibé par les cellules T régulatrices (Cherry I Kingsley et al. 

2002). Dans une autre étude, Rubstov et ses collègues montrent que la délétion spécifique de 

la production d’IL-10 par les Treg n’est pas associée à l’apparition de MAI systémiques mais 

que l’IL-10 est tout de même nécessaire à la tolérance locale des poumons et du colon 

(Rubtsov et al. 2008). L’effet inhibiteur de l’IL-10 a notamment été attribué à son action sur 

les cellules myéloïdes, dont elle diminue l’expression des molécules de CMH de classe II, des 

molécules de costimulation ainsi que la production de cytokines et de chimiokines pro-

inflammatoires (K. W. Moore et al. 2001). Le rôle immunorégulateur de l’IL-10 peut aussi 

être associé à la génération de cellules Tr1 ou de DC tolérogènes dépendantes de l’IL-10, qui 

sont elles-mêmes des cellules régulatrices productrices d’IL-10 (Kryczek et al. 2006; Maria 

Grazia Roncarolo et al. 2006). 

Une nouvelle cytokine, l’IL-35, a récemment été décrite comme étant produite par les 

cellules T régulatrices (Collison et al. 2007). L’IL-35 est constituée de la chaine EBI3 

(analogue de la chaine IL12p40) associée à la chaine IL12p35. Chez la souris, Collison et ses 

collègues ont mis en évidence la production d’IL-35 par les cellules Treg Foxp3
+
. L’IL-35 

semble nécessaire à leur activité suppressive. De plus, l’expression ectopique de l’IL-35 dans 

des cellules T naïves leur confère une activité suppressive. In vitro, l’ajout d’IL-35 

recombinante sur des cellules T effectrices est suffisant pour inhiber leur prolifération 

(Collison et al. 2007). Une autre étude réalisée chez la souris montre que l’IL-35 est 

responsable de l’inhibition de la différenciation des lymphocytes Th17 et permet la 

diminution de la sévérité de l’arthrite (Niedbala et al. 2007). Chez l’homme, la production 

d’IL-35 par les Treg humaines reste controversée (Bardel et al. 2008), bien qu’une étude 

récente montre que la sécrétion d’IL-35 par les Treg Foxp3
+
 est importante pour leur fonction 

de suppression et contribue à la conversion des cellules T régulées en iTreg productrices d’IL-

35 (Chaturvedi et al. 2011).  

(b). La lyse cellulaire 

Les cellules Treg sont aussi capables d’induire la cytolyse de leurs cibles. Différents 

mécanismes ont été décrits comme faisant intervenir la voie Fas/FasL (T. Watanabe et al. 

2002), la voie granzyme/perforine (Grossman, Verbsky, Barchet, et al. 2004; Grossman, 

Verbsky, Tollefsen, et al. 2004) ou seulement la voie granzyme B associée à un contact 

cellulaire (Gondek et al. 2005). Une autre voie a été rapportée comme jouant un rôle dans la 

fonction cytolytique des Treg. En effet, une étude chez la souris a montré une inhibition de la 

survie d’allogreffe de peau par blocage de la voie TRAIL/DR5 (Tumor necrosis factor-
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Related Apoptosis Inducing Ligand/Death Receptor 5) qui serait dépendante de la diminution 

de l’activité suppressive et cytotoxique des Treg (X. Ren et al. 2007). La voie PD-1/PD-L1 a 

également été décrite comme utilisée par les cellules Treg pour exercer leur fonction 

suppressive, en induisant notamment l’apoptose des LB autoréactifs (Gotot et al. 2012).  

(c). La perturbation métabolique 

La perturbation métabolique constitue une autre stratégie employée par les Treg afin 

d’exercer leur fonction régulatrice. Cette méthode consiste à modifier l’environnement 

biochimique ou cytokinique extracellulaire ou parfois intracellulaire, le rendant délétère pour 

les cellules cibles. Les cellules Treg, nécessitant la présence d’IL-2 pour survivre et étant 

incapables d’en produire elles-mêmes, consomment donc l’IL-2 produite par les lymphocytes 

T effecteurs. Pandiyan et ses collègues ont montré dans un modèle d’inflammation de 

l’intestin chez la souris que ce phénomène entraîne l’appauvrissement de l’environnement en 

IL-2, déclenchant l’apoptose des cellules effectrices qui ont besoin d’IL-2 pour survivre 

(Pandiyan et al. 2007). Certaines études ont aussi mis en avant l’implication de l’ATP 

(adénosine triphosphate) dans la fonction des Treg. En effet, la présence de l’ATP dans 

l’environnement extracellulaire a des effets pro-inflammatoires. Le relargage d’ATP est 

observé lors de dommages tissulaires et de mort cellulaire, et entraîne l’activation des DC. Or, 

l’ectoenzyme CD39, exprimée par les Treg chez la souris, permet la dégradation de l’ATP en 

AMP (Adénosine Monophosphate) et donc diminue les effets pro-inflammatoires. Une étude 

chez l’homme a notamment mis en évidence la diminution d’une population de Treg 

Foxp3
+
CD39

+
 chez des patients en phase de rechute de sclérose multiple (MS), suggérant 

l’importance des Treg Foxp3
+
CD39

+
 dans le contrôle des MAI chez l’homme (Borsellino et 

al. 2007). La forme cyclique de l’AMP, l’AMPc, semble aussi impliquée dans l’activité 

suppressive des Treg. L’AMPc est connue pour son effet inhibiteur sur la prolifération, la 

différenciation et la production d’IL-2 par les cellules T (Bodor et al. 2001). L’étude de Bopp 

et ses collègues montre que les nTreg de souris sont capables d’induire une suppression par le 

transfert d’AMPc intracellulaire dans des lymphocytes T effecteurs, via des jonctions GAP 

formées entre les deux types cellulaires (Bopp et al. 2007). 

(d). La régulation des cellules dendritiques 

En plus d’une action directe des Treg sur les cellules effectrices, les Treg peuvent 

utiliser un mécanisme indirect de suppression, notamment par l’interaction avec les DC. Cette 

interaction peut se faire via différentes molécules. La molécule CTLA-4 portée par les Treg 
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interagit avec les molécules CD80 et CD86 présentes sur les DC et induit la diminution de 

leur expression. Cette interaction entraîne la diminution de la capacité des DC à induire la 

prolifération des lymphocytes T effecteurs (Oderup et al. 2006). L’implication du CTLA-4 a 

été mise en évidence par l’utilisation d’un anticorps bloquant cette molécule, avec pour 

résultat la diminution de la suppression dépendante des DC (Oderup et al. 2006). De même, le 

contact Treg/DC dépendant des molécules CTLA-4, CD80 ou CD86 peut induire l’expression 

d’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) par les DC. IDO est une enzyme qui permet la 

dégradation du tryptophane et entraîne la production de métabolites pro-apototiques induisant 

la suppression des lymphocytes T effecteurs (Fallarino et al. 2003). D’autres molécules 

semblent aussi impliquées dans l’activité régulatrice des Treg dépendante des DC. C’est le cas 

de la molécule LAG-3 (lymphocyte-activation gene 3) exprimée par les Treg, qui interagit 

avec les molécules de CMH de classe II et inhibe la maturation des DC, empêchant 

l’activation des lymphocytes T (Liang et al. 2008). Par une autre stratégie, Nrp-1, exprimée 

par les cellules Foxp3
+
, permet aussi aux Treg d’éviter l’activation des lymphocytes T. En 

effet, elle prolonge le temps de contact des Treg et des DC empêchant les lymphocytes T 

d’accéder aux DC (Sarris et al. 2008; Ethan M Shevach 2009). Les Treg sont également 

capables de diminuer la capacité des DC à capter les antigènes via les récepteurs 

endocytiques, lectines de type C «like» tels que CD206 et DC-SIGN, en diminuant leur 

expression. Ils entraînent aussi l’expression du récepteur inhibiteur FcγRIIb limitant 

l’activation des DC (Navarrete et al. 2011). 
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Figure 9: Schéma représentant les quatre principaux mécanismes de suppression des Treg d’après 

Workman et al.(Workman et al. 2009). 

1.4. Les lymphocytes T régulateurs en transplantation 

De la même manière que pour le maintien de la tolérance envers les antigènes non 

pathogènes qui permet d’éviter les réponses auto-immunes, la balance entre les Treg et les 

lymphocytes T effecteurs en transplantation va influencer le devenir du greffon vers le rejet 

ou la tolérance. Chez un receveur d’allogreffe, la quantité de Treg n’est pas suffisante pour 

contrer l’action des lymphocytes T alloréactifs et éviter le rejet de l’allogreffe. L’objectif est 

donc de faire pencher la balance au profit des Treg en diminuant la proportion de lymphocytes 

T effecteurs ou en favorisant l’expansion des Treg. De nombreux modèles animaux ont mis 

en évidence l’importance des Treg dans l’induction ou le maintien de la tolérance en 

transplantation (P. A. Taylor et al. 2001; Hara et al. 2001; Alberto Sánchez-Fueyo et al. 2002; 

E. Chiffoleau et al. 2002; Guillonneau et al. 2007). Chez l’homme, le rôle des Treg en 
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transplantation n’est pas encore clairement établi, bien que l’étude des patients dits 

"opérationnellement tolérants" permette à présent de mieux les caractériser. Ces patients 

tolérants possèdent une fonction stable du greffon, bien qu’ils ne soient plus sous 

immunosuppression suite à un arrêt de traitement pour diverses raisons (non-observance ou 

problèmes d’effets secondaires au traitement). Certaines études suggèrent que la présence de 

Treg serait associée à la tolérance. En effet, l’équipe de Sánchez-Fueyo A. a mis en évidence 

un plus grand nombre de cellules Tregs CD4
+
CD25

+
FoxP3

+
 dans le sang des patients tolérant 

leur greffe de foie par rapport aux patients sous immunosuppression ou à des volontaires sains 

(M Martínez-Llordella et al. 2007). Dernièrement, lors de l’étude du profil de gènes exprimés 

par des patients transplantés rénaux opérationnellement tolérants, une équipe brésilienne a 

montré que ces patients possédaient un profil d’expression de gènes associés aux Treg tels 

que Foxp3, le TGF-β et son récepteur (Moraes-Vieira et al. 2012). Une équipe de notre 

laboratoire a quant à elle mis en évidence une diminution des lymphocytes T 

CD25
hi

CD4
+
Foxp3

+
 chez les patients en rejet chronique par rapport aux patients tolérants ou à 

des volontaires sains, suggérant que le maintien du nombre de Treg en périphérie est 

important pour la tolérance (Louis et al. 2006; Cécile Braudeau et al. 2007). Bien qu’elle n’ait 

pas mis en évidence de différence d’expression du TGF-β entre les patients tolérants et ceux 

développant un rejet chronique, elle a montré que 27% des gènes différentiellement exprimés 

entre ces deux groupes de patients étaient régulés par cette cytokine (Sophie Brouard et al. 

2007).  

Bien qu’il soit admis que les Treg jouent un rôle important dans la tolérance, il semble 

que la détection d’une augmentation de Treg ne soit pas toujours un marqueur d’une 

prédisposition à la tolérance chez l’homme. En effet, certaines études montrent une 

augmentation des marqueurs de Treg tel que le Foxp3 associée au rejet. En transplantation 

rénale, l’expression de Foxp3 dans les urines des patients corrèle avec le rejet du greffon (B 

Li et al. 2001; Muthukumar et al. 2005). Des résultats similaires ont été obtenus en 

transplantation pulmonaire et cardiaque. Une augmentation du nombre de cellules Foxp3
+
 a 

été mise en évidence dans les lavages broncho-alvéolaires de patients en rejet aigu par rapport 

à des patients sans rejet (Neujahr et al. 2009). De même, l’expression de Foxp3 est augmentée 

dans des biopsies cardiaques de patients avec un grade de rejet élevé par rapport à des patients 

sans rejet ou avec un stade moins avancé de rejet (Baan et al. 2009). Ces résultats suggèrent 

une augmentation de l’infiltration des greffons par les Treg, probablement dans le but de 

limiter l’inflammation et la réponse immune contre le greffon.  

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1nchez-Fueyo%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17241111
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Bien que les résultats obtenus en transplantation chez l’homme ne soient pas aussi 

clairs que ceux obtenus chez le rongeur, le rôle des Treg dans la régulation de la réponse 

immunitaire est quant à lui évident. C’est pourquoi il est nécessaire d’utiliser des stratégies 

thérapeutiques qui favorisent cette population cellulaire chez les patients transplantés. 

2. Les DC tolérogènes 

Comme j’ai pu l’évoquer précédemment, les DC sont elles aussi impliquées dans les 

mécanismes de tolérance. L’importance des DC dans la tolérance périphérique a notamment 

été soulignée par l’étude de Darrasse-Jèze G et ses collègues. Ils ont montré que la déplétion 

des DC chez la souris entraîne une diminution du nombre de Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
, 

corrélée à une augmentation de lymphocytes T producteurs d’IL-17 et d’IFN-γ, et une 

augmentation du risque de MAI (Darrasse-Jèze et al. 2009).  

2.1. Les DC immatures 

Les propriétés régulatrices ou tolérogènes des DC ont classiquement été associées aux 

cellules immatures. En effet, ces cellules exprimant faiblement les molécules de co-

stimulation et ne produisant que très peu ou pas d’IL-12p70 (Banchereau & R M Steinman 

1998), elles ne sont pas aptes à activer une réponse immunitaire effectrice. Par ailleurs, elles 

possèdent de fortes propriétés endocytiques et phagocytiques (Buckwalter & M. L. Albert 

2009). Elles captent les antigènes du "soi" et migrent dans les OLS pour présenter ces 

antigènes aux lymphocytes T autoréactifs et induire leur délétion ou leur anergie (Ralph M 

Steinman et al. 2003). De nombreuses études ont associé le potentiel régulateur des DC aux 

cellules immatures. Chez l’homme, l’injection de DC immatures dérivées de monocytes 

pulsées avec un peptide du virus influenza et injectées en sous-cutanée chez des volontaires, 

permet la génération de cellules Treg CD8
+ 

spécifiques de l’antigène et productrices d’IL-10 

(M V Dhodapkar et al. 2001; Madhav V Dhodapkar & Ralph M Steinman 2002). 

Nussenzweig et Steinman ont montré que l’apport d’un antigène à des DC en ciblant le 

récepteur d’endocytose DEC-205 et en condition non inflammatoire, induit la prolifération 

des cellules T spécifiques de l’antigène puis leur délétion. Au contraire, lorsque la même 

expérience est réalisée avec des DC activées via le CD40, les cellules T vont alors proliférer, 

produire de l’IL-2 et de l’IFN-γ, et exercer des fonctions effectrices (Bonifaz et al. 2002). 

Outre leur capacité à inhiber les lymphocytes T, les DC semblent aussi capables d’inhiber la 

réponse humorale. Des DC dérivées de la moelle osseuse (BMDC) immatures ainsi que des 

DC provenant de poumons de souris peuvent fortement inhiber la production d’IgE par des 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Darrasse-J%C3%A8ze%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19667061
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nussenzweig%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12486105
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Steinman%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12486105
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LB activés via le CD40 et l’IL-4 (Obayashi et al. 2007). Il semble donc évident que les DC 

immatures peuvent présenter des propriétés tolérogènes notamment en raison de l’absence de 

signaux de costimulation qu’elles fournissent.  

2.2. Les DC matures 

Le potentiel tolérogène des DC ne peut pas être exclusivement attribué aux cellules 

immatures. En effet, il a été démontré que la maturation et l’expression de molécule de 

stimulation pouvaient être nécessaires à l’induction de tolérance. L’équipe de Lutz a montré 

que des DC stimulées avec du TNF- expriment fortement le CMH de classe II et les 

molécules de costimulation, mais qu’elles produisent peu de cytokines pro-inflammatoires. 

Ces cellules sont capables d’induire une protection contre l’EAE chez la souris (Menges et al. 

2002). Le concept de cellules semi-matures a donc été proposé, correspondant à un état de 

maturation intermédiaire de DC capables d’induire la tolérance. D’autre part, les DC matures 

sont aussi capables d’exercer des fonctions de régulation. Elle peuvent induire une tolérance 

en stimulant la prolifération de cellules Treg naturelles (Sayuri Yamazaki et al. 2003). Les DC 

CD11c
+
CD103

+
,
 
qui présentent un phénotype mature (CD80, CD86, CMHII), participent au 

maintien de la tolérance intestinale en induisant des Treg Foxp3
+
. L’induction de ces Treg 

dépend de la présence de TGF-β et de la production par les DC de l’acide rétinoïque. Ces 

deux facteurs permettent l’induction de l’expression de Foxp3 par les cellules T (Coombes et 

al. 2007; C.-M. Sun et al. 2007; Xiao et al. 2008). 

L’ensemble des données sur les DC possédant des propriétés tolérogènes montre que 

finalement, l’état de maturation des DC basé sur leur phénotype ne permet pas de distinguer 

les DC tolérogènes des autres DC. Actuellement, seule leur fonction permet de les distinguer. 

Ainsi, il semble donc plus pertinent de définir l’état de maturation d’une DC d’un point de 

vue fonctionnel plutôt que phénotypique (Caetano Reis e Sousa 2006).  

2.3. Induction de DC tolérogènes 

Comme je l’ai décrit précédemment, les cellules Treg sont capables de conférer aux 

DC des propriétés tolérogènes, notamment grâce à l’expression de la molécule CTLA-4. En 

effet, elles peuvent modifier l’expression de molécules de maturation sur les DC ou induire 

l’expression de molécules tolérogènes (IDO, ILT3, ILT4) et ainsi modifier leur fonction. Sous 

l’action de cellules Treg CD8
+
CD28

-
,
 
l’expression des molécules de costimulation des DC va 

être diminuée, alors que l’expression des récepteurs inhibiteurs ILT3 et ILT4 

(Immunoglobulin Like Transcript) sera augmentée (C. C. Chang et al. 2002). Les DC 
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exprimant fortement ces deux récepteurs inhibiteurs ILT3 et ILT4 entraînent l’anergie des 

cellules T effectrices, les convertissant en Treg spécifiques de l’antigène (John S Manavalan 

et al. 2004). 

Certains facteurs solubles sont également capables d’induire des DC aux propriétés 

tolérogènes comme l’IL-10 et le TNF- . La présence de ces cytokines permet de générer des 

DC CD11c
lo

CD45RB
+ 

capables d’induire la différenciation de cellules T naïves en cellules 

régulatrices Tr1 productrices d’IL-10 (Wakkach et al. 2003). D’autres facteurs solubles 

comme le TGF-β, la vitamine D3 ou les corticostéroïdes sont aussi utilisés pour induire in 

vitro des DC tolérogènes (O'Neill et al. 2004). Récemment, il a été montré que la galectine-1 

est également capable de conférer aux DC des fonctions tolérogènes. En effet, les auteurs ont 

observé que les DC générées en présence de galectine-1, en faible concentration, sont 

capables d’inhiber l’activation des cellules T et la neuroinflammation auto-immune, de façon 

dépendante de l’IL-10. Les propriétés tolérogènes de ces DC dépendent de la production de la 

cytokine IL-27 induite par la galectine-1 (Ilarregui et al. 2009). L’IL-27 est une cytokine 

régulatrice récemment décrite, composée des chaînes IL27p28 et EBI3 (Epstein-Barr virus 

induced gene 3), produite par les APC activées et notamment par les DC (Pflanz et al. 2002; 

Awasthi et al. 2007). L’IL-27 possède un rôle régulateur de l’inflammation. En effet, elle 

inhibe les cellules T effectrices Th1, Th2 et plus particulièrement les cellules Th17 (Batten et 

al. 2006). Lors d’une infection, les souris déficientes pour le récepteur à l’IL-27 meurent suite 

à une inflammation sévère des tissus associée à une réponse exagérée des cellules T (Villarino 

et al. 2003). L’IL-27 permet de contrôler la réponse auto-immune dans des modèles murins 

d’EAE et d’arthrite (Batten et al. 2006; Pickens et al. 2011). La fonction régulatrice de l’IL-27 

est attribuée à sa capacité à induire la différenciation de cellules régulatrices productrices 

d’IL-10, les Tr1 (Fitzgerald et al. 2007; Stumhofer et al. 2007; Apetoh et al. 2010). 

Karakhanova et ses collègues ont mis en évidence que l’IL-27 agit également sur les DC en 

induisant l’expression de la molécule régulatrice B7-H1, également appélée PD-L1 

(Programmed Death-1 Ligand), et inhibent les capacités stimulatrices de DC (Karakhanova et 

al. 2011). Enfin, notre équipe a observé la sur-expression de l’IL-27 dans un modèle de 

tolérance à l’allogreffe cardiaque de rat et nous avons montré que l’IL-27 semble impliquée 

dans cette tolérance. En effet, l’injection d’un AAV (adeno-associated virus) codant pour 

l’IL-27, associé à un court traitement immunosupresseur, permet la prolongation de survie 

d’allogreffes cardiaques chez le rat (Le Texier et al. 2012).  
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2.4. Molécules associées aux DC tolérogènes 

Bien qu’il n’existe pas de marqueur spécifique pour caractériser les DC dites 

tolérogènes, il semble pourtant que l’expression de certaines molécules soit associée aux 

propriétés régulatrices de ces cellules. Nous pouvons citer les récepteurs ILT3 et ILT4 

évoqués précédemment ou encore l’enzyme hème-oxygénase-1 (HO-1). En effet, cette 

enzyme, responsable du catabolisme de l’hème, a largement été associée à des fonctions de 

régulation de la réponse immune (Simon et al. 2011). Par exemple, les DC exprimant HO-1 

sont capables d’inhiber la réponse T in vitro et in vivo de façon dépendante de cette enzyme 

(A Moreau et al. 2009).  

Comme mentionné précédemment, l’expression des molécules PD-L1 et PD-L2 par 

les DC a aussi été associée à des capacités tolérogènes. En effet, l’interaction de ces 

molécules avec leur récepteur PD-1 exprimé par les lymphocytes T induit un signal inhibiteur 

à celles-ci. Le blocage de cette interaction induit un diabète auto-immun chez la souris (Fife et 

al. 2009).  

L’expression d’IDO par les DC leur confère des propriétés tolérogènes (Fallarino et 

al. 2003). Une population de DC IDO
+
CD19

+
,
 
mise en évidence dans la rate chez la souris, 

possède des propriétés régulatrices lorsqu’elle est stimulée (Mellor et al. 2003). Des travaux 

réalisés dans notre unité ont mis en évidence le rôle de l’enzyme IDO dans l’induction de la 

maturation des DC qui induisent l’expansion de Treg CD4
+
CD25

high
 (Marcelo Hill, Tanguy-

Royer, et al. 2007). De plus, ils ont montré que l’induction de la tolérance à l’allogreffe 

cardiaque de rat via la molécule CTLA4-Ig est dépendante d’IDO et de NO (oxyde nitrique) 

(Marcelo Hill, Zagani, et al. 2007). 

2.5. DC tolérogènes en transplantation 

En transplantation, différents modèles animaux ont permis de mettre en évidence le 

potentiel tolérogène des DC. L’équipe de Thomson a montré la capacité des BMDC 

immatures du donneur a prolonger la survie d’allogreffe cardiaque chez la souris, lorsqu’elles 

sont injectées 7 jours avant la greffe (Fu et al. 1996; L Lu et al. 1997). De même, des DC 

immatures générées avec des faibles doses de GM-CSF, résistantes à la maturation, ont donné 

des résultats similaires chez la souris (M B Lutz et al. 2000) et le rat (DePaz et al. 2003). 

L’injection de DC du donneur au receveur permet également d’éviter le rejet d’allogreffe de 

peau (Roelen et al. 2003) et protège du développement de la GVHD (Katsuaki Sato et al. 

2003). Enfin, notre équipe a montré que des BMDC issues du receveur, injectées la veille de 
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la greffe et associées à un court traitement immunosuppresseur en dose sous optimale, sont 

capables d’induire la tolérance à long terme chez le rat (M Hill et al. 2011).  

Les pDC possèdent également un potentiel tolérogène. Dans un modèle d’allogreffe 

cardiaque de souris, les pDC captent les alloantigènes de la greffe et migrent dans les 

ganglions où elles génèrent des Treg CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 (Ochando et al. 2006) et permettent 

d’induire la tolérance. Chez l’homme, la forte expression de PDL-1 et de CD86 par les pDC, 

corrèle avec une accumulation de Treg CD4
+
CD25

hi
Foxp3

+ 
dans le sang de patients tolérant 

leur greffe de foie (Tokita et al. 2008). 

Les études réalisées chez l’animal montrent le potentiel thérapeutique des DC 

tolérogènes. Des études cliniques de thérapie cellulaire utilisant des DC ont déjà été réalisées 

dans le cas de traitement contre le cancer. Cependant, ces études utilisaient la capacité 

immunogène des DC pour tenter d’induire une réponse effectrice et non régulatrice. En 

transplantation, la thérapie cellulaire utilisant les DC tolérogènes pour induire la tolérance n’a 

pas encore été testée chez l’homme. Le risque majeur de cette stratégie serait d’induire une 

immunogénicité envers les alloantigènes. En effet, les DC tolérogènes injectées dans un 

contexte inflammatoire pourraient être modifiées et induirent une réponse immunitaire contre 

les alloantigènes au lieu d’induire une tolérance. Pour pallier ce risque, il est proposé 

d’associer à l’injection de DC des traitements tels que des molécules bloquant la 

costimulation, afin que la présentation des antigènes aux cellules T se fasse dans un contexte 

tolérogène.  

3. Les lymphocytes B régulateurs 

3.1. Généralités  

Les LB sont principalement connus pour leur capacité à induire positivement la 

réponse immunitaire à travers leur propriété d’APC et leur capacité unique à produire et 

sécréter des anticorps. Ils jouent un rôle important dans l’élimination de pathogènes 

extracellulaires et sont largement décrits pour leur implication dans des pathologies telles que 

les MAI via la production d’auto-anticorps, dans les allergies par la sécrétion d’IgE ou encore 

en transplantation via la génération d’anticorps anti-donneurs. Cependant ces dix dernières 

années, de nombreuses études ont rapporté un rôle régulateur des LB démontrant l’existence 

de LB régulateurs, les Breg (Vitale et al. 2010). Dès la fin des années 1960, il a été suggéré 

pour la première fois l’existence d’une population de cellules productrices d’anticorps 

capables d’exercer un effet régulateur. En 1968, Alan Morris et Göran Möller ont mis en 

évidence la résistance à l’immunisation par le SRBC (Sheep red blood cells), des animaux 
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injectés avec des splénocytes producteurs d’anticorps  (A. Morris & Möller 1968). Par la 

suite, Katz, Parker et Turk ont décrit l’effet suppressif des LB en démontrant que la déplétion 

des LB, dans une préparation de splénocytes, inhibait le rôle régulateur de cette préparation 

sur la DTH (Delayed-type hypersensitivity) chez le cobaye (Katz et al. 1974). Dans les années 

1990, l’équipe de Janeway a confirmé l’existence d’une fonction régulatrice portée par les 

cellules B, en utilisant un modèle d’EAE de souris déficientes en LB (souris μMT) (S. D. 

Wolf et al. 1996). Cette étude montre que l’induction d’EAE dans ce modèle ne nécessite pas 

la présence de LB, mais que ceux-ci sont nécessaires à la diminution de la sévérité et à la 

guérison de la maladie. Les fonctions régulatrices de ces cellules ont par la suite été attribuées 

à des LB producteurs d’IL-10, appelés ensuite cellules B10. En 2002, des expériences de 

transfert réalisées par
 
Fillatreau et ses collègues montrent que les LB wild type (WT), à la 

différence des LB IL-10
-/-

,
 
sont capables de normaliser l’EAE chez des

 
souris μMT (Fillatreau 

et al. 2002). Plusieurs études réalisées dans des modèles animaux ont également mis en 

évidence l’importance de la fonction régulatrice des B10 dans les MAI, comme les coliques 

chroniques, les maladies inflammatoires intestinales (IBD) (A Mizoguchi et al. 1997; Atsushi 

Mizoguchi et al. 2002) ou l’hypersensibilité de contact (CHS) (R. Watanabe et al. 2007). Les 

B10 régulent le diabète chez des souris NOD (Non-Obese Diabetic), dans lesquelles les LB 

sont également décrits comme impliqués dans l’induction de la maladie (Xiu et al. 2008). 

Dans un modèle d’arthrite induite par le collagène (CIA), la déplétion des LB réduit la 

sévérité de la maladie (Yanaba et al. 2007) alors que l’injection de cellules B arthritogéniques 

activées avec un anticorps anti-CD40 diminue l’incidence et la sévérité de la maladie via la 

production d’IL-10 (Mauri et al. 2003). L’existence de LB régulateurs chez l’homme a été 

suggérée par différentes équipes. Duddy et ses collègues ont observé une diminution des LB 

producteurs d’IL-10 chez des patients atteints de sclérose multiple (MS) (Duddy et al. 2007). 

L’équipe de C. Mauri a mis en évidence une diminution de la capacité d’une population de 

LB à produire de l’IL-10 et à exercer des fonctions suppressives chez des patients atteints 

d’un lupus systémique érythémateux (SLE) (Blair et al. 2010). L’action des Breg ne semble 

pas se limiter aux MAI. Les Breg peuvent également être impliqués dans l’induction de 

tolérance périphérique en tolérisant des cellules T CD8
+ 

autoréactives (Werner-Klein et al. 

2007) ou dans l’immunosuppression induite lors d’infection par des helminthes (N. E. 

Mangan et al. 2004; Hussaarts et al. 2011). Ils sont également impliqués dans l’inhibition de 

la réponse anti-tumorale (Inoue et al. 2006; Yu Zhang et al. 2012) et dans la protection du 

cerveau contre les dommages induits par une ischémie (Yingxin Chen et al. 2012). 
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3.2. Identification des populations de lymphocytes B régulateurs 

Actuellement, il n’existe pas de marqueurs spécifiques des Breg. La production d’IL-

10 par les cellules CD19
+
 (marqueur des LB) a donc été très utilisée pour caractériser ces 

cellules. Les recherches réalisées par différents groupes suggèrent qu’il existe diverses 

populations de Breg. Cependant, certaines molécules telles que le CD1d ou le CD5 semblent 

communes à des populations de Breg identifiées par différentes équipes de recherche. 

Le groupe de Bhan a associé l’expression de la molécule CD1d aux Breg péritonéaux 

producteurs d’IL-10 (Atsushi Mizoguchi et al. 2002). Ce même marqueur a été retrouvé par 

l’équipe de C. Mauri qui a mis en évidence une population de LB 

CD1d
high

CD21
high

CD23
+
IgM

+
AA4.1

int
.
 

Ces
 

cellules présentent
 

un phénotype de cellules 

immatures, de type précurseur de cellules transitionnelles de la zone marginale (T2-MZP) de 

la rate. Ces Breg sont capables de diminuer l’arthrite via la prodution d’IL-10
 
dans un modèle 

murin (Evans et al. 2007).
  

La molécule CD5 à également été associée aux Breg producteurs d’IL-10. L’équipe de 

T. Tedders a identifié une population de LB producteurs d’IL-10, CD19
+
CD1d

hi
CD5

+
, qui 

représente 1-2% et 7-8% des cellules CD45R
+
 (B220) respectivement dans la rate et la cavité 

péritonéale de souris. Ces Breg sont impliqués dans la régulation de l’inflammation induite 

par des cellules T (Yanaba et al. 2008) ainsi que dans l’EAE chez la souris (Matsushita et al. 

2008). 

Chez l’homme, le groupe de C.Mauri a mis en évidence une population de Breg de 

type transitionnel qui expriment majoritairement les molécules CD1d et CD5 et sont 

CD19
+
CD38

hi
CD24

hi
. Ces Breg prélevés sur des volontaires sains produisent de l’IL-10 suite 

à une stimulation via le CD40, alors que cette même population prélevée sur des patients avec 

un SLE est réfractaire à cette stimulation et produit moins d’IL-10 (Blair et al. 2010). Une 

autre population de Breg a également été identifiée chez l’homme. Elle possède un phénotype 

mémoire CD19
+
CD24

hi
CD27

+
 et est présente en faible proportion dans le sang de patients 

sains. Suite à une stimulation avec du CpG ou du LPS, ces cellules produisent de l’IL-10 et 

régulent la production de TNF-  par les monocytes (Iwata et al. 2011). Dernièrement, Kessel 

et ses collègues ont également identifié dans le sang de volontaires sains une population de 

Breg de type mémoire CD27
hi

CD25
hi

CD86
hi

CD1d
hi

 IL-10
hi

TGF-β
hi

 qui possède des 

propriétés suppressives in vitro (Kessel et al. 2012). Enfin, le facteur de transcription Foxp3
+
, 

classiquement associé aux cellules Treg, semble également exprimé par certaines populations 

de Breg. Une population de cellules CD19
+
CD5

+
Foxp3

+
 a récemment été identifiée et pourrait 
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être impliquée dans le maintien de la tolérance. En effet, ces cellules semblent faire défaut 

lors d’allergies alimentaires (J. Noh et al. 2010; J. Noh et al. 2012; J. Noh & G. Noh 2012).  

Les marqueurs ou les groupes de marqueurs associés aux Breg ne sont pas restreints à 

ces cellules et ne permettent donc pas de les identifier de façon formelle. Des études 

fonctionnelles in vivo ou in vitro sont actuellement indispensables pour pouvoir qualifier une 

population de "Breg".  

3.3. Mécanismes de régulation des lymphocytes B régulateurs 

Les études réalisées ces dernières années ont donc mis en évidence l’existence de 

populations lymphocytaires B capables de réguler la réponse immune. Les mécanismes 

utilisés par ces Breg sont encore peu décrits, mais la littérature commence à voir émerger 

quelques études sur les Breg rapportant certains mécanismes régulateurs assez similaires à 

ceux utilisés par les populations de Treg (Figure 10). 

(a). La sécrétion de facteurs solubles  

Les populations de Breg ont surtout été caractérisées par leur production d’IL-10. 

Cette cytokine est largement décrite pour ses propriétés immuno-régulatrices (Shimon 

Sakaguchi 2004) et semble également responsable des propriétés régulatrices de certaines 

populations de Breg. En effet, Fillatreau et ses collègues ont montré que le transfert de LB 

spléniques stimulés, prélevés chez des souris guéries de l’EAE, ne sont plus capables de 

diminuer la sévérité de la maladie lorsque les LB ne produisent pas d’IL-10 (IL-10
-/-

). 

L’activation des Breg via leur BCR, le CD40 ou les TLR est souvent nécessaire à la 

production de l’IL-10 qui leur permet d’exercer leur fonction régulatrice (Fillatreau et al. 

2002; Mauri et al. 2003; Blair et al. 2010; Iwata et al. 2011). Mizoguchi et ses collègues ont 

également montré l’importance de la molécule CD1d pour la production d’IL-10 et pour la 

fonction régulatrice des Breg (Atsushi Mizoguchi et al. 2002). De même, il semble que 

l’expression de TIM-1 (T-cell Ig mucin 1) par les Breg soit importante pour la sécrétion d’IL-

10 et pour le maintien de la tolérance (Xiao et al. 2012). Certaines études suggèrent que l’IL-

10 sécrétée par les Breg peut agir en inhibant la différenciation et la prolifération des 

lymphocytes T effecteurs Th1, Th2 et Th17 (Evans et al. 2007; N. A. Carter et al. 2011; N. A. 

Carter et al. 2012) ou en inhibant la sécrétion de cytokines par les DC (Moulin et al. 2000). 

Les Breg ont également été décrits comme étant capables d’induire l’anergie des cellules T 

CD8
+ 

via l’expression du TGF-β
 
membranaire (Parekh et al. 2003). Ils peuvent également 

inhiber le diabète en induisant l’apoptose des cellules Th1 et l’inhibition de la fonction des 
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APC via la sécrétion de TGF- β (J. Tian et al. 2001). Il semble également que les LB puissent 

entraîner l’apoptose des cellules T via la sécrétion de la galectine-1 (Zuñiga et al. 2001).  

(b). Le contact cellulaire 

Certaines études suggèrent un rôle régulateur des LB par contact cellulaire, notamment 

en induisant l’apoptose des cellules via l’expression de la molécule FasL. En effet, les cellules 

B de souris déficientes pour FasL ne sont plus capables d’induire la tolérance dans un 

contexte de greffe de peau (Minagawa et al. 2004). De plus, une population de LB CD5
+ 

exprimant FasL a été décrite comme entraînant l’apoptose des cellules effectrices CD4
+
 et 

pourrait être impliquée dans l’échappement des parasites à la réponse immunitaire (Lundy 

2009). Les LB présentent aussi des propriétés anergisantes et pro-apoptotiques des cellules T 

par contact cellulaire, indépendamment de la voie Fas/FasL (Tretter et al. 2008). Morva et ses 

collègues ont également décrit chez l’homme des LB capables d’inhiber la maturation et la 

fonction des DC, et ce de façon dépendante d’un contact cellulaire (Morva et al. 2012). 

Les Breg sont aussi impliqués dans la différenciation et la prolifération de cellules 

Treg (P. Reichardt et al. 2007; N. A. Carter et al. 2011). Par exemple, l’équipe de C.Mauri a 

mis en évidence, dans un modèle murin d’arthrite, une diminution de la quantité de cellules 

Treg corrélée à une augmentation de la sévérité de la maladie lorsque les LB ne sont plus 

capables de produire de l’IL-10 (N. A. Carter et al. 2011). De plus, dans un modèle de lupus 

chez la souris, la production d’IL-10 par les LB est décrite comme nécessaire au maintien de 

l’expression du facteur de transcription Foxp3
+
 par les cellules Treg CD4

+
CD25

+
, ainsi qu’à 

la diminution de l’inflammation (Scapini et al. 2011). Suite à une stimulation du TLR2, les 

LB induisent également la différenciation des cellules régulatrices de type Tr1 (Sayi et al. 

2011). L’action des cellules B sur les Treg peut dépendre d’un contact cellulaire. En effet, 

Reichardt et ses collègues ont notamment montré que des LB naïfs, chargés avec un antigène, 

permettent l’induction de Treg in vitro à partir des cellules T naïves spécifiques de cet 

antigène et ce, de façon dépendante de la formation d’une synapse immunologique entre ces 

deux types cellulaires (P. Reichardt et al. 2007; N. A. Carter et al. 2011). De plus, certaines 

molécules telles que les molécules de costimulation CD40 (Tu et al. 2008) et B7, les 

molécules du CMH classique, ou encore la molécule CD1d exprimée par les Breg semblent 

importantes pour l’action de ces cellules sur les Treg. En effet, dans un modèle murin d’EAE, 

l’équipe de BN. Dittel a mis en évidence l’importance de l’expression de B7 par les LB dans 

l’infiltration du système nerveux central par des Treg Foxp3
+
 et dans la régulation de la 

maladie (Mann et al. 2007). Ashour et ses collègues ont également montré, dans un contexte 
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de tolérance périphérique oculaire, l’implication de cellules B présentant l’antigène sur les 

CMH de classe I et II dans l’induction de cellules Treg CD8
+
 et CD4

+
 (Ashour & Niederkorn 

2006).  

Dans différents modèles de MAI, l’expression par les Breg de la molécule CD1d, 

nécessaire à la présentation de glycolipides et phospholipides aux cellules NKT, semble être 

importante pour l’induction d’une tolérance immune dépendante des cellules régulatrices 

NKT (Sonoda & Stein-Streilein 2002; B. Wei et al. 2005). 

Dernièrement, la molécule GITRL a également été mise en évidence comme étant 

impliquée dans la fonction régulatrice des Breg. En effet, chez les souris déficientes en LB, 

l’équipe de Dittel observe une diminution du nombre de cellules Treg CD4
+
Foxp3

+
 qui est 

restauré via le transfert de LB exprimant la molécule GITRL (Ray et al. 2012).  

(c). Les anticorps protecteurs 

Bien que la production d’anticorps par les LB ait été largement associée à l’induction 

de la réponse immune, il semble que les LB puissent exercer des fonctions régulatrices via la 

production de ces anticorps. Ces fonctions régulatrices seraient dépendantes de l’interaction 

des anticorps avec les récepteurs FcγR présents notamment sur les DC et les macrophages 

(Jankovic et al. 1998; Bayry et al. 2005). En effet, chez les souris µMT déficientes en LB, 

Moulin et ses collègues observent une augmentation de la production d’IL-12 par les DC, 

ainsi qu’une diminution de leur capacité à induire la différenciation de type Th2 (Moulin et al. 

2000). L’étude d’un modèle d’infection par des parasites chez des souris µMT suggère que le 

rôle régulateur des LB dépend du récepteur FcγR (Jankovic et al. 1998). D’autre part, il est 

décrit que les modifications des groupements glycanes portés par la partie Fc des anticorps 

semblent importantes pour leur fixation à ces récepteurs. En effet, la sialylation des anticorps 

augmente leur pouvoir anti-inflammatoire (Kaneko et al. 2006). Une étude chez la souris 

montre que la sialylation des anticorps diminue leur fixation au récepteur FcγR classique et 

augmente leur affinité pour le récepteur SIGN-R1 (homologue de DC-SIGN humaine) 

(Anthony, Wermeling, et al. 2008). Ce phénomène semble favoriser l’expression du récepteur 

inhibiteur FcγRIIb par les macrophages, diminuant ainsi leur capacité pro-inflammatoire 

(Bruhns et al. 2003). Récemment, Karsten et ses collègues ont mis en évidence que les IgG1 

fortement galactosylées, via leur fixation sur le récepteur FcγRIIb, favorisent l’association de 

celui-ci à la molécule Dectin-1, ce qui induit une inhibition de l’activité pro-inflammatoire du 

composant C5a du complément (Karsten et al. 2012). Il a également été montré qu’une 

immunisation répétée par un antigène augmente la fucosylation des anticorps (Gornik et al. 
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1999), entraînant une diminution du phénomène d’ADCC (Scallon et al. 2007). Enfin, 

l’existence d’anticorps anti-idiotypes (partie de l’anticorps qui reconnaît l’antigène) dirigés 

contre les autoanticorps, semble jouer un rôle important dans le maintien de la tolérance en 

neutralisant les autoanticorps et en inhibant leur sécrétion via la fixation au récepteur FcγRIIb 

(Hampe 2012). En effet, ce récepteur exprimé notamment par les macrophages, les DC et les 

LB, transmet un signal inhibiteur à la cellule après l’interaction avec les complexes immuns. 

Il est impliqué dans la régulation de l’activation des LB en inhibant le signal activateur 

transduit par le BCR. Il régule négativement la maturation des LB et la survie des 

plasmocytes en induisant un signal pro-apoptotique à la cellule (Nimmerjahn & Jeffrey V 

Ravetch 2008). 

 

 

Figure 10: Schéma synthétisant les mécanismes de régulation des Breg à partir de Mizoguchi et al. 

(Atsushi Mizoguchi & Atul K Bhan 2006). 

 

3.4. Induction de lymphocytes B régulateurs 

L’ensemble des études réalisées chez la souris et chez l’homme montrent que les Breg 

semblent naturellement présents en faible quantité et que leur nombre augmente en cas 

d’inflammation, comme lors de MAI (Iwata et al. 2011). Diverses études montrent que ces 

cellules nécessitent une stimulation via le BCR, le CD40 ou le TLR pour exercer leur 

fonction. Les mécanismes d’induction des Breg sont très peu décrits. L’étude de Qian et ses 
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collègues montrent que les DC, via le CD40L et la cytokine IFN-β, seraient impliquées dans 

la différenciation de Breg exprimant le récepteur inhibiteur FcγRIIb (L. Qian et al. 2012). De 

façon intéressante, lors d’une étude clinique de phase I, l’injection de DC autologues 

tolérogènes chez des patients diabétiques entraîne une augmentation de cellules B qui 

possédent des fonctions suppressives démontrées in vitro lors de réactions mixtes 

lymphocytaires (MLR) (Giannoukakis & Trucco 2012). Les résultats de cette étude appuient 

l’hypothèse que les DC pourraient être impliquées dans l’induction de Breg. D’autre part, il 

semble que la présence de TNF-  favorise la génération de Breg, comme le suggère l’étude 

de Schioppa et ses collègues. En effet, à la différence des LB de souris présentant un 

carcinome, le transfert de LB prélevés chez des souris déficientes pour le TNF- n’est plus 

capable de favoriser l’expansion de tumeur (Schioppa et al. 2011). 

Le rôle suppresseur des Breg a été rapporté par différentes études qui mettent en 

évidence le fort potentiel thérapeutique de ces cellules. En effet, la génération et l’expansion 

de Breg, afin de les injecter aux patients atteints de MAI ou transplantés, pourraient permettre 

de réguler la réponse immune. Certaines études ont montré qu’il était possible de générer des 

Breg ex vivo. En 2008, Rafei et ses collègues ont mis en évidence la possibilité d’induire des 

Breg producteurs d’IL-10 à partir de cellules spléniques ou de LB purifiés de souris naïves, 

traités avec du GIFT15 (molécule de fusion qui associe l’IL-15 et le GM-CSF). Ces GIFT15-

Breg
 
capables de supprimer l’EAE expriment des marqueurs (CD21, CD23, CD24, CD1d, 

IgD, IgM) communs aux cellules Breg T2-MZP. Une autre étude a également mis en évidence 

la possibilité de générer des cellules Breg à partir de splénocytes de souris naïves en les 

traitant pendant trois jours avec un anticorps anti-CD40. L’injection de ces Breg à une souris 

receveuse autologue le lendemain de la greffe permet d’inhiber le rejet chronique d’allogreffe 

cardiaque via la production d’IL-10 (Mallik et al. résultats non publiés, TTS Berlin 2012). 

L’utilisation de cellules Breg en thérapie cellulaire semble représenter une nouvelle approche 

prometteuse afin de réguler la réponse immunitaire dans différentes pathologies. 

3.5. Les lymphocytes B régulateurs et la tolérance en transplantation 

En transplantation, les LB ont majoritairement été décrits comme producteurs 

d’anticorps anti-donneur et donc comme étant délétères pour la survie du greffon. Néanmoins, 

à l’image des cellules T qui possèdent un double rôle effecteur et régulateur en 

transplantation, les cellules B semblent également participer à ces deux aspects de la réponse 

immune en transplantation.  
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(a). Des lymphocytes B nécessaires à l’induction de la tolérance 

Le potentiel régulateur des LB a notamment été révélé par l’étude de Deng et ses 

collègues dans un modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque chez la souris, induite par un 

anticorps anti-CD45RB. En effet, l’absence de LB chez la souris receveuse (µMT) dans ce 

modèle entraîne le rejet rapide du greffon, mettant en évidence la nécessité des LB dans 

l’induction de tolérance (Shaoping Deng et al. 2007). L’équipe de M.Sykes a également mis 

en évidence l’importance de la présence de LB du donneur dans la tolérance induite par la 

création d’un chimérisme chez la souris (Fehr et al. 2008). De plus, il semble que la tolérance 

puisse être induite en stimulant directement les LB. En effet, l’administration d’un anticorps 

de faible affinité dirigé contre la molécule TIM-1, majoritairement exprimée par les cellules 

B, induit la tolérance à l’allogreffe d’îlots pancréatiques. Les LB TIM-1
+
 de ces animaux 

tolérants sont capables de transférer la tolérance via la production d’IL-10, à un second animal 

non traité (Q. Ding et al. 2011; K. M. Lee et al. 2012). 

(b). Des anticorps protecteurs 

La présence de DSA est classiquement associée à une attaque du greffon par le 

système immunitaire. Cependant, dans certains modèles de xénogreffe ou d’allogreffe, il est 

possible d’observer la présence de DSA sans détérioration tissulaire et fonctionnelle du 

greffon (Koch et al. 2004). Ce phénomène appelé accommodation est généralement observé 

suite à une inhibition de la réponse lymphocytaire B, suivi d’un retour progressif des 

anticorps, et est souvent associé à l’expression de molécules cytoprotectrices. En effet, la 

surexpression de molécules telles que HO-1, IDO, NO, Bcl-2 et Bcl-XL qui protègent les 

cellules endothéliales du greffon en régulant la réponse immune, l’inflammation et l’apoptose, 

a été observée dans des greffons tolérés, malgré la présence de DSA (F. H. Bach et al. 1997; 

Soares et al. 1998; Y.-P. Jin et al. 2005; J. M. Heslan et al. 2006; Marcelo Hill, Zagani, et al. 

2007). Il est suggéré que ces anticorps ne seraient pas délétères mais plutôt protecteurs vis-à-

vis du greffon (Koch et al. 2004; X Zhang & E F Reed 2009) et pourraient être à l’origine de 

l’expression des molécules protectrices (Delikouras et al. 2003; Jindra et al. 2006).  

(c). Des lymphocytes B associés à la tolérance chez l’homme  

Bien qu’aucun protocole d’induction de tolérance (sans immunosuppresseur) chez 

l’homme ne soit mis en place à ce jour, il existe tout de même de rares patients 

"opérationnellement tolérants" (TOL) qui présentent une fonction stable de leur greffon après 

l’arrêt de leur traitement. Récemment, trois études majeures Européennes et Américaines, ont 
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été réalisées pour comparer les profils transcriptomiques et immunologiques des patients 

transplantés rénaux TOL avec ceux des patients sous traitements immunosuppresseurs 

présentant une fonction stable du greffon (STB), présentant des signes de rejet (CR) ou des 

volontaires sains (HV). Ces études visent à mettre en évidence la présence de biomarqueurs 

capables de prévenir d’un état propice à la tolérance ou au rejet, afin d’adapter voire de lever 

le traitement des patients transplantés. L’étude des patients TOL réalisée par l’équipe de notre 

laboratoire, dirigée par le Pr Soulillou et le Dr Brouard, a tout d’abord mis en évidence une 

augmentation de la fréquence des LB et l’enrichissement de gènes liés aux LB dans le sang 

des patients TOL par rapport aux patients STB ou CR (Louis et al. 2006; Sophie Brouard et 

al. 2007). L’accumulation de LB dans le sang de ces patients TOL a été confirmée par une 

augmentation du nombre absolu des LB. Une analyse phénotypique a permis de mieux 

caractériser ces cellules comme étant de type mémoire, exprimant des molécules de 

costimulation (CD80, CD86, CD40) et de migration (CD62L). Ces LB présentent également 

un profil inhibiteur, avec un ratio de l’expression des récepteurs activateur et inhibiteur 

(FcγRIIa/ FcγRIIb) diminué et une surexpression de la molécule BANK-1 impliquée dans 

l’inhibition de l’activation des cellules B dépendante de la signalisation via la molécule CD40 

(Aiba et al. 2006). Les LB des patients TOL possèdent également un profil de LB régulateurs 

avec une accumulation de cellules CD1d
+
CD5

+
 (Annaick Pallier et al. 2010). Ces résultats 

concordent avec ceux obtenus par les deux autres grandes études, qui montrent également une 

signature de gènes associés aux LB ainsi qu’une accumulation de LB dans le sang des patients 

TOL (K. A. Newell et al. 2010; Sagoo et al. 2010). Ils montrent que ces cellules B sont de 

type transitionnel et naïf, et sont capables de produire plus d’IL-10 suite à une stimulation 

polyclonale en comparaison avec les LB des patients non TOL. Ils ont également constaté une 

accumulation du transcript de la molécule CD20 (exprimée par les LB) dans les urines des 

patients tolérants (K. A. Newell et al. 2010). L’ensemble de ces résultats suggère donc un rôle 

possible des LB dans l’induction ou le maintien de la tolérance chez ces patients 

opérationnellement tolérants. Une des hypothèses actuelles propose qu’à la suite d’une 

immunosuppression, la reconstitution du compartiment des LB en présence des alloantigènes 

pourrait créer un environnement favorable au développement ou au maintien de la tolérance 

vis-à-vis du greffon. En effet, l’étude de Parsons et ses collègues réalisée chez la souris 

suggère que la déplétion du compartiment des LB au moment de la transplantation induirait la 

tolérance en déplétant les clones B alloréactifs et en remodelant le répertoire des LB (Parsons 

et al. 2011). De plus, les résultats obtenus lors d’une étude chez l’homme mettent en évidence 

qu’à la suite de certains traitements immunosuppresseurs, le compartiment des LB est 
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recolonisé par des populations de LB particuliers, associés dans la littérature à des fonctions 

régulatrices. En effet, suite à un traitement d’induction à l’Alemtuzumab (anti-CD52), les 

auteurs observent une augmentation temporaire de la proportion de cellules de type 

transitionnel présentant un phénotype régulateur et une augmentation permanente de LB naïfs 

(Heidt et al. 2012). Ces LB présentant des capacités altérées de production d’IgG. Il est 

probable que ce défaut de réponse participe au maintien de la survie du greffon. Enfin, des 

résultats similaires ont été obtenus chez le primate non humain suite à une déplétion des LB 

via le Rituxumab (anti-CD20). La reconstitution du compartiment B par des cellules 

immatures et transitionnelles a été associée à une survie à long terme des greffes d’îlots 

pancréatiques (C. Liu et al. 2007).  
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D. Stratégies d’induction de tolérance en transplantation  

Les immunosuppresseurs actuellement utilisés en transplantation ont permis 

d’améliorer la survie des greffons à court terme. Cependant, l’administration de ces 

traitements ne permet pas d’améliorer la survie des greffons à long terme. Les 

immunosuppresseurs sont également responsables de lourds effets secondaires comme la 

cytotoxicité, l’augmentation du risque d’infections et de cancers. C’est pourquoi, les 

recherches actuelles en tranplantation visent à identifier de nouvelles stratégies thérapeutiques 

afin d’induire une tolérance à long terme spécifique du greffon. La tolérance se définie par 

une acceptation du greffon en absence d’immunosuppresseurs, avec le maintien des capacités 

à induire une réponse immune contre d’autres pathogènes. La possibilité d’induire une 

tolérance en transplantation fut démontrée pour la première fois par Billingham, Brent et 

Medawar en 1953 (Billingham et al. 1953). Ils mirent en évidence l’induction d’une tolérance 

à l’allogreffe de peau chez la souris en exposant le receveur aux antigènes du donneur au 

stade fœtal. Par la suite, de nombreux autres modèles animaux démontrèrent la possibilité 

d’induire une tolérance en transplantation. Pourtant, bien qu’il existe quelques rares cas de 

tolérance dite «opérationnelle» chez l’homme, aucun protocole d’induction de tolérance en 

transplantation n’est actuellement disponible. En effet, certains protocoles utilisés chez 

l’animal ne sont pas applicables en clinique et d’autres ne fonctionnent pas. Ces échecs 

pourraient s’expliquer par la fréquence importante de cellules mémoires chez l’homme 

comparé à l’animal de laboratoire, peu exposé aux antigènes étrangers (Nadazdin et al. 2011). 

Différentes études ont pu démontrer le rôle délétère de la présence de lymphocyte T et B 

mémoires pour la survie de la greffe (Bingaman & Farber 2004). Les cellules mémoires 

induites avant la transplantation par une immunisation lors de transfusions sanguines, d’une 

première greffe, d’une grossesse ou encore par des antigènes de l’environnement, entraînent 

une augmentation du risque de rejet de greffe chez l’homme (P S Heeger et al. 1999; Nickel et 

al. 2004). Récemment, l’équipe de P.Reinke a mis en place un modèle de transplantation 

d’allogreffe cardiaque chez le rat qui permet d’étudier le rôle des cellules T mémoires dans le 

rejet et de tester l’efficacité de nouveaux protocoles d’induction de tolérance en présence de 

ces cellules mémoires (Siepert et al. 2012).  

Enfin, l’induction de tolérance telle qu’elle est définie est difficilement applicable chez 

l’homme en raison du risque élevé à supprimer les traitements immunossupresseurs. C’est 

pourquoi les tests cliniques actuels et futurs portent majoritairement sur l’utilisation de 

stratégies thérapeutiques qui utilisent de faibles doses d’immunosuppresseurs, afin d’induire 
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un état partiel de tolérance tout en minimisant les effets secondaires des traitements (Calne et 

al. 1998). 

I- L’induction de chimérisme hématopoïétique  

L’induction d’un chimérisme hématopoïétique correspond à la colonisation des 

organes lymphoïdes primaires du donneur par les cellules du receveur. Ces cellules 

participant au mécanisme de sélection de la tolérance centrale, les lymphocytes capables de 

reconnaître les antigènes du donneur sont éliminés de la même façon que les lymphocytes 

reconnaissant des autoantigènes. Le chimérisme est induit par une greffe de moelle osseuse ou 

par injection au receveur de cellules souches hématopoïétiques purifiées du donneur. De 

nombreuses études réalisées chez l’animal mais également chez l’homme mettent en évidence 

l’induction d’une tolérance à l’allogreffe suite à l’établissement d’un chimérisme 

hématopoïétique (Sachs et al. 2011). Cependant, l’utilisation de cette stratégie est encore 

limitée en raison de la toxicité des traitements d’induction (irradiation totale ou thymique…) 

(Bölling et al. 2011) et du risque de réactions des cellules du donneur contre le receveur, la 

GVHD (graft versus host disease). Actuellement, seuls les patients atteints d’un cancer et 

nécessitant une greffe sont potentiellement concernés par ce type de traitements. 

II- La déplétion lymphocytaire  

Les lymphocytes étant les acteurs majeurs du rejet, ils sont donc la cible de traitements 

immunosuppresseurs utilisés actuellement chez les patients transplantés. Les traitements 

déplétants comme l’ATG (anti-thymocyte globulins), l’OKT3 (anti-CD3) qui ciblent les 

lymphocytes T ou le Rituximab (anti-CD20) qui déplète les LB, sont généralement utilisés 

comme traitement d’induction, c'est-à-dire, juste après la greffe (parfois avant) afin d’induire 

une immunosuppression intense et rapide au moment où la réponse immunitaire du receveur 

est la plus forte.  

L’ATG est l’un des plus anciens traitements déplétants utilisés. Il est constitué d’Ig 

purifiées à partir du sérum d’animaux (lapin, cheval) immunisés avec des lymphocytes 

humains. L’ATG favorise les Treg in vitro (Lopez et al. 2006) et fait actuellement l’objet 

d’une étude clinique par Markmann et ses collègues. Cette étude consiste à tester l’efficacité 

de l’utilisation de l’ATG et du Rituximab pour inhiber le rejet d’allogreffes lorsqu’ils sont 

associés temporairement à des inhibiteurs de calcineurines. 
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L’anti-CD3, OKT3, bien qu’efficace pour l’inhibition du rejet aigu des greffes de 

reins, de foies et de cœurs, il peut entraîner de nombreux effets indésirables comme 

l’induction du syndrome inflammatoire, déclenché par le relarguage de cytokines par les 

lymphocytes T ciblés par l’anticorps. L’OKT3 est donc utilisé exceptionnellement, par 

exemple lors de rejets résistants aux corticoïdes. Cependant, de nouveaux anticorps anti-CD3, 

modifiés pour éviter la réponse inflammatoire, ont été générés, comme le Teplizumab. Celui-

ci est actuellement soumis à des études cliniques dans le cadre de maladies auto-immunes et 

pourrait être utilisé par la suite en transplantation (Sherry et al. 2011). 

L’anti-CD20 (Rituximab) permet de dépléter l’ensemble des LB à l’exception des 

plasmocytes et présente l’avantage d’inhiber les LB mémoires. Malgré l’utilisation en routine 

de ce traitement, son efficacité en transplantation n’a pas encore été démontrée lors d’études 

contrôlées chez l’homme. Néanmoins, une étude chez le primate non humain a permis de 

montrer que l’utilisation du Rituximab, associé à l’ATG comme traitement d’induction et à la 

Rapamycine comme traitement d’entretien, permet d’induire la survie à long terme d’ilots 

pancréatiques (C. Liu et al. 2007). Dans cette étude, la déplétion lymphocytaire est suivie 

d’une recolonisation du compartiment des LB par des cellules immatures/transitionnelles qui 

ont été associées, dans d’autres études, à la tolérance en transplantation. Comme je l’ai 

mentionné ci-dessus, le Rituximab associé à l’ATG fait actuellement l’objet d’une étude 

clinique réalisée par Markmann et ses collègues.  

L’anti-CD52 (Alemtuzumab ou Campath-1), qui cible à la fois les lymphocytes T et B, 

semble favoriser l’induction d’une tolérance chez l’homme, comme le montre l’étude de 

Heidt et ses collègues. En effet, la déplétion par l’Alemtuzumab crée un environnement 

propice à la tolérance via l’induction de cellules B présentant un profil de cellule régulatrice 

(Heidt et al. 2012). De plus, le traitement à l’Alemtuzumab semble compatible avec 

l’utilisation de doses plus faibles de traitements immunosuppresseurs toxiques à long terme, 

comme les inhibiteurs de calcineurines (Calne et al. 1999; Ellis et al. 2007). Actuellement, des 

études cliniques sur l’induction de la tolérance sont en cours afin de tester l’efficacité de 

l’Alemtuzumab associée à d’autres stratégies comme l’injection de cellules regulatrices, de 

cellules souches du donneur ou à un blocage de la costimulation (Page et al. 2012). 

III- Le blocage de la costimulation 

Certaines stratégies se basent sur la nécessité d’une costimulation pour l’activation des 

lymphocytes et sur l’implication de l’absence de cette costimulation dans la génération de 

cellules anergiques ou régulatrices. En effet, le blocage des voies de costimulations comme 
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stratégie d’immunosuppression a fait ses preuves sur des modèles animaux. Au sein de notre 

laboratoire, l’utilisation des molécules telles que le CD40-Ig, CTLA4-Ig, ou l’anti-CD28 a 

permis d’induire la tolérance dans des modèles d’allogreffe. En effet, l’injection le jour de la 

greffe d’un adénovirus codant pour la molécule CD40-Ig (partie extracellulaire du CD40 

associé au fragment Fc d’une Ig) permet de bloquer l’interaction CD40-CD40L et d’induire 

une survie à long terme de l’allogreffe chez le rat. Cette tolérance est dépendante de la 

présence de cellules CD8
+
CD45RC

low
,
 

capables d’induire l’expression par les cellules 

endothéliales de la molécule protectrice IDO, via la sécrétion d’IFN-γ (Guillonneau et al. 

2007). De même le CTLA4-Ig, une molécule qui bloque l’interaction B7/CD28/CTLA4 en se 

fixant sur les molécules B7, permet d’induire la tolérance dans des modèles d’allogreffes (H. 

Lin et al. 1993; H. Azuma et al. 1996; Marcelo Hill, Zagani, et al. 2007). Une étude pré-

clinique réalisée chez le primate a montré que le Belatacept, une version améliorée du 

CTLA4-Ig (LEA29Y) ayant une plus forte affinité, induit une survie du greffon similaire à 

celle obtenue avec d’autres traitements actuellement utilisés, mais permet d’obtenir une 

fonction rénale améliorée (Larsen et al. 2005). En 2011, le Belatacept a obtenu une 

autorisation de mise sur le marché aux Etats-Unis et son indication est approuvée pour une 

utilisation combinée à d’autres immunosupresseurs. Enfin, l’équipe de notre laboratoire 

dirigée par le Dr B.Vanhove a mis en évidence le caractère prometteur du blocage de 

l’interaction activatrice B7/CD28 et le maintien de l’interaction inhibitrice B7/CTLA-4, en 

générant un anticorps anti-CD28 (JJ319) capable d’induire la tolérance à l’allogreffe de rein 

chez le rat (Haspot et al. 2005). Le blocage séléctif de CD28 favorise l’augmentation du 

nombre de Treg et l’expression de molécules régulatrices comme CTLA-4, IDO, HO-1 et le 

TGF-β. Suite aux résultats encourageants chez le rongeur, cette équipe a généré un anticorps 

monovalent antagoniste anti-CD28 chez l’homme (Sc28AT). Cet anticorps permet d’éviter le 

rejet aigu et chronique d’allogreffe rénale ou cardiaque chez le primate non humain (Nicolas 

Poirier et al. 2010). Ils ont par la suite généré une version améliorée de cette molécule, le 

FR104, qui possède une durée de vie augmentée et une meilleure stabilité chimique. De façon 

dépendante du CTLA-4, cette nouvelle molécule est capable d’inhiber la xéno-GVHD induite 

chez des souris SCID (severe combined immunodeficiency) humanisées via l’injection de 

PBMC (peripheral blood mononuclear cell ) humaines (N Poirier et al. 2012). L’étude pré-

clinique de cette molécule sur le primate non humain en monothérapie ou associée à d’autres 

immunosupresseurs est actuellement en cours. Malgré les résultats prometteurs de ces études, 

il est peu probable que l’utilisation seule de molécules bloquant la costimulation puisse 

induire une tolérance à long terme, en particulier chez l’homme. En effet, différentes études 
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sur des modèles expérimentaux ont mis en évidence la résistance des cellules T mémoires 

face à la plupart des traitements basés sur l’inhibition de la costimulation (Valujskikh et al. 

2002; Zhai et al. 2002). Or, comme je l’ai évoqué précédemment, la présence de cellules 

mémoires chez les patients transplantés représente un obstacle à l’acceptation du greffon. 

Certaines études chez l’animal ont pu démontré la possibilité de combiner des traitements 

bloquant la costimulation et des inhibiteurs de molécules d’adhérences, comme l’anti-LFA-1, 

pour inhiber la fonction des cellules mémoires (Kitchens et al. 2012) et le rejet d’allogreffe 

(Badell et al. 2010). Ainsi, il semble nécessaire que les études sur les molécules visant à 

bloquer la costimulation s’intéressent à leur action sur les populations de cellules mémoires et 

sur leur efficacité lorsqu’elles sont combinées à d’autres traitements. 

IV- L’inhibition de la migration cellulaire 

La migration des cellules de l’immunité est indispensable à la réponse induite contre le 

greffon. Dernièrement, l’équipe de P. Bousso a particulièrement bien mis en évidence cette 

dynamique des cellules qui migrent et interagissent afin d’induire cette réponse immune. En 

utilisant une nouvelle technique de microscopie biphotonique, ils ont démontré l’importance 

dans le rejet de l’infiltration rapide des DC et des monocytes du donneur dans le greffon, 

suivie de leur migration dans les OLS. Ces cellules activent les lymphocytes T alloréactifs qui 

vont à leur tour migrer au niveau du greffon pour le détruire (Celli et al. 2011). La mobilité 

des cellules implique un remodelage intracellulaire du cytosquelette d’actine contrôlé 

notamment par des petites molécules GTPase. Les molécules d’adhésion exprimées par les 

cellules de l’immunité et les cellules endothéliales sont également importantes pour la 

migration cellulaire. Elles permettent aux leucocytes de se fixer à la barrière endothéliale du 

greffon et de la traverser. Elles sont également nécessaires à la stabilité des interactions 

cellulaires et donc à l’activation des cellules effectrices. Certaines stratégies ciblant la 

migration et l’adhésion cellulaire ont été utilisées dans des modèles animaux pour réguler la 

réponse immune en transplantation. L’utilisation d’une combinaison des anticorps anti-LFA-1 

et anti-VLA-4, ciblant deux molécules d’adhésion, permet d’induire une prolongation de 

survie des allogreffes d’îlots pancréatiques chez le rat (H Yang et al. 1995). Ohki et ses 

collègues ont montré que l’inhibition de la voie Rho GTPase permet de prolonger la survie 

d’allogreffes cardiaques chez la souris, en limitant la migration leucocytaire au sein du 

greffon (Ohki et al. 2001). En accord avec ces résultats, une autre étude a mis en évidence 

l’induction d’une tolérance à l’allogreffe cardiaque de rat via l’inhibition de la GTPase RhoA, 

qui entraîne une modification du cytosquelette d’actine des cellules T et l’inhibition de leur 
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infiltration au sein du greffon (Skelton et al. 2010). Un nouvel agent immunosuppresseur, le 

beta-SQAG9, permet d’induire la tolérance à l’allogreffe de peau chez le rat via l’inhibition 

de la migration des DC en se liant à la molécule CD62L (Takenouchi et al. 2005). Ces 

résultats suggèrent que l’inhibition de la migration cellulaire semble être une stratégie qui 

pourrait potentiellement permettre d’induire la tolérance en transplantation chez l’homme. 

V- L’induction et le transfert de cellules régulatrices 

Au regard des expériences menées chez l’animal, l’utilisation du potentiel tolérogène 

des cellules régulatrices semble être une stratégie prometteuse pour induire la tolérance en 

transplantation d’organes chez l’homme. La thérapie cellulaire utilisant notamment les Treg et 

les DC tolérogènes est de plus en plus envisagée. 

L’utilisation de cellules Treg dans des modèles animaux a déjà permis d’évaluer leur 

potentiel régulateur en transplantation. Chez la souris, l’injection de Treg CD4
+
CD25

+ 

cultivées ex vivo permet d’induire une prolongation de la survie d’allogreffes (G. Xia et al. 

2008). De même, l’expansion et l’injection de Treg humaines dans des souris humanisées 

permettent d’inhiber l’alloréponse immune contre des greffes humaines. En effet, Sagoo et ses 

collègues ont mis en évidence l’induction de la survie d’allogreffes de peaux humaines, via 

l’injection de cellules Treg spécifiques de l’alloantigène chez des souris humanisées. Au 

cours de cette étude, ils ont pu mettre en évidence une méthode permettant d’enrichir ex vivo 

une population de Treg en cellules allo-spécifiques. La technique est basée sur la sélection des 

cellules T régulatrices exprimant les molécules d’activation CD69 et CD71, suite à une 

stimulation in vitro avec des DC allogéniques (Sagoo et al. 2011). L’équipe de K.Wood a 

également montré la survie d’allogreffes de peaux humaines chez des souris humanisées, en 

injectant des cellules Treg polyclonales générées et amplifiées ex vivo (Issa et al. 2010). Cette 

stratégie semble aussi efficace pour inhiber le rejet chronique, comme le suggère une autre 

étude réalisée par la même équipe. En effet, ils ont mis en évidence que l’injection de ces 

Treg humaines chez les souris humanisées permet d’inhiber l’atériosclérose d’artères 

humaines greffées, en inhibant la fonction et l’infiltration des cellules effectrices (Satish N 

Nadig et al. 2010). De plus, ils ont également mis en évidence que le traitement des souris 

avec de faibles doses de Rapamycine permet d’améliorer l’effet des Treg lorsqu’elles sont 

injectées en plus faible quantité (J Hester et al. 2012). L’ensemble de ces résultats met en 

évidence le potentiel thérapeutique des cellules Treg humaines en transplantation. Cependant, 

l’injection de cellules Treg chez les patients transplantés n’est pas sans risque, en raison de 

leur plasticité qui leur permettrait dans des conditions particulières de se comporter en 
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cellules effectrices productrices de cytokines pro-inflammatoires (X. Zhou et al. 2009). 

Néanmoins, l’utilisation de certains immunosuppresseurs comme la Rapamycine, combinée à 

l’injection des cellules T régulatrices, pourrait diminuer les risques (Noris et al. 2007).  

Dans l’optique d’utiliser les cellules régulatrices pour favoriser la tolérance du greffon, 

il est important de noter que certains traitements immunosuppresseurs semblent avoir des 

effets délétères sur les Treg. C’est notamment le cas des inhibiteurs de la calcineurine 

(Demirkiran et al. 2008; Fourtounas et al. 2010) qui inhibent l’expansion et la fonction des 

Treg in vitro et in vivo (W Gao et al. 2007), probablement via l’inhibition de l’expression de 

Foxp3 (Baan et al. 2005). En revanche, d’autres traitements comme les corticosteroïdes, 

l’ATG (Anti-Thymocyte Globulin) ou le Campath-1H (anti-CD52, Alemtuzamab), semblent 

favorables à l’expansion des Treg (Lopez et al. 2006; Minamimura et al. 2006; Noris et al. 

2007; X. Feng et al. 2008; Bloom et al. 2008). La Campath-1H et l’ATG ne semblent pas 

induire la délétion des cellules Treg CD4
+
CD25

+
 et permettent la différenciation de cellules T 

CD25
-
 en cellules T CD4

+
CD25

+
 qui présentent alors des fonctions suppressives. De même, la 

Rapamycine, un inhibiteur de mTOR, favorise l’augmentation de la population des Treg en 

favorisant leur prolifération et leur génération à partir de cellule CD4
+
 naïves, tout en 

diminuant la prolifération des lymphocytes T effecteurs (Baan et al. 2005; Segundo et al. 

2006; Battaglia et al. 2006; W Gao et al. 2007; S. A. Long & Buckner 2008). Le choix des 

traitements IS est donc important afin de favoriser la génération de Treg et de ne pas 

supprimer cette population, tout en inhibant l’action des T effecteurs. 

Une autre population, les DC tolérogènes, est également envisagée en thérapie 

cellulaire pour induire la tolérance en transplantation d’organes. Leur capacité régulatrice, 

suite à un transfert, a été mise en évidence dans différents modèles animaux. Par exemple, 

l’injection de BMDC immatures du donneur au receveur, plusieurs jours avant la 

transplantation, permet de prolonger la survie d’allogreffes cardiaques chez la souris (Fu et al. 

1996; L Lu et al. 1997). Notre équipe a également mis en évidence l’induction d’une 

tolérance à l’allogreffe cardiaque de rat suite à l’injection au receveur, la veille de la greffe, de 

BMDC autologues, associée à un cours traitement immunosuppresseur (LF15-0195) en doses 

sous-optimales (M Hill et al. 2011). La connaissance du donneur avant de générer les cellules 

n’étant pas nécessaire, l’utilisation de cellules autologues permet d’envisager cette stratégie 

chez l’homme, non seulement lorsque le greffon vient d’un donneur vivant, mais également 

lorsque le donneur est décédé. De la même façon que pour les cellules Treg, il n’est pas exclu 

que les DC tolérogènes puissent se différencier en cellules immunogènes lorsqu’elles seront 

injectées et exposées à un environnement inflammatoire induit par la greffe. L’association 
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avec des immunosuppresseurs pourrait également diminuer les risques d’induction d’une 

réponse immunogène par les DC injectées.  

Notre équipe participe actuellement à une étude clinique internationale de phaseI/II, 

The ONE Study, 7th Frame Program, European Comission. Basée sur les résultats 

encourageants obtenus chez l’animal, l’objectif de cette étude multicentrique est d’étudier 

l’efficacité et l’absence de toxicité du transfert de cellules régulatrices humaines (DC, Treg…) 

à des patients transplantés rénaux recevant un traitement immunosuppresseur minimisé. Les 

résultats sont très attendus et vont permettre de savoir si cette stratégie est efficace et 

envisageable en routine. 

 

Les stratégies évoquées ne permettent actuellement pas de se passer des 

immunosuppresseurs. Néanmoins, ils permettent d’envisager une diminution des doses 

utilisées ou l’utilisation de traitements moins toxiques. Cependant, nombre d’entre elles 

efficaces chez l’animal pourraient ne pas fonctionner chez l’homme. C’est pourquoi, ne 

disposant pas actuellement d’une stratégie satisfaisante pour éviter le rejet chronique et 

l’utilisation d’immunosuppresseurs, il est nécessaire d’améliorer nos connaissances sur 

l’ensemble des mécanismes immunologiques de la tolérance et du rejet en transplantation. 
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Résultats 

Comme je l’ai décrit en introduction de cette thèse, à l’heure actuelle, l’un des 

objectifs majeurs en transplantation est l’induction d’une tolérance à long terme, spécifique 

du greffon. L’utilisation des immunosuppresseurs a permis de mieux contrôler le rejet aigu et 

d’améliorer considérablement la survie des greffons à court terme. Cependant, ces traitements 

sont inefficaces contre la perte des greffons à long terme principalement due au rejet 

chronique. Cette thèse a donc eu pour objectif l’étude des mécanismes immunologiques 

impliqués dans la tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat. La compréhension de ces 

mécanismes pourrait permettre, dans le futur, de générer de nouveaux outils pour induire la 

tolérance à long terme. 

Notre équipe a précédemment mis en évidence qu’un court traitement 

immunosuppresseur, le LF15-0195, permet l’induction d’une tolérance à long terme 

d’allogreffes cardiaques chez des rats incompatibles pour les molécules du CMH (E 

Chiffoleau et al. 2002). Afin de mettre en évidence les mécanismes impliqués dans cette 

tolérance, une étude par puce à ADN a péalablement été réalisée par notre équipe pour 

comparer les gènes exprimés dans les greffons tolérés et ceux développant un rejet chronique 

(modèle de transfusion de sang du donneur) (J. M. Heslan et al. 2006). L’analyse de ces puces 

a permis de mettre en évidence la présence de mécanismes régulateurs au sein du greffon avec 

l’expression de molécules de protection de la cellule endothéliale (J. M. Heslan et al. 2006; P 

Thebault et al. 2007). Les résultats suggèrent également la présence d’une régulation de la 

réponse humorale chez les rats tolérants avec une inhibition des gènes associés à la production 

d’anticorps. C’est pourquoi, en première partie de ces résultats, nous avons tenté de 

caractériser la réponse lymphocytaire B dans notre modèle de tolérance. De plus, l’analyse 

des puces à ADN a mis en évidence une molécule inconnue qui est inhibée dans les 

allogreffes tolérées. Ainsi, en seconde partie, nous avons tenté de caractériser la fonction et la 

régulation immunologique de cette nouvelle molécule que nous avons nommée LIME (LPS-

induced molecule). 

A.Modèles d’allogreffes cardiaques chez le rat  

L’allogreffe cardiaque est réalisée entre des rats de fond génétique Lewis, 

d’haplotypes RT1 (système du CMH chez le rat) (Figure 11) incompatibles pour les 

molécules de CMH. Le greffon est prélevé chez un rat Lewis.1W (RT1u) et transplanté chez 

un rat Lewis.1A (RT1a). Le donneur et le receveur sont âgés de 8 à 12 semaines. Le cœur est 
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greffé en position hétérotopique dans la cavité abdominale selon la méthode décrite par Ono 

et Lindsey (K. Ono & Lindsey 1969). Le suivi du fonctionnement de la greffe se fait par 

palpation à travers la paroi abdominale. Le rejet est défini par l’arrêt des battements. En 

absence de tout traitement, l’allogreffe est rejetée 6 ± 0,6 jours après la greffe (J. P. Soulillou 

et al. 1984). 

I- Le modèle de tolérance induit par le LF15-0195 

Notre équipe a démontré que l’injection, pendant 20 jours d’un traitement 

immunosuppresseur, le LF15-0195 (3mg/Kg en intrapéritonéale (IP)), un analogue de la 

déoxyspergualine, permet d’induire une tolérance à long terme des allogreffes cardiaques de 

rat (E Chiffoleau et al. 2002) (Figure 11).  

1.Le LF15-0195 

1.1. Propriétés immunosuppressives 

Le LF15-0195 (Laboratoires Fournier, Daix, France) est une molécule analogue de la 

déoxyspergualine (DSG) (Lebreton et al. 1999) qui est un dérivé de la spergualine, une 

molécule isolée à partir de Bacillus Laterosporus (T. Takeuchi et al. 1981). L’étude de la 

DSG, initialement synthétisée comme agent anti-tumorale, a permis de mettre en évidence ses 

propriétés immunosuppressives. Par la suite, la DSG a donc été testée dans divers modèles de 

transplantation chez l’animal. Son efficacité a été démontrée dans la prolongation de la survie 

d’allogreffes de cœurs, de reins, d’îlots pancréatiques (Dickneite et al. 1986) et de peaux 

(Nemoto et al. 1987). 

La DSG ne présentant pas des propriétés physico-chimiques satisfaisantes, des 

analogues ont été synthétisés parmi lesquels, le LF15-0195, qui présente une meilleure 

résistance à l’hydrolyse et au métabolisme oxydatif in vivo (Lebreton et al. 1999). Les 

propriétés immunosuppressives du LF15-0195 ont initialement été testées et confirmées dans 

un modèle de GVHD chez la souris (Lebreton et al. 1999) puis dans d’autres modèles de 

rongeurs. Son efficacité a été mise en évidence en transplantation (E Chiffoleau et al. 2002; 

W.-P. Min et al. 2003; D. Zhou et al. 2003; H. Wang et al. 2003), mais également dans des 

modèles de maladies auto-immunes, dans l’arthrite (P Ducoroy et al. 2001) et dans l’EAE 

(Duplan et al. 2006). Suite aux résultats encourageants obtenus chez le rongeur, le LF15-0195 

a été testé dans un modèle préclinique et permis une prolongation de survie d’allogreffes 

rénales chez le primate non humain (Hongji Yang et al. 2003). 
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1.2.Mécanismes de suppression 

(a).Interaction avec l’Hsc70, une molécule de choc thermique 

Il a été démontré que le LF15-0195 est capable de se lier à l’Hsc70 (Komesli et al. 

1999), une molécule appartenant à la famille des protéines de choc thermique. Ces molécules 

possèdent plusieurs fonctions comme celle de molécule chaperonne. Elles interagissent avec 

des peptides ou des protéines, modifient leur conformation et peuvent également faciliter leur 

translocation entre différents compartiments cellulaires (Gething & Sambrook 1992). De plus, 

ces molécules ont également été associées au mécanisme de présentation antigénique par les 

molécules de CMH exprimées par les APC (Srivastava et al. 1994).  

(b).Induction de la mort cellulaire 

Il semble que l’effet immunosuppresseur du LF15-0195 puisse être dû à son rôle dans 

l’induction de la mort cellulaire des cellules T. Le LF15-0195 semble favoriser l’élimination 

de ces cellules en les sensibilisant à la mort cellulaire induite par activation (AICD). Ducoroy 

et ses collègues ont mis en évidence un rôle pro-apoptotique du LF15-0195, qui favoriserait 

l’activation des caspases 8 et 10 dans les cellules T, suite à l’engagement de la molécule Fas 

(CD95). Cette effet fut confirmé par les auteurs dans un modèle de souris dans lequel le 

LF15-0195 inhibe la GVHD en induisant l’apoptose des cellules T du donneur via un 

mécanisme dépendant de la voie Fas/FasL (Patrick Ducoroy et al. 2003).  

(c).Inhibition de la voie NF-kB et induction de DC tolérogènes 

L’étude de Yang et ses collègues a permis de mettre en évidence l’inhibition de la voie 

NF-kB par le LF15-0195 (Jinming Yang et al. 2003). Le NF-kB est un facteur de transcription 

nécessaire à l’activation des lymphocytes et des DC. Lorsque les cellules sont au repos, le 

NF-kB est séquestré dans le cytoplasme par une protéine kinase inhibitrice, IkB, qui en se 

liant au NF-kB, masque son domaine de translocation nucléaire. Suite à un signal 

d’activation, d’autres protéines kinases, les IKK, sont phosphorylées et vont à leur tour 

phosphoryler la molécule IkB. Celle-ci est alors ubiquitinylée et dégradée. Le NF-kB est 

libéré et migre dans le noyau pour réguler de nombreux gènes en se fixant au domaine KB de 

leur région régulatrice (Denk et al. 2000). Le LF15-0195 inhibe la phosphorylation d’IkB 

empêchant la translocation de NF-kB dans le noyau. Yang et ses collègues ont montré que le 

LF15-0195 peut induire in vitro des DC tolérogènes résistantes à la maturation en inhibant la 

voie NF-kB (Jinming Yang et al. 2003). Min et ses collègues ont également décrit l’induction 
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de DC tolérogènes via l’inhibition de la voie NF-kB dans un modèle de tolérance à 

l’allogreffe cardiaque de souris induit par le LF15-0195 (W.-P. Min et al. 2003). 

2. Résultats préalablement obtenus dans le modèle de tolérance à l’allogreffe 

cardiaque chez le rat induite par le LF15-0195 

L’étude de l’effet direct du LF15-0195 (5 jours après la transplantation) sur les 

animaux greffés a permis de démontrer que ce traitement induit une forte inhibition de la 

réponse des anticorps anti-donneurs, de la réponse Th1 ainsi qu’une inhibition de l’infiltrat 

leucocytaire dans les greffons comparés aux animaux non traités (E Chiffoleau et al. 2002). 

Suite à l’arrêt du traitement, l’analyse du sérum des animaux tolérants, 100 jours après 

la transplantation, montre un retour de la production des anticorps en périphérie (J. M. Heslan 

et al. 2006). Par ailleurs, la rate et le greffon des animaux tolérants sont fortement infiltrés par 

des cellules régulatrices T CD4
+
CD25

+ 
qui représentent 20-25% des cellules CD4

+ 
et dont la 

moitié
 
d’entre elles exprime le facteur de transcription Foxp3

+ 
(J.-M. Heslan et al. 2005). 

Notre équipe a également montré que ces cellules régulatrices sont spécifiques des antigènes 

du donneur et sont capables de transférer la tolérance à un second receveur syngénique (E. 

Chiffoleau et al. 2002).  

Afin de caractériser les mécanismes responsables de la tolérance, notre équipe a 

réalisé des analyses comparatives par puce à ADN, du transcriptome des allogreffes tolérées à 

long terme (Tol) avec celui des allogreffes développant un rejet chronique (CR) (modèle 

DST: transfusion de sang du donneur) ou de greffes syngéniques (Syng) (J. M. Heslan et al. 

2006). Sur les 27000 gènes testés, peu sont différemment exprimés entre les greffons Tol et 

les greffons CR. De façon intéressante, les gènes surexprimés dans les greffons Tol codent 

pour des molécules cytoprotectrices comme iNOS (inducible Nitric Oxide Synthase), HO-1, 

IDO ou encore la chaîne IL27p28. Des gènes codant pour des molécules liées aux cellules T 

régulatrices comme LAG-3, CCR4, ou encore pour des cytokines comme l’IFN-γ et des 

chimiokines sont également surexprimés. Ces résultats sont cohérents avec l’infiltrat 

leucocytaire et l’accumulation de Treg observés dans les greffons Tol. Des molécules de 

cytotoxicité (Granzyme A, B, perforine) ont également été mises en évidence dans les 

greffons Tol. L’expression de ces molécules pourrait refléter la présence de cellules 

effectrices mais également représenter la fonction suppressive des Treg utilisant la voie 

Granzyme/Perforine pour réguler les cellules effectrices et protéger les cellules endothéliales 

du greffon (J. M. Heslan et al. 2006).  
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Par la suite, notre équipe a démontré que certaines molécules protectrices des cellules 

endothéliales comme IDO étaient exprimées dans les greffons par ces cellules et que les 

cellules T régulatrices étaient responsables de cette expression via la production d’IFN-γ (P 

Thebault et al. 2007). L’ensemble des ces résultats confirme que la tolérance dans ce modèle, 

est un phénomène actif qui permet la mise en place d’un environnement protecteur dans le 

greffon. Notre équipe a également mis en évidence l’expression de la molécule CLEC-1 (c 

type lectin like-1) par les cellules endothéliales et myéloïdes des greffons des animaux 

tolérants (P Thebault et al. 2009). L’étude de CLEC-1 montre qu’elle est induite par des 

médiateurs immuno-régulateurs et par les cellules T régulatrices. Elle semble impliquée dans 

l’inhibition de la réponse Th17 au profit des cellules régulatrices CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
 et des 

cellules Th2 (P Thebault et al. 2009). 

 

 

Figure 11: Modèles d’induction de tolérance (LF15-0195) et de rejet chronique (DST) 

d’allogreffes cardiaques chez le rat 

II- Le modèle de rejet chronique (DST)  

L’objectif de notre étude est de mettre en évidence et de caractériser des mécanismes 

immunologiques spécifiques de la tolérance en transplantation. C’est pourquoi, nous réalisons 

l’analyse de notre modèle de tolérance en le comparant à un modèle de rejet chronique 

d’allogreffe cardiaque chez le rat, qui implique les mêmes souches de rats et la même 

combinaison de donneurs et de receveurs (DST= transfusion de sang du donneur). 

Dans ce modèle de DST, le rejet chronique est induit par l’injection en intraveineuse 

d’1ml de sang du donneur (Rat Lewis.1W) au receveur (rat Lewis.1A), 14 et 7 jours avant 

l’allogreffe (Figure 11). Malgré l’existence de mécanismes régulateurs responsables de 

l’inhibition du rejet aigu chez les animaux traités par DST, ils ne sont pas suffisants pour 

empêcher l’apparition du rejet chronique (J. M. Heslan et al. 2006; Ballet et al. 2009).  
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Les rats du modèle DST présentent une forte alloréponse des cellules T CD4
+ 

producteurs d’IFNγ à long terme (J>100). Ces animaux sont également caractérisés par une 

production rapide d’anticorps anti-CMH de classe I et II du donneur dans le serum, ainsi 

qu’au sein du greffon. De plus, ceux-ci présentent un dépôt de C4d sur la paroi des capillaires 

et des artères dès 7 jours après la greffe qui persiste au cours du temps. Ce dépôt est interprété 

comme une activation de la voie du complément et de la réponse humorale chez ces animaux 

(Ballet et al. 2009). 

Les greffons des animaux du modèle DST présentent des signes histologiques 

caractéristiques du rejet chronique. Les greffons sont rapidement infiltrés après la 

transplantation, par des leucocytes (Ballet et al. 2009), principalement des lymphocytes T 

CD4
+
 et CD8

+
 ainsi que des macrophages (J. M. Heslan et al. 2006). Ils présentent également 

des dommages vasculaires qui apparaissent au cours du temps. Le greffon se fibrose 

progressivement, les artères s’obstruent suite à l’épaississement de l’intima liée à l’infiltration 

leucocytaire des endothéliums et à la prolifération myofibroblastique inflammatoire (J. M. 

Heslan et al. 2006; Ballet et al. 2009) (Figure 12). 

 

Figure 12: Images représentant les lésions et l’infiltration cellulaire dans des greffes cardiaques 

(J100) syngéniques (Syng), en rejet chronique (CR) ou tolérées (Tol) à partir de Heslan et al. (J. M. 

Heslan et al. 2006)  

(A) Marquages de coupes de greffons à l’hématoxyline-éosine-safran. Observations: fibrose, lésions 

tissulaires dans les greffons CR, absence de lésions et de fibrose dans les greffons Tol. (B) Immuno-

marquages de coupes de greffons à la peroxydase. Observations: absence d’infiltration cellulaire au 

sein des greffons Syng, forte infiltration et obstruction des artères dans les greffons CR et faible 

infiltration sans obstruction des artères dans les greffons Tol. 
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Objectif de l’étude 

 L’objectif des travaux réalisés dans notre équipe est de caractériser les mécanismes mis 

en place lors de la tolérance en transplantation. Notre équipe a préalablement démontré 

l’induction d’une tolérance à long terme d’allogreffes cardiaques chez le rat via l’injection 

d’un cours traitement immunosuppresseur. Afin de mettre en évidence de nouveaux 

médiateurs de la tolérance, une analyse comparative par puce à ADN a été réalisée sur les 

greffons tolérés (Tol) ou développant un rejet chronique (CR). L’étude de ces puces a permis 

de mettre en évidence l’expression de gènes associés aux cellules régulatrices et aux 

molécules de cytoprotection dans les greffons des animaux tolérants. De façon intéressante, 

l’équipe a également mis en évidence une diminution de l’expression des gènes associés à la 

synthèse d’Ig en absence de modification des gènes liés à l’infiltrat des LB (CD20, CD22) 

dans les greffons Tol par rapport aux greffons CR (J. M. Heslan et al. 2006). Les résultats 

obtenus suggérant une régulation de la réponse humorale, l’objectif de notre étude a donc été 

de caractériser la réponse lymphocytaire B chez les animaux tolérants. 

Résumé de l’article 1 

Nous avons observé une infiltration des allogreffes tolérées par de nombreux LB 

organisés en "cluster" ainsi qu’une forte inhibition de leur production d’alloanticorps. À la 

différence des animaux CR dont les LB produisent principalement des alloanticorps d’isotype 

IgG2b (Th1) et présentent un fort dépôt de C4 sur leur greffon, nous avons observé que les 

rats tolérants présentent une déviation de la réponse des alloanticorps vers un isotype IgG1 

(Th2) et ne possèdent pas de dépôt de C4 sur leur greffon suggérant une absence d’activation 

du complément. L’équipe a préalablement mis en évidence l’expression de molécules de 

protection par les cellules endothéliales des greffons tolérés (P Thebault et al. 2007). Dans 

cette étude, nous montrons, in vitro, que les alloanticorps des rats Tol n’entraînent pas 

d’activation inflammatoire des cellules endothéliales du donneur. Ils induisent ou 

maintiennent l’expression de molécules de protection comme HO-1, Notch-4 et CLEC-1 alors 

que les alloanticorps des animaux CR diminuent leur expression. Les anticorps produits chez 

le rats tolérants semblent être plutôt protecteurs que délétères pour les cellules endothéliales. 

De plus, nous avons observé une accumulation de LB dans le sang des rats TOL, 

associée un phénotype régulé caractérisé par une forte expression de molécules inhibitrices 

telles que FcγRIIb, BANK-1 et une plus faible expression des molécules activatrices telles 

que FcγRIIa et CD27. 
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Enfin, nous avons démontré que le transfert de LB des rats Tol à un second receveur 

syngénique permet le transfert de la tolérance démontrant la présence de Breg chez les rats 

tolérants. 

Ainsi, cette étude a permis de mettre en évidence une inhibition de la réponse 

lymphocytaire B associée à la présence des LB régulateurs chez les animaux tolérants. Ces 

travaux suggèrent un rôle des LB dans la tolérance. Ainsi, l’utilisation des mécanismes de 

régulation de la réponse B pourrait par la suite servir à générer de nouvelles stratégies 

d’induction de tolérance. 
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Objectif de l’étude 

Ces travaux s’inscrivent dans le cadre de l’étude des mécanismes et des molécules qui 

pourraient être impliqués dans la tolérance en transplantation. L’analyse préalable par puces à 

ADN des greffons tolérés à long terme (modèle LF15-0195) ou en rejet chronique (modèle 

DST) (J. M. Heslan et al. 2006), a notamment permis de mettre en évidence la sous-

expression du gène RGD1310371 dans les greffons Tol par rapport aux greffons CR. Ce gène 

code pour une molécule non-décrite jusqu’à présent, que nous avons nommée LIME. 

L’objectif de cette étude a donc été de caractériser la régulation et la fonction immunologique 

de cette molécule inconnue.  

Résumé de l’article 2 

Nous avons commencé notre étude en quantifiant le transcript de LIME par RT-PCR 

(Reverse transcription polymerase chain reaction) quantitative dans les greffons Tol, en rejet 

aigu (AR, rats non traités) ou CR. Nous avons observé une faible expression du transcript de 

LIME dans les greffons Tol par rapport aux greffons AR, 5 jours après la greffe, et par 

rapport aux greffons CR, 100 jours après la greffe. Cette faible expression est également 

observée dans le sang des rats Tol comparé au sang des rats CR, confirmant l’inhibition de 

LIME chez les animaux tolérants et la forte induction chez les rats rejetant leur greffe. 

Afin de caractériser cette nouvelle molécule, nous avons étudié l’expression de son 

transcript dans divers types cellulaires du système immunitaire. Les résultats indiquent qu’elle 

est exprimée dans les DC et les macrophages stimulés. L’analyse de la cinétique de son 

expression dans des BMDC révèle que c’est une molécule rapidement induite après une 

stimulation pro-inflammatoire. À l’inverse, son expression est diminuée par l’IL-10, une 

cytokine immuno-régulatrice. De plus, l’étude fonctionnelle de LIME nous a permis de mettre 

en évidence son implication dans la capacité des DC à stimuler les lymphocytes T. 

L’ensemble de ces résultats pourrait expliquer la surexpression de LIME dans le rejet 

d’allogreffe qui implique la présence de DC activées et de cytokines pro-inflammatoires pour 

induire une réponse immune contre le greffon. Au contraire, les mécanismes régulateurs qui 

caractérisent les animaux tolérants pourraient être à l’origine de l’inhibition de l’expression de 

LIME chez ces animaux. 

L’étude de la localisation cellulaire de LIME, par microscopie confocale, nous a 

permis d’observer que cette molécule est organisée en réseau dans le cytoplasme des cellules. 

Elle semble également colocalisée avec l’actine au niveau de protrusions membranaires. De 
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façon intéressante, l’étude de la structure prédictive de LIME suggère un lien entre cette 

molécule et les protéines de la famille "Trefoil". Cette famille regroupe diverses protéines 

caractérisées par un domaine "Trefoil" et une structure en "trèfle". Cependant, LIME ne 

contient pas ce domaine "Trefoil" mais présente une structure similaire à celle des protéines 

de cette famille. Certains membres de la famille "Trefoil", comme les molécules Fascines 

(Fascine-1, Fascine-3), sont connus pour jouer un rôle majeur dans la réorganisation du 

cytosquelette d’actine (A. Li et al. 2010). De plus, nous avons constaté que le gène de LIME 

est encadré par deux gènes codant pour des molécules qui se lient au cytosquelette, l’IL-16 et 

Mesdc-1 (mesoderm development candidate 1). En effet, ces molécules se lient 

respectivement à la myosine et à l’actine et sont impliquées dans la mobilité et la motilité 

cellulaire. D’autre part, dans la littérature, le gène de LIME a été associé aux cellules ciliées 

(McClintock et al. 2008). Or, dans notre étude, nous observons une très forte expression du 

transcript de LIME dans les testicules, la trachée et les poumons, des organes riches en 

cellules ciliées dont la fonction est fortement dépendante du cytosquelette. L’ensemble de ces 

résultats suggère que LIME pourrait être associée au cytosquelette, qui joue un rôle majeur 

dans la motilité et la mobilité cellulaire mais également dans la formation de synapses 

immunologiques.  

Ces travaux nous ont permis de mettre en évidence une nouvelle molécule qui 

pourrait, dans le futur, servir de cible thérapeutique pour réguler l’activation des lymphocytes 

T par les APC et ainsi moduler la réponse immunitaire. 
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ABSTRACT 

Dendritic cells (DCs) are sentinels of the immune system distribute throughout the body that 

following danger signals will migrate to secondary lymphoid organs to induce effector T cell 

response. We identified in a model of graft rejection, a new molecule that we named LIME 

(RGD1310371) and that is strongly up regulated in DCs following inflammatory stimuli. 

Importantly, we showed that LIME is involved in the T cell stimulation property of DCs. We 

observed that LIME is expressed as network in the cytoplasm and co-localized with actin 

notably at membrane protrusions. Interestingly, LIME protein structure prediction reveals a 

link with molecules of trefoil family such as the actin-bundling molecule Fascin. Moreover, 

LIME gene is flanked of the two cytoskeleton-binding proteins IL-16 and MESDC-1. In 

addition, LIME is highly expressed in testis, trachea and lung that are rich in highly ciliated 

cells. Taken together, all these data suggest a role for LIME in specialized structures of 

cytoskeleton that are important for dynamic cellular events such as motility, mobility or 

immune synapse formation. In the future, LIME may represent a new target to reduce the 

capacity of DCs to stimulate T cells and to regulate an immune response. 
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INTRODUCTION 

Dendritic cells (DCs) are central actors of the immune response. Localized at the 

interface with the external environment, DCs are sensors of pathogen penetration in the 

organism and are involved in both innate and adaptative immune responses. DCs detect 

microorganism components via pattern recognition receptors (PRRs), that transduce danger 

signals and induce their activation and maturation [1]. Moreover, DCs are professional 

antigen-presenting cells (APCs) able to capture and process antigen to present antigenic 

peptide on class I and class II MHC to activate CD8
+
 and CD4

+
 T cells [2]. The fine-tuning of 

the maturation state of DCs is important to maintain the balance between immunity and 

tolerance. Under steady-state conditions, DCs remain in an immature state and do not mount 

an immune response against circulating self-antigens in the periphery, which maintains a state 

of tolerance. By contrast, foreign antigens result in maturation of DCs that will migrate and 

activate T cells. This balance is required as any disturbance due to infections or tissue injury 

may result in chronic inflammation or autoimmunity. 

Maturation of DC is accompanied by numerous changes that are correlated with a 

reorganization of microfilaments and microtubules and an altered expression of specialized 

actin- and tubulin-associated proteins. Indeed, reorganization of the cytoskeleton is needed to 

allow dissolution of adhesion structures such as podosomes and acquisition of migratory 

ability [3]. Shape remodeling of DCs is also important allowing acquisition of an elongated 

shape, extending and retracting long dendrites to form dynamic clusters with CD4
+
 T cells for 

efficient immune synapse formation and T cell activation [2],[4]–[6]. 

Comprehension of mechanisms involved in DC maturation represents a crucial aim of 

research to be able to develop new strategies to manipulate immune response. Immune 

properties of DCs arouse interest due to their involvement in various pathologies such as 

infectious diseases, cancer, autoimmunity and graft rejection. As part of a study of 

identification of genes associated with allograft rejection or tolerance in transplantation, we 

identified a new molecule that we named LIME and that we found to be over-expressed in 

graft and blood of rats developing chronic rejection. In this study, we attempted to 

characterize the immune regulation and the function of this new molecule. 
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RESULTS 

Identification of an uncharacterized molecule over-expressed in graft rejection. 

In an attempt to identify new genes that could be involved in the development of chronic 

rejection or tolerance in transplantation, we applied pan genomic DNA chip. We compared in 

a rat MHC fully mismatched cardiac allograft model, whole allografts that develop chronic 

rejection with allografts that are tolerated by a short-term treatment with an 

immunosuppressor [7]. We previously described extensively these models and showed that 

DNA chip enable the identification of molecules involved in these complex phenomena 

[7],[8]. Among the genes up-regulated in chronically rejected versus tolerated allografts, we 

identified the rat gene ID 308794 (RGD1310371). This gene encodes for a predictive 

molecule not characterized so far and that was only shown to be highly expressed by ciliated 

cells [9]. We arbitrary named this molecule “LIME” for “LPS-Induced MoleculE”. We 

confirmed by quantitative RT/PCR the over-expression of LIME mRNA in chronically 

rejected allografts compared to syngenic grafts and also observed a peak of expression in 

acutely rejected allografts (Fig. 1A, n=5, *p<0.05 and **p<0.01). Interestingly, we observed a 

higher mRNA expression of LIME also in blood of recipients developing chronic rejection 

compared to the one from syngenic or tolerant recipients (Fig. 1A, n=5, **p<0.01 and 

***p<0.001). 

LIME is highly expressed in activated myeloid cells and in testis, trachea and lung. 

In order to characterize this new molecule, we analyzed its expression in different rat cell 

types. Quantification of LIME mRNA showed a very low expression in resting spleen DCs, 

alveolar macrophage lineage (NR83 83), B, T and endothelial cells (EC) (Fig. 1B). However, 

we observed that LIME mRNA expression was strongly induced (up to 50 fold) following 

inflammatory stimulation in DCs and alveolar macrophage lineage but not in B, T and ECs 

(Fig. 1B). We performed a LIME mRNA expression kinetic analysis in bone marrow derived 

DCs (BMDCs) and observed that LIME was strongly induced (up to 100 fold) at 12 hours 

after stimulation with the different inflammatory stimuli tested (LPS, IFNγ, CpG or Poly(I:C)) 

and then rapidly decreased. Interestingly, LIME mRNA expression was decreased at 12 hours 

after stimulation with the immuno-regulatory cytokine IL-10 (Fig. 1C). We analyzed LIME 

mRNA expression in human monocyte-derived DCs and also observed a strong up-regulation 

(up to 45 fold) following LPS-stimulation suggesting similar regulation of LIME expression 

across species (Fig. 1D, n=3, **p<0.01). We then analyzed LIME mRNA expression in 

different organs or tissues from naive rats. We denoted a huge expression in the testis and a 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=308794
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strong expression in the trachea and lung. The expression was lower in the other organs or 

tissues tested (skeletal muscle, aorta, thymus, lymph nodes, small intestine, brain, spleen, 

heart, colon, bone marrow, liver, skin, and kidney) (Fig. 1E, n=3). 

 

LIME is involved in the stimulatory properties of DCs. 

To determine the function of LIME, we used specific LIME reformed-type small interfering 

RNA (RNAi) that allow efficient and long-term inhibition of the gene [10]. Two non 

overlapping RNAi specific for LIME were tested in rat LPS stimulated BMDC and compared 

with a control RNAi. We previously demonstrated that this technology efficiently transfected 

most of the rat BMDCs (up to 80% of the cells were transfected with a fluorescent RNAi) [8]. 

With LIME specific RNAi, we obtained an efficient inhibition of LIME mRNA expression in 

LPS-stimulated BMDCs compared to control RNAi (up to 70%) (Fig. 2A, n=3, *p<0.05 and 

***p<0.001). We first analyzed whether LIME inhibition modified LPS-induced maturation 

of these cells. We did not observe any effect of LIME inhibition on the expression of 

activation molecules such as class I and class II MHC, CD80 or CD86 (data not shown). We 

did not observe either an effect of LIME inhibition on the LPS-induced cytokine production 

of IL-12p70, IL-6 or IL-10 (data not shown). Then, we investigated whether inhibition of 

LIME in matured BMDC affected their ability to promote T cell proliferation. In a fully 

allogeneic mixte leukocyte reaction (MLR), we observed a diminution of T cell proliferation 

when LIME was inhibited in the stimulatory BMDCs (Fig. 2B, n=3, *p<0.05). We observed 

also a lower production of IFNγ by these allogeneic T cells (Fig. 2C, n=3, *p<0.05). 

We then used a more relevant and sensitive system of T cell stimulation with CD8
+
 T cells 

from OT-I transgenic mice TCR transgenic for ovalbumin (OVA). First, we evaluated the 

efficiency of transfection of mice BMDCs with specific fluorescent RNAi. We observed that 

almost all the cells (up to 97%) were transduced with RNAi (Representative Picture, Fig. 2D). 

We confirmed inhibition of LIME mRNA expression in mouse BMDCs (up to 70%) with two 

different LIME specific RNAi (Fig. 2E, n=3, *p<0.05 and ***p<0.001). Similar to what we 

observed in rat BMDCs, this inhibition did not modify the expression of activation molecules 

in mice DCs (class I and class II MHC, CD80 or CD86) (data not shown). However, LIME 

inhibition in OVA loaded BMDCs strongly reduced their ability to stimulate the transgenic 

CD8
+
 T cells (Fig. 2F, n=3, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). The reduction of proliferation 

was observed with OVA257–264 peptide or OVA protein loaded DCs demonstrating that this 

decrease was not due to a default in antigen processing. Importantly, the same defect of 
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specific CD8
+
 T cell proliferation was also observed in vivo, following footpad injection of 

LIME inhibited OVA loaded BMDCs (less proliferation and recovering of specific CD8
+
 T 

cells in the draining lymph node; Fig 2G, n=4, **p<0.01). Taken together, these data 

demonstrate a role for LIME in the stimulatory properties of DCs. 

 

LIME co-localized with the cytoskeleton. 

To determine the intracellular localization of LIME, we analyzed its amino-acid (AA) 

sequence by using different predictive Software as PSORTII [11], TMHMM2.0 [12], NMT 

tools [13], TargetP1.1 [14] and NetNES [15]. Results revealed no transmembrane domain and 

a high probability for LIME to be located in the cytoplasm (data not shown). We detected a 

Nuclear Export Signal domain (NES) from AA 100 to 110 (I-K-A-Q-L-N-D-D-L-E-I), 

suggesting that LIME circulates between nucleus and cytoplasm. 

To determine its exact cellular localization, we attempted to generate anti-rat LIME 

polyclonal antibodies by immunizing rabbit with LIME specific peptides. Unfortunately, we 

obtained no efficient immunization suggesting that LIME is highly conserved between 

species. Therefore, we transfected eukaryote cells with plasmid encoding the rat LIME full-

length sequence and containing the V5 tag. Confocal microscopy analysis revealed expression 

of the V5 tag associated LIME protein largely in the cytoplasm and at lower extent in the 

nucleus. Interestingly, in the cytoplasm, tagged LIME protein appeared to be organized as 

network as some cytoskeleton filament proteins (Fig 3A, representative picture). Therefore, 

we performed co-staining of LIME protein with polymerized actin by using phalloïdin. 

Interestingly, we observed that LIME co-localized with actin and particularly at some areas 

under the cell plasma membrane (at specific cytoskeleton organized structures or protrusions) 

(Fig 3B, representative merged picture). To determine the exact nature of the co-localization 

between LIME and actin, the profiles of the fluorescent intensities for LIME and actin were 

plotted at two different cell membrane locations (transept white lines) (Fig 3B i) ii)). 

Representative histograms showed a largely overlapping staining and parallel fluctuations of 

LIME and actin intensities suggesting a close relationship between these proteins. 

 

LIME exhibit structure homology with “trefoil” molecules. 

In the literature, nothing was described on LIME gene except its high expression by mouse 

ciliated cells [9]. To obtain more information about LIME and notably to determine whether 

this new molecule could be linked with a specific family, we made in silico analysis of LIME 
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sequence in collaboration with the GenOuest bioinformatics core facility (Rennes, France). 

First, NCBI blast (National Center for Biotechnology Information database) of rat LIME 

sequence revealed 71% and 88% of identity respectively with the human and mouse 

sequences demonstrating that LIME is highly conserved between species (Fig. 4A). Any 

specific signals characteristic of a known family protein or specific patterns were revealed 

with InterProScan portal [16]. Moreover, sequence alignment algorithms such as “Basic Local 

Alignment Search Tool” (BLAST) [17] and PSI-BLAST [18] could not detect a homolog of 

LIME from the protein databank. 

As the biological function of protein molecules is determined by their 3D shape (which 

dictates how the protein interacts with ligands or other protein molecules), one of the most 

common motivations for predicting the protein function is to use the structural information. 

We used “gene3D”[19], the “Iterative Threading ASSEmbly Refinement” (I-TASSER) [20] 

and “Protein Homology/analogY Recognition Engine” (PHYRE) [21],[22] web servers that 

applied for finding of homology modeling and tertiary structure prediction. Interestingly, 

results from these 3 different web servers revealed a high probability of link between LIME 

and trefoil protein family. For example, the nine first hits extracted from PHYRE exhibit a % 

of confidence >94% and a % of identity ranging from 14% to 24% (with 6 exhibiting a % of 

identity ≥ 20%, the threshold to consider homology). By their structure, these proteins are 

linked to trefoil molecule family. Trefoil molecules are characterized by a rich cystein 

domain, named trefoil domain and by their “three-leaf” structure [23]–[25]. Although LIME 

does not contain a rich cystein domain, it is related to trefoil molecule family by its predictive 

structure. Figure 4B illustrates the predicted LIME 3D modeling by PHYRE software. As an 

example, 176 residues (58% of LIME sequence) have been modeled with 99,8% confidence 

by the highest scoring template d1tf9 protein, a protein of unknown function and exhibiting 

18% of identity with LIME (Fig. 4B). 

We also observed that LIME gene exhibit shared synteny with preserved co-localization of 

the following genes Tmc3, Stard5, IL-16, LIME (RGD1310371), Mesdc1 (mesoderm 

development candidate 1) and Mesdc2 on rat, mouse and human chromosomes (Data not 

shown). Interestingly, LIME gene is flanked of IL-16 and Mesdc-1, two genes that have been 

described to bind respectively the cytoskeleton proteins myosin [26] and actin [27],[28]. 

Genes of similar structure or linked functions are often grouped in locus/complex of genes or 

supergenes on chromosome as it is the case for the NK or MHC gene complex [29],[30]. 

Therefore, the proximity of LIME with these genes may suggest the presence of a 

locus/complex of genes sharing similar properties or functions related to cytoskeleton.   
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DISCUSSION 

In this study, we characterized a molecule not described so far that we named LIME, 

and that we identified as over-expressed in blood and graft of recipients developing rejection. 

We showed that LIME expression is associated with the pro-inflammatory status of myeloid 

cells notably, DCs. In contrast, LIME expression is decreased by the immuno-regulatory 

cytokine IL-10 and has been reported to be inhibited by the anti-inflammatory agent arbutin 

[31],[32]. This regulation of expression could explain accumulation of LIME in recipients 

developing rejection versus tolerance. Indeed, rejection is combined with expression of pro-

inflammatory cytokines and activation of myeloid cells that infiltrate the graft, uptake donor-

antigens and migrate to the secondary lymphoid organs to stimulate T cells [33]. In contrast, 

tolerance is associated in our model with a strong inhibition of inflammation and cell 

activation and by the over-expression of immuno-regulatory factors [34]–[37]. 

A body of evidence suggests a role for LIME in dynamic cellular structure of the 

cytoskeleton. Indeed, LIME protein expression appeared to be organized in network and we 

observed a co-localization with actin notably at some membrane protrusions. Moreover, 

LIME is highly expressed in activated myeloid cells and in testis, trachea and lung that are 

rich in highly ciliated cells suggesting its involvement in dynamic cell extensions. 

Furthermore, LIME gene is flanked of the two genes encoding IL-16 and Mesdc-1 that have 

been described to bind respectively the cytoskeleton proteins myosin [26] and actin [27],[28], 

and to play a role in cell mobility and motility. LIME and its neighboring genes may form a 

locus/complex of molecules sharing the common feature of being associated with the 

cytoskeletal network. 

Interestingly, LIME predictive structure study indicated similarity of structure with 

trefoil proteins that interact for some of them with actin. Among them, are the actin filament 

(F-actin) bundling proteins Fascins [38] that exhibit the same expression profile of LIME with 

a high expression in activated DCs (Fascin-1) [6] and a high expression in testis (Fascin-3) 

[39]. Fascin-1 is involved in the formation of filopodia, dendrites and invadopodia [40]–[42] 

that play critical roles in maturation-associated DC functions such as migration, cytokine 

production and interaction and activation of T cells [43]–[45]. Fascin-3 as LIME is highly 

expressed in testis at the spermatid stage ([39] and GEO profiles, data not shown). During 

spermiogenesis, round spermatids are remodeled into the fusiform shape of mature 

spermatozoa. Significant morphological changes occur and are correlated with a 

reorganization of microfilaments and microtubules in the head and tail regions of elongating 
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spermatids by the expression of specialized actin- and tubulin-associated proteins [39]. Fascin 

and LIME may function in microfilament rearrangements that accompany fertilization. The 

role of these molecules sharing the common feature of being associated with the cytoskeletal 

network is important to decipher. Indeed, Fascin has received a lot of attention among 

cytoskeletal proteins because multiple clinical studies have implicated its expression in cancer 

progression and metastasis [40]. We observed LIME protein also in the nucleus and identified 

a NES signal that allows molecule exchange between the cytoplasm and nucleus through 

nuclear pore complex. Similarly to actin that contains two NES [46], LIME might shuttle 

between the cytoplasm and nucleus to play a role in both compartments. Indeed, in addition to 

play a fundamental role in cytoplasm, actin has been described to binds RNA polymerase and 

to promote chromatin remodeling [47]–[50]. 

We observed that LIME inhibition in DCs reduces their ability to stimulate T cells. 

However, we did not observe an effect of LIME inhibition on DC migration in chemotaxis 

experiments (data not shown). This does not exclude a role for LIME in cytoskeleton 

rearrangement important for motility or mobility. Alternatively, LIME that is strongly up-

regulated in DCs following inflammatory maturation could be required for immune synapse 

formation with T cells and efficient T-cell priming. Indeed, it has been shown that BMDC 

deficient for the Wiskott-Aldrich Syndrome Protein (WASP), a regulator of the cytoskeletal 

actin reorganization, present no alteration of maturation and of antigen endocytose and 

processing but have a reduced ability to stimulate specific T cells due to an alteration in the 

immune synapse structure [45]. 

To conclude, we described in this study a new molecule, LIME that could be involved 

in the dynamic function of specialized structure of the cytoskeleton important for cell 

adhesion, migration, motility or immune synapse formation. In the future, LIME may 

represent a new therapeutic target to regulate DCs activity and immune response. 
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MATERIALS AND METHODS 

Animals and transplantation 

MHC fully mismatched LEW.1A (RT1a) and LEW.1W (RT1u) rats and C57Bl/6 mice were 

purchased from the Centre d’Elevage Janvier (Le Genest-Saint-Isle, France). Transgenic mice 

S/SOPF B6.OT-I were purchased from Charles River Laboratories (L’Arbresle, France). 

Rodents were maintained in an animal facility under standard conditions according to our 

institutional guidelines. The studies were reviewed and approved by the appropriate 

institutional review committee. Syngenic LEW.1A to LEW.1A or allogeneic LEW.1W to 

LEW.1A heart allografts were performed as previously described [51]. Allografts in untreated 

recipients were acutely rejected in 7 days. Allograft tolerance was induced as previously 

described by a short-term treatment (20 days, 3 mg/kg/day) with an immune-suppressor, 

LF15-0195 (Fournier Laboratories), a deoxyspergualine analog [52]. Chronic allograft 

rejection was induced by two donor blood transfusions (DST) before transplantation as 

previously described [7]. Graft function was assessed by scoring pulsations through the 

abdominal wall and acute or chronic rejection was confirmed by respectively heart beating 

cessation or the presence of vascular lesions (Histology). Graft and blood were harvested at 

day 5 or 100 after transplantation. PBMC were extracted from whole blood using ficoll (GE 

Healthcare). 

 

Cell purification, culture, and activation 

-Rat splenic DCs, T and B cells from naive rats were purified by positive selection using a 

FACSAria flow cytometer respectively by OX62
+
/classII

 
MHC

+
, TCR

+
 and OX33

+
/HIS24

+
 

stainings. DCs, T and B cells were cultured in complete medium and stimulated for 12h with 

respectively LPS (1μg/ml) (Sigma-Aldrich), plate-bound anti-CD3 (1µg/ml) anti-CD28 

(1µg/ml) antibodies (BD Biosciences) or Cpg 2006 (5µM) (InvivoGen). 

-Rat alveolar macrophage lineage NR8383 [53] cells were cultured in Ham's F12 medium 

completed with 10% endotoxin-free Fetal Bovine Serum (Perbio Science), 2 mM l-glutamine, 

1mM sodium pyruvate, 1 mM HEPES, and 5×10
−5

 M 2-ME, penicillin-streptomycin 

(100U/ml; 100µg/ml respectively) (all from Sigma-Aldrich) and stimulated 6h with rat IFN-γ 

(50 U/ml) (Serotec). 

-Rat endothelial cell (EC) line of LEW.1W origin was isolated as previously described [54], 

plated into 12-well plates (Nunc; Merck/Eurolab France) (1 million cells/well) in complete 

RPMI medium and stimulated 6h with rat IFN-γ (50 U/ml) (Serotec). 

http://en.wikipedia.org/wiki/Ficoll
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-Rat BMDCs were obtained as previously described [55]. Briefly, bone marrow cells were 

cultured in complete RPMI 1640 medium supplemented with rat IL-4 (0.4 ng/ml) and murine 

GM-CSF (1.5 ng/ml). At day 8, rat BMDCs were collected, plated (2 million/ml) and 

stimulated with LPS (1 μg/ml) (Sigma-Aldrich), recombinant rat IFN-γ (50 U/ml) (Serotec), 

CpG 2006 (5µM) (InvivoGen), poly (I:C) (25 μg/ml) (InvivoGen) or recombinant rat IL-10 

(20 ng/ml) (R&D Systems) for 6, 12, 24 and 48h. 

-Human DCs were generated as previously described [56]. Briefly, monocytes were enriched 

by elutriation (>85% CD14
+
) and cultured for 6 days in complete medium supplemented with 

human GM-CSF (200 IU/ml) (CellGenix) and IL-4 (1000 IU/ml) (CellGenix). Then, DCs 

were harvested and stimulated at 1 million cells/ml 24h with LPS (1 μg/ml). Ethical 

Committee approval was received for the study and the informed consent of all participating 

subjects was obtained. All cells were cultured at 37°C and 5% CO2, recovered and subjected 

to RNA extraction. 

-For mouse BMDC generation, only murine GM-CSF (0,15 ng/ml) was added to complete 

RPMI medium during culture of bone marrow cells. 

 

RNA extraction and real-time quantitative RT-PCR 

Total RNA from organs, tissues or cells was prepared using TRIzol (Invitrogen) according to 

the manufacturer’s instructions. Real-time quantitative RT-PCR was performed as previously 

described [57] by using a step one plus instrument (Applied Biosystems) and SYBR Green 

PCR Master mix reagent (Applied Biosystems). Oligonucleotides used in this study were for 

rat (r), mouse (m) and human (h): rHPRT (Up-CCTTGGTCAAGCAGTACAGCC, Lo-

TTCGCTGATGACACAAACATGA), rLIME (Up-GTGTGACTGCTGTGCCGA, Lo-

CCAGACAGAAGTCCTGCCC), mGAPDH (Up-CTACAGCAACAGGGTGGTGG, Lo-

TATGGGGGTCTGGGATGG), mLIME (Up-GCCCAGATGAAGTTAAAGCG, Lo-

GCCCATAGACAACCACTTGG), hHPRT (Up-CGAGATGTGATGAAGGAGATGG, Lo- 

CCTGTTGACTGGTCATTACAATAGC), hLIME (Up-GCAGTTCAAGCCAAGACCC, 

Lo-AAATCCTCCTGTTATCCCCAG). Hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) 

and Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) were used as an endogenous 

control gene to normalize for variations in the starting amount of RNA. Relative expression 

was calculated using the 2
−ΔΔCt

 method [57],[58]. 

 

 

http://www.jimmunol.org/cgi/redirect-inline?ad=R%26D%20Systems
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Bioinformatics analysis 

Rat, mouse and human LIME amino-acid (AA) sequence were analyzed with NCBI blast 

(National Center for Biotechnology Information database). To study cellular localization, rat 

LIME AA sequence was analyzed using the AA sequence-based predictors PSORTII [11], 

TargetP1.1 [14] and NetNES [15]. The probability of LIME to be associated with the 

membrane was checked by the presence of alpha-helix with TMHMM 2.0 [12] and NMT 

tools [13]. The presence of specific signals or link with known family protein according to the 

predictive secondary structure or predictive 3D structure, were analyzed by InterProScan 

portal [16], Gene3D [19], PHYRE [21],[59] and I-TASSER [20],[60] web servers. 

 

Plasmid construction and transfection 

Full-length rat LIME mRNA sequence was cloned from rat cDNA testis by PCR with the 

specific primers: rLIME (Up-ACGCGGATCCATGGCGCGGAATGTGTATGGTCC, Lo-

ATAGTTTAGCGGCCGCCCTGTATTGATGCCCATGGCCTGCTC) (Eurofins MWG) and 

insert in pcDNA6 vector (Invitrogen). 6X10
4
 COS (CV-1 (simian) in Origin, and carrying the 

SV40) fibroblast-like cell line derived from monkey kidney tissue were plated on Microscope 

Cover glasses (Marienfield GmbH & Co.KG) in 12-wells plate (Nunc; Merck/Eurolab 

France) during 24h. Cells were transfected with pcDNA6 plasmid with lipofectamin 

(Invitrogen) and Plus reagent (Invitrogen) according to the manufacturer instructions. Cells 

were stained 24h after transfection. 

Immunohistology 

COS cells were fixed with paraformaldehyde (4%) (Electron Microscopy Science, Hatfield, 

USA) and stained with anti-V5 antibody (11µg/ml) (Invitrogen), alexa fluor 568 anti-mouse 

antibody (4µg/ml) (Invitrogen) and FITC phalloïdin (0,4U/ml, Invitrogen). Cover glasses 

were mounted in Prolong Gold DAPI mounting medium (Invitrogen), and observed by 

fluorescence microscopy (Nikon A1 R Si Confocal microscope). Images were purchased (X60 

Plan Apo N.A: 1.4, zoom 2.) with sequential mode and analyzed by using Metamorph and 

Image J program.  

 

RNAi BMDC transfection, activation and T cell stimulation 

Non-overlapping LIME specific Stealth RNAi (Stealth Select RNAi; Invitrogen) duplexes 

were designed and purchased by Invitrogen: Rat RNAi-1 (5′-

CCACUGGAUGCUGGUUACUGGAAAU-3′), rat RNAi-2 (5′-

http://nic.uni-hd.de/txt/a1r.html
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CAUGCUAGACAUCUCUAAACCUAUU-3′), mouse RNAi-1 (5’-

GCGAAAUGGGCCAAGUGGUUGUCUA-3’) and mouse (RNAi-2 5’-

UAGACAACCACUUGGCCCAUUUCGC-3’). At day 8 of culture, 2 million adherent rat or 

mouse BMDCs were transfected with Lipofectamine RNAiMAX (Invitrogen) and with 200 

pmol of control RNAi (medium GC content Stealth RNAi negative universal control, 

Invitrogen) or LIME specific RNAi. Cells were stimulated 48 h with LPS (0.5 μg/ml). 

-For rat mixed leukocyte reaction (MLR), LEW.1A BMDCs were harvested 2 days following 

transfection and plated in 96-wells plate (6,25×10
4
 cells/ml) with allogeneic LEW.1W lymph 

node-derived T cells (20×10
4
 cells/ml) in complete RPMI medium. Three days later, cells 

were pulsed for 8h with 0.5 μCi/well [methyl-
3
H]thymidine (Amersham) and 

3
H 

incorporation was measured using a scintillation counter (TopCount NXT; PerkinElmer). 

INFγ production was assessed in the MLR supernatant 5 days later by ELISA according to the 

manufacturer instructions (BD Biosciences). 

-For mouse experiments, efficiency of mouse BMDCs RNAi transfection was tested by 

transfecting cells with Alexa fluor Red Oligo (Invitrogen) with the same protocol and then 

subjecting cells to FACS analysis. 

-For in vitro antigen-specific T cell stimulation assay, 8-days transfected BMDC (1×10
4
 cells) 

were plated in 96-wells plate, loaded with OVA257–264 peptide (0,1ng/ml) or ovabulmin 

protein (500µg/ml), stimulated with LPS (0.5 μg/ml) for 24 hours, washed and then incubated 

with CFSE-labeled (Invitrogen) lymph node purified OT-I CD8
+
 T cells (10×10

4
 cells) 

(Miltenyi kit). At day 5 of culture, cells were stained with anti-CD3 (BD Biosciences) and 

anti-CD8 (BD Biosciences) and T cell proliferation (CFSE dilution) was analyzed by flow 

cytometry. 

-For in vivo antigen-specific T cell stimulation, 5X10
6
 CFSE stained splenocytes from B6 

OT-I ly5.1 mice were injected (i.v) in B6 ly5.2 mice. 24 hours later, 1X10
5
 mouse BMDCs 

transfected with control or LIME specific RNAi were loaded with OVA257–264 peptide 

(5µg/ml) and injected in the footpad. Poplite lymph nodes were recovered and stained with 

anti-CD45.1, CD3 and CD8 antibodies (BD Biosciences) and % of proliferation (CFSE 

dilution) and recovering of CD45.1 CD8
+
 T cells were analyzed by Flow cytometry. 

Flow cytometry analysis 

Fluorescent labeling was measured using a FACS LSR II (BD Biosciences) and analyzed with 

FlowJo Software. 
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Statistical analysis 

Statistical evaluation was performed using Student’s t test for unpaired data, and results were 

considered significant if p values were <0.05. Data were expressed as mean ± SEM. 
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FIGURES 

 

Figure 1: LIME mRNA expression in transplantation models, cell subtypes and organs. 

LIME mRNA expression in (A) cardiac grafts and PBMC of rat syngenic recipients (Syng), 

allograft recipients developing acute (AR) or chronic rejection (CR), or allograft tolerant 

recipients (Tol) at day 5 or 100 after transplantation (n=5), (B) Splenic DCs, alveolar 

macrophage lineage (Mac) (NR8383), B, T and EC, stimulated (stim) or not (NS) with 

respectively LPS, IFNγ, CpG, anti-CD3/CD28 or IFNγ for 12 hours (n=3), (C) rat BMDCs 

stimulated or not (NS) with LPS, IFNγ, CpG, Poly(I:C) or IL-10 for 6, 12, 24 or 48h (graphs 

were representative of three independent experiments), (D) HmoDCs stimulated or not (NS) 

with LPS for 12 hours (n=3) and in (E) different organs from naive rats as indicated (n=3). 
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Quantitative RT-PCR results were expressed in Arbitrary Unit (AU) of LIME/HPRT 

transcript ratio ± SEM *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001. 

 

Figure 2: LIME function in stimulatory properties of BMDCs. 

(A) LIME mRNA expression in rat BMDCs transfected with control or two LIME specific 

RNAi. Quantitative RT-PCR results were expressed in Arbitrary Unit (AU) of LIME/HPRT 

transcript ratio ± SEM (n=3, *p<0.05, ***p<0.01). (B) Proliferation by 
3
H incorporation 

(cpm) of allogeneic T cells stimulated by transfected control or two LIME specific RNAi 

BMDCs (MLR) for 4 days (n=3, *p<0.05). (C) IFNγ quantification in MLR supernatant by 

ELISA (n=3, *p<0.05). (D) Representative histograms (flow cytometry) of stimulated mouse 

BMDCs transfection efficiency (with red Fluorescent control RNAi (plain line) or 

untransfected control (dotted line)). (E) LIME mRNA expression in mouse BMDCs 

transfected with control or two LIME specific RNAi. Quantitative RT-PCR results were 

expressed in Arbitrary Unit (AU) of LIME/GAPDH transcript ratio ± SEM (n=3, *p<0.05, 

***p<0.01). (F) Proliferation of OT-I CD8
+
 T cell stimulated by OVA257–264 peptide (0,1 

ng/ml) or OVA protein (500µg/ml) loaded mouse BMDCs (transfected with control or two 

LIME specific RNAi) (4 days). Data were expressed in AU of CFSE dilution compared to 
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control=100 (n=3, ***p<0.001, **p<0.01, ∗p<0.05). (G) In vivo proliferation and recovering 

of CD45.1 OT-I CD8
+
 T cells previously inoculated to CD45.2 congenic mice and stimulated 

by OVA257–264 peptide (5 µg/ml) loaded mouse BMDCs (transfected with control or LIME 

specific RNAi) for 3 days. Data were expressed in AU of CD8
+
 T cell CFSE dilution 

(compared to control=100) and in % of CD45.1 CD8
+
 T cells recovered in the draining lymph 

node (n=4, **p<0.01). 

 

Figure 3: Cellular localization of LIME protein. 

Representative pictures of immuno-fluorescence staining of COS transfected with plasmid 

encoding full length rat LIME protein and containing the V5 tag (red) with (A) DAPI (blue) 

and (B) DAPI and phalloïdin (polymerized actin) (green). Original magnification x1200 (Plan 

Apo N.A: 1.4 zoom 2.). (Bi,Bii) Representative histograms of intensity fluorescence (AU) 

detected in pixels along of the transept white lines graphed with linescan function of 

Metamorph Image Processing Software. Pictures were representative of three independent 

experiments. 
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Figure 4: In silico LIME analysis. 

(A) Multiple AA sequence alignment of rat, human and mouse LIME (NCBI blast). Results 

were expressed in % of identity with rat sequence. (B) Picture of LIME 3D modeling based 

on the highest scoring template by PHYRE web server. Results demonstrated identity of 

LIME structure with the β-trefoil family protein d1tf9 (99.8 % of confidence with 58% of 

coverage of LIME sequence with the template) with 18% identity of sequence. 

 

 

Locus Gene name
% Identity with

rat sequence

rat LIME chr1(q31) RGD1310371

Human LIME chr15(q25.1) C15orf26 71

mouse LIME 7 (47.74 cM) 1700026D08Rik 88

Figure 4

Identity: 18%

A

B
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Discussion/perspectives 

L’ensemble des travaux réalisés au cours de cette thèse ont eut pour objectif l’étude 

des mécanismes impliqués dans la tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat. Pour cela, ces 

travaux se basent sur les résultats précédemment obtenus par notre équipe lors de l’étude 

comparative par puce à ADN des greffons tolérés (Tol) et des greffons développant un rejet 

chronique (CR).  

L’analyse des puces suggérant une inhibition de la réponse humorale chez les animaux 

tolérants, l’objectif de la première partie de notre étude a donc été de caractériser la réponse 

lymphocytaire B chez les rats tolérants. 

Nous avons débuté nos recherches par une analyse de ces cellules dans les greffons 

tolérés ou développant un rejet chronique, via des immuno-marquages d’IgG et d’IgM. Nous 

avons constaté la présence de LB organisés en "clusters" dans les deux types de greffons Tol 

et CR. Ces "clusters" de cellules B pourraient correspondre à la formation de centres 

germinatifs parfois observés dans des organes sujets à une réponse auto-immune chronique ou 

à des d’infections chroniques lors desquelles, il est possible d’observer une néogénèse 

lymphoïde (Aloisi & Pujol-Borrell 2006). Dans la littérature, ce type de formations 

lymphoïdes, appelées organes lymphoïdes tertiaires, est également associé à la production 

d’alloanticorps et au rejet chronique d’allogreffes (Baddoura et al. 2005; Thaunat et al. 2005). 

Cependant, dans notre étude, le marquage des IgG et la quantification de leurs transcripts met 

en évidence une production d’IgG uniquement par les "clusters" des greffons CR, suggérant 

une absence ou une très faible production d’anticorps par les LB dans les greffons Tol. De 

plus, nous observons une plus forte expression des transcripts d’IgM dans ces greffons Tol, 

suggérant la présence de LB dont la production d’IgG est inhibée et la production d’IgM est 

maintenue ou augmentée. Ces résultats pourraient s’expliquer par la présence de mécanismes 

régulateurs de la fonction des LB qui pourraient entraîner une inhibition du processus de 

commutation de classe des Ig au sein des "clusters" présents dans les greffons Tol. De plus, 

une récente étude suggère que la formation des organes lymphoïdes tertiaires au sein des 

allogreffes de rein peut être associée à la tolérance chez la souris (K. Brown et al. 2011). La 

présence d’une néogénèse lymphoïde pourrait donc être favorable à la survie du greffon. Par 

la suite, il serait donc intéressant de confirmer l’organisation de centres germinatifs au sein 

des greffons en réalisant des marquages histologiques des différents types cellulaires qui les 

composent (cellules T CD4
+
, CD8

+
 et DC). De plus, il faudrait confirmer l’inhibition du 
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processus de recombinaison de classe des Ig en étudiant notamment l’expression de molécules 

impliquées dans ce phénomène telle que l’enzyme AID. Des études préalablement réalisées 

par notre équipe ont mis en évidence l’accumulation chez les animaux tolérants de cellules 

Treg CD4
+
CD25

+ 
capables de transférer la tolérance à un second receveur syngénique (E. 

Chiffoleau et al. 2002). Nous pourrions tenter de déterminer si ces cellules Treg participent à 

l’inhibition des LB au sein des greffons en analysant les LB et leur production d’anticorps 

dans les greffons des animaux transférés avec les cellules Treg. 

Malgré l’inhibition de production d’IgG au sein du greffon, nous avons observé un 

dépôt d’IgG sur les vaisseaux des allogreffes tolérées. L’analyse des isotypes de ces Ig par des 

immuno-marquages montre uniquement un dépôt d’IgG1 (Th2) sur les greffons Tol, ce qui 

contraste avec le dépôt important d’IgG2b (Th1) et d’IgG1 (Th2) observé sur les greffons CR. 

De plus, nous observons une plus forte quantité de DSA circulants de type IgG1 et une plus 

faible quantité de type IgG2b, chez les animaux Tol par rapport aux animaux CR. Ces 

résultats soulignent une déviation de la réponse des anticorps anti-donneurs vers un isotype 

associé aux Th2 chez les animaux tolérants. Dans la littérature, l’observation d’une réponse 

de type Th2 a été associée au rejet chronique (Koshiba et al. 2003; Illigens et al. 2009). 

Cependant, dans notre modèle de tolérance, les DSA ne semblent pas activer le complément 

comme en témoigne l’absence de dépôt de C4 sur l’endothélium des allogreffes. À l’inverse, 

un important dépôt de C4 est observé sur les greffons CR.  

La quantification de la totalité des IgG anti-donneurs, dans le sérum des animaux, 

confirme la régulation de la production des DSA chez les animaux tolérants. Néanmoins, la 

différence de production de l’ensemble d’IgG anti-donneurs en périphérie entre les deux 

groupes d’animaux ne reflète que faiblement la forte régulation observée dans les greffons 

Tol. Il est probable que le niveau de DSA produits chez les rats CR soit sous-estimé en raison 

d’un recrutement massif de ces anticorps au sein du greffon. Bien que la présence de DSA 

circulants soit le signe d’un mauvais pronostic de la survie du greffon chez l’homme, certains 

patients possédant des DSA ne présentent pas d’altération de la fonction de leur greffon (A. 

Piazza et al. 2001; Haririan et al. 2009). À l’inverse, malgré une forte corrélation entre la 

présence du dépôt de C4 et l’activation de la réponse humorale anti-donneur, l’absence de ce 

dépôt n’exclu pas la possibilité d’une réponse humorale contre le greffon. Une récente étude 

suggère que la modification de l’expression des gènes associés à l’activation des cellules 

endothéliales dans les greffons semble être un meilleur marqueur pronostic de l’activation de 

la réponse humorale anti-donneur (Sis et al. 2009). En effet, les anticorps peuvent agir via des 
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mécanismes indépendants du complément et induire des signaux pro-inflammatoires dans les 

cellules endothéliales (Wehner et al. 2007). Cependant, dans notre étude, les DSA des 

animaux tolérants n’entraînent pas, in vitro, d’activation inflammatoire des cellules 

endothéliales du donneur. Au contraire, ils favorisent ou maintiennent l’expression de 

molécules protectrices telles que HO-1, Notch 4 et CLEC-1, alors que les DSA des rats CR la 

diminuent. Ces résultats concordent avec l’expression de molécules cytoprotectrices telles que 

IDO, iNOS et HO-1 par les cellules endothéliales des greffon tolérés, observée dans une étude 

précédemment réalisée par notre équipe (P Thebault et al. 2007). Ces résultats suggèrent que 

les DSA des animaux tolérants possèdent des propriétés différentes de ceux provenant des 

animaux en rejet chronique. Ils pourraient contribuer, comme le suggèrent certaines études, à 

protéger les cellules endothéliales du greffon (Koch et al. 2004; X Zhang & E F Reed 2009). 

Différentes facteurs agissent sur les propriétés cytotoxiques des anticorps tels que leur 

concentration, leur spécificité ou leur affinité (A. T. Chang & Platt 2009; X Zhang & E F 

Reed 2009). Par la suite, il serait donc intéressant de caractériser les DSA produits chez les 

rats tolérants en étudiant ces différents paramètres. De plus, les groupements glycanes portés 

par les anticorps semblent importants pour leur propriété cytotoxique. La sialylation des 

anticorps diminue leur capacité pro-inflammatoire en régulant leur fixation sur les RFc 

(Kaneko et al. 2006; Kaneko et al. 2006). De plus, il a été montré que la galactosylation des 

anticorps IgG1 leur confère des propriétes anti-inflammatoire via l’inhibition de l’effet du 

composant C5a du complément (Karsten et al. 2012). Nous pourrions donc évaluer la 

sialylation et la galactosylation des DSA présents chez les rats tolérants afin de déterminer si 

la présence de ces groupements glycanes peut être associée à la tolérance dans notre modèle. 

Les résultats obtenus lors de l’étude de ces anticorps pourraient contribuer à une meilleure 

connaissance des anticorps dans la tolérance et dans le futur, permettre de diagnostiquer un 

profil protecteur ou délétère des anticorps produits chez les patients transplantés.  

Au cours de notre étude, nous avons également mis en évidence une accumulation des 

LB dans le sang des rats Tol par rapport aux rats CR. L’analyse par cytométrie et par RT-PCR 

montrent que les LB des animaux Tol sont inhibés dans leur production d’Ig et que 

l’induction du mécanisme de commutation de classe des Ig pourrait être bloquée. 

Afin d’étudier le phénotype des LB chez le animaux Tol, nous avons analysé, dans le 

greffon et le sang, l’expression de molécules associées aux LB. Chez les animaux tolérants, 

nous observons une plus faible expression de la molécule d’activation CD27 par les LB, un 

ratio de l’expression des transcrips des récepteurs inhibiteur et activateur (FcγRIIb/FcγRIIa) 
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augmenté, ainsi qu’une accumulation du transcript de la molécule BANK-1 en périphérie. Le 

récepteur inhibiteur FcγRIIb est un régulateur négatif de la division cellulaire des LB, de la 

commutation de classe des Ig et de la différenciation en plasmocyte (Nimmerjahn & Jeffrey V 

Ravetch 2006). BANK-1 est impliquée dans l’inhibition de l’activation des cellules B 

dépendante de la signalisation via la molécule CD40 (Aiba et al. 2006). L’ensemble des 

résultats suggère que les LB des greffons et du sang des animaux Tol présentent un phénotype 

régulé. De façon intéressante, des résultats similaires ont été mis en évidence dans le sang des 

patients opérationnellement tolérants présentant une accumulation de LB avec un ratio 

FcγRIIb/FcγRIIa augmenté et une accumulation de la molécule BANK-1 (Annaick Pallier et 

al. 2010). Ces résultats soulignent la présence de mécanismes similaires entre l’homme et le 

rat. 

Notre équipe avait préalablement mis en évidence la capacité des splénocytes totaux et 

des lymphocytes CD4
+
 purifiés des animaux tolérants à transférer la tolérance (E. Chiffoleau 

et al. 2002). Dans cette étude, nous avons démontré que les LB des animaux tolérants sont 

également capables de transférer la tolérance à des receveurs syngéniques. Ces résultats 

révèlent la présence d’une population de LB régulateurs parmi les LB des rats tolérants. 

Récemment, différentes équipes de recherche ont mis en évidence un rôle régulateur des LB 

en démontrant l’existence de Breg importants pour la régulation de la réponse immune et 

particulièrement dans les maladies auto-immunes. La caractérisation de ces LB montre qu’ils 

présentent un phénotype immature/transitionnel (Vitale et al. 2010). La plupart des 

populations de Breg identifiées exercent leur fonction régulatrice via la production d’IL-10 

(Evans et al. 2007; Mann et al. 2007). Dans notre étude, des analyses préliminaires par 

cytométrie des LB du sang des animaux tolérants ne révèlent pas d’accumulation de LB 

producteurs d’IL-10 par rapport à ce qui est observé chez les rats CR. Ces résultats suggèrent 

que les Breg, mis en évidence dans notre modèle de tolérance, sont différents de ceux décrits 

dans la littérature. Toutefois, il est nécessaire de réaliser des analyses supplémentaires sur les 

LB de la rate dans laquelle nous avons détecté les Breg. De plus, il est probable que cette 

population régulatrice ne représente qu’un faible pourcentage de cellules au sein de la 

population de LB totale, ce qui rend difficile la mise en évidence de ces Breg. Par la suite, il 

serait donc intéressant d’indentifier le phénotype des Breg afin de mieux les caractériser et 

d’étudier leur mode d’action. Dans la littérature, différents marqueurs comme le CD1d et le 

CD5 (Vitale et al. 2010) ont été associés aux Breg ainsi que les molécules CD21, CD23, 

CD24 (Evans et al. 2007; Blair et al. 2010; Kessel et al. 2012) ou encore le facteur de 

transcription Foxp3 récemment mis en évidence dans des Breg impliqués dans la tolérance 
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orale (J. Noh et al. 2010; J. Noh et al. 2012; J. Noh & G. Noh 2012). Bien que les mécanismes 

de régulation utilisés par les Breg soient encore peu connus, certaines études ont révélé que 

d’autres facteurs que l’IL-10 tels que le TGF-β ou la galectine-1, peuvent être utilisés par les 

Breg. Il serait donc intérressant de tester la production de ces molécules par les LB présents 

chez les rats tolérants de notre modèle. De plus, il a été démontré que les Breg sont capables 

d’induire des cellules T régulatrices. Or, les rats tolérants présentent une accumulation de 

cellules T régulatrices CD4
+
CD25

+ 
au niveau de la rate et du greffon. Afin de déterminer si 

les Breg participent à l’induction des Treg, nous pourrons utiliser les rats déficients pour les 

LB (KO pour les IgM), disponibles au sein de notre laboratoire, et déterminer si l’absence de 

cellules B est associée à une inhibition de la génération de Treg lors d’un traitement par le LF 

de rats KO greffés. De plus, nous pourrons tenter de déterminer si les cellules B sont 

indispensables à l’induction de la tolérance dans notre modèle. 

En conclusion, dans cette première partie, nous mettons en évidence une forte 

régulation de la réponse lymphocytaire B associée à une déviation de réponse de type Th2 

chez les animaux tolérants. Nous montrons également une accumulation de LB présentant un 

phénotype régulé et la présence de LB régulateurs suite à une forte immunosuppression. 

Comme le suggèrent de récentes études, la recolonisation du répertoire lymphocytaire B en 

présence des alloantigènes, suite à une immunosuppression, peut permettre de créer un 

environnement propice à la tolérance en générant des populations de LB régulateurs (Heidt et 

al. 2012). Ce phénomène pourrait donc être à l’origine, dans notre modèle et chez les patients 

opérationnellement tolérants, de cette accumulation de LB au profil inhibé et/ou inhibiteur qui 

favoriserait la tolérance des greffons en absence de traitements immunosuppresseurs.  

Notre étude permet donc de souligner l’importance de la compréhension des 

mécanismes de régulation des LB qui pourrait permettre la mise en place de nouvelles 

stratégies d’induction de tolérance. 

 

 

Dans la seconde partie de notre étude des mécanismes impliqués dans la tolérance à 

l’allogreffe cardiaque chez le rat, nous nous sommes intéressés à une nouvelle molécule non 

décrite jusqu’à présent, que nous avons nommée LIME (LPS-induced molecule). En effet, 

l’analyse des puces à ADN a permis d’identifier le gène codant pour cette nouvelle molécule 

comme étant inhibé dans le greffon des rats Tol. Après la confirmation par RT-PCR 

quantitative de l’inhibition du transcript de LIME dans les greffons ainsi que dans le sang des 
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rats Tol par rapport aux animaux CR, notre objectif a été de caractériser la régulation et la 

fonction immunologique de LIME. 

Lors de l’analyse de la régulation de LIME, nous avons montré que son transcript est 

exprimé dans les DC et les macrophages suite à une stimulation pro-inflammatoire. À 

l’inverse, son expression est diminuée par la cytokine immuno-régulatrice IL-10 et par 

l’arbutine, un agent anti-inflammatoir (S.-L. Cheng et al. 2007; H.-J. Lee & K.-W. Kim 

2012). Cette régulation de l’expression de LIME dans ces cellules pourrait expliquer sa forte 

expression chez les rats CR par rapport aux animaux Tol. En effet, le rejet d’allogreffe 

implique la présence de cytokines pro-inflammatoires et l’infiltration de DC activées dans les 

greffons, qui vont capter les antigènes du donneur et migrer dans les ganglions drainants pour 

activer les lymphocytes alloréactifs (Celli et al. 2011). En revanche, l’inhibition de LIME 

chez les animaux tolérants pourrait refléter la régulation de l’inflammation et de l’activation 

cellulaire, ainsi que la présence de facteurs immuno-régulateurs observés lors de la tolérance 

(E Chiffoleau et al. 2002a; J. M. Heslan et al. 2006; P Thebault et al. 2007; L Le Texier et al. 

2011). 

Au cours de la caractérisation de LIME, nous avons pu mettre en évidence divers 

arguments en faveur de son association avec le cytosquelette. En effet, l’étude de la 

localisation cellulaire de LIME via des immuno-marquages dans des cellules COS sur-

exprimant LIME et une analyse in silico, suggère que c’est une molécule exprimée dans le 

cytoplasme, dans lequel elle est organisée en réseau. Nous avons également observé une 

colocalisation de LIME avec l’actine polymérisée dans les protrusions membranaires. De 

plus, dans la littérature, le gène de LIME a été associé aux cellules ciliées de souris 

(McClintock et al. 2008). En accord avec ces résultats, nous avons montré que le transcript de 

LIME est fortement exprimé dans les testicules, la trachée et les poumons qui sont des 

organes riches en cellules ciliées, dont la forme et la fonction dépendent fortement du 

cytosquelette (Griffiths et al. 2010). Nous supposons donc que LIME pourrait être impliquée 

dans la formation de protrusions ou d’extensions membranaires impliquant le cytosquelette. 

Cependant, il sera important, par la suite, de confirmer la localisation cellulaire de LIME dans 

des conditions plus physiologiques dans des DC de rats, et de réaliser des expériences 

supplémentaires telles que des immunoprécipitations, afin de confirmer l’interaction de LIME 

avec l’actine.  

Par ailleurs, nous avons constaté que le gène de LIME est encadré par deux gènes 

codant pour les molécules IL-16 et Mesdc-1, décrites comme jouant un rôle dans la mobilité 

et la motilité cellulaire en se liant à des molécules du cytosquelette comme la myosine 
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(Bannert et al. 2003) et l’actine (Gingras et al. 2010; Tatarano et al. 2012). Or, les gènes 

possédant des structures ou des fonctions similaires peuvent être regroupés dans un même 

locus ou complexe de gènes sur le chromosome. C’est le cas notamment pour les complexes 

de gènes NK ou codant les molécules du CMH (Yokoyama & Plougastel 2003; M Martínez-

Llordella et al. 2007). Le gène de LIME pourrait donc faire partie d’un "cluster" de gènes qui 

codent pour des molécules associées au cytosquelette. L’ensemble de ces résultats renforce 

l’idée d’un lien entre LIME et le cytosquelette.  

De façon intéressante, l’analyse in silico de LIME suggère une forte similarité de 

structure entre LIME et les protéines de la famille Trefoil. Or, certains membres de cette 

famille, tels que les molécules Fascines (Ponting & R. B. Russell 2000), sont connus pour 

interagir avec l’actine. De plus, elles présentent un profil d’expression similaire à celui de 

LIME, en étant fortement exprimées dans les DC activées (Fascine-1) et dans les testicules 

(Fascine-3). Fascine-1 est impliquée dans la formation de filopodes, d’invadopodes et de 

dendrites (Vignjevic et al. 2006; L. M. Machesky & A. Li 2010; A. Li et al. 2010), 

nécessaires à la migration et à l’interaction des DC matures avec les cellules T (West et al. 

2004; Lämmermann et al. 2009; Bouma et al. 2011). Fascine-3, comme LIME, est exprimée 

dans les testicules par les cellules de la spermatogénèse à l’étape des spermatides (Tubb et al. 

2002) (données Geo profiles). Afin de donner au futur spermatozoïde sa forme allongée, les 

spermatides subissent un réarrangement des microfilaments et des microtubules du 

cytosquelette. Ce réarrangement est associé à la modification de l’expression de molécules 

liées à la tubuline ou à l’actine. Ainsi, LIME et Fascine-3 pourraient jouer un rôle dans le 

réarrangement du cytosquelette qui accompagne le développement des spermatozoïdes, et 

donc être nécessaires à l’acquisition de ses propriétés de motilité et de mobilité. Un défaut 

d’expression de LIME pourrait donc être la cause de pathologies telles que l’infertilité qui 

peut être due à une déficience de la mobilité ou de la motilité cellulaire (Beauchamp et al. 

1984; Ortega et al. 2011). Différentes études ont également associé l’expression de Fascine à 

la progression du cancer et au processus métastatique, pour lesquels la migration cellulaire est 

un facteur important (L. M. Machesky & A. Li 2010). LIME pourrait également participer à 

ce type de processus et donc être impliquée dans des pathologies telles que le cancer en 

influençant le mécanisme de migration des métastases. 

Nous avons également observé l’expression de LIME dans le noyau des cellules ainsi 

que la présence d’un signal d’export nucléaire (NES) dans sa séquence d’acides aminés. Les 
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NES permettent aux molécules qui les possèdent, de passer du noyau au cytoplasme via les 

pores nucléaires. De la même manière que l’actine, LIME pourrait aussi jouer un rôle à la fois 

dans le noyau et dans le cytoplasme. En effet, l’actine, qui possède deux NES, est également 

présente au niveau du noyau dans lequel elle participe au remodelage de la chromatine et se 

lie aux RNA polymérases (de Lanerolle & Serebryannyy 2011). Par la suite, il serait 

intéressant d’évaluer, par des immuno-marquages de l’actine non polymérisée, si LIME 

interagit avec celle-ci dans le noyau.  

Afin d’étudier la fonction de LIME, nous avons inhibé son expression dans des DC 

stimulées. Les résultats de l’analyse de ces DC suggèrent que LIME est impliquée dans la 

capacité de ces cellules à stimuler les lymphocytes T. Cependant, elle ne semble pas 

intervenir au niveau de la production de cytokines, de l’expression des molécules de 

maturation (CMH de classe I et II, CD80 et CD86) et du processus d’apprêtement des 

antigènes par les DC. LIME semble donc agir sur un autre mécanisme important pour la 

fonction des DC activées. L’activation des DC est induite par des signaux de danger qui sont 

captés par les PRR tels que les TLR qu’elles expriment. Ces signaux déclenchent une cascade 

d’événements intracellulaires aboutissant à des modifications morphologiques et 

fonctionnelles de la DC. Ces modifications incluent la réorganisation du cytosquelette, 

impliquant le réarrangement des microtubules et du réseau d’actine, et donc une régulation de 

l’expression des molécules associées à la tubuline et à l’actine. Le remodelage du 

cytosquelette est indispensable afin que la DC acquière les propriétés de mobilité, de motilité 

et de sécrétion de cytokines nécessaires à l’activation des cellules T. Dans des expériences de 

chimiotaxie utilisant le CCL19 ou du sérum pour attirer les cellules à travers des transwells, 

nous n’avons pas observé de modification de la migration des DC lorsque LIME est inhibée. 

Cependant, les expériences réalisées n’excluent pas complètement un rôle de LIME dans la 

mobilité ou la motilité cellulaire des DC. En effet, il serait intéressant de réaliser ces mêmes 

expériences dans un système tenant compte de la nécessité pour les cellules, en condition 

physiologique, de former des protrusions membranaires telles que les invadopodes. Dans 

l’organisme, les cellules forment ces protrusions afin d’induire la dégradation de la matrice 

extracellulaire et de migrer efficacement (L. M. Machesky & A. Li 2010). Ainsi, des 

expériences de chimiotaxie utilisant des transwells recouverts d’une couche de collagène 

pourraient permettre d’étudier l’implication de LIME dans l’invasion et la migration de DC.  
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Le remodelage du cytosquelette des DC est également impliqué dans la formation de 

synapses immunologiques entre les DC et les cellules T, ce qui permet une activation efficace 

de ces cellules (Watts et al. 2007; Yamashiro 2012). En effet, un défaut d’expression des 

molécules impliquées dans le réarrangement du cytosquelette d’actine, comme la molécule 

WASP (Wiskott-Aldrich Syndrome Protein), peut entraîner une altération de la capacité des 

DC à stimuler les cellules T, en inhibant la formation des synapses immunologiques (Bouma 

et al. 2011). WASp est une molecule impliquée dans la polymérisation de l’actine au sein des 

cellules myéloïdes. Elle a été identifiée comme étant déficiente dans le syndrome Wiskott-

Aldrich qui entraîne une immunodéficience chez les personnes atteintes de cette pathologie 

(Derry et al. 1994). Ces personnes présentent également une organisation anormale du 

cytosquelette et une absence de formation des podosomes dans les cellules myéloïdes, ce qui 

altère la migration de ces cellules (Siobhan Burns et al. 2004). LIME, comme WASp, en 

interagissant avec le cytosquelette, pourrait être impliquée dans la formation des synapses 

immunologiques nécessaires à l’activation des cellules T par les DC. De plus, comme je l’ai 

décrit précédemment, LIME est associée aux cellules ciliées. Or, ces cellules présentent de 

fortes similitudes morphologiques avec les synapses immunologiques. La formation des 

cellules ciliées nécessite un remodelage particulier du cytosquelette impliquant, la 

translocation du centrosome au niveau de la membrane, ce qui est également nécessaire à la 

formation de la synapse immunologique (Griffiths et al. 2010). L’implication de LIME dans 

les fonctions du cytosquelette pourrait donc expliquer sa forte expression dans les cellules 

ciliées et son rôle dans les DC. Par la suite, nous pourrions tenter de déterminer si LIME est 

réellement impliquée dans la formation de synapses immunologiques entre les DC et les 

cellules T en étudiant, par des expériences de time-lapse, leur interaction lorsque LIME est 

inhibée.  

En perspective, l’identification des partenaires moléculaires de LIME semble être une 

étape importante pour essayer de définir la fonction exacte de LIME dans le cytosquelette. 

Ceci contribuerait à déterminer si elle participe effectivement à la formation de protrusions 

membranaires telles que les dendrites, les lamellipodes, les filopodes ou encore les synapses 

immunologiques. Ces protrusions font intervenir différentes molécules du cytosquelette et 

sont impliquées dans la migration ainsi que dans la fonction des DC. Pour faciliter les futures 

investigations sur la molécule LIME, il semble nécessaire de générer de nouveaux outils tels 

qu’un anticorps anti-LIME, ce qui faciliterait l’étude précise de sa localisation cellulaire dans 

des systèmes plus physiologiques, ainsi que l’étude de ses partenaires moléculaires par des 

expériences d’immunoprécipitation. L’étude de la fonction de LIME serait également facilitée 
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par l’utilisation d’un rat déficient pour cette molécule, notamment pour déterminer si 

l’absence de LIME influence l’organisation du cytosquelette des DC et confirmer le rôle de 

LIME dans la fonction de ces cellules. Ainsi, nous pourrions tenter d’identifier les 

mécanismes par lesquels LIME intervient dans l’activation des cellules T. Enfin, LIME étant 

fortement exprimée chez les animaux en rejet chronique, il serait intéressant d’évaluer si elle 

est impliquée dans l’induction de ce rejet en observant l’effet de son inhibition sur 

l’apparition du rejet chronique.  

Ces travaux ont permis de mettre en évidence une nouvelle molécule impliquée dans 

la capacité des DC à stimuler les cellules T et qui pourrait agir en interagissant avec le 

cytosquelette de la cellule. Cependant, de nombreuses recherches sont encore nécessaires pour 

déterminer la fonction exacte de LIME et son implication dans le rejet. Les premiers résultats 

obtenus suggèrent que LIME pourrait être une cible thérapeutique afin de réguler l’activation 

des cellules T par les DC et de moduler la réponse immunitaire en transplantation, mais 

également dans d’autres pathologies comme le cancer ou les infections.  
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Schéma bilan  

Notre équipe a montré qu’un court traitement immunosuppresseur permet l’induction 

d’une tolérance à long terme d’allogreffes cardiaques chez le rat. L’objectif de nos travaux a 

été de caractériser les mécanismes impliqués dans la tolérance de ce modèle. La figure 13 ci- 

dessous illustre l’ensemble des mécanismes régulateurs mis en évidence par les études 

réalisées précédemment ainsi que les nouveaux mécanismes observés au cours de cette thèse. 

 

Figure 13: Schéma récapitulatif des principaux mécanismes observés dans le modèle de tolérance à 

l’allogreffe cardiaque chez le rat  

Les différentes études préalables ont permis de montrer que cette tolérance est 

caractérisée par une accumulation de cellules Treg CD4
+
CD25

+
 au sein du greffon et de la 

rate des animaux tolérants ainsi que par l’expression de molécules protectrices telles que 

iNOS, IDO et HO-1 par les cellules endothéliales du greffon (J.-M. Heslan et al. 2005). Par la 

suite, notre équipe a montré que le transfert de cellules Treg CD4
+
CD25

+ 
provenant

 
de rats 

tolérants à un
 
second receveur syngénique permet d’induire une tolérance à l’allogreffe 

cardiaque chez ces animaux. Cette tolérance est également associée à l’infiltration des 
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greffons par des Treg CD4
+
CD25

+
 et à l’expression d’IDO par les cellules endothéliales. 

L’étude in vitro montre que les Treg CD4
+
CD25

+ 
des

 
animaux tolérants induisent l’expression 

d’IDO par des cellules du donneur, et ce via la production d’IFNγ. De plus, la neutralisation 

in vivo de l’IFNγ ou d’IDO entraîne une inhibition du transfert de la tolérance par les Treg. 

Ainsi, les Treg semblent jouer un rôle important dans la tolérance, via la production d’IFNγ et 

l’induction d’IDO (P Thebault et al. 2007).  

La tolérance induite par le LF15-0195 se traduit également par la présence de 

cytokines régulatrices telles que l’IL-10 ou encore le TGF-β et l’IL-27, produites par les 

cellules myéloïdes. Notre équipe a montré que le transfert de la tolérance par les Treg est 

inhibé par l’injection d’un anticorps bloquant le TGF-β, soulignant l’importance de cette 

cytokine dans la tolérance (Le Texier et al. 2012). En effet dans la littérature, le TGF-β a été 

décrit comme participant à l’induction de Treg ainsi qu’à leur fonction suppressive (Regateiro 

et al. 2011). La cytokine régulatrice IL-27 a quant à elle été décrite comme inhibant la 

différenciation des cellules effectrices Th1, Th2 et Th17 et altérant la capacité stimulatrice des 

DC (Karakhanova et al. 2011). Notre équipe a pu mettre en évidence le rôle régulateur de l’IL-

27 en transplantation, en montrant que l’injection d’un AAV codant pour cette cytokine 

associée à un court traitement immunosuppresseur permet de prolonger la survie des 

allogreffes (Le Texier et al. 2012).  

Notre équipe a également mis en évidence la présence d’une autre molécule 

régulatrice, le récepteur lectine "like" de type C, CLEC-1, exprimé par les cellules 

endothéliales et les DC des greffons Tol. Ce récepteur est induit par les Treg et les molécules 

immunorégulatrices telles que l’IL-10 et le TGF-β. Il permet d’inhiber la réponse effectrice 

TH17 et de favoriser les réponses TH2 et Treg. En effet, l’étude de ce récepteur a permis de 

montrer que son inhibition dans des DC entraîne, lors de MLR, une augmentation de la 

prolifération des cellules effectrices CD4
+
CD25

+
Foxp3

-
 et de la production d’IL17 ainsi 

qu’une inhibition de la production d’IL-13 et de la prolifération des cellules Treg 

CD4
+
CD25

+
Foxp3

+
.
 
De plus, la forte expression de CLEC-1 dans les greffons Tol est associée 

à une inhibition de l’expression des transcripts de l’IL-17, comparée à celle observée dans des 

greffons développant un rejet chronique dans lesquels CLEC-1 est très faiblement exprimée 

(P Thebault et al. 2009). 

Les travaux de cette thèse ont permis de mettre en évidence différents mécanismes 

pouvant également contribuer à la tolérance dans ce modèle. En effet, nous avons montré 

l’existence d’une nouvelle molécule LIME qui est exprimée par les DC suite à une activation, 
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et inhibée par des facteurs immunorégulateurs tels que l’IL-10. Cette molécule semble 

importante pour la capacité stimulatrice des DC. Notre étude révèle que LIME est inhibée 

dans les greffons tolérés. Nous supposons que cette inhibition pourrait être induite par les 

cytokines immunorégulatrices (TGF-β, IL-27, IL-10) ou par les Treg. Ces facteurs 

immunorégulateurs, qui sont également à l’origine de l’expression de CLEC-1 par les DC, 

pourraient donc conférer un statut tolérogène aux DC dans le greffon des animaux Tol, en 

induisant l’expression de CLEC-1 et en inhibant celle de LIME. En effet, l’inhibition de 

LIME pourrait contribuer à l’induction ou au maintien de la tolérance en régulant la capacité 

des DC à activer les cellules T.  

D’autre part, nous avons observé la présence dans le greffon de "clusters" de LB 

inhibés qui produisent peu ou pas d’anticorps, ainsi qu’une déviation de la réponse anticorps 

vers l’isotype IgG1 (TH2) en périphérie. Notre étude montre également que les anticorps 

présents dans le sang des rats tolérants favorisent l’expression de molécules protectrices (HO-

1, Notch4, CLEC-1) par les cellules endothéliales du greffon. Ces anticorps peuvent donc, 

avec les Treg qui induisent IDO et CLEC-1, participer à la protection de ces cellules. De 

façon intéressante, nous n’avons pas observé de dépôt de C4 sur le greffon suggérant 

l’absence d’activation du complément. De plus, les LB des rats tolérants présentent un profil 

inhibé avec une faible expression de CD27 et une accumulation des transcripts codant la 

molécule BANK-1, associé à une forte expression du ratio des transcripts codant pour les 

récepteurs inhibiteurs et activateurs FcγRIIb/FcγRIIa. Enfin, nos résultats montrent la 

présence, dans la rate des animaux tolérants, de LB régulateurs capables de transférer la 

tolérance. 

 

À partir de ces données, plusieurs hypothèses que j’ai évoquées précédemment 

peuvent être émises et pourront être testées par la suite. En effet, nous pourrions étudier si les 

Treg sont à l’origine des Breg ou de l’inhibition des LB. À l’inverse, les LB pourraient 

participer à l’induction des Treg comme il est suggéré dans la littérature (P. Reichardt et al. 

2007; N. A. Carter et al. 2011). Les DC de ce modèle de tolérance qui semblent présenter un 

phénotype tolérogène (CLEC-1
+
,
 

LIME
-
, IL27

+
, TGF-β

+
)
 

pourraient également induire
 

l’inhibition des LB ou permettre de générer des Breg (L. Qian et al. 2012). Mais comme le 

décrit Morva et ses collègues, les LB pourraient eux-mêmes être à l’origine de la régulation 

des DC en inhibant leur maturation et leur fonction (Morva et al. 2012). Ils pourraient même 

être à l’origine de l’inhibition de l’expression de la molécule LIME et contribuer à la 

régulation de l’activation des cellules T par les DC. Enfin, la fonction protectrice des 
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anticorps que nous avons observée chez les rats tolérants pourrait être due à la présence de 

sialylations ou de galactosylations sur leur fragment Fc. Ces groupements glycanes peuvent 

réguler les propriétés inflammatoires des anticorps via la fixation aux récepteurs FcγRIIb 

(Bruhns et al. 2003; Anthony, Wermeling, et al. 2008) qui peut induire un signal tolérogène 

aux cellules ou, en association avec Dectin-1, entraîner l’inhibition des effets pro-

inflammatoires du complément (Karsten et al. 2012). 

La tolérance dans ce modèle semble être le résultat d’une accumulation de 

mécanismes régulateurs actifs qui créent un environnement protecteur au sein du greffon. La 

connexion entre ces différents mécanismes reste à définir afin de déterminer quels sont ceux 

qui peuvent être déclencheurs. Ceci permettrait de définir quelle stratégie thérapeutique serait 

la plus pertinente à utiliser chez les patients transplantés pour induire une tolérance à long 

terme. 
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Étude des mécanismes impliqués dans la tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat 

Actuellement, les travaux réalisés en transplantation visent à induire une tolérance spécifique du greffon à long 

terme. Il est donc nécessaire d’améliorer nos connaissances sur les mécanismes qui y sont associés. Cette thèse a 

donc eut pour objectif la caractérisation des mécanismes immunologiques impliqués dans un modèle de 

tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat. Une première étude de la réponse lymphocytaire B chez les rats 

tolérants nous a permis de mettre en évidence une régulation de la production des anticorps anti-donneurs qui 

sont présents en plus faible quantité. Ils expriment un isotype de type TH2 et semblent protecteurs pour les 

cellules endothéliales du greffon. D’autre part, nous avons observé une accumulation de lymphocytes B en 

périphérie, associés à un profil inhibé ainsi que la présence de lymphocytes B régulateurs capables de transférer 

la tolérance. Dans une seconde étude, nous avons mis en évidence une nouvelle molécule, non décrite jusqu’à 

présent, inhibée lors de la tolérance par rapport un rejet. Nous avons donc tenté de caractériser la fonction et la 

régulation immunologique de cette molécule que nous avons nommée LIME (LPS-Induced MoleculE). Nous 

avons montré que LIME est exprimée par les cellules dendritiques activées et parait importante pour leur 

capacité à stimuler les cellules T. LIME semble associée au cytosquelette, qui joue divers rôles dans la motilité 

et la mobilité cellulaire mais aussi dans la formation de synapses immunologiques. Ainsi, LIME pourrait devenir 

une nouvelle cible thérapeutique afin de réguler la réponse immunologique en transplantation. 

Mots clés: transplantation, tolérance, lymphocytes B, LIME.  

 

 

Study of mechanisms involved in cardiac allograft tolerance in rat 

Currently, the transplantation research aims to induce long term graft tolerance. Thus, it is necessary to improve 

our knowledge in tolerance-associated mechanisms. The purpose of this thesis is to characterize immunological 

mechanisms involved in a model of cardiac allograft tolerance in rat. A first study of the B cell response in 

tolerant rats, allowed us to show a regulation of the anti-donor antibody production, which are present in small 

quantities. They express a TH2 isotype and seem to be protective for graft endothelial cells. Moreover, we 

observed an accumulation of inhibited profile associated B cells and regulatory B cells able to transfer tolerance. 

In a second study, we showed a new molecule no described so far, inhibited during tolerance compare to 

rejection. We tried to characterize the immunological function and regulation of this molecule that we named 

LIME (LPS-Induced MoleculE). We showed that LIME is expressed by activated dendritic cells and seems 

associated with cytoskeleton, which plays various roles in cellular mobility and motility but also in 

immunological synapse formation. Thus LIME could become a new therapeutic target to regulate immunological 

response in transplantation. 

Key words: transplantation, tolerance, B lymphocytes, LIME. 
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