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Avant propos 
 

 
 
 La transplantation d’organes ou de tissus dans le but de remplacer des organes 

vitaux défaillants est actuellement un traitement de choix dans de nombreuses pathologies 

touchant différents organes tels que les reins, le cœur, les poumons, le foie, la cornée ou la 

moelle osseuse. Elle est devenue aujourd’hui un moyen thérapeutique commun. 

 

 C’est au début du XXème siècle que les médecins explorent pour la première fois la 

technique de la transplantation. En effet, en 1902, les Dr Carel et Ullman ont tenté la 

première greffe d’organes chez l’animal. Ils ont rapporté avoir transplanté le rein d’un chien 

au niveau de son cou. Toutefois, la greffe à un autre chien est un échec et pour eux, seule 

l’autogreffe est possible. En 1933, le russe Serguey Voronoy qui travaille sur la 

transplantation animale arrive à une conclusion majeure : le rejet de greffe est un évènement 

immunologique. Il tente alors la première "homotransplantation" qui aboutit à la mort du 

receveur quatre jours après la greffe, mais un nouveau pas dans la transplantation a été 

accompli. Il faudra attendre l’après guerre pour voir les premières greffes rénales. En effet, 

c’est en 1956 à Boston que la première greffe est réussie car réalisée entre deux jumeaux 

vrais (Merrill et al. 1956).  

Dans les années 50, Gowans, Brent, Medawar et d’autres ont établi le concept de 

tolérance : leurs travaux ont montré que les lymphocytes étaient à la fois les cellules qui 

exprimaient les antigènes et qui répondaient à ces antigènes en développant un modèle in 

vitro "d’homogreffe" (appelé aujourd’hui allogreffe) (Brent and Medawar 1967; Gowans 

1977). Ainsi, l’introduction d’alloantigènes dans un organisme, sous forme d’organe ou de 

tissu, provoque une réaction immunologique chez le receveur suite à une reconnaissance 

des alloantigènes reconnus comme étrangers. Ce rejet immunologique dépend de nombreux 

facteurs liés à l’hôte et à l’organe greffé : les différences entre les antigènes du complexe 

majeur d’histocompatibilité (CMH) du donneur et du receveur et le statut immunologique du 

receveur (Hollander et al. 1999). A l’heure actuelle, l’inhibition non spécifique de l’ensemble 

du système immunitaire par l’intermédiaire des drogues immunosuppressives comme la 

cyclosporine A (un inhibiteur de la calcineurine inhibant des gènes impliqués dans l’activation 

et la prolifération des cellules T), la rapamycine (antibiotique qui inhibe les T effecteurs et les 

cellules dendritiques mais préserve les cellules T régulatrices) et bien d’autres, reste la seule 

façon de diminuer l’incidence du rejet de greffe. Le grand succès de ces traitements sur la 

survie des allogreffes se heurte pourtant à de graves problèmes. Outre leur toxicité propre, 

les drogues provoquent des effets secondaires tels que les infections opportunistes virales, 

bactériennes ou fongiques et surtout des cancers viro-induits dont l’incidence est 
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significativement augmentée après transplantation d’organe (Dantal and Soulillou 2005). Ces 

effets sont directement liés à l’absence de spécificité de l’immunosuppression. De plus, les 

patients doivent garder une administration à vie de ces drogues car un arrêt ou une 

diminution trop brutale pourrait conduire le système immunitaire à rejeter la greffe. Par 

ailleurs, même si ces traitements immunosuppresseurs ont permis de maîtriser le rejet aigu 

des greffons, ils ne préviennent pas le développement du rejet chronique (Libby and Pober 

2001). Le rejet chronique est un processus qui intervient des mois voire des années après la 

transplantation. C’est un phénomène lent qui entraîne la détérioration progressive de la 

fonction du greffon. Les causes impliquées sont multiples et peuvent être immunologiques 

(l’activation des cellules T effectrices, présence d’alloanticorps) ou non immunologiques 

(l’ischémie-reperfusion, l’hypertension artérielle ou l’acte chirurgical). Il se manifeste par une 

détérioration fonctionnelle et progressive du greffon.  

 

En 2008, l’ensemble de ces avancées dans le domaine de la transplantation a permis 

de réaliser plus de 4600 greffes en France. Cependant, suite à la pénurie d’organes, 13700 

personnes sont encore en attente d’une greffe, c’est pourquoi le don d’organe a été déclaré 

grande cause sanitaire en 2008. Dès lors, chaque organe devient très précieux, sa 

fonctionnalité et son acceptation par le receveur doivent être maintenues le plus longtemps 

possible. 

 

Dans le but de trouver une alternative aux traitements immunosuppresseurs, l’étude 

des mécanismes associés à la tolérance reste un axe de recherche majeur en 

transplantation d’organe. La tolérance immunologique se définit comme l’acceptation à long 

terme du greffon, sans signe de rejet chronique et surtout, en l’absence de traitement 

immunosuppresseur. Aujourd’hui, certains protocoles expérimentaux animaux permettent 

d’obtenir une tolérance spécifique du donneur. Cependant, aucune méthode d’induction 

d’une tolérance systématique n’est encore applicable chez l’homme. Toutefois, la possibilité 

d’induire une tolérance chez l’homme est réelle, comme le prouve l’existence de cas (très 

rares en greffe rénale et plus fréquents en greffe de foie) (Ashton-Chess et al. 2007; 

Alexander et al. 2008; Scandling et al. 2008) où le receveur pour différentes raisons a arrêté 

son traitement immunosuppresseur sans que cela provoque le rejet de l’allogreffe.  

 

L’objectif de ma thèse a été d’identifier et d’analyser de nouveaux médiateurs 

associés à la tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat. En effet, la caractérisation de ces 

nouvelles molécules pourrait permettre de générer différents outils pour induire une 

tolérance et qui pourrait servir de marqueurs du rejet chronique ou de la tolérance. Pour 

cela, dans un premier temps, je vous exposerai les mécanismes de rejet d’allogreffe et 
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d’induction de tolérance chez l’animal. Dans un deuxième temps, je vous présenterai les 

résultats obtenus dans les différents modèles utilisés pour caractériser les mécanismes de 

tolérance. Enfin dans un troisième temps, une conclusion générale montrera l’intérêt 

scientifique de l’ensemble de mes travaux ainsi que les perspectives de recherches. 

 

 



 

 
 
 
 
 
 
 
 

INTRODUCTION 
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A.Le rejet de greffe  
 
 

I. Généralités 
 

La transplantation d’organe, de cellule ou de tissu permet, à l’heure actuelle, de traiter 

de nombreuses pathologies en remplaçant l’organe vital défectueux (cœur, poumons, reins, 

moelle osseuse…). Suivant le contexte génétique du donneur et du receveur, le degré de la 

réponse immunitaire varie. Dans le cas d’une greffe syngénique, le donneur et le receveur 

sont génétiquement identiques, le système immunitaire du receveur ne reconnaîtra pas le 

greffon comme "étranger" et la greffe sera acceptée. Chez l’homme, cette situation existe 

sous 2 formes :  

 - les greffes autologues qui correspondent au transfert d’un tissu du receveur d’un 

point de l’organisme à un autre. 

 - les isogreffes qui correspondent à une greffe de tissu ou de cellules entre deux 

jumeaux génétiquement identiques. 

 

Le type de greffe le plus fréquent chez l’homme est l’allogreffe qui correspond à une 

greffe entre deux individus différents mais de même espèce. En absence de traitement lors 

de ce type de greffes, le système immunitaire du receveur reconnaîtra le greffon comme 

"étranger" à l’organisme et s’emploiera à le détruire. Le dernier type de greffe est la 

xénogreffe qui correspond à une greffe entre individus d’espèces différentes (par exemple 

une greffe de tissu porcin chez un homme). Ce dernier type de greffe engendre une réponse 

très forte et immédiate du système immunitaire du receveur du fait de la grande disparité 

génétique entre le donneur et le receveur. 

 

 Un des rôles majeurs du système immunitaire est de distinguer "le soi" qui doit rester 

toléré, du "non-soi" qui doit être reconnu et éliminé (Janeway 1992). Dans le contexte d’une 

allogreffe, le donneur et le receveur diffèrent entre autres pour les molécules du complexe 

majeur d’histocompatibilité (CMH). L’importance de ces molécules dans le contexte de la 

transplantation a été largement décrite tout le long des découvertes sur l’immunologie du 

rejet de greffe. Le complexe majeur d’histocompatibilité (HLA, H-2 et RT-1 chez l’Homme, la 

souris et le rat respectivement) est composé de trois groupes. Les molécules du CMH de 

classe I sont exprimées de façon ubiquitaire à des degrés variés et présentent des peptides 

endogènes aux cellules lymphocytaires T CD8+. Les molécules du CMH de classe II ont, au 

contraire, une expression restreinte aux cellules présentatrices d’antigènes (CPA) et 

présentent des peptides exogènes aux cellules T CD4+. Une troisième classe de CMH a été 
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identifiée et les molécules de cette classe présentent des fonctions immunologiques 

importantes (composants du système du complément, molécules impliquées dans 

l’inflammation…). Cependant, ces molécules n’interviennent pas dans la présentation des 

antigènes aux cellules T. 

 

 La réponse immune vis-à-vis de la greffe entraîne un rejet qui peut être de trois 

types : le rejet hyper aigu, aigu ou chronique. 

 

 Le rejet hyper aigu : il apparaît dans les minutes ou les heures qui suivent la 

transplantation et résulte de la présente d’anticorps préexistants dans le sérum de l’hôte 

dirigés contre les antigènes du sang ABO ou les antigènes du CMH du donneur. Ces 

anticorps se fixent très rapidement aux cellules endothéliales du greffon et induisent la lyse 

de ce dernier par l’intermédiaire de la voie du complément. Ce type de rejet a été totalement 

maîtrisé en allogreffe par les tests de cross-matching (optimisation de la compatibilité entre 

le donneur et le receveur), précédents la transplantation.  

 

 Le rejet aigu : il intervient dans les premiers jours suivant la greffe et résulte d’une 

réponse cellulaire principalement due aux lymphocytes T. Ils peuvent reconnaître les 

alloantigènes présentés par les CPA du donneur ou par celles du receveur. Ces différentes 

voies de présentation correspondent respectivement à la présentation directe et indirecte 

(Lechler and Batchelor 1982) que je détaillerai plus tard. Néanmoins, la composante 

humorale peut aussi être importante (Sayegh and Colvin 2003). En effet, il a été montré chez 

la souris que les anticorps spécifiques des antigènes du donneur pouvaient, comme le 

complément (Pratt et al. 2002) jouer un rôle dans le rejet d’allogreffe (Brandle et al. 1998). 

Bien que de nombreux types cellulaires (macrophages, cellules NK) participent à ce 

processus de rejet d’allogreffe, seules les cellules T sont absolument requises. Ainsi, des 

souris ou des rats dépourvus de cellules T ne peuvent pas rejeter leur greffe (Hall et al. 

1978; Bolton et al. 1989). 

 

 Le rejet chronique : il ne se manifeste que des mois, voire des années, après la 

transplantation et consiste en une perte fonctionnelle progressive du greffon. Il est 

notamment associé à une artériosclérose des vaisseaux sanguins du greffon et une fibrose 

du parenchyme (Libby and Pober 2001; Vadivel et al. 2007). Le rejet chronique se 

caractérise par une perte progressive et lente de la fonction du greffon. Ce rejet est un 

phénomène multifactoriel. Les causes responsables de ce rejet peuvent être 

immunologiques ou non et sont encore mal définies (l’acte chirurgical en lui-même, 

l’ischémie-reperfusion, la présence de cellules alloréactives ou d’alloanticorps). Les 
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traitements immunosuppresseurs actuels sont capables de bloquer le rejet aigu mais pas le 

rejet chronique. Ce dernier est l’unes des causes majeures de la perte du greffon 5 à 10 ans 

après la transplantation.  

 

 

II. La présentation antigénique par les cellules présentatrices 
d’antigènes  
 
 La réponse immune menant au rejet de greffe est principalement due à l’existence 

chez les mammifères de gènes polymorphiques largement exprimés par les cellules de 

l’organisme (Krensky et al. 1990). Si le donneur et le receveur diffèrent par l’un de ces loci, la 

protéine codée par l’allèle différent sera reconnue comme étrangère, et une réponse T se 

développera. Les gènes polymorphiques les plus importants se trouvent dans le complexe 

majeur d’histocompatibilité. La compatibilité des molécules CMH représente l’un des facteurs 

les plus importants pour le succès de la greffe, même si cela ne suffit pas à prévenir 

complètement le rejet en raison de l’expression d’autres polymorphismes génétiques 

(antigènes mineurs d’histocompatibilité). La réponse immune est donc absente seulement si 

le donneur et le receveur sont des vrais jumeaux. 

Les CPA, et plus particulièrement les cellules dendritiques, ont pour fonction la capture des 

antigènes, leur dégradation et leur chargement sur les molécules du CMH. Ces fonctions 

sont classiquement regroupées sous le terme de présentation antigénique.  

 

1. Les cellules dendritiques 
 

Les cellules dendritiques (DCs) sont des leucocytes rares et constituent une 

population extrêmement hétérogène. Elles sont continuellement produites dans la moelle 

osseuse à partir de cellules souches hématopoïétiques. Malgré leur hétérogénicité, toutes 

les cellules dendritiques ont en commun un progéniteur hématopoïétique CD34+. A partir de 

ce progéniteur, les cellules dendritiques se différencient selon deux voies : la voie myéloïde 

et la voie lymphoïde, en réponse au GMCSF et au TNF- (Banchereau et al. 2000; Shortman 

and Liu 2002).  

Parmi les cellules myéloïdes (ou conventionnelles), les cellules de Langerhans ont 

été les premières à être décrites. Elles se situent dans l’épiderme et l’épithélium des 

muqueuses et sont caractérisées par l’expression spécifique de la lectine langerine (CD207) 

à leur surface et des granules de Birbeck cytoplasmiques (Caux et al. 1996; Valladeau et al. 

1999; Valladeau et al. 2000; Mc Dermott et al. 2002). Les autres DCs conventionnelles 

décrites sont les cellules dendritiques intersticielles qui sont situées dans la plupart des 

tissus ainsi qu'au niveau du derme (Caux et al. 1996).  
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La voie de différenciation lymphoïde permet de générer des cellules dendritiques 

dites plasmacytoïdes (pDCs). Leur morphologie est particulière, avec un cytoplasme 

abondant et un noyau excentré ressemblant aux plasmocytes, d’où leur nom 

plasmacytoïdes. Elles se situent dans la rate, les ganglions, le thymus et la moelle osseuse 

(Nakano et al. 2001; Ferrero et al. 2002; Nikolic et al. 2002). Elles sont caractérisées par la 

production de quantités importantes d’IFN de type I (  et ) suite à une infection virale (Cella 

et al. 1999; Siegal et al. 1999). 

 

Les cellules dendritiques sont des régulateurs clés du devenir de la réponse 

immunitaire, capables à la fois d’induire ou d’inhiber les réponses T selon les circonstances. 

Cette caractéristique des cellules dendritiques est liée à leur aptitude à intégrer de nombreux 

signaux, et à diriger ensuite une réponse T appropriée. Le rôle des cellules dendritiques a 

été longtemps considéré uniquement du point de vue de l’activation du système immunitaire. 

Cependant, il apparaît dorénavant clairement que les cellules dendritiques peuvent 

également induire non pas l’immunité, mais la tolérance envers les antigènes qu’elles 

présentent. 

 

1.1. Les cellules dendritiques et l’immunité 
 

Les cellules dendritiques sont capables d’initier à la fois l’immunité innée et 

l’immunité adaptative (Banchereau et al. 2000; Lanzavecchia and Sallusto 2001; Mellman 

and Steinman 2001). Ce sont des cellules présentatrices d’antigènes très puissantes, qui, en 

plus de leur aptitude à stimuler des réponses immunitaires secondaires, possèdent la 

capacité unique d’induire des réponses immunitaires primaires.  

Les précurseurs immatures des cellules dendritiques présents dans la moelle 

osseuse circulent dans le sang pour atteindre les tissus cibles, et prennent résidence sur ces 

sites potentiels d’entrée de pathogènes. Dans les tissus, les cellules dendritiques sont 

présentes dans un état physiologique immature spécialisé pour la capture des antigènes 

(Steinman 1991). Après capture de l’antigène par phagocytose, macropinocytose, ou par 

endocytose (Sallusto et al. 1995; Albert et al. 1998; Guermonprez et al. 2002), les antigènes 

sont découpés en peptides et présentés sur les molécules du CMH. 

Après avoir reçu des signaux de maturation, directement par des pathogènes ou par 

l’intermédiaire de stimuli inflammatoires, les cellules dendritiques modifient leur expression 

de récepteurs de chimiokines (en particulier, augmentation de l’expression de CCR7), ce qui 

leur permet de quitter les tissus périphériques pour migrer vers les organes lymphoïdes 

secondaires (Randolph et al. 2008).  
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Une fois dans les zones T des organes lymphoïdes, les cellules dendritiques peuvent 

induire l’activation et la prolifération des cellules T CD8+ et CD4+, via la présentation des 

peptides sur les molécules du CMH de classe I et de classe II, respectivement. En plus de 

leur rôle dans la protection contre les pathogènes, les cellules dendritiques ont également un 

rôle majeur dans les réponses immunitaires anti-tumorales (dPalucka et al. 2007; Dhodapkar 

et al. 2008). En effet, des études réalisées chez des patients atteints de lymphomes (Hsu et 

al. 1996; Timmerman et al. 2002) ou de mélanomes métastasiques (Nestle et al. 1998; 

Thurner et al. 1999) ont montré que la vaccination avec des cellules dendritiques chargées 

avec des antigènes tumoraux pouvait entraîner une réponse immune spécifique et même, 

dans certains cas des réponses cliniques.  

 

1.2. La maturation des cellules dendritiques 
 

In vivo, la maturation des cellules dendritiques est étroitement liée à leur migration 

des tissus périphériques vers les ganglions lymphatiques drainants. Cette maturation est 

associée à de nombreux événements coordonnés incluant la perte des récepteurs 

d’endocytose et/ou de phagocytose, des changements dans l’expression des récepteurs de 

chimiokines, la sécrétion de cytokines polarisant la réponse T et l’augmentation de 

l’expression des molécules du CMH et de costimulation, telles que CD40, CD80 et  CD86 

(B7.1 et B7.2 respectivement).  

Lors d’infections, la maturation des cellules dendritiques est induite généralement via 

les récepteurs "Toll-like" (TLR), les récepteurs "NOD-like" (NLR) ou bien certaines molécules 

de la famille des lectines de type-C. Les récepteurs TLR reconnaissent des motifs associés 

aux pathogènes, tels que les peptidoglycans (TLR2), l’ARN double brin (TLR3), le 

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

bactérien (TLR9) (Medzhitov 2001) et certaines molécules endogènes sécrétées lors de 

l’inflammation (ADN, ARNm, Heat shock protein…) (Rifkin et al. 2005). L’activation des 

cellules dendritiques est aussi induite par des cytokines proinflammatoires, et en particulier 

par des membres de la superfamille du TNF, comme le TNF- , CD40L ou Trance (Cella et 

al. 1996; Koch et al. 1996; Bachmann et al. 1999; Wong et al. 1999). Récemment, il a été 

montré que des signaux via les récepteurs de chimiokines pouvaient également induire la 

maturation des cellules dendritiques, tels que des ligands de CCR5 (Aliberti et al. 2000; 

Aliberti et al. 2003) ou de CCR7 (Marsland et al. 2005).  

 

1.3. Le rôle des cellules dendritiques 
 

Les cellules dendritiques matures et immatures ont des fonctions différentes. Il a 

longtemps été considéré que les cellules immatures induisaient la tolérance et les matures 
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induisaient l’immunité. Cependant, cette corrélation n’est pas totalement exacte. En effet, il a 

été montré, par exemple, que certaines cellules dendritiques matures exprimant l’enzyme 

IDO avaient des propriétés tolérogéniques (Mellor and Munn 2004). Dans le but de simplifier 

cette partie, je garderai dans cette partie la corrélation cellules immatures / fonction 

tolérogène et cellules matures / fonction immunogène.  

Les cellules dendritiques des tissus testent continuellement leur environnement, 

captent des antigènes et migrent en petite quantité vers les ganglions lymphatiques 

drainants. En l’absence d’inflammation, les cellules dendritiques restent dans un état 

immature, et les antigènes sont présentés aux cellules T dans les ganglions en l’absence de 

costimulation, ce qui induit soit la délétion des cellules T, soit la génération de cellules T 

régulatrices (Treg) induites. Je détaillerai plus loin dans mon exposé les propriétés 

tolérogéniques de ces cellules (Figure 1a).  

L’inflammation des tissus induit la maturation des cellules dendritiques et leur 

migration en grande quantité vers les ganglions lymphatiques drainants. Les cellules 

dendritiques matures expriment à leur surface des complexes CMH/peptide et des molécules 

de costimulation. Cela permet la stimulation des cellules T CD4+ auxiliaires et des cellules T 

CD8+ cytotoxiques (CTL), l’activation des cellules B et l’initiation de la réponse immunitaire 

adaptative. Les cellules dendritiques se différencient des autres cellules présentatrices 

d’antigènes par leur capacité unique à activer un lymphocyte T naïf (Figure 1b).  
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Figure 1 : Les cellules dendritiques matures et immatures ont des fonctions 
différentes. 

D’après Banchereau et al. (Banchereau and Palucka 2005). 
 

2. La présentation allogénique 
 

La reconnaissance antigénique fait intervenir deux acteurs : la cellule présentatrice 

d’antigène et la cellule T. Au niveau moléculaire, cette reconnaissance est basée sur 

l’interaction entre le complexe formé par un peptide et une molécule du CMH à la surface 

des cellules présentatrices d’antigène avec le TCR. D’une manière générale, les peptides 

exogènes sont présentés sur les molécules du CMH de classe II aux cellules T CD4+, alors 

que les  peptides endogènes sont présentés sur les molécules du CMH de classe I aux 

cellules T CD8+. Cependant, les molécules de CMH de classe II peuvent également 

présenter des peptides endogènes aux cellules T CD4+ (Weiss and Bogen 1991) et les 
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molécules de CMH de classe I peuvent présenter des peptides exogènes aux cellules T 

CD8+ (Jondal et al. 1996) : il s’agit de la "présentation croisée". Les mécanismes permettant 

à un peptide dérivé d’un antigène exogène d’être apprêté sur les molécules du CMH de 

classe I ne sont pas encore clairement définis. Il apparaîtrait que les cellules dendritiques et 

les macrophages (ayant la capacité de réaliser la présentation croisée) présenteraient la 

capacité d’amener les antigènes exogènes phagocytés dans le réticulum endoplasmique où 

ils pourront être digérés et chargés sur les molécules du CMH de classe I (Cresswell et al. 

2005). Une étude récente propose un nouveau mécanisme impliquant le transfert direct des 

peptides entre le cytoplasme de deux cellules voisines par l’intermédiaire de jonctions 

membranaires "gap" (Neijssen et al. 2005; Afzali et al. 2007; Handel et al. 2007). 

 

Dans le contexte d’une allogreffe, les lymphocytes T du receveur peuvent reconnaître 

directement les complexes allogéniques CMH/peptide présents à la surface des CPA 

allogéniques du greffon (présentation directe) (Figure 2a), mais aussi les peptides 

allogéniques présentés par les CPA du receveur (présentation indirecte) (Figure 2b). Un 

troisième type de présentation a récemment été décrit et correspond à la présentation de 

complexe CMH/ peptide du donneur par les CPA du receveur (présentation semi-directe) 

(Figure 2c). Je vais maintenant décrire plus en détail ces 3 voies de présentation 

allogénique. 

 
 

 

 

Figure 2 : Les différentes voies de présentation allogénique. 
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2.1. La présentation directe 
 

La cellule T CD8+ ou CD4+ du receveur peut reconnaître directement la molécule du 

CMH de classe I ou de classe II allogénique exprimée par une CPA du donneur (Lechler et 

al. 1990). Les cellules alloréactives peuvent ainsi constituer jusqu’à 20% du pool des 

lymphocytes T (Lindahl and Wilson 1977; Suchin et al. 2001). La reconnaissance par les 

lymphocytes T de peptides dans le contexte du CMH allogénique démontre que la restriction 

de reconnaissance des lymphocytes T dans le contexte du CMH du soi n’est pas exclusive. 

La reconnaissance directe joue un rôle primordial dans certains modèles d’allogreffe. Lechler 

et ses collaborateurs ont démontré chez le rat que la transplantation d’un greffon rénal 

toléré, et ainsi dépourvu de ses leucocytes, à un second receveur non-traité ne conduit pas 

au rejet de la greffe. La réinjection de cellules dendritiques du donneur induit le rejet ce qui 

démontre que, dans ce modèle, la réponse directe joue un rôle primordial dans le processus 

de rejet (Lechler and Batchelor 1982). De même, dans un autre modèle d'allogreffe rénale 

chez le rat, l'élimination des leucocytes passagers du greffon avant la transplantation permet 

de prolonger la survie de la greffe (McKenzie et al. 1984). D'autres travaux réalisés avec des 

donneurs d'organes déficients en molécules du CMH aboutissent aux même conclusions : 

une allogreffe d’îlots de pancréas issus de souris dépourvues de molécules du CMH de 

classe I est définitivement acceptée (Markmann et al. 1992). De même, une allogreffe 

cardiaque provenant d’une souris déficiente en molécules du CMH de classe II n’est pas 

rejetée (Campos et al. 1995). Dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez la souris, avec 

des receveurs dépourvus de lymphocytes T (RAG-1-/-) et de molécules du CMH de classe II, 

le transfert de lymphocytes T CD4+ de souris naïves a été décrit comme étant nécessaire et 

suffisant pour rejeter le greffon. La réponse indirecte étant inexistante, ces résultats 

démontrent bien que dans ce modèle, la réponse directe est suffisante pour rejeter la greffe 

(Pietra et al. 2000). 

Matzinger et ses collaborateurs ont démontré que les complexes CMH 

allogénique/peptide possédant une structure similaire aux complexes CMH 

syngénique/peptide sont capables de déclencher l'activation des lymphocytes T par un 

mécanisme de mimétisme moléculaire (Matzinger and Bevan 1977). Mais les TCR peuvent 

également directement interagir avec les résidus polymorphes des molécules du CMH 

allogéniques indépendamment du peptide présenté. Ainsi la force de reconnaissance 

allogénique dépend des similarités et/ou des différences de séquences entre les molécules 

du CMH du donneur et celles du receveur au niveau du site de liaison avec le TCR. Lorsque, 

au niveau du site de liaison avec le TCR, la molécule du CMH allogénique est proche de 

celle syngénique, le lymphocyte T reconnaît et réagit surtout avec le peptide endogène 

présenté (liaison peptidique dominante). Par contre, lorsqu’il y a trop de différences entre les 
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molécules du CMH allogénique et syngénique, le lymphocyte T va surtout réagir avec le 

CMH allogénique, indépendamment du peptide présenté (liaison au CMH dominant) (Lechler 

et al. 1990). 

La reconnaissance directe n’est cependant pas l’unique mécanisme qui peut 

entraîner le rejet d’allogreffe. En effet, la reconnaissance indirecte a été démontrée comme 

étant suffisante et/ou nécessaire pour initier un rejet dans différents modèles d'allogreffe. 

 

2.2. La présentation indirecte 
 

Les cellules T du receveur peuvent reconnaître les peptides issus des molécules du 

CMH du donneur présentés par les CPA du receveur (Benichou et al. 1992). Les 

alloantigènes du donneur sont internalisés et dégradés par les CPA du receveur puis 

présentés aux lymphocytes T CD4+ ou T CD8+ (présentation croisée) sous forme de peptides 

associés respectivement aux molécules du CMH de classe II et de classe I. La réponse 

indirecte permet ainsi la coopération des lymphocytes T CD4+ avec les lymphocytes B 

(Steele et al. 1996) et avec les lymphocytes T CD8+ cytotoxique (Popov et al. 1995; Lee et 

al. 1998). 

Dans certains modèles, des greffons dépourvus de molécules du CMH de classe II 

sont rejetés très rapidement. La présentation directe étant inexistante cela démontre que la 

présentation indirecte est suffisante pour induire le rejet de l'allogreffe (Auchincloss et al. 

1993; Josien et al. 1998; Valujskikh et al. 1998; Yamada et al. 2003). Des travaux ont 

démontré que les lymphocytes T CD4+ sont suffisants pour induire le rejet d'une allogreffe 

dépourvue de molécules du CMH de classe I ou de classe II, donc par présentation indirecte 

(Dalloul et al. 1996).  

D’autres travaux suggèrent que la réponse indirecte est responsable de l’installation 

du rejet chronique (Sayegh and Krensky 1996; Jiang et al. 2004). Valujskikh et al. ont 

démontré dans un modèle d’allogreffe de peau chez la souris que la reconnaissance d’un 

seul peptide allogénique présenté dans le contexte du CMH du soi (présentation indirecte) 

est suffisante pour induire le rejet dont les lésions sont caractéristiques du rejet chronique 

(Valujskikh et al. 1998). D’autre part, une étude a démontré que des patients possédant dans 

leur sang des cellules T activées par présentation indirecte développent de nombreux signes 

de rejet chronique (Ciubotariu et al. 1998). L’immunisation avec des peptides synthétiques 

de la chaîne α1 de la molécule du CMH de classe I accélère le rejet d’une allogreffe chez le 

porc, et est associée au développement d’une vasculopathie importante (atteinte des 

vaisseaux). Ces travaux démontrent un lien étroit entre la présentation indirecte des peptides 

du CMH de classe I et le développement de lésions caractéristiques du rejet chronique. 
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2.3. La présentation semi-directe 
 

Par ailleurs, il a été décrit que la génération de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques 

avait besoin de lymphocytes T CD4+ activés par la même APC pour être efficace (Ridge et 

al. 1998). Plusieurs études ayant montré que des lymphocytes T CD4+ de spécificité 

indirecte pouvaient amplifier la réponse effectrice de lymphocytes T CD8+ de spécificité 

directe (Lee et al. 1994), l’hypothèse d’un troisième mode de présentation est apparu : la 

présentation semi-directe. En effet, il a été décrit récemment que les cellules dendritiques 

avaient la capacité d’acquérir des complexes CMH de classe I et II/peptide provenant 

d’autres cellules dendritiques ou de cellules endothéliales (Herrera et al. 2004) et d’activer 

efficacement des lymphocytes T (Thery et al. 2002). Le modèle de présentation semi-directe 

consiste donc en une présentation simultanée par les cellules dendritiques du donneur de 

complexes CMH de classe I/peptide à des lymphocytes T CD8+ de spécificité directe et de 

complexes CMH de classe II/peptide à des lymphocytes T CD4+ de spécificité indirecte 

(Jiang et al. 2004). 

 

En résumé, l'implication des trois voies de présentation antigénique dans le rejet 

d'allogreffe semble dépendre du modèle allogénique utilisé et interviendrait de façon 

séquentielle. La présentation directe entraînerait une réponse immédiate et serait plus 

impliquée dans le rejet aigu alors que la présentation indirecte serait plus impliquée dans la 

mise en place du processus de rejet chronique (Liu et al. 1993; Jiang et al. 2004), ce qui 

concorde avec le fait que les cellules présentatrices d’antigènes du donneur disparaissent 

avec le temps ce qui décroît l’importance de la voie directe. Cependant, le rôle de la 

présentation semi-directe dans le processus de rejet reste, à l’heure actuelle, inconnu (Afzali 

et al. 2007). Le groupe de R. Lechler a récemment proposé que ce dernier mode de 

présentation puisse permettre le maintien de la réponse des lymphocytes T de spécificité 

directe après la disparition des APC du donneur (Gokmen et al. 2008). 

 

3. L’ activation et la différenciation T 
 

3.1. Le signal de costimulation 
 

La reconnaissance de l’antigène par le récepteur des cellules T (TCR) aboutit à 

l’activation des cellules T. Cependant, l’engagement du TCR avec le complexe CMH/peptide 

(signal 1) n’est pas suffisant pour initier la cascade de signalisation intracellulaire menant à 

l’activation de la cellule T. Les cellules dendritiques doivent fournir un second signal aux 

cellules T naïves, par l’intermédiaire des molécules de costimulation, présentes à leur 

surface, qui interagissent avec les récepteurs correspondants présents à la surface des 

cellules T (Janeway and Bottomly 1994). 
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 Il existe de nombreuses molécules de costimulation (Frauwirth and Thompson 2002), 

mais les mieux caractérisées sont les molécules B7.1 (CD80) et B7.2 (CD86) qui 

reconnaissent le CD28 (Linsley and Ledbetter 1993). Une fois activées, les cellules T 

expriment CTLA-4 (CD152) qui reconnaît les molécules B7 avec une affinité supérieure au 

CD28. CTLA-4 délivre un signal négatif à la cellule T activée, permettant une régulation de la 

réponse immune (Walunas et al. 1996; Lee et al. 1998). Une autre voie de stimulation 

importante est l’intéraction CD40-CD40L (Cayabyab et al. 1994) : CD40L est induit sur les 

cellules T CD4+ activées et permet en retour une activation de la cellule dendritique 

exprimant CD40 (Grewal and Flavell 1996). L’activation complète des cellules T alloréactives 

mène à la production d’interleukine 2 (IL2) (considérée comme le signal 3) qui favorise leur 

prolifération et l’amplification du pool alloréactif. 

 

3.2. Différenciation et mécanismes effecteurs des cellules T CD4+  

 
Les cellules T CD4+, une fois activées par les cellules présentatrices d’antigène, 

jouent un rôle primordial en activant de nombreuses cellules effectrices par l’intermédiaire de 

leur production de cytokines. Les cytokines, responsables de la communication 

intercellulaire, sont avec les anticorps les médiateurs solubles impliqués dans le 

développement de la réponse immunitaire.  

Selon le phénotype des cellules dendritiques, l’environnement cytokinique, et la 

reconnaissance TCR/CMH, les précurseurs alloréactifs CD4 (Th0) peuvent se différencier 

selon 4 voies : Th1, Th2, Th17 ou iTreg (lymphocytes T régulateurs induit incluant les 

cellules Tr1 ou Th3…) (Zhu and Paul 2008) (Figure 3). Cette dernière voie sera traitée un 

peu plus tard dans le chapitre "Les cellules T régulatrices". Cependant, la différenciation 

des cellules T naïves en cellules effectrices ne semble pas être un processus terminal. En 

effet, certaines études suggèrent qu’in vitro des cellules différenciées peuvent être 

reprogrammées en une autre population effectrice en fonction de l’environnement 

cytokinique (Th17 en Th1 ou des Treg en Th17) (Xu et al. 2007; Nurieva et al. 2009). 
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Figure 3 : Différentes voies de différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs. 

D’après Bettelli et al. (Bettelli et al. 2006). 

 

3.2.1. Th1 
 

Dans l’initiation de la réponse Th1, les cellules dendritiques activées jouent un rôle 

primordial. En effet, ces cellules sont responsables d’une importante production d’IL12 qui va 

promouvoir la différenciation de type Th1 en jouant directement sur les cellules NK et les 

lymphocytes T CD4+. Les cellules NK activées vont produire l’interféron- (IFN ) qui va 

engendrer avec l’IL12 la différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs vers la voie Th1 

(Murphy and Reiner 2002). Ces cellules de type Th1 activées vont alors sécréter 

d’importantes quantités d’IFN , d’IL2 et de lymphotoxine-  (LT- ). Les cellules CD4+ de type 

Th1 ont été largement décrites comme médiateurs de la réponse immune dirigée contre des 

pathogènes intracellulaires (Mosmann and Coffman 1989; Paul and Seder 1994). 

 

3.2.2. Th2 
 

La différenciation de type Th2 est induite principalement par deux cytokines : l’IL2 et 

l’IL4 (Le Gros et al. 1990; Swain et al. 1990). Les cellules T CD4+ de type Th2 activées vont 

alors sécréter de nombreuses cytokines dont l’IL4, l’IL5, l’IL9, l’IL10 et l’IL13. Ces cellules 

jouent un rôle majeur dans la réponse immune vis-à-vis de pathogènes extracellulaires, en 

agissant sur le "switch" isotypique des immunoglobulines produites par les lymphocytes B, 
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notamment par l’interaction CD40-CD40L (Lumsden et al. 2003), mais aussi en induisant 

l’activation des éosinophiles et des mastocytes. 

 

Les deux sous-populations Th1 et Th2 sont capables de s’autoréguler. En effet, l’IFN  

produit par les cellules Th1 inhibe la prolifération et la sécrétion de cytokines des cellules 

Th2 alors que l’IL4 et l’IL10 produites par les Th2 inhibent la prolifération et la sécrétion des 

cytkoines des cellules Th1. 

 

3.2.3. Th17 
 

La différenciation des cellules naïves T CD4+ en Th17 est induite par le TGF  en 

combinaison avec l’IL6, cytokine proinflammatoire (Veldhoen et al. 2006). Le rôle du TGF  

dans la différenciation des Th17 est surprenant car cette cytokine est surtout connue pour 

induire l’expression de Foxp3 et le développement de cellules T régulatrices (Wing et al. 

2006). Cependant, Bettelli et al. ont montré chez la souris que l’ajout d’IL6 recombinante 

inhibe l’induction de cellules Treg Foxp3+ dépendantes du TGF  (Bettelli et al. 2006). Suite à 

ces résultats, il a été proposé une relation réciproque entre les cellules pathogéniques Th17 

et les cellules Treg Foxp3+. Dans cette relation, IL6, une protéine sécrétée pendant 

l’inflammation, joue le rôle de pivot dans la détermination du devenir de la réponse 

immunitaire (Th17 ou Treg). 

Les cellules T CD4+ de type Th17 activées vont alors produire de l’IL21 et exprimer le 

récepteur de l’IL23 ainsi que le facteur de transcription ROR T (Mangan et al. 2006). L’IL21 

est responsable de l’amplification de la différenciation Th17 mais peut aussi remplacer l’IL6 

dans l’initiation de cette différenciation mais aussi dans l’inhibition de Foxp3 (Korn et al. 

2007; Nurieva et al. 2007). Parce que les cellules Th17 sont la source majeure d’IL21, il a 

été suggéré l’existence d’une boucle d’amplification autocrine dans laquelle les cellules Th17 

augmentent leur propre différenciation en sécrétant de l’IL21 (Nurieva et al. 2007). 

Finalement, l’IL23, qui avait été décrit initialement comme facteur de différenciation de ces 

cellules, joue un rôle dans le maintien de la survie et/ou de la fonction des Th17 différenciées 

(Veldhoen et al. 2006). L’IL23 peut aussi permettre la différenciation. Une fois différenciées, 

ces cellules produisent de l’IL17A, IL17F, IL22 et de l’IL21.  

Alors que les cytokines décrites au-dessus régulent positivement la spécialisation des 

cellules Th17, d’autres cytokines régulent négativement cette différenciation. En effet, il a été 

montré in vitro que l’IFN  et l’IL4 (produites respectivement par les cellules Th1 et Th2) 

empêchaient la différenciation de ces cellules (Lubberts et al. 2000; Harrington et al. 2005; 

Park et al. 2005). Outre ces cytokines, Laurence et al. ont montré que l’utilisation d’un 

anticorps bloquant pour l’IL2 induisait la différenciation des cellules T CD4+ en Th17 
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(Laurence et al. 2007). En plus de ces cytokines, il a aussi été décrit que l’IL27, membre de 

la famille de l’IL12 formé de l’IL27p28 et d’EBI3, ainsi que l’IL25 régulaient négativement la 

spécialisation en cellules Th17 (Batten et al. 2006; Stumhofer et al. 2006; Kleinschek et al. 

2007). 

Un rôle de ces cellules Th17 a été montrées dans de nombreuses maladies 

autoimmunes (Langrish et al. 2005; Park et al. 2005; Bettelli et al. 2006; Yen et al. 2006) et 

en transplantation. En effet, une augmentation de l’expression de l’IL17 a été observée dans 

la phase de rejet aigu d’allogreffe chez l’homme et dans un modèle expérimental d’allogreffe 

rénale (Loong et al. 2002; Vanaudenaerde et al. 2006). De plus, l’inhibition de l’IL17 

(injection d’une molécule de fusion IL17R-immunoglobuline) dans un modèle d’allogreffe 

cardiaque chez le rat, permet de retarder le développement du rejet aigu (Antonysamy et al. 

1999). 

 

3.2.4. Th9 
 

Très récemment, une nouvelle population de lymphocytes T CD4+ a été décrite. En 

effet, les groupes de V. Kuchroo et B. Stockinger ont décrit une population de cellules T 

CD4+ de type Th9 caractérisées par leur forte production d’IL10 et d’IL9 (Dardalhon et al. 

2008; Veldhoen et al. 2008). Ces cellules sont générées en présence de TGF  et d’IL4, cette 

dernière cytokine bloquant la différenciation des Treg. Ces cellules ne présentent pas de 

capacités régulatrices in vitro et in vivo, malgré leur forte production d’IL10. En effet, 

l’injection de ces cellules à des souris RAG déficientes induit l’apparition de colite et de 

neurite montrant leur capacité à promouvoir l’inflammation (Dardalhon et al. 2008). 

 
 

Après leur activation, leur différenciation et leur amplification dans les organes 

lymphoïdes secondaires, les cellules T CD4+ migrent vers le greffon et produisent des 

cytokines qui activent différents types cellulaires responsables de la destruction du greffon. 

(Figure 4). La sécrétion importante d’IFN  par les cellules T CD4+ active les macrophages 

qui détruisent le greffon en libérant des cytokines proinflammatoires, des radicaux oxygénés 

et des facteurs procoagulants. L’IFN et le TNF  augmentent l’expression des molécules du 

CMH de classe I et II sur les cellules du greffon. L’IL2 favorise la prolifération des cellules T 

et est impliquée dans la génération des cellules T CD8+ cytotoxiques, qui reconnaissent les 

molécules du CMH de classe I du greffon et lysent la membrane des cellules cibles. Les 

cellules T CD4+ peuvent également exercer une activité cytotoxique par les systèmes 

perforine/granzyme ou Fas/FasL (Appay et al. 2002; van de Berg et al. 2008). Avec l’aide 

des cellules T CD4+, les cellules B s’activent et se différencient en plasmocytes producteurs 

d’alloanticorps. Les anticorps produits se fixent sur les cellules cibles et induisent leur lyse 
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suite à l’activation du complément, ou par cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps 

(ADCC). Les cellules NK, activées par l’IL2, participent également au rejet par des 

mécanismes d’ADCC . 

 

 

Figure 4 : Le rôle des lymphocytes T CD4+ dans le rejet aigu.  

 

3.3. Différenciation et mécanismes effecteurs des cellules T CD8+ 
 

La reconnaissance des alloantigènes présentés sur les molécules du CMH de classe 

I ainsi que l’IL2 produite par les cellules T CD4+ activées permettent la différenciation et 

l’activation des cellules T CD8+ en cellules cytotoxiques (Lafferty et al. 1980). 

Les lymphocytes T CD8+ peuvent tuer leurs cellules cibles par deux voies distinctes : 

- La sécrétion de granules cytotoxiques contenant de la perforine et des granzymes. La 

perforine provoque la formation de pores dans la membrane des cellules cibles permettant 

aux granzymes d’entrer dans la cellule et d’induire la lyse par apoptose des cellules cibles 

(Kagi et al. 1994; Trapani and Smyth 2002). 

- La liaison de Fas porté par les cellules cibles avec son ligand (FasL) porté par les 

lymphocytes T CD8+ induit également la mort des cellules cibles par apoptose (Kagi et al. 

1994). 
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  Comme pour les cellules T CD4+, l’activation des cellules T CD8+ peut 

également mener à la différenciation en cellules régulatrices (chapitre B.III. Les cellules T 

régulatrices). 
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B. La tolérance 
 
 

La tolérance immunologique est définie par une non-réponse du système immunitaire 

vis-à-vis d’un antigène. La tolérance envers les antigènes du soi est induite principalement 

par la sélection négative dans le thymus (tolérance centrale), mais elle est également 

maintenue par des mécanismes périphériques (tolérance périphérique). En transplantation, 

la tolérance à une allogreffe se définit par l’acceptation définitive du greffon, sans 

développement de rejet chronique à long terme, et ceci sans empêcher le système 

immunitaire de se défendre contre d’autres antigènes étrangers. 

 

 

I. La tolérance centrale 
 

Les lymphocytes T se développent dans le thymus à partir de précurseurs provenant 

de la moelle osseuse. Le réarrangement des gènes de leur TCR se produit lors de ce 

développement, puis le répertoire lymphocytaire est défini par l’intermédiaire de la sélection 

positive puis négative. Au cours de ce processus de sélection, plus de 90% des cellules T 

sont éliminées (Figure 5).  

 

 

Figure 5 : Mécanismes de la tolérance centrale.  

D’après Kamradt and Mitchison (Kamradt and Mitchison 2001). 
 

 

1. La sélection positive 
 
La sélection positive permet de conserver les thymocytes capables de reconnaître via 

leur TCR un peptide associé à une molécule du CMH du soi (Fink and Bevan 1978). Au 
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cours de ce processus, les cellules épithéliales du cortex thymique présentent aux cellules T 

des complexes CMH/peptide et fournissent un signal de survie aux cellules capables 

d’interagir avec les molécules du CMH du soi (Benoist and Mathis 1989). Les cellules T qui 

reconnaissent les molécules du CMH du soi de manière trop faible meurent par apoptose 

dans le cortex. 

 

2. La sélection négative 
 

Les cellules T subissent ensuite la sélection négative, qui permet d’éliminer les 

cellules dont les récepteurs se fixent fortement aux antigènes du soi. La sélection négative 

joue un rôle essentiel dans la tolérance au soi, en éliminant une grande majorité des cellules 

T autoréactives. Cette sélection peut être effectuée par les cellules épithéliales médullaires 

mais ce sont les cellules dendritiques présentes dans le thymus qui apparaissent comme les 

principaux acteurs de cette sélection (Anderson et al. 1998). Récemment, il a été montré que 

le répertoire des peptides du soi présentés dans le thymus est étonnamment large, c'est-à-

dire incluant aussi des antigènes exclusivement exprimés dans certains tissus comme 

l’insuline, un antigène spécifique des îlots pancréatiques (Kyewski et al. 2002; Gotter et al. 

2004). La présentation de peptides autologues aux cellules T par les cellules épithéliales 

médullaires est sous le contrôle de l’expression d’un gène régulateur de la transcription, 

AIRE (AutoImmune REgulator). Ainsi, AIRE entraîne l’expression de nombreuses protéines 

dans le thymus qui peuvent être rencontrées en périphérie (Gavanescu et al. 2007). 

L’expression de AIRE sur les cellules épithéliales médullaires permet donc d’établir un état 

de tolérance au soi par délétion clonale des thymocytes autoréactifs (Zuklys et al. 2000; 

Derbinski et al. 2005). En effet, des études ont montré que des souris déficientes pour ce 

gène présentent un défaut d’induction de la tolérance et développent des maladies 

autoimmunes (Anderson et al. 2002; Liston et al. 2003).  

 

En transplantation, une tolérance centrale peut être obtenue suite au développement 

d’un chimérisme hématopoïétique. Ce chimérisme hématopoïétique correspond à la 

colonisation du thymus par des cellules d’origine hématopoïétique du donneur qui participent 

à la sélection du répertoire lymphocytaire T (Goldrath and Bevan 1999). Ainsi, les 

thymocytes capables de reconnaître les antigènes du donneur ou du receveur comme des 

éléments du soi meurent par apoptose suite à la sélection négative dans le thymus. 

L’établissement d’un chimérisme hématopoïétique conduit à la tolérance à l’allogreffe non 

seulement chez les rongeurs (Tomita et al. 1994; Wekerle et al. 1998) mais aussi chez les 

primates (Kawai et al. 1995; Huang et al. 2000) et chez l’homme (Buhler et al. 2002).  
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Les thymocytes réactifs au soi ne sont cependant pas tous éliminés après la 

déplétion négative dans le thymus (Bouneaud et al. 2000). Les mécanismes périphériques 

du maintien de la tolérance sont donc également essentiels et peuvent constituer des 

approches pour l’induction de tolérance aux alloantigènes.  

 

 

II. La tolérance périphérique 
 

Quatre mécanismes principaux de tolérance périphérique, mutuellement non 

exclusifs, ont été décrits : la délétion, l’anergie, l’ignorance immunologique et la suppression 

(Figure 6). 

 

 

Figure 6 : Les mécanismes de tolérance périphérique. 

D’après Walker et al. (Walker and Abbas 2002) 

 

1. La délétion 
 

Nous avons vu que les mécanismes de tolérance centrale permettent d’éliminer les 

cellules autoréactives dans le thymus, avant leur maturation. La délétion des cellules T peut 

également avoir lieu à la périphérie, lorsque celles-ci rencontrent l’antigène dans des 

conditions particulières (Kabelitz et al. 1993). Deux situations peuvent aboutir à la mort des 

cellules T : soit un défaut de signaux de survie, par exemple en l’absence de facteurs de 

croissance comme l’IL2 (Steller 1995), soit une activation trop importante. Ce deuxième 

mécanisme est nommé "mort cellulaire induite par l’activation“ (AICD) et fait intervenir 

principalement le système Fas/FasL (Brunner et al. 1995). 
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2. L’anergie 
 

L’anergie est un état d’inactivation fonctionnelle de la cellule T, qui devient réfractaire 

à toute restimulation par l’antigène (Lechler et al. 2001; Schwartz 2003). Elle peut être 

induite in vitro par la stimulation des cellules T via leur TCR en l’absence de second signal 

de costimulation. L’état anergique se caractérise par une incapacité des cellules T à 

proliférer et à produire de l’IL2 et peut être levé par l’addition d’IL2 (Essery et al. 1988). En 

transplantation, le rôle fondamental des molécules de costimulation dans la réponse 

allogénique a été largement prouvé (Turka et al. 1992). En effet, le blocage de l’intéraction 

B7/CD28 par la molécule de fusion CTLA4-Ig qui se lie fortement à B7 et empêche le contact 

avec CD28, permet d’induire une prolongation de la survie de l’allogreffe (Levisetti et al. 

1997; Olthoff et al. 1998; Guillonneau et al. 2007). Une équipe du laboratoire a aussi montré 

que l’utilisation d’un anticorps anti-CD28 permettait l’établissement d’une tolérance dans un 

modèle d’allogreffe rénale chez le rat (Haspot et al. 2005). 

 

3. L’ignorance 
 

Le terme d’ignorance s’applique à une situation dans laquelle des cellules T 

potentiellement réactives ne répondent pas à une stimulation antigénique. Ces cellules ne 

sont pas inactivées, ce qui les différencient des cellules anergiques, mais elles ignorent 

l’antigène (Miller et al. 1990). Plusieurs mécanismes peuvent être responsables de ce 

phénomène d’ignorance. Dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez la souris en absence 

d’organes lymphoïdes secondaires, la rencontre entre les lymphocytes T et les cellules 

dendritiques ne se fait pas, ce qui conduit à l’établissement d’une ignorance immunologique 

et favorise la tolérance de l’allogreffe (Lakkis et al. 2000). De plus, l’ignorance peut résulter 

de la séquestration de l’antigène dans des sites dits "privilégiés“, non accessibles aux 

cellules T réactives, tels que l’oeil ou le système nerveux central (Barker and Billingham 

1977) ou d’une absence de présentation par les CPA. Elle peut aussi être due à une faible 

concentration des antigènes, qui les rend invisibles aux cellules T (Kurts et al. 1999). 

 

4. La suppression 
 

Contrairement aux autres mécanismes de tolérance centrale et périphérique, il s’agit 

d’un processus actif dans lequel une population de cellules contrôle ou régule l’activité d’une 

autre population. En 1985, le groupe de Hall a montré que l’état de tolérance allogénique 

pouvait être transféré à des receveurs naïfs par l’injection de cellules T CD4+ dérivant 

d’animaux tolérants (Hall et al. 1985), fournissant ainsi la première démonstration du 

caractère actif de la suppression. 



                                                                                                                Introduction-Tolérance  

 35 

La suppression est réalisée par des cellules régulatrices. De nombreuses populations 

de cellules régulatrices ont été décrites, certaines présentes de façon naturelle dans 

l’organisme et d’autres pouvant être induites dans des conditions de stimulations 

particulières. Les principales cellules régulatrices décrites sont des cellules T CD4+, mais les 

cellules régulatrices ont également été décrites dans la population T CD8+ et dans d’autres 

types cellulaires, comme les cellules NKT et les cellules T double négatives (Zhang et al. 

2000; Jameson et al. 2003; Van Kaer 2004). De plus, les cellules dendritiques sont fortement 

impliquées dans la tolérance et dans l’induction de ces cellules régulatrices. 

 

 

III. Les cellules T régulatrices 
 

Le concept de cellules T régulatrices (Treg), capables d’inhiber une réponse 

immunitaire, est apparu dans les années 1970. Le groupe de Gershon et Kondo a, en effet, 

montré que certains lymphocytes T, différents des lymphocytes "helpers“, pouvaient diminuer 

l’intensité de la réponse immune (Gershon and Kondo 1970; Gershon and Kondo 1971). De 

plus, le concept a été renforcé par des études montrant que le transfert de cellules T 

autologues issues de souris naïves, était capable de prévenir le développement de maladies 

auto-immunes, telles que la thyroïdite (Penhale et al. 1976), l’oophorite (Sakaguchi et al. 

1982) ou le diabète (Boitard et al. 1989). Cependant, l’incapacité à identifier un marqueur de 

surface pour ces cellules ou des médiateurs solubles associés à leur fonction a conduit à 

l’essoufflement des recherches dans ce domaine, et la contestation de l’existence de cellules 

T suppressives (Green and Webb 1993). 

 Dans le milieu des années 90, les travaux de Sakaguchi et de ses collaborateurs ont 

donné un regain d’intérêt à ce concept, en décrivant pour la première fois le phénotype d’une 

population de cellules T CD4+ suppressives, définies par l’expression de la chaine  du 

récepteur à l’IL2 (CD25), qui étaient cruciales pour le contrôle des cellules T in vivo 

(Sakaguchi et al. 1995; Asano et al. 1996). 

 

1. Les cellules T régulatrices naturelles 
 

Les cellules Treg naturelles sont présentes de façon naturelle chez les individus 

sains. 

 

1.1. Les cellules T CD4+CD25+ 

 

Les cellules T régulatrices naturelles CD4+CD25+ sont produites dans le thymus 

lors de la sélection thymique. En effet, il a été montré que l’ablation du thymus chez une 
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souris agée de 3 jours induit l’élimination des cellules T CD25+ de la périphérie et provoque 

le développement de maladies auto-immunes variées pouvant être prévenues par le co-

transfert de cellules T CD25+ de la rate (Suri-Payer et al. 1998). 

 

En plus du CD25 (aussi exprimé par les lymphocytes T activés mais à un moindre 

niveau), ces cellules expriment constitutivement  le CD152 (CTLA-4) (Takahashi et al. 2000), 

GITR (Shimizu et al. 2002), CD103 (  integrine) (Curotto de Lafaille and Lafaille 2002), 

CD62L (Szanya et al. 2002) ou CD223 (LAG3) (Huang et al. 2004). Cependant, le seul 

marqueur à être spécifiquement exprimé par les Treg CD4+CD25+ chez le rat et la souris, 

reste le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box P3). Des études récentes ont montré 

que les lymphocytes activés humains pouvaient aussi exprimer Foxp3 (Morgan et al. 2005; 

Ziegler 2007). Chez l’homme, le récepteur à l’IL-7, CD127, permet de discriminer au sein des 

cellules T CD4+CD25+, les cellules activées (CD127hi) des cellules régulatrices (CD127lo) (Liu 

et al. 2006). Foxp3 est un nouveau membre de la famille des régulateurs transcriptionnels 

forkhead/winged helix qui a été récemment identifié comme un gène majeur pour le contrôle 

du développement et de la fonction des cellules Treg CD4+CD25+ (Fontenot et al. 2003; Hori 

et al. 2003). Le rôle spécifique de Foxp3 a été révélé chez la souris Scurfy qui développe 

une maladie auto-immune lymphoproliférative médiée par les lymphocytes T CD4+, suite à 

une mutation du gène Foxp3 conduisant à la synthèse d’une protéine tronquée (Brunkow et 

al. 2001). Des mutations du gène Foxp3 chez l’homme ont été identifiées chez des patients 

atteints de syndrome fatal sévère auto-immun allergique, appelé IPEX (Bennett et al. 2001; 

Wildin et al. 2001). De plus, des études ont montré que l’expression ectopique de Foxp3 

dans les cellules CD4+CD25- leur confère un phénotype et une activité suppressive. En effet, 

les cellules CD25- transduites avec un rétrovirus contenant Foxp3 prolifèrent peu en réponse 

à une stimulation du TCR, produisent peu de cytokines et expriment plus de GITR, CTLA-4 

et CD103 (Hori et al. 2003).  

 

Elles existent naturellement en périphérie, où elles représentent 5 à 10% des 

cellules T CD4+. Leur rôle principal semble être le contrôle de l’activation et/ou de 

l’expansion de cellules T autoréactives ayant échappées à la sélection thymique, et 

potentiellement responsables du développement de maladies auto-immunes. Ces cellules 

sont présentes principalement dans les ganglions lymphatiques empêchant le 

développement de réponses auto-immunes (Samy et al. 2005). Elles ont la capacité de 

migrer dans les sites d’inflammation (Belkaid et al. 2002). L’IL2 est essentielle à la 

prolifération physiologique des cellules CD4+CD25+ en périphérie. Elle est également requise 

pour leur activation in vivo et in vitro, et pour le maintien de l’expression de CD25 et de 

Foxp3 (Furtado et al. 2002; Thornton et al. 2004). Ces cellules peuvent produire du TGF  et 
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leur capacité suppressive est dépendante de cette cytokine (Du et al. 2006; Oida et al. 

2006). Une fois activées par leur TCR, elles sont capables d’inhiber la prolifération et la 

production de cytokines des cellules T effectrices (Thornton and Shevach 2000).  

 

Depuis quelques années, des études ont décrit une relation réciproque entre la 

différenciation en cellules pathogéniques Th17 et cellules régulatrices T CD4+CD25+Foxp3+. 

En effet, il a été montré in vitro que les cellules Treg étaient une source de TGF  pour le 

développement des Th17 (Veldhoen et al. 2006). Récemment, deux équipes ont montré que 

l’IL6 induit les cellules Treg naturelles à devenir des cellules Th17 de façon TGF  

dépendante alors que les cellules Treg induites sont résistantes à la conversion en Th17 par 

l’IL6 (Xu et al. 2007; Zheng et al. 2008). Cette nouvelle notion de "plasticité" des cellules 

Treg suggère que selon l’environnement cytokinique, les cellules Treg peuvent exprimer le 

facteur de transcription Foxp3 et sécréter de l’IL17. Cette conversion des cellules Treg en 

Th17 pourrait entraîner des conséquences néfastes en clinique. En effet, le traitement de 

maladies autoimmunes par l’administration de cellules Treg peut, par leur conversion en 

cellules productrices d’IL17, aboutir à l’augmentation plutôt qu’à la diminution de 

l’inflammation. Cependant, cela ne semble pas être le cas dans une étude récente montrant 

que les cellules Treg peuvent empêcher l’apparition d’une colite induite par le transfert de 

cellules naïves CD4+CD45RBhi (Uhlig et al. 2006).  

 

1.2. Les cellules T CD8+CD45RClow 
 

Très récemment, les travaux de Saoudi et al. ont démontré chez le rat pour la 

première fois, l’existence d’une sous-population de lymphocytes T CD8+ avec des capacités 

régulatrices (Xystrakis et al. 2004). L’expression de CD45RC a permis de distinguer 2 types 

de sous-population chez le rat: CD45RChi et CD45RClo. Ils ont démontré que les cellules T 

CD8+CD45RClo fraîchement isolées ont des propriétés régulatrices, ne sont pas 

cytotoxiques, produisent des cytokines de type Th2 (IL4, IL10 et IL13), expriment 

sélectivement Foxp3 et CTLA-4 et inhibent les réponses immunitaires alloréactives à la fois 

in vivo et in vitro. Les fonctions régulatrices et les mécanismes d’action de ces cellules sont 

liés à une inhibition de l’expansion des cellules effectrices CD4+ Th1. De plus, cette 

régulation requiert des contacts cellulaires et non une action dépendante des cytokines 

(Xystrakis et al. 2004). L’activité régulatrice de ces cellules a été confirmée in vivo dans un 

modèle de maladie du greffon contre l’hôte (GVHD) (Xystrakis et al. 2004) mais aussi dans 

un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat (Guillonneau et al. 2007).  
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En 2003, Cosmi et al. ont caractérisé une population de thymocytes CD8+CD25+ 

présente chez l’homme. Ces cellules ont un phénotype, des caractéristiques fonctionnelles 

et un mécanisme d’action équivalent aux Treg CD4+CD25+ (Cosmi et al. 2003). 

 

2. Les cellules T régulatrices induites 
 

Par opposition aux cellules Treg naturelles, des cellules T dont l’activité régulatrice 

est induite, ou acquise, ont été identifiées. Ces cellules, appelées Treg induites, sont 

générées après stimulation en périphérie par un antigène du non-soi.  

 

2.1. Les cellules T CD4+CD25+Foxp3+ 
 

Il a été démontré que des cellules régulatrices ayant le même phénotype et les 

mêmes propriétés que les Treg CD4+CD25+ naturelles pouvaient être générées en périphérie 

par différents mécanismes (Shevach 2006). De nombreuses études ont montré que le TGF  

pouvaient induire la conversion de cellules T CD4+CD25- en cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ 

in vitro et in vivo (Yamagiwa et al. 2001; Fantini et al. 2004). Des études ont aussi suggéré 

que certains protocoles d’induction de tolérance à une allogreffe in vivo pouvaient induire 

des cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ (induction dépendante du TGF ) (Cobbold et al. 2004; 

Ochando et al. 2006). 

 

2.2. Les cellules Tr1 
 

Les cellules Tr1 ont été décrites par le groupe de M.G. Roncarolo. En effet, ils ont 

montré que des cellules T CD4+ murines activées en présence d’IL10 se différencient en 

cellules régulatrices produisant de forts taux d’IL10, capables d’inhiber la colite autoimmune 

(Groux et al. 1997). Les cellules Tr1 sont caractérisées par un profil de sécrétion de 

cytokines particulier, différent des profils Th1 et Th2 : les cellules Tr1 produisent de grandes 

quantités d’IL10, d’IL5, du TGF , de l’IFN , et de faibles quantités d’IL4 et d’IL2 (Groux et al. 

1997). Il est également possible de générer ces cellules à partir de cellules T CD4+ 

humaines, en utilisant de l’IFN  en combinaison avec de l’IL10 (Levings et al. 2001). L’IL10 

est une cytokine cruciale pour les cellules Tr1, à la fois pour leur génération et pour leur 

fonction. L’ajout d’anticorps anti-IL10 bloque l’activité suppressive de ces cellules (Groux et 

al. 1997). 

 

2.3. Les cellules Th3 
 

Les cellules Treg induites Th3 ont été découvertes chez des souris protégées du 

développement de l’EAE (Encéphalite Allergique Expérimentale) par administration orale de 
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la protéine basique de la myéline (MBP) (Chen et al. 1994). Elles sont caractérisées par leur 

forte production de TGF , leur faible production d’IL10 et d’IL4 et leur absence de sécrétion 

d’IFN  et d’IL2 (Chen et al. 1994; Fukaura et al. 1996). La différenciation des cellules Th3 est 

favorisée in vitro en présence d’IL4, IL10 et TGF et est inhibée par l’IL12 (Weiner 2001). 

Les cellules Th3 sont capables in vitro de réguler les cellules Th1 et Th2 de manière non 

spécifique de l’antigène via la sécrétion de TGF  et favorisent la production d’IgA par les 

cellules B (Weiner 2001). Plus récemment, le groupe de Weiner a démontré que ces cellules 

avaient la capacité d’induire la différenciation de cellules T en cellules Treg 

CD4+CD25+Foxp3+ (Carrier et al. 2007). 

 

2.4. Les cellules T CD8+CD28- 
 

Une population de cellules Treg CD8+CD28- spécifiques d’antigène a été décrite chez 

l’homme par le groupe de N. Suciu-Foca. Ces cellules peuvent être générées in vitro à partir 

de cellules du sang (PBMC) stimulées de façon répétée par des cellules présentatrices 

d’antigène allogéniques (Liu et al. 1998), xénogéniques (Ciubotariu et al. 1998; Colovai et al. 

2000), ou syngéniques pulsées avec des peptides synthétiques (Jiang et al. 1998).  Ces 

cellules sont capables d’induire la surexpression des récepteurs inhibiteurs ILT-3 et ILT-4 

dans des monocytes, des cellules endothéliales et dendritiques, rendant ces CPA 

tolérogènes et incapables de stimuler des cellules T CD4+ alloréactives (Manavalan et al. 

2004). Des cellules CD8+CD28- ont été retrouvées en grandes proportions chez des patients 

greffés rénaux, hépatiques ou cardiaques, ne présentant pas de signe de rejet, par 

comparaison avec des individus sains (Cortesini et al. 2002; Colovai et al. 2003). 

Contrairement aux cellules Tr1 et Th3, pour lesquelles l’activité suppressive est fortement 

dépendante de la production de cytokines suppressives, les cellules T CD8+CD28- agissent 

principalement par contact cellulaire avec la cellule présentatrice d’antigène. Ces cellules ont 

été décrites comme prévenant le rejet aigu mais pas chronique du greffon dans un modèle 

de greffe de foie chez le rat (Liu et al. 2007). 

 

2.5. Les cellules T CD3+CD4-CD8- 
 

Les cellules T régulatrices double négative TCR +CD3+NK1.1-CD4-CD8- (DN) 

matures représentent 1 à 5% des lymphocytes T périphériques chez l’homme (Fischer et al. 

2005) et 1 à 3% chez les rongeurs (Zhang et al. 2000). Elles n’expriment pas de CD4, de 

CD8 ou de CD28 (Zhang et al. 2000) mais expriment des marqueurs d’activation tels que le 

CD25, CD69 ou Foxp3 (Chen et al. 2004). Ces cellules sont caractérisées par leur forte 

production d’IFN  et de TNF  et leur absence de sécrétion d’IL4, IL10, IL13 et IL2 (Zhang et 

al. 2000). Afin d’exercer leurs propriétés régulatrices, les cellules T DN ont besoin d’une 
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stimulation par le TCR, un contact direct avec les cellules cibles (Young et al. 2003), ainsi 

que la présence de cytokines telles que l’IL2 et l’IL4 (Zhang et al. 2000). Il a été décrit que 

les cellules T DN exercent une inhibition spécifique de l’antigène suite à l’expression en 

surface des complexes CMH-peptides des CPA par un mécanisme d’échange de fragments 

de membrane plasmique lors de la synapse immunologique, appelé trogocytose (Ford 

McIntyre et al. 2008). Il a été montré que les cellules T DN peuvent tuer les cellules T CD8+ 

et CD4+ par l’interaction Fas/FasL (Ford et al. 2002) ou par inhibition de leur production IL2 

(Chen et al. 2003b; Chen et al. 2005) De plus, il a été décrit que ces cellules étaient plus 

résistantes à l’apoptose par la diminution de l’expression du récepteur Fas ainsi que par la 

surexpression de gènes de survie tels que Bcl-xL et Bcl-2 (Khan et al. 1999).  

In vivo, il a été montré que les cellules T DN contribuaient au maintien de la tolérance 

immunologique (Priatel et al. 2001), de la prévention du rejet de greffe (Zhang et al. 2000) et 

de la GVHD (Young et al. 2003) dans de nombreux modèles animaux. En transplantation, 

les cellules T DN prolongent la survie d’allogreffe de peau (Zhang et al. 2000) et de cœur 

(Chen et al. 2003b) ainsi que la survie de xénogreffe (Chen et al. 2003a).  

 

2.6. Les cellules NKT 
 

Les cellules NKT sont une population de cellules avec un répertoire restreint 

exprimant à la fois les récepteurs de cellules NK, comme le CD161 ou NKRP1 et le 

TCR Les cellules NKT reconnaissent et tuent les cellules tumorales exprimant des 

antigènes lipidiques sur les molécules du CMH de classe Ib CD1d (Bendelac et al. 1997). 

Elles possèdent donc une activité cytotoxique et sécrètent de grande quantités de cytokines, 

dont l’IL4, l’IFN , le TGF  et l’IL10 (Bendelac et al. 1997). Les cellules NKT ont été montrées 

comme étant impliquées dans la régulation de maladies autoimmunes telles que le diabète 

(Frey and Rao 1999) et dans l’acceptation d’allogreffe dans différents modèles de greffe 

cardiaque (Seino et al. 2001; Higuchi et al. 2002). 

 

3. Les mécanismes de suppression  
 

Le ou les mécanismes moléculaires précis par lequel les cellules régulatrices inhibent 

l’activation et la prolifération d’autres cellules T sont souvent controversés et sont 

actuellement en cours d’investigation. Plusieurs mécanismes ont, à l’heure actuelle, été 

décrits : la suppression par l’intermédiaire de cytokines, la suppression par interaction directe 

entre la cellule régulatrice et les cellules effectrices, la lyse des cellules effectrices et enfin la 

modulation des CPA (Figure 7) (Vignali et al. 2008). 
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Figure 7 : Les différents mécanismes de suppression des Treg. 

D’après Vignali et al. (Vignali et al. 2008). 

 

3.1. Les cytokines suppressives 
 

Les deux cytokines principales décrites comme ayant des propriétés 

immunosuppressives sont l’IL10 et le TGF  (Figure 7a) (Vignali et al. 2008). Cependant, 

récemment une autre cytokine a été découverte ayant les mêmes capacités régulatrices : 

IL35. 

 

3.1.1. L’IL35 
 

IL35 est une cytokine de la famille de l’IL12 qui est formée de 2 sous chaînes, l’EBI3 

et l’IL12p35. L’IL35 a été montrée comme étant nécessaire aux cellules T régulatrices pour 

avoir une activité suppressive maximale. De plus, l’IL35 est suffisante pour supprimer la 

prolifération des lymphocytes T effecteurs in vitro (Collison et al. 2007). De façon 

intéressante, l’IL35 inhibe la différenciation des cellules T CD4+ de type Th17 et atténue la 

sévérité de l’arthrite dans un modèle murin en diminuant la production d’IL17 (Niedbala et al. 

2007). Contrairement aux résultats obtenus chez la souris, une récente étude a montré que 

les cellules Treg humaines n’exprimeraient pas l’IL35 de façon constitutive (Bardel et al. 

2008). 

 

 

3.1.2. L’IL10 
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Le rôle de l’IL10, sécrétée par les cellules Treg, a été montrée dans de nombreux 

modèles de tolérance à une allogreffe ou dans différents types de maladies autoimmunes 

(Asseman et al. 1999; Suri-Payer and Cantor 2001). A contrario, une étude récente a montré 

que la délétion spécifique de la production d’IL10 par les cellules Treg ne provoquait pas 

l’apparition de maladies autoimmunes systémique (Malleo et al. 2008). Cependant, cette 

délétion pouvait entraîner des pathologies du colon et du poumon plus importantes chez la 

souris. Ces résultats récents suggèrent que l’IL10 sécrétée par les cellules Treg aurait un 

rôle plus important dans le contrôle des réponses inflammatoires vis-à vis de pathogènes 

extracellulaires (Rubtsov et al. 2008). Cependant, cette cytokine a un rôle crucial dans la 

génération et la fonction des cellules T régulatrices de type Tr1 (Roncarolo et al. 2001). Son 

rôle dans la suppression médiée par les cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ reste encore très 

controversé. 

 

3.1.3. Le TGFβ
 

Tout comme pour l’IL10, la contribution du TGF  à la suppression par les cellules 

Treg est controversée. Le rôle du TGF dans le contrôle de la colite chez la souris a été 

fermement établi. En effet, le contrôle de la colite par les cellules CD4+CD45RClo ou 

CD4+CD25+ est totalement abrogé lorsque les souris sont traitées avec un anticorps anti-

TGF  (Powrie et al. 1996; Liu et al. 2003). De plus, dans le modèle de protection du diabète 

chez la souris NOD par traitement avec un anti-CD3, l’administration d’un anticorps anti-

TGF  abroge la protection (Belghith et al. 2003). Cependant, ces études ne permettent pas 

de déterminer si la signalisation par le TGF  implique les cellules Treg ou les cellules 

répondeuses. 

Certaines études ont suggéré que les cellules Treg CD4+CD25+ activées exprimaient 

à leur surface une forme membranaire du TGF , et qu’elles pourraient ainsi délivrer du TGF  

aux cellules répondeuses directement par contact cellulaire (Nakamura et al. 2001). A 

l’inverse, Piccirillo et al. ont montré que le TGF  n’était pas requis pour la fonction 

suppressive in vitro. En effet, ni la neutralisation du TGF  par un anticorps monoclonal ou 

une forme soluble du récepteur au TGF  (TGF- RII-Fc), ni l’utilisation de cellules 

répondeuses insensibles au TGF  (déficientes pour Smad3 ou exprimant un récepteur au 

TGF  de type II dominat négatif) ne bloque la fonction suppressive des cellules Treg 

CD4+CD25+ in vitro (Piccirillo et al. 2002). 

Cependant, in vivo, la signalisation par le TGF  dans les cellules répondeuses 

semble être essentielle à leur contrôle par les cellules Treg. Dans un modèle de diabète de 

type 1 médié par les cellules T CD8+ chez la souris, l’expression d’un récepteur au TGF  



                                                                                                                Introduction-Tolérance  

 43 

fonctionnel sur les cellules T CD8+ anti-îlots est essentielle au contrôle par les cellules Treg 

CD4+CD25+ (Green et al. 2003). De même, l’équipe de Powrie a montré récemment dans un 

modèle de colite, que les cellules effectrices CD45RChi insensibles au TGF  échappent au 

contrôle par les Treg CD4+CD25+ in vivo (Fahlen et al. 2005). Dans cette étude, les cellules 

Treg CD4+CD25+ issues de souris déficientes pour le TGF  sont capables de contrôler la 

colite, mais la suppression est inhibée par un anticorps anti-TGF . Pris collectivement, ces 

résultats suggèrent que la production de TGF  par des cellules autres que les Treg (par 

exemple les CPA ou les cellules T) semble être impliquée dans la régulation. 

 

En résumé, l’importance de l’IL10 et le TGFb a été démontré dans la suppression 

exercée par les cellules Tr1 et Th3 respectivement (Roncarolo et al. 2001; Weiner 2001). 

Les cellules Treg naturelles ont depuis longtemps été décrits comme exerçant leur fonction 

suppressive par contact cellulaire et non par l’intermédiaire de cytokines (Takahashi et al. 

1998; Thornton and Shevach 1998). Cependant, un rôle de ces cytokines ne peut être 

totalement exclu (Vignali et al. 2008). 

 

3.2. La suppression par contact cellulaire 
 

Certaines études suggèrent que la suppression pourrait être exercée par une 

interaction directe entre la cellule Treg et la cellule T effectrice (Figure 7c), notamment par 

l’intermédiaire de CTLA-4.  

La molécule CTLA-4 est connue pour être un important régulateur négatif de la 

fonction T, mais il a également été impliqué dans les mécanismes d’action des cellules 

régulatrices. Contrairement aux cellules T naïves, les cellules Treg CD4+CD25+ expriment 

constitutivement la molécule CTLA-4. Le blocage de CTLA-4 par l’administration d’un 

anticorps anti-CTLA-4 bloquant induit chez la souris naïves des maladies auto-immunes 

similaires à celles produites lors de la déplétion des cellules T CD4+CD25+ et ce sans réduire 

leur nombre (Takahashi et al. 2000). Les ligands de CTLA-4 sont les molécules B7, connues 

pour être exprimées par les cellules présentatrices d’antigène, mais également par les 

cellules T activées. Ces molécules sont essentielles pour la suppression exercée par les 

Treg, car leur absence sur les cellules T effectrices réduit leur susceptibilité à être contrôlées 

par les cellules T CD4+CD25+ (Paust et al. 2004).  

 

3.3. La cytotoxicité des Treg 
 

Des données récentes suggèrent que l’un des mécanismes d’actions des cellules 

Treg CD4+CD25+ pourrait être la lyse des cellules cibles par cytotoxicité (Figure 7b). En 

effet, une activité cytotoxique importante a été constatée dans des modèles d’induction de 
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tolérance, ce qui démontre qu’elle n’est pas toujours associée au rejet (Armstrong et al. 

1987; Bugeon et al. 1993; Heslan et al. 2006). De plus, des animaux déficients pour les 

perforines ou pour Fas sont capables de rejeter une allogreffe (Selvaggi et al. 1996), ce qui 

montre que l’activité cytotoxique n’est pas forcément associée et nécessaire au rejet de 

greffe. 

Plusieurs mécanismes de cytotoxicité ont été impliqués : la voie Fas/FasL (Watanabe 

et al. 2002) ou la voie granzyme/perforine. Certaines études montrent un rôle pour 

granzyme-A et la perforine (Grossman et al. 2004a; Grossman et al. 2004b) et d’autres sont 

en faveur d’un mécanisme dépendant de granzyme-B, et indépendant de la perforine 

(Gondek et al. 2005). La voie Fas/FasL est aussi utilisée par les cellules T régulatrices 

double négative (Ford et al. 2002). En revanche, ni les cellules Treg CD8+CD45RClo, ni les 

cellules CD8+CD28- ne semblent utiliser la cytotoxicité pour exercer leur activité régulatrice 

(Liu et al. 1998; Xystrakis et al. 2004).  

 

3.4. La modulation des cellules dendritiques 
 
 En plus de l’effet direct des cellules Treg sur la fonction des cellules T effectrices, ces 

cellules peuvent aussi interagir et moduler la maturation des cellules dendritiques (Figure 

7d) (Tadokoro et al. 2006). Une telle modulation de la cellule dendritique peut impliquer 

divers mécanismes, tels que la diminution de l’expression des molécules du CMH et de 

costimulation (Cederbom et al. 2000) ou encore l’induction de molécules inhibitrices telles 

que B7-H4 (Kryczek et al. 2006). Nous avons vu précédemment que l’interaction CTLA-4/B7 

a été impliquée dans un mécanisme de suppression par contact direct avec les cellules T 

effectrices. CTLA-4 peut également se lier aux molécules B7 sur les cellules dendritiques. Il 

a été montré que cette interaction induisait l’expression, dans les cellules dendritiques, de 

l’indoléamine 2,3-dioxygénase (IDO), une molécule régulatrice intervenant dans le 

métabolisme du tryptophane (Fallarino et al. 2003; Mellor and Munn 2004). L’interaction de 

LAG-3 (exprimé par les Treg) avec les molécules du CMH de classe II (présents sur les DCs) 

a récemment été montrée comme induisant le blocage de la maturation des DCs (Liang et al. 

2008).  

 

 

IV. Les cellules dendritiques tolérogènes 
 

Les cellules dendritiques sont des régulateurs clés du devenir de la réponse 

immunitaire, capables à la fois d’induire ou d’inhiber les réponses T selon les circonstances. 

L’état de maturation des cellules dendritiques n’est pas le seul critère déterminant la réponse 



                                                                                                                Introduction-Tolérance  

 45 

immunitaire. En effet, la décision d’induire l’immunité ou la tolérance résulte de l’intégration 

complexe de différents signaux par les cellules dendritiques. 

 

1. La terminologie des cellules dendritiques tolérogènes 
 

Il a été montré à de nombreuses reprises que les cellules dendritiques immatures 

auraient des propriétés tolérogènes. Elles pourraient aussi permettre le contrôle, en 

périphérie, des lymphocytes T autoréactifs qui ont échappés à la sélection négative lors de 

leur développement dans le thymus (Steinman and Nussenzweig 2002; Steinman et al. 

2003). Un nouveau concept est alors apparu, la fonction des cellules dendritiques serait 

dépendante de leur état de maturation. En effet, le groupe de Nussenzweig et Steinman a 

démontré que des protéines de fusion ciblées vers les cellules dendritiques immatures 

menaient à l’induction de tolérance spécifique d’antigène (Bonifaz et al. 2002). Cependant, la 

maturation des cellules dendritiques ainsi que la forte expression des molécules de 

costimulation ont été montré comme nécessaire pour l’induction de la tolérance dans 

certains modèles (Albert et al. 2001; Menges et al. 2002). Il a donc été proposé un état de 

maturation intermédiaire "semi-mature" pouvant être induit par différents stimuli comme le 

TNF  (Lutz and Schuler 2002; Menges et al. 2002). Cependant, les cellules dendritiques 

matures peuvent également induire la tolérance périphérique en induisant l’expansion 

clonale des cellules Treg naturelles (Yamazaki et al. 2003). A l’heure actuelle, les marqueurs 

de la maturation ne permettent donc pas de différencier la fonction des cellules dendritiques 

et leurs fonctions restent dons le seul moyen de les différencier (Reis e Sousa 2006). 

 

2. Les mécanismes d’actions des cellules dendritiques tolérogènes 
 

De nombreuses études suggèrent qu’en l’absence de maturation, les cellules 

dendritiques capturent des antigènes et migrent des tissus vers les ganglions sous la forme 

de cellules dendritiques immatures ou semi-mature. Elles vont alors induire la tolérance 

envers ces antigènes en entraînant l’anergie ou la délétion clonale des lymphocytes T 

réactifs (Steinman et al. 2003). De plus, une étude a montré que l’apport ciblé d’antigènes 

(grâce à une protéine, couplée à un anticorps anti-CD205, un récepteur d’endocytose) aux 

cellules dendritiques, en absence de danger, induit la prolifération des cellules T qui sont 

ensuite délétées. Les souris traitées avec cette protéine couplée à l’anticorps sont 

incapables de répondre à une restimulation. Par ailleurs, ils ont montré que la maturation des 

cellules dendritiques par le CD40 dans les mêmes conditions induisaient une forte 

prolifération des cellules T ainsi que la production d’IL2 et d’IFN  (Bonifaz et al. 2002).  

Les cellules dendritiques peuvent aussi induire la tolérance en entraînant la 

conversion de cellules T naïves ou le maintien et/ou la prolifération de cellules Treg. Les 



                                                                                                                Introduction-Tolérance  

 46 

cellules dendritiques immatures ont été décrites comme pouvant induire des cellules T 

régulatrices spécifiques de peptides exogènes (Dhodapkar et al. 2001; Dhodapkar and 

Steinman 2002) ou des cellules Treg CD4+ spécifiques d’alloantigènes (Jonuleit et al. 2000; 

Levings et al. 2005). Un sous-type spécifique de cellules dendritiques chez la souris a été 

identifiée comme ayant la capacité d’induire des cellules Tr1 (Wakkach et al. 2003). Dans 

cette étude, Wakkach et al. ont montré qu’il était possible de générer à partir de la moelle 

osseuse des cellules dendritiques CD11cloCD45RB+, en présence d’IL10 et de TNF  

induisant la différenciation de cellules T naïves en lymphocytes Tr1. Les mêmes capacités 

d’induction de cellules Treg productrices d’IL10 ont été décrites pour les cellules dendritiques 

matures (Verhasselt et al. 2004; Lundqvist et al. 2005). De plus, Yamazaki et al., ainsi que 

d’autres groupes, ont montré que les cellules dendritiques matures avaient la capacité 

d’expandre les cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ (Yamazaki et al. 2003; Kretschmer et al. 

2005; Banerjee et al. 2006). Plus récemment, les cellules dendritiques plasmacytoïdes 

(pDCs) ont été décrites comme possédant la capacité d’induire des cellules Tregs 

CD4+CD25+Foxp3+ (Ochando et al. 2006). Dans cette étude, Ochando et al. ont montré, 

dans un modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque chez la souris, que les cellules 

dendritiques plasmacytoïdes du receveur capturent et apprêtent les alloantigènes dans le 

greffon et migrent ensuite dans les ganglions lymphatiques périphériques. Dans les 

ganglions lymphatiques, ces pDC présentent les alloantigènes aux cellules T et induisent  la 

génération de cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+ spécifiques des alloantigènes. De plus, une 

équipe de notre laboratoire a montré, chez le rat, que les pDC matures sont les seules 

cellules dendritiques matures à pouvoir expandre in vitro les cellules Treg CD4+CD25+. Ils 

ont montré que cette expansion nécessite un contact cellulaire entre les pDC et les Treg et 

est indépendante de l’IL2 (Ouabed et al. 2008). En 2008, Goubier et al. ont montré que les 

pDC induisent une tolérance orale en inhibant l’activation orale des cellules T. En effet, ils 

ont montré que les pDC semblent induire l’anergie ou la délétion des cellules T spécifiques 

d’antigènes dans le foie (Goubier et al. 2008). 

Les cellules dendritiques ont aussi été montré comme induisant la tolérance via 

l’expression de l’enzyme IDO (Munn et al. 2002; Mellor and Munn 2004). IDO est une 

enzyme impliquée dans le catabolisme du tryptophane et a été décrite comme ayant la 

capacité d’inhiber la réponse des cellules T (Munn et al. 1998). Plus récemment, un nouveau 

mécanisme d’induction de tolérance périphérique par les cellules dendritiques a été décrit et 

implique l’induction de l’expression de CD5 par les lymphocytes T (Hawiger et al. 2004). Le 

CD5 conduit à une absence de prolifération des cellules T en réponse à une restimulation 

antigénique  

 

3. L’induction d’une fonction tolérogène 
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De nombreux mécanismes peuvent conférer des propriétés tolérogéniques aux 

cellules dendritiques (Figure 8). L’interaction des cellules dendritiques avec les lymphocytes 

Treg conduit à l’engagement du CTLA-4 porté par les cellules Treg avec les molécules B7 

sur les cellules dendritiques. Cette liaison induit l’expression d’IDO qui confère aux cellules 

dendritiques des propriétés tolérogènes (Fallarino et al. 2003; Mellor et al. 2003). De plus, 

les cellules Treg CD8+CD28- inhibent l’expression de molécules de costimulation (B7.1, B7.2 

et CD40) et augmentent l’expression de récepteurs inhibiteurs ILT3 et ILT4 (Immunoglobulin 

Like Transcript) sur les cellules dendritiques (Chang et al. 2002). Ainsi, les cellules 

dendritiques ILT3hi et ILT4hi devenues tolérogènes induisent l’anergie des ccellules T hehper 

et stimulent la génération de nouvelles cellules Treg spécifiques des alloantigènes 

(Manavalan et al. 2003; Manavalan et al. 2004). Enfin, les cellules dendritiques peuvent 

acquérir des propriétés tolérogènes après culture in vitro en présence de facteurs 

tolérogènes tels que l’IL10, TGF , vitamines D3 ou des corticostéroïdes (O'Neill et al. 2004). 

 

               

 

Figure 8 : Les différents mécanismes pouvant conférer des propriétés tolérogènes aux 
cellules dendritiques. 

D’après O’Neill et al (O'Neill et al. 2004). 
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C. Futurs protocoles cliniques d’induction de tolérance en 
transplantation ? 

 
 

A l’heure actuelle, les traitements immunosuppresseurs permettent d’améliorer le 

taux de réussite des greffes sans toutefois prévenir du développement du rejet chronique. 

Les recherches en transplantation ont donc pour but de développer de nouveaux protocoles 

permettant d’induire une tolérance à l’allogreffe. Parmi ces protocoles, la mise en place de 

traitement par thérapie cellulaire "tolérogène" est de plus en plus envisagé, basée sur deux 

populations leucocytaires, les cellules dendritiques et les cellules T régulatrices. En effet, 

nous avons vu que ces deux populations cellulaires pouvaient acquérir des propriétés 

tolérogènes.  

Il a été montré chez la souris que le transfert de cellules régulatrices T CD4+CD25+, 

expandues in vitro, permettent d’induire une prolongation de survie d’allogreffe (Xia et al. 

2008) et de prévenir de la GVHD (Trenado et al. 2006). Cependant, nous avons vu que 

selon l’environnement cytokinique, ces cellules Treg pouvaient se convertir en cellules 

effectrices Th17 (Xu et al. 2007). L’injection de ces cellules en association avec un 

immunosuppresseur permettraient de contrôler l’environnement cytokinique inflammatoire et 

ainsi empêcher leur conversion en Th17. Il a été montré que la rapamycine et l’anti-

thymocyte globulin (ATG) permettent la suppression des cellules T effectrices sans interférer 

avec la fonction des cellules Treg. De plus, ces drogues permettent même in vitro d’induire 

et d’expandre les cellules Treg chez l’homme et la souris (Battaglia et al. 2006; Coenen et al. 

2007; Ruzek et al. 2008). Par contre, des études, in vivo et in vitro, ont montré que la 

cyclosporine A, un inhibiteur de la calcineurine, qui est depuis longtemps utilisée en clinique, 

a des effets néfastes sur la génération et fonction des cellules Treg (Baan et al. 2005; Zeiser 

et al. 2006; Coenen et al. 2007). Ces résultats suggèrent que la cyclosporine A n’est peut 

être pas l’immunosuppresseur le plus adapter pour l’établissement d’une tolérance par ce 

type de thérapie cellulaire. 

 

Les cellules dendritiques sont des cellules clés de la régulation de la réponse 

immunitaire innée et adaptative et ont été montré comme possédant des propriétés 

tolérogènes, c’est pourquoi ces cellules ont intéressées de nombreuses équipes pour la mise 

en place de protocoles de thérapie cellulaire. En effet, il a été montré chez le rongeur que 

l’injection, plusieurs jours avant la transplantation, de cellules dendritiques immatures 

tolérogènes permettait de prolonger significativement la survie d’allogreffe (Fu et al. 1997; Lu 

et al. 1997; Garrovillo et al. 2001). De plus, une étude chez l’homme a montré que l’injection 
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de cellules dendritiques immatures à des volontaires sains permettait d’inhiber la réponse 

immunitaire prouvant le pouvoir thérapeutique de ces cellules (Dhodapkar et al. 2001). 

Cependant, les cellules dendritiques, une fois injectées, risquent de maturer en réponse aux 

signaux de danger ou à d’autres facteurs proinflammatoires. L’association des cellules 

dendritiques avec un traitement immunosuppresseur, par exemple la rapamycine, pourrait 

permettre de contrôler l’environnement inflammatoire mais aussi la maturation des cellules. 

En effet, la rapamycine a été décrite comme inhibant la maturation des cellules dendritiques 

chez la souris (Hackstein et al. 2003).  

 

L’injection de ces deux types de cellules seules en association avec un traitement 

immunosuppresseur pourrait avoir des effets bénéfiques. Cependant, l’administration 

combinée des cellules Treg et des cellules dendritiques pourrait être encore plus avantageux 

en permettant la diminution du temps de traitement immunosuppresseur. En effet, les 

cellules dendritiques pourraient être maintenues dans un état tolérogène par 

l’immunosuppresseur, permettant ainsi l’induction de cellules Treg qui en retour pourraient 

être impliquées dans le maintien des propriétés tolérogènes des cellules dendritiques. Une 

telle boucle de régulation entre les cellules dendritiques tolérogènes et les cellules treg a été 

décrite dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez la souris (Min et al. 2003a). Les auteurs 

ont montré d’une part que les cellules T naïves, cultivées in vitro avec des cellules 

dendritiques tolérogènes issues des souris tolérantes, possèdent un pourcentage augmenté 

de cellules T CD4+CD25+ et sont capables d’inhiber une MLR naïve. D’autre part, ils ont 

aussi montré que les cellules dendritiques naïves générées in vitro en présence de cellules T 

CD4+ issues de souris tolérantes, possèdent un phénotype immature ainsi qu’une faible 

capacité stimulatrice. 

 

Ce travail de thèse a donc contribué à l’étude des mécanismes régulateurs ainsi qu’à 

la caractérisation de nouveaux médiateurs de la tolérance à l’allogreffe cardiaque chez le rat. 

Dans un futur prochain, ces nouvelles molécules pourraient être utilisées comme outils 

diagnostics mais aussi dans des protocoles de thérapie cellulaire en clinique dans le 

domaine de la transplantation, mais aussi dans les domaines de l’autoimmunité et de la 

cancérologie. 
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A. Modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque par 
traitement avec le LF15-0195 

 
 

I. Induction de tolérance par traitement avec le LF15-0195 
 

L’induction d’une tolérance demeure un objectif primordial en transplantation. Les 

traitements immunosuppresseurs utilisés sont généralement administrés à vie. Ces 

traitements ont pour effet de déprimer à long terme le système immunitaire du receveur et 

entraînent des complications chez les patients (infections chroniques, tumeurs…). Il est donc 

nécessaire d’identifier de nouveaux médiateurs de la tolérance qui pourraient servir d’outils 

thérapeutiques pour induire la tolérance. 

 

1. Le modèle de greffe 
 

Le modèle animal d’allogreffe cardiaque étudié dans ce travail utilise des souches de 

rats congéniques de fond génétique Lewis. Le donneur d’organe est d’haplotype RT1u 

(souche LEW.1W) et le receveur d’haplotype RT1a (souche LEW.1A). RT1 est le système du 

CMH chez le rat (Gill et al. 1987). Du fait que le donneur et le receveur partagent le même 

fond génétique Lewis, les mécanismes immunologiques mis en jeu dans cette combinaison 

sont donc entièrement dépendants de l’histocompatibilité du CMH de classe I et II. 

 

Ce système constitue un modèle de rejet d’allogreffe lorsque les animaux receveurs 

ne sont pas traités. Dans cette combinaison LEW.1W sur LEW.1A, l’allogreffe cardiaque est 

rejetée en 6 ± 0,6 jours (Figure 9) (Soulillou et al. 1984). Les donneurs et les receveurs sont 

toujours des mâles agés de 8 à 12 semaines. La greffe de cœur est réalisée selon la 

technique décrite par Ono et Lindsey (Ono and Lyndsey 1968). Le greffon est placé chez le 

receveur en position hétérotopique intra-abdominale et transversale en dessous des 

pédicules rénaux. La durée de la greffe est d’environ 30 à 40 minutes. La position du greffon 

permet de surveiller son fonctionnement par palpation à travers la paroi abdominale. Une 

échelle arbitraire de battements est utilisée (0 à +++) et le rejet est défini par la cessation de 

battements. 

 

L’équipe a montré, pour la première fois, qu’un court traitement quotidien pendant 20 

jours à partir du jour de la greffe avec le LF15-0195, un analogue de la déoxyspergualine, 

injecté par voie intrapéritonéale à une dose de 3mg/kg, permet d’induire une tolérance à long 

terme dans un modèle d’allotransplantation cardiaque chez le rat (Chiffoleau et al. 2002a) 

(Figure 9).  
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Figure 9. Modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque par traitement avec le LF15-
0195. 

Les receveurs LEW.1A reçoivent un cœur allogénique LEW.1W qui est sans traitement rejeté en 6,3 
jours en moyenne. L’injection, par voie intrapéritonéale, d’un analogue de la déoxyspergualine, le 
LF15-0195, pendant 10 jours à partir du jour de la greffe à une dose de 3 mg/kg permet une survie à 
long terme du greffon sans signe de rejet chronique.  

 

2. Le LF15-0195 
 

Le LF15-0195 est un immunosuppresseur analogue à la déoxyspergualine (DSG), 

développé par les laboratoires Fournier (Daix, France), qui est plus stable que la DSG.  

 

2.1. Les propriétés immunosuppressives 
 

Avant l’utilisation du LF15-0195, la DSG a été utilisée dans de nombreux protocoles 

expérimentaux chez le rongeur. En effet, la DSG permait d’induire une prolongation de 

survie d’allogreffe d’îlots du pancréas (Dickneite et al. 1986), de rein (Dickneite et al. 1986; 

Takeuchi et al. 1998), de cœur (Dickneite et al. 1986), mais aussi de peau (Nemoto et al. 

1987). Elle a aussi prouvé son efficacité chez des animaux atteints de leucémies (Ito et al. 

1986). 

Les propriétés immunosuppressives du LF15-0195 ont quant à elles été tout d’abord 

caractérisées dans la prévention de la GVHD chez la souris (Lebreton et al. 1999). Après 

quoi, le LF15-0195 a prouvé son efficacité dans de nombreux modèles expérimentaux chez 

le rongeur : l’allotransplantation (Chiffoleau et al. 2002a; Min et al. 2003b; Zhou et al. 2003), 

la xénotransplantation (Wang et al. 2003), l’encéphalomyélite auto-immmune expérimentale 

(Duplan et al. 2006) et le syndrome néphrotique idiopathique (Le Berre et al. 2009). Après 

ces résultats encourageants chez le rongeur, le LF15-0195 a été testé dans un modèle 

préclinique chez le primate. Dans ce modèle, il a permis d’induire une prolongation de survie 

d’allogreffe rénale (Yang et al. 2003a). 
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2.2. Les mécanismes moléculaires 
 

2.2.1. Interaction avec les protéines de choc thermique 
 

 Tout comme la DSG (Nadler et al. 1992), le LF15-0195 interagit avec Hsc70, le 

membre constitutif de la famille des protéines de choc thermique de 70kD (Komesli et al. 

1999). Cette interaction avec Hsc70 pourrait représenter la première étape du mécanisme 

d’action du LF15-0195. Les protéines de choc thermique possèdent de nombreuses 

fonctions en plus de leur capacité à se lier à une grande variété de protéines et de peptides. 

Elles peuvent modifier la conformation de diverses protéines et peptides et faciliter leur 

translocation aux travers des organelles cellulaires (Rothman 1989; Gething and Sambrook 

1992). Plusieurs études suggèrent que les protéines de choc thermique pourraient jouer un 

rôle dans la présentation antigénique par les molécules du CMH (Vanbuskirk et al. 1989; 

Srivastava et al. 1994). 

 

2.2.2. Induction de la voie des caspases 
 

Il a été montré que le LF15-0195 pouvait jouer un rôle dans la mort cellulaire des 

cellules T, en les sensibilisant à la mort cellulaire induite par l’activation (AICD) (Ducoroy et 

al. 2003). Les cellules T périphériques matures peuvent subir une apoptose "passive" si elles 

ne sont pas suffisamment stimulées par des facteurs de croissance. Elles peuvent 

également subir une forme unique de mort cellulaire appelée AICD, qui survient après des 

stimulations antigéniques répétées (Krammer 2000). 

 

Le LF15-0195 ne semble pas avoir d’effet sur l’apoptose passive, mais il est capable 

de sensibiliser des cellules T à l’AICD par un mécanisme dépendant de Fas, et ce non 

seulement sur des lignées T humaines (Jurkat), mais également sur des cellules T 

périphériques humaines (Ducoroy et al. 2003). 

Ces résultats ont été confirmés in vivo dans le modèle de GVHD. En effet, après greffe de 

moelle osseuse, il a été montré que le LF15-0195 induit l’apoptose des cellules T du 

donneur, par un mécanisme dépendant de Fas (Ducoroy et al. 2003). Ainsi, le LF15-0195 

pourrait protéger contre la GVHD en inhibant l’expansion des cellules T allogéniques anti-

receveur. 

 

2.2.3. Inhibition de la voie NF- B 
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Tout comme pour la DSG (Tepper et al. 1995), le LF15-0195 inhibe la signalisation 

du facteur de transcription NF- B (Yang et al. 2003b). En effet, l’activité de NF- B est 

fortement régulée par des protéines inhibitrices spécifiques, les I B. Dans une cellule au 

repos, ces protéines se lient à NF- B et masquent la séquence de translocation nucléaire, 

entraînant ainsi la séquestration de NF- B dans le cytoplasme. L’activation de la cellule 

mène à la phosphorylation des protéines kinases des I B, les IKK, qui phosphorylent I B. 

Une fois phosphorylée, I B est rapidement ubiquitinylée et dégradée dans le protéasome, 

permettant aisi la libération de NF- B, qui peut alors être transloqué dans le noyau. Une fois 

dans le noyau, NF- B interagit avec les sites KB situés dans les régions régulatrices de 

nombreux gènes et peut ainsi contrôler leur expression (Denk et al. 2000). L’action du LF15-

0195 sur la voie de signalisation de NF- B se situe au niveau des protéines kinases I B : il 

inhibe leur phosphorylation par les I B kinases, bloquant ainsi l’activation et la translocation 

nucléaire de NF- B (Yang et al. 2003b). Il a été décrit chez la souris, que le LF15-0195 

permettait l’induction de cellules dendritiques tolérogènes in vitro et in vivo en bloquant 

spécifiquement la voie de signalisation de NF- B (Min et al. 2003b). 

 

3. Résultats préalablement acquis et objectifs de l’étude 
 

L’équipe a montré que la tolérance à l’allogreffe cardiaque induite par le LF15-0195 

est durable et spécifique. En effet, la greffe tolérée ne développe aucun signe de rejet 

chronique, même plus de 100 jours après la transplantation (Chiffoleau et al. 2002a). Lors 

d’une seconde greffe cardiaque, les receveurs tolérants acceptent une greffe cardiaque de 

même haplotype que la première greffe, mais rejettent une greffe de tierce partie. Ceci 

démontre que la tolérance induite par le LF15-0195 est spécifique du donneur (Chiffoleau et 

al. 2002a).  

L’équipe a aussi observé que les animaux sous traitement sont fortement 

immunodéprimés. En effet, sous traitement, la réponse anticorps anti-donneur est totalement 

inhibée (Chiffoleau et al. 2002a) tandis qu’elle est partiellement restaurée 100 jours après la 

transplantation, avec une production préférentielle des IgG1 (Th2) au dépend des IgG2b 

(Th1) (Chiffoleau et al. 2002b). De plus, les animaux sous traitement présentent peu de 

cellules infiltrant la greffe (Chiffoleau et al. 2002a) alors que 100 jours après la greffe, un 

infiltrat important composé de macrophages et de lymphocytes a été observé (Heslan et al. 

2006). 

Ils ont aussi montré que les cellules T allospécifiques prolifèrent fortement contre les 

antigènes du donneur 5 jours après la greffe. Cependant, ces cellules T produisent moins 
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d’IFN  tandis que la production d’IL10 et TGF  n’est pas modifiée (Chiffoleau et al. 2002a), 

ce qui démontre que la phase d’induction de la tolérance est caractérisée par une inhibition 

de la différenciation Th1. Au contraire, chez les animaux tolérants à long terme, les cellules T 

CD4+ de la rate prolifèrent peu contre les alloantigènes (Chiffoleau et al. 2002b), suggérant 

la délétion des cellules alloréactives par AICD et/ou l’induction de cellules Treg. 

La présence de cellules T régulatrices a été mise en evidence par des expériences de 

transfert de tolérance à des receveurs irradiés. Ces cellules sont retrouvées parmi les 

cellules T CD4+ de la rate (Chiffoleau et al. 2002b) et les cellules infiltrant la greffe tolérée 

(Heslan et al. 2005). Une augmentation du pourcentage de cellules T CD4+CD25+ dans la 

rate des animaux tolérants a été observée par comparaison à des receveurs non traités 

(Chiffoleau et al. 2002b). Ces cellules ont aussi été retrouvées en proportion importante dans 

les greffes tolérées (Heslan et al. 2005). Ils ont ensuite montré que ces cellules T 

CD4+CD25+ exprimaient fortement l’ARNm du facteur de transcription Foxp3, à des niveaux 

comparables à ceux retrouvés dans les cellules Treg naturelles CD4+CD25+ de rats naïfs 

(Heslan et al. 2005). Les cellules Treg induite par le LF15-0195 prolifèrent peu contre les 

antigènes du donneur et produisent peu de cytokines, comme l’IFN  et l’IL10 et pas du tout 

d’IL2. De plus, ils ont montré que ces cellules Treg étaient spécifiques d’antigène. En effet, le 

transfert de 200x106 splénocytes de receveurs tolérants à des receveurs préalablement 

irradiés prévient le rejet d’une greffe de même haplotype que le rejet, mais n’empêche pas le 

rejet d’une greffe de tierce partie (Chiffoleau et al. 2002b). Les cellules T CD4+CD25+ de la 

rate spécifiques d’antigènes sont plus puissantes que les cellules Treg naturelles, car le 

transfert de quantités équivalentes de cellules T CD4+CD25+ d’un rat naïf (5x106) ne permet 

pas de prévenir le rejet de greffe (Chiffoleau et al. 2002b). De plus, nous avons pu transférer 

la tolérance avec 5x106 cellules T CD4+CD25+ de la rate des receveurs tolérants, et avec 

seulement 0.75x106 cellules infiltrant la greffe (Heslan et al. 2005), ce qui montre que ces 

dernières sont plus efficaces. Ce résultat peut être interprété de deux façons : soit les 

cellules Treg présentes dans la greffe possèdent une activité suppressive plus puissante, 

soit elles contiennent plus de cellules Treg allospécifiques que les cellules spléniques. 

 

 Afin de mieux caractériser les mécanismes impliqués dans la tolérance, l’équipe a 

appliqué la technique des puces à ADN (Applied Biosystems) sur des greffons 100 jours 

après la transplantation. Ces puces contiennent plus de 27000 gènes. L’équipe a comparé 

des allogreffes tolérées, induites par le LF15-0195 avec des allogreffes non rejetées mais 

présentant des signes de rejet chronique induites soit par des transfusions de sang du 

donneur (Soulillou et al. 1984; Heslan et al. 2006), soit par l’injection d’un adénovirus codant 

pour le CD40Ig (Guillonneau et al. 2007) et avec des greffons syngéniques. De façon 

intéressante, elle a observé peu de molécules surexprimées dans les allogreffes tolérées par 
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rapport aux allogreffes ayant du rejet chroniques et aux greffes syngéniques. Parmi ces 

gènes, l’équipe a identifié des molécules liées à la cytoprotection des cellules endothéliales 

(iNOS, HO-1, IDO), des molécules liées aux cellules T régulatrices (LAG-3, CCR4) et à 

l’infiltrat (IFN  et des membres de la famille des chemokines). Ces résultats sont en accord 

avec l’infiltrat important mais aussi avec l’accumulation de cellules T régulatrices observés 

dans les greffons tolérés, 100 jours après la transplantation (Chiffoleau et al. 2002b; Heslan 

et al. 2006). De manière surprenante, la surexpression de molécules cytotoxiques 

(Granzyme A, B, perforine) a aussi été constatée dans les allogreffes tolérées. Cependant, 

ces molécules cytotoxiques pourraient, dans notre modèle, être exprimées par les cellules 

effectrices mais aussi par les nombreuses cellules T régulatrices accumulées dans les 

allogreffes tolérées. En effet, il a été décrit que les cellules T régulatrices CD4+CD25+ 

pouvaient exercer leur activité suppressive par cytotoxicité (Grossman et al. 2004a; 

Grossman et al. 2004b). La surexpression de toutes ces molécules dans les allogreffes 

tolérées suggère la présence d’une tolérance active dans notre modèle, où les cellules T 

régulatrices réguleraient localement les cellules effectrices mais aussi une protection des 

cellules endothéliales contre le système immunitaire. C’est pourquoi, nous avons donc voulu 

étudier la coopération possible entre les cellules endothéliales exprimant des molécules 

cytoprotectrices et les cellules T régulatrices CD4+CD25+ accumulées dans les allogreffes 

tolérées. 

Nous nous sommes donc tout d’abord intéressé au rôle de certaines de ces 

molécules dont IDO et nous avons montré l’importance de cette molécule dans notre modèle 

de tolérance. Ce travail a abouti à une publication en 2007 dans l’"American Journal of 

Transplantation" (article 1). Nous avons aussi étudié une autre molécule, CLEC-1 (un 

récepteur lectine de type C) identifiée par les puces à ADN comme étant surexprimée dans 

les allogreffes tolérées dont la fonction est inconnue. Ce travail a permis une publication en 

2009 dans "The Journal of Immunology" (article 2). 
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II. Etude du rôle d’IDO dans la tolérance et de son lien avec les 
cellules Treg CD4+CD25+ 
 
 
 

1. Article 1 
 
 

 

 

 

 

“Role of IFN  in allograft tolerance mediated by CD4+CD25+ 

regulatory T cells by induction of IDO in endothelial cells” 

 

 

 

 

Paméla Thebault, Thomas Condamine, Michèle Heslan, Marcelo hill, Isabelle 

Bernard, Abdelhadi Saoudi, Régis Josien, Ignacio Anegon, Maria Cristina 

Cuturi et Elise Chiffoleau. 

 

 

 

 

Publié dans "The American Journal of Transplantation" (2007 Nov;7(11):2472-

82) 
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Résumé de l’article 1 

 

 Dans un modèle d’allogreffe cardiaque chez le rat, l’équipe avait préalablement 

montré qu’un traitement court de vingt jours avec le LF15-0195, un analogue de la 

déoxyspergualine, induit la survie à long terme de l’allogreffe sans signe de rejet chronique 

(Chiffoleau et al. 2002a). De plus, l’équipe avait aussi démontré l’accumulation de cellules T 

régulatrices CD4+CD25+Foxp3+ dans la rate et le greffon des animaux tolérants qui étaient 

capables de transférer la tolérance à un second receveur irradié (Chiffoleau et al. 2002b; 

Heslan et al. 2005).  

Dans cette étude, nous avons confirmé par cytométrie de flux, l’accumulation de 

cellules régulatrices T CD4+CD25+Foxp3+ dans la rate et le greffon des animaux tolérants, 

mais nous avons aussi constaté la présence de nombreuses cellules T CD4+CD25+Foxp3-. 

Ces cellules pourraient être des cellules T effectrices ou d’autres types de cellules T 

régulatrices. Nous avons aussi montré que les molécules liées à la cytoprotection 

surexprimées dans les allogreffes tolérées (IDO, iNOS et HO-1) étaient spécifiquement 

exprimées par les cellules endothéliales des vaisseaux du greffon. Suite au transfert de 

cellules T CD4+ issues de la rate d’animaux tolérants, nous avons observé une accumulation 

de nouvelles cellules T CD4+CD25+Foxp3+ et CD4+CD25+foxp3- dans le greffon ainsi qu’une 

forte expression d’IDO dans les cellules endothéliales du greffon. Par ailleurs, nous avons 

démontré in vitro et in vivo que les cellules T CD4+CD25+ d’animaux tolérants et non celles 

d’animaux naïfs induisaient une expression forte d’IDO dans les cellules endothéliales 

allogéniques par un mécanisme dépendant de l’IFN . De plus, nous avons observé in vivo 

que le transfert de tolérance pouvait être abolit en bloquant l’IFN  et IDO ce qui démontre un 

rôle important de ces deux molécules dans la tolérance. Nous avons aussi observé que 

l’inhibition de l’IFN  in vitro réduisait la survie et/ou l’expansion des cellules T régulatrices 

CD4+Foxp3+.  

 L’ensemble de ces résultats ont ainsi démontré une coopération entre les cellules 

endothéliales du greffon et les cellules T régulatrices CD4+CD25+ dans la mise en place d’un 

privilège immun local et un rôle clé de l’IFN  et IDO dans les mécanismes de tolérance. 
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2. Conclusions et Discussion  
 

L’équipe avait précédemment montré, dans un modèle d’allogreffe cardiaque 

incompatible pour les molécules du CMH de classe I et II chez le rat, qu’un court traitement 

de 20 jours avec un analogue de la déoxyspergualine (le LF15-0195) induit une tolérance à 

long terme spécifique du donneur et sans signe de rejet chronique. La tolérance se 

caractérise par une expansion spécifique de cellules T CD4+CD25+ dans la rate et le greffon. 

Ces cellules sont capables de transférer la tolérance à un second receveur préalablement 

irradié (Chiffoleau et al. 2002b; Chiffoleau et al. 2002a; Heslan et al. 2005). Afin de mieux 

comprendre les mécanismes impliqués dans notre modèle, l’équipe a appliqué la technique 

des puces à ADN. Elle avait aussi observé, dans les allogreffes tolérées, une accumulation 

de transcrits codant pour de nombreuses molécules cytoprotectrices telles que l’indoléamine 

2,3-dioxygénase (IDO), l’hème-oxygenase-1 (HO-1), la Nitric oxide synthase (NOS) (Heslan 

et al. 2006) ce qui suggérait une possible coopération entre les cellules endothéliales du 

greffon et les cellules T régulatrices pour la mise en place d’un privilège immun local.  

 

Dans cette étude, nous avons tout d’abord analysé chez les animaux tolérants, 

l’expression de la protéine Foxp3, marqueur spécifique des cellules régulatrices T 

CD4+CD25+ chez le rat (Heslan et al. 2005). Pour cela, nous avons utilisé un anticorps anti-

Foxp3 et nous avons observé par cytométrie de flux, une accumulation spécifique de cellules 

T CD4+CD25+Foxp3+ (50% des cellules T CD4+CD25+) dans la rate et la greffe des animaux 

tolérants par rapport à des animaux en rejet ou syngéniques. Nous avons aussi constaté la 

présence de nombreuses cellules T CD4+CD25+Foxp3- qui pourraient être une autre 

population de cellules T régulatrices ou des cellules T allogéniques activées.  

 

L’équipe avait précédemment démontré, grâce aux puces à ADN, une augmentation 

de trancrits codant pour IDO, HO-1, iNOS dans les allogreffes tolérées à long terme par 

rapport à des allogreffes présentant des signes de rejet chronique et des greffes 

syngéniques (Heslan et al. 2006). Nous montrons ici par immunofluorescence que 

l’expression de ces molécules cytoprotectrices est confinée spécifiquement aux cellules 

endothéliales des vaisseaux de la greffe, de moyen calibre pour iNOS et HO-1 et de petit 

calibre pour IDO. Afin de déterminer si l’expression de ces molécules cytoprotectrices par les 

cellules endothéliales était due à une coopération avec les cellules T régulatrices ou due au 

traitement avec le LF15-0195, nous avons transféré les cellules T CD4+ d’animaux tolérants 

à des receveurs irradiés. De manière intéressante, nous avons observé, dans les greffons 

des receveurs irradiés 35 jours après la greffe, une accumulation de cellules T 

CD4+CD25+Foxp3+ mais aussi de cellules T CD4+CD25+Foxp3- dont certaines sécrètent de 
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l’IFN . Cette accumulation de cellules s’accompagne d’une forte expression d’IDO 

spécifiquement dans les cellules endothéliales des vaisseaux du greffon. Ceci démontre une 

coopération entre les cellules Treg et les cellules endothéliales du greffon pour induire 

localement un privilège immun. Cet état de privilège permet de réguler la réponse des 

cellules T et ainsi maintenir la tolérance à long terme. Cependant, chez ces animaux 

transférés, nous n’avons pas retrouvé d’expression d’iNOS et d’HO-1 démontrant que 

l’induction de ces deux molécules n’est pas due à la coopération des cellules endothéliales 

avec les cellules T régulatrices mais plutot aux mécanismes de protection des cellules 

endothéliales suite au traitement avec le LF15-0195. De plus, nous avons montré in vivo et 

in vitro que l’induction d’IDO dans les cellules endothéliales par les cellules T CD4+CD25+ 

issues d’animaux tolérants est dépendante de l’IFN . Dans la rate des animaux tolérants ou 

naïfs, l’expression de l’ARNm de l’IFN  dans les cellules T CD4+CD25+ est très faible en 

comparaison à celle observée dans des cellules T CD4+CD25- et CD8+. De plus, l’activation 

de lymphocytes T via une stimulation spécifique des alloantigènes montre que l’IFN  est 

produit par des cellules T CD4+CD25+Foxp3-, comme observé dans les greffons des 

animaux, 35 jours après le transfert de cellules T CD4+ issues d’animaux tolérants.  

Suite à ces résultats, nous avons voulu tester le rôle d’IDO et de l’IFN  dans le 

transfert de tolérance et nous avons montré que leur inhibition in vivo abolit la tolérance. Par 

conséquent, ces résultats démontrent que l’IFN  et IDO jouent un rôle important dans les 

mécanismes de tolérance dans notre modèle. L’IFN  a longtemps été considérée comme 

une cytokine proinflammatoire entraînant une réponse T de type Th1 (Boehm et al. 1997; 

Szabo et al. 2003). Cependant, de récentes études montrent une fonction régulatrice de 

l’IFN  selon la concentration et le microenvironnement dans lequel il est produit (Willenborg 

et al. 1999; Sawitzki et al. 2005). En effet, une expression transitoire et précoce de l’IFN  par 

les cellules Treg induites pourrait prévenir d’une réponse immunitaire aggressive, telle que le 

rejet de greffe, en inhibant l’activation et la prolifération des cellules T naïves ou en 

controlant les mécanismes des cellules T effecteurs. Les principales propriétés anti-

inflammatoires de l’IFN  sont l’inhibition de la prolifération des cellules T et l’induction de 

l’apoptose (Shtrichman and Samuel 2001; Kishimoto et al. 2002; Refaeli et al. 2002). Ces 

propriétés anti-inflammatoires peuvent se faire directement sur les cellules T. Seules les 

cellules T naïves et les cellules Th2 sont sensibles à l’IFN  car elles expriment les 2 chaines 

du récepteur à l’IFN  (Tau et al. 2000; Bernabei et al. 2001). De plus, l’IFN  peut aussi agir 

directement sur les CPA en induisant l’expression d’iNOS (Atochina et al. 2001). Les CPA 

vont alors sécréter du NO qui entraînet l’apoptose des cellules T voisines. Un autre 

mécanisme immunosuppresseur est la production d’IDO par les CPA entraînant la 

dégradation du tryptophane et la production d’HO-1 (Mellor and Munn 1999; Oh et al. 2004). 
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Ces deux molécules vont ensuite inhiber la prolifération des cellules T et moduler leur 

activité (Hawiger et al. 2004; Moreau et al. 2009). Dans le contexte de la transplantation et 

plus spécifiquement dans un modèle de thérapie anti-CD4, la génération et la fonction de 

cellules Treg induites spécifiques d’alloantigène sont fortement diminuées chez des souris 

déficientes pour l’IFN . Ils ont aussi montré que ces cellules Treg exprimaient rapidement et 

de façon transitoire de faibles quantités d’IFN  et que l’induction de tolérance par transfert 

adoptif était dépendante de l’IFN  (Sawitzki et al. 2005). En 2007, une équipe de notre 

laboratoire a aussi montré dans un modèle de transplantation cardiaque chez le rat, que des 

cellules Treg CD8+ spécifiques des antigènes du donneur étaient capables d’induire un 

privilège immun dans la greffe par l’expression d’IDO, dépendante de l’IFN  (Guillonneau et 

al. 2007).  

Nous avons donc voulu savoir dans notre modèle si nos cellules Treg 

CD4+CD25+Foxp3+ sécrétaient de l’IFN . Malheureusement, nous n’avons pas pu détecter, 

par cytométrie de flux, de sécrétion d’IFN  par ces cellules dans la rate et le greffon des 

animaux tolérants. Cela peut s’expliquer par une trop faible production d’IFN  ou par un 

problème de cinétique. Cependant, comme je l’ai précisé plus tot dans la discussion, 35 

jours après le transfert, nous avons retrouvé dans le greffon et la rate, quelques cellules 

Foxp3- qui exprimaient l’IFN . Ces cellules sont peut être des cellules T régulatrices qui 

n’expriment pas Foxp3 ou des cellules T effectrices qui sécrètent de faibles quantités d’IFN . 

De plus, l’inhibiton de l’IFN , in vitro dans une stimulation allogénique, réduit 

significativement le pourcentage de cellules Treg CD4+CD25+Foxp3+. Nous avons montré 

aussi que l’IFN  était important pour la survie et l’expansion des cellules Treg induites 

CD4+CD25+Foxp3+. Ces résultats montrent que l’IFN  est produit par des cellules T 

CD4+CD25+Foxp3- mais qu’il semble jouer un rôle dans la survie et expansion des cellules 

régulatrice T CD4+CD25+Foxp3+. De la même façon, des études chez l’homme et la souris 

ont décrit que in vitro l’IFN  permettait la conversion de cellules T CD4+CD25- en cellules 

Treg CD4+ caractérisées par une augmentation de l’expression de Foxp3 et de la fonction 

régulatrice (Wang et al. 2006). 

 

Grâce à ce travail, nous avons donc démontré un rôle important de l’IFN  et d’IDO 

dans l’induction d’un privilège immun dans les allogreffes tolérées par la coopération des 

nombreuses cellules T régulatrices présentes dans le greffon et les cellules endothéliales de 

l’allogreffe. En effet, les cellules régulatrices T CD4+CD25+ accumulées au niveau de la 

greffe induisent les cellules endothéliales à produire IDO selon un mécanisme dépendant de 

l’IFN , ce qui permet l’installation de la tolérance.  
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Ce travail nous a aussi permis de valider la technique de puces à ADN. En effet, nous 

avons confirmé l’implication dans les mécanismes de tolérance, de molécules identifiées 

comme étant surexprimées dans les allogreffes tolérées par les puces. 
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III. Caractérisation du rôle de CLEC-1 dans la tolérance 
 

Suite aux résultats obtenus dans l’article 1, nous avons voulu étudier une autre 

molécule identifiée comme étant surexprimée dans les allogreffes tolérées par puces à ADN. 

Nous avons choisi une molécule qui est un récepteur lectine de type C nommée CLEC-1. 

Notre choix s’est porté sur cette molécule car elle présentait le même profil d’expression 

qu’HO-1 et iNOS, molécules liées à la cytoprotection des cellules endothéliales, une 

augmentation de l’expression dans les allogreffes tolérées et une diminution dans les 

allogreffes présentant du rejet chronique par rapport aux greffes syngéniques (Figure 10). 

De plus, cette molécule a été précédemment décrite chez l’homme comme étant exprimées 

par les cellules dendritiques et endothéliales (Sobanov et al. 2001). 

 

Puces à ADN RT-PCR

 

 
Figure 10 : Expression de l’ARNm de CLEC-1 dans les allogreffes par puces à ADN et 

RT-PCR quantitative.  

 

 

1. La molécule CLEC-1 
 

Les transcrits orthologues de CLEC-1 (aussi appelé CLEC1A) chez le rat, l’homme et 

la souris ont été identifiés. Le gène codant pour CLEC-1 chez le rat est localisé sur le 

chromosome 4. Ce gène est composé de 6 exons et 5 introns et le transcrit correspondant 

est formé de 3299 paires de bases (pb) dont seulement 783 pb dans la partie codante 

(Figure 11). La protéine correspondante est donc composée de 261 acides aminés et son 

poids moléculaire est estimé à 32 kDa (estimation du poids moléculaire à l’aide du logiciel 

ProtParam : http://www.expasy.ch/tools/protparam.html). 

 

http://www.expasy.ch/tools/protparam.html
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Figure 11 : Localisation chromosomique et structure du transcrit codant pour CLEC-1 

 

CLEC-1 est un récepteur appartenant à la superfamille des "C-type lectin like 

receptor" localisée dans le complexe de gènes des cellules NK (Colonna et al. 2000). Cette 

superfamille se compose de 2 sous-familles : la famille de DCIR et celle de Dectin-1 dont 

CLEC-1 fait partie (Figure 12). Cette superfamille code pour de nombreux récepteurs 

possédant d’importantes fonctions immunes ou de reconnaissance de cellules modifiées par 

les cellules monocytaires, dendritiques ou endothéliales (DCIR, Dectin-1, Lox-1, MICL) 

(Sobanov et al. 2001; Kanazawa 2007). Il s’agit d’une protéine transmembranaire de type II 

qui se caractérise par un domaine extracellulaire à l’extrêmité C-terminale. Une 

caractéristique importante des récepteurs de cette famille est le besoin de calcium pour la 

liaison à leurs ligands d’où le nom récepteur "C-type (Ca2+-dependent) lectin". La protéine 

CLEC-1 ne possède pas l’acide aminé important pour la liaison du ligand carbohydrate 

dépendante du calcium (Sobanov et al. 2001), c’est pourquoi elle appartient à la sous famille 

des "C-type lectin like receptor". Dans son domaine cytoplasmique, CLEC-1 possède un 

résidu tyrosine qui n’est pas un motif ITIM ou ITAM donc la cascade de signalisation par 

cette tyrosine est inconnue pour l’instant (Figure 13). Le ligand de CLEC-1 et sa fonction 

étaient inconnus. Plusieurs membres de cette famille ont été décrits comme pouvant avoir un 

ligand endogène et un ligand exogène (composé pathogène). Par exemple, Dectin-1 a 

comme ligand le zymosan mais aussi un ligand présent sur les cellules T (Brown 2006). 
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Figure 12 : Composition du complexe de gènes des cellules NK  

D’après Kanazawa et al. (Kanazawa 2007) 

 

 

 

Figure 13 : Structure et signalisation des récepteurs de la superfamille des "C-type 
lectin receptor" 

D’après Kanazawa et al. (Kanazawa 2007) 
 

 

 CLEC-1 a été précédemment décrite, chez l’homme, comme étant 

préférenciellement exprimée dans les cellules endothéliales et dendritiques (Sobanov et al. 

2001). De plus, il a été suggéré que CLEC-1 aurait besoin d’une autre chaîne pour être 

exprimée à la membrane cellulaire (Sobanov et al. 2001). Une situation similaire a été 

décrite pour NKG2A et NKG2C qui ont besoin de former des hétérodimères avec le CD94 

pour pouvoir être exprimés à la membrane cellulaire (Lazetic et al. 1996). 
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2. Article 2 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

“The C-type lectin-like Receptor CLEC-1, expressed by myeloid 

cells and endothelial cells, is upregulated by immuno-regulatory 

mediators and moderates T cell activation” 

 

 

 

 

 

Paméla Thébault, Natacha Lhermite, Gaëlle Tilly, Laëtitia Le Texier, Thibaut Quillard, 

Michèle Heslan, Ignacio Anegon, Jean-Paul Soulillou, Sophie Brouard, Beatrice 

Charreau, Maria Cristina Cuturi et Elise Chiffoleau. 
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Résumé de l’article 2 
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Les récepteurs lectine de type C ont été récemment décrit comme jouant des rôles 

importants dans l’immunité et l’homéostasie car ces protéines sont capables de reconnaître 

des pathogènes aussi bien que des antigènes du soi. Nous avons identifié, grâce aux puces 

à ADN, CLEC-1, un récepteur lectine-like de type C comme étant surexprimé dans un 

modèle de tolérance à l’allogreffe chez le rat. Nous avions précédemment décrit, dans ce 

modèle, l’expression de nombreuses molécules cytoprotectrices par les cellules 

endothéliales du greffon ainsi que la relation entre ces cellules endothéliales et les cellules T 

régulatrices CD4+CD25+. 

Dans cette étude, nous avons démontré que CLEC-1 est exprimée par les cellules 

myéloïdes et spécifiquement par les cellules endothéliales dans les greffons tolérés. De plus, 

nous avons montré que l’expression de CLEC-1 peut être induite dans les cellules 

endothéliales par les cellules T régulatrices CD4+CD25+ spécifiques d’alloantigènes. 

L’analyse de l’expression de CLEC-1 chez le rat naïf a permis de montrer que CLEC-1 est 

fortement exprimée par les cellules myéloïdes et à un niveau plus faible par les cellules 

endothéliales. Cette expression de CLEC-1 est diminuée par des stimuli inflammatoires tels 

que le LPS, l’IFN  ou le poly I:C mais augmentée par des molécules tolérogènes telles que 

l’IL10 ou le TGF . De façon intéressante, nous avons montré in vitro que CLEC-1 exprimée 

par les cellules présentatrices d’antigène module la réponse T CD4+ allogénique en 

diminuant la différenciation Th17 et favorisant le pool de cellules T regulatrices 

CD4+CD25+Foxp3+. Cet effet n’est pas du à un effet direct sur la différenciation des cellules 

T naïves en cellules T effectrices Th17 mais semble plutôt du à un effet indirect de la 

suppression exercée par les cellules T régulatrices CD4+CD25+Foxp3+ sur les cellules 

effectrices. Par ailleurs, la forte expression de CLEC-1 dans les allogreffes tolérées est 

associée à une faible expression d’IL17 et à la présence de nombreuses cellules T 

regulatrices CD4+CD25+Foxp3+ qui s’accumulent dans la greffe. 

En conclusion, ces résultats suggèrent que CLEC-1, exprimé par les cellules 

myéloïdes et endothéliales, est induit par des médiateurs immunorégulateurs et module la 

réponse allogénique effectrice Th17. Ainsi, CLEC-1 pourrait représenter une cible de choix 

pour moduler la réponse immunitaire dans le domaine de la transplantation et de 

l’autoimmunité.  
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3. Discussion  
 
 

Grâce aux puces à ADN, l’équipe a identifié CLEC-1 comme étant surexprimée dans 

les allogreffes tolérées. Nous avons confirmé, par RT-PCR quantitative, la surexpression de 

CLEC-1 dans les allogreffes tolérées à long terme par comparaison à des allogreffes 

présentant des signes de rejet chronique ou des greffes syngéniques.  

Nous avons aussi regardé l’expression de CLEC-1 dans un autre modèle de 

tolérance développé dans le laboratoire. Il s’agit d’un modèle de transplantation rénale dans 

lequel la tolérance est induite par un anticorps anti-Classe II du donneur (Degauque et al. 

2006). De manière intéressante, nous avons aussi observé une surexpression de CLEC-1 

dans ce modèle de tolérance par rapport à des greffes rénales syngéniques. La 

surexpression de CLEC-1 dans plusieurs modèles de tolérance à l’allogreffe montre que 

CLEC-1 n’est pas une molécule spécifique de notre modèle de tolérance induite par le LF15-

0195 et suggère un rôle de CLEC-1 dans les mécanismes régulateurs. 

 CLEC-1 a été précédemment décrite chez l’homme comme étant exprimée dans les 

poumons et par les cellules endothéliales et dendritiques (Colonna et al. 2000; Sobanov et 

al. 2001). Pour la première fois chez le rat, nous avons démontré une forte expression de 

CLEC-1 par les cellules myéloïdes immatures et à un niveau moindre par les cellules 

endothéliales. Aucune expression de CLEC-1 n’a été observée dans les cellules T. Le profil 

d’expression de CLEC-1 chez le rat est donc en accord avec celui précédemment décrit 

chez l’homme. Grâce à un anticorps polyclonal que nous avons généré, nous avons montré 

que CLEC-1 était exprimée à la membrane des cellules myéloïdes et endothéliales. 

 Dans les allogreffes tolérées, nous n’avons observé aucun comarquage de CLEC-1 

avec un marqueur de cellules T, confirmant les résultats obtenus par RT-PCR quantitative. 

Cependant, nous avons constaté une expression de CLEC-1 par des groupes de cellules 

myéloïdes et par les cellules endothéliales des vaisseaux. Par ailleurs, l’expression de 

CLEC-1 dans les cellules endothéliales n’a pas été observée sur des coupes de greffons en 

rejet chronique ou syngéniques démontrant que l’expression de CLEC-1 par ces cellules est 

spécifique au modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque et rénale. 

 De façon intéressante, nous avons démontré que l’expression de CLEC-1 est 

diminuée par des stimuli inflammatoires tels que le LPS, l’IFN  et le Poly I:C alors que des 

molécules tolérogènes comme l’IL10 et le TGF  augmentent l’expression de CLEC-1 et 

rendent les cellules résistantes à la diminution de CLEC-1 induite par le LPS. Ces résultats 

suggèrent un rôle important de CLEC-1 dans la régulation de la réponse immunitaire.  

 Nous avons précédemment montré une expression spécifique d’IDO, HO-1 et iNOS 

dans les cellules endothéliales des vaisseaux des allogreffes tolérées ainsi qu’une 
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coopération des cellules régulatrices T CD4+CD25+ avec les cellules endothéliales pour 

induire l’expression de ces molécules et permettre l’installation d’une tolérance à long terme 

(Heslan et al. 2006; Thebault et al. 2007). Dans cette étude, nous avons montré que les 

cellules régulatrices T CD4+CD25+ d’animaux tolérants mais pas celles d’animaux naïfs 

augmentaient in vitro l’expression de CLEC-1 dans les cellules endothéliales du même 

haplotype que le donneur. L’effet des cellules Treg sur les cellules endothéliales nécessite 

un contact entre ces deux populations cellulaires, comme pour IDO. De plus, nous avons 

montré in vivo que le transfert de cellules T CD4+ d’animaux tolérants permet l’induction de 

l’expression de CLEC-1 spécifiquement dans les cellules endothéliales de la greffe. Nous 

n’avons observé aucune expression de CLEC-1 dans les cellules endothéliales suite aux 

transferts de cellules T CD4+ d’animaux tolérants ou de naïfs à des receveurs de greffes 

syngéniques, démontrant l’allospécificité de cette induction. La forte expression de CLEC-1 

dans les cellules endothéliales du greffon pourrait, comme pour IDO, jouer un rôle dans la 

tolérance. 

 Afin d’étudier la fonction de CLEC-1, nous avons utilisé des stealth siRNA non 

chevauchants. Ces siRNA ont été décrit comme étant moins immunogènes et induisant une 

inhibition plus stable dans le temps (Klatt et al. 2007). Nous avons d’abord vérifié la bonne 

inhibition de l’expression de CLEC-1 avec ces siRNA. Pour cela, nous avons transfecté des 

BMDC pendant 48h et nous avons obtenu une inhibition de l’expression de CLEC-1 

supérieure à 80% avec deux des trois siRNA par rapport au siRNA contrôle. L’étude de 

l’effet de l’inhibition de CLEC-1 dans les BMDC avec les siRNA, nous a permis de montrer 

que CLEC-1 ne modifiait pas le phénotype de ces cellules (ClassII, CD80 et CD86), ni leur 

sécrétion de cytokines induite par le LPS (IL6, IL12p70 et IL10). Ce résultat pourrait être du à 

l’absence de liaison de CLEC-1 avec son ligand (non exprimé par les BMDC) et donc à 

l’absence de signalisation intracellulaire. Afin d’étudier l’effet de CLEC-1 sur la réponse 

lymphocytaire, nous avons réalisé des réactions lymphocytaires mixtes avec des BMDC 

matures (stimulées par le LPS) transfectées avec les siRNA spécifiques de CLEC-1 ou 

contrôle et des cellules T spléniques. De manière intéressante, nous avons observé in vitro 

que CLEC-1 dans les BMDC altère la réponse des cellules T CD4+ allogénique en diminuant 

la différenciation des cellules Th17 et en augmentant le nombre de cellules régulatrices T 

CD4+CD25+Foxp3+. Plusieurs hypothèses peuvent être émises afin d’expliquer ce résultat. 

En effet, l’inhibition de l’expression de CLEC-1 pourrait soit directement augmenter la 

différenciation des cellules T naïves en cellules Th17, soit diminuer le nombre de cellules 

régulatrices T CD4+CD25+Foxp3+, soit permettre la conversion des cellules T régulatrices en 

cellules effectrices Th17. Pour tester ces hypothèses, nous avons purifié des cellules T 

CD4+CD25+ et CD4+CD25- que nous avons mis en culture avec les BMDC matures 

transfectées. Malheureusement, nous n’avons observé ni de modification de la 
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différenciation des Th17 avec des cellules T CD4+CD25-, ni de différence de prolifération des 

cellules T CD4+CD25+ purifiées. Nous pouvons donc penser que l’effet observé avec les 

cellules T totales n’est pas du à une conversion des cellules Treg en cellules Th17, ni à un 

effet direct sur la différenciation des Th17 mais plutot à une diminution de la capacité 

suppressive des cellules T régulatrices ce qui permet l’expansion des cellules Th17. Une 

autre hypothèse serait que la liaison de CLEC-1 avec son ligand sur les cellules T 

régulatrices modifierait la fonction des cellules dendritiques qui en retour diminuerait la 

différenciation des Th17.  

Une cytokine clé dans la différenciation des cellules Th17 et Treg Foxp3+ est l’IL6. En 

effet, des équipes ont montré que l’IL6 apportait aux cellules T effectrices CD4+CD25- une 

résistance à la suppression des cellules Treg (Pasare and Medzhitov 2003) et que l’IL6 

empêchait la différenciation en cellules Treg (Bettelli et al. 2006). Cependant, nous n’avons 

retrouvé aucune modification d’expression de cette cytokine dans les cultures in vitro, 

suggérant l’action de d’autres facteurs dans la régulation de la balance Teff/Treg. D’autres 

récepteurs de la famille de CLEC-1 ont été décrits comme étant impliqués dans la 

modulation de la réponse T. En effet, Dectin-1 qui est un récepteur activateur, induit 

l’activation des cellules dendritiques favorisant la différenciation des cellules T CD4+ en Th17 

(Levings et al. 2005) et des cellules T CD8+ en cellules cytotoxiques (Leibundgut-Landmann 

et al. 2008). Dectin-1 a aussi été montré comme induisant la conversion des cellules T 

régulatrices en Th17 (Osorio et al. 2008). Par conséquent, la régulation de la réponse 

allogénique des cellules Th17 par la surexpression de CLEC-1 dans les cellules 

endothéliales et dendritiques pourrait contribuer à l’installation d’une tolérance à long terme 

et ainsi prévenir du rejet chronique. En effet, il a été montré que les cellules endothéliales 

humaines pouvaient par l’intermédiaire de l’IL1  activer la production d’IL17 et que les 

cellules Th17 participaient au rejet de la greffe dans un modèle expérimental de rejet 

chronique (Rao et al. 2008).  

De manière intéressante, lors des MLR réalisées avec les cellules T totales et les 

cellules T CD4+CD25- purifiées, nous avons observé une diminution de l’expression de 

l’IL13, cytokine spécifique des cellules T de type Th2, lorsque CLEC-1 était inhibé dans les 

BMDC par rapport au siRNA contrôle. Ces résultats démontrent un effet direct de CLEC-1 

sur la différenciation des cellules T effectrices en Th2. 

 

 Ce travail nous a permis de mieux caractériser la molécule CLEC-1. En effet, nous 

montrons, pour la première fois chez le rat, que CLEC-1 est surexprimée dans les allogreffes 

tolérées par rapport aux allogreffes présentant des signes de rejet chronique et aux greffes 

syngéniques. Nous avons aussi démontrons que CLEC-1 est exprimée par de nombreuses 

cellules myéloïdes et les cellules endothéliales des vaisseaux dans les greffons tolérés. De 
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plus, son expression est augmentée par des médiateurs tolérogènes (IL10 et TGF ) mais 

aussi par les cellules Treg CD4+CD25+. L’étude de la fonction de CLEC-1 nous a permis de 

montrer que CLEC-1 agit comme un récepteur inhibiteur capable de réguler la réponse 

effectrice Th17 par un effet sur les cellules Treg. L’ensemble de ces résultats suggère que 

CLEC-1 pourrait être utilisée comme outil thérapeutique dans le contexte de la 

transplantation ou de l’autoimmunité. 

 

4. Perspectives 
 

4.1. Chez le rat 
 

Peu de chose étant connue sur la molécule CLEC-1 et peu d’outils étant disponibles, 

nous avons commencé à générer une protéine de fusion comprenant le domaine 

extracellulaire de CLEC-1 de rat couplé à un fragment Fc IgG2 murin (48kDa) muté sur 3 

acides aminés afin d’éviter la fixation de la protéine de fusion sur les récepteurs Fc présents 

sur les CPA et la fixation au complément (Figure 14). 

 

                 

 

Figure 14 : Schéma de la construction de la protéine de fusion. 

 

 

Nous avons intégré cette construction dans un vecteur pFUSE contenant le peptide 

signal de sécrétion de l’IL2 puis nous avons transfecté des cellules COS (clones transitoires) 

ou des CHO (clones stables). La vérification de la bonne production de notre protéine de 

fusion a été faite par Western blot en condition non réduite à l’aide d’un anticorps anti-Fc. 

Nous observons une bande d’environ 100 kDa correspondante à la protéine de fusion sous 

forme dimérique (Figure 15). En effet, une IgG fonctionnelle est sécrétée sous forme 

d’homodimère reliée par des ponts disulfures.  
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Figure 15 : Etude de l’expression de la protéine de fusion dans les clones stables et 
transitoires par Westen blot 

L’espression de la protéine de fusion CLEC-1-Fc a été quantifiée par la technique de Western Blot en 
condition dénaturée dans les surnageants de cellules COS (clones transitoires) transfectées (+) ou 
non (-) et des CHO (clones stables) transfectées. 

 

La prochaine étape pour l’obtention de la protéine de fusion est la purification des 

IgG2 sur colone de sépharose. Une fois produite en grande quantité, cette protéine de fusion 

pourra nous permettre de déterminer les cellules qui porte le ligand de CLEC-1 par 

cytométrie de flux. L’identification du ligand se fera par immunoprécipitation de la protéine de 

fusion avec un lysat de cellules spléniques, suivi d’un gel 2D et du séquencage par 

spectrométrie de masse. Cette protéine nous permettra aussi de bloquer in vitro et in vivo 

l’interaction de CLEC-1 avec son ligand afin de confirmer les résultats obtenus avec les 

siRNA (forme soluble antagoniste) et d’étudier l’effet dans des systèmes d’immunisation ou 

sur l’induction de tolérance en transplantation. 

L’équipe a aussi pour but de générer un anticorps monoclonal anti-CLEC-1 de rat qui 

permettra d’analyser l’expression de CLEC-1 par cytométrie de flux. Par ailleurs, cet 

anticorps pourra aussi permettre de déterminer la fonction de CLEC-1 sur les cellules 

dendritiques et endothéliales en servant d'agoniste. 

 

4.2. Chez la souris 
 

L’étude de CLEC-1 dans le modèle souris est nécessaire afin d’approfondir la 

fonction et les mécanismes d’action de CLEC-1. En effet, plus d’outils sont à notre 

disposition chez la souris.  

Pour commencer, nous avons confirmé l’efficacité de nos siRNA sur des BMDC de 

souris, car deux siRNA sur les trois cross-matchent parfaitement avec le CLEC-1 de souris. 

Nous avons obtenu une très forte inhibition de CLEC-1 avec ces siRNA (Figure 16). 
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Figure 16 : Expression de l’ARNm de CLEC-1 dans des BMDC de souris transfectées 
avec les siRNA CLEC-1 et le siRNA contrôle. 

Les BMDC ont été obtenues par culture de la moelle osseuse de souris en présence de GMCSF 
durant 8 jours. Au 8

ème
 jour de culture, 2x10

6
 BMDC adhérentes ont été transfectées avec de la 

lipofectamine et le siRNA contrôle ou les siRNA spécifiques de CLEC-1 pendant 48h. Les ARN totaux 
ont ensuite été isolés et analysés par RT-PCR quantitative pour l’expression de CLEC-1. L’expression 
a été normalisée en fonction de l’HPRT et est exprimée en unité arbitraire (AU). 

 

L’équipe utilisera ensuite ces BMDC transfectées dans des réactions lymphocytaires 

mixtes (MLR) pour étudier l’effet de CLEC-1 sur la différenciation Th1, Th2, Th17 et Treg par 

FACS intracellulaire. Pour cela, ils utiliseront les souris transgéniques possédant des cellules 

T transgéniques spécifiques du peptide de l’ovalbumine (OT-I pour les T CD8+ et OT-II pour 

les T CD4+). Ils pourront ainsi analyser de façon plus précise l’expression de l’IL17, l’IL10, 

l’IFN  et le Foxp3 par FACS intracellulaire. 

 

4.3. Chez l’homme 
 

Afin de savoir si CLEC-1 pourrait être un bon outil prédictif ou diagnostic de la 

tolérance ou du rejet chronique, nous avons regardé l’expression de CLEC-1 dans le sang 

d’animaux naïfs, en rejet chronique ou tolérants (Figure 17). 

 

                                         
Figure 17 : Expression de CLEC-1 dans le sang de rats greffés.  

Le sang d’animaux naïfs, d’animaux ayant des allogreffes avec des signes de rejet chronique (DST) et 
d’animaux tolérants (LF) 100 jours après la transplantation, a été prélévé par ponction cardiaque. 
L’ARN des cellules du sang a ensuite été isolé et analyser par RT-PCR quantitative pour l’expression 
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de CLEC-1. L’expression a été normalisée en fonction de l’HPRT et est exprimée en unité arbitraire 
(AU). 
 

Malheureusement, l’expression de CLEC-1 n’est pas diminuée dans le sang de rats 

greffés en rejet chronique mais au contraire, augmentée par rapport aux rats naïfs et 

tolérants. Il ne semble donc pas que CLEC-1 soit un marqueur sanguin prédictif de la 

tolérance. Il serait cependant intéressant de regarder l’expression de CLEC-1 dans le sang 

et les biopsies de patients tolérants et en rejet chronique. Pour analyser l’expression de 

CLEC-1 dans les biospsies et plus particulièrement dans les cellules endothéliales, l’équipe 

pourra utiliser un anticorps monoclonal anti-CLEC-1 commercialisé par R&D system.  

 

L’équipe souhaite aussi générer une protéine de fusion chez l’homme afin de 

confirmer les résultats que nous obtiendrons chez le rat (identification du ligand, test in 

vitro…).  

 

Pour finir, l’équipe déterminera s’il existe une forme soluble de CLEC-1, comme pour 

Lox-1 (Biocca et al. 2008) obtenue par épissage alternatif ou par clivage des protéases. 

Cette forme soluble pourrait être dosée dans le sang des patients et pourrait servir de 

biomarqueur de la tolérance ou du rejet chronique. Nous avons d’abord analysé par PCR les 

différents transcrits alternatifs possibles présents chez le rat, cependant nous n’avons pas 

observé de transcrits solubles (absence du domaine transmembranaire) chez le rat. 

Toute ces études chez l’homme permettront peut être un jour l’utilisation de CLEC-1 

comme outils thérapeutique ou diagnostic en transplantation. 

 

IV. Schéma récapitulatif des mécanismes régulateurs dans le 
modèle de tolérance induite par le LF15-0195 
 
 

La figure 18 propose un essai de synthèse des différentes données acquises par 

l’étude des nouveaux médiateurs er des mécanismes impliqués dans le modèle de tolérance 

induite par le traitement LF15-0195.  
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Figure 18 : Schéma des mécanismes impliqués dans la tolérance induite par le 
traitement LF15-0195. 
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B.Modèle de tolérance à l’allogreffe cardiaque par 

l’administration de cellules dendritiques immatures 
syngéniques et un traitement immunosuppresseur sous-
optimal avec le LF15-0195 

 
 

Les cellules dendritiques sont des régulateurs clés du devenir de la réponse 

immunitaire, capables d’induire l’activation du système immunitaire mais aussi la tolérance 

envers les antigènes qu’elles présentent. Les propriétés tolérogènes des cellules 

dendritiques ont conduits différents groupes à étudier leur capacité à moduler les réponses 

envers les allogreffes. 

L’injection, plusieurs jours avant la transplantation, de cellules dendritiques du même 

haplotype que le donneur dérivées de la moelle osseuse (BMDC) immatures (Fu et al. 1997; 

Lu et al. 1997) ou de sous-populations de cellules dendritiques spléniques spécialisées 

immatures ou matures (O'Connell et al. 2002) a permis de moduler la réactivité anti-donneur 

et de prolonger la survie de greffe chez la souris. D’autres approches sont basées sur la 

présentation des antigènes du donneur dans le contexte du CMH du receveur. 

L’administration de cellules dendritiques du receveur préalablement chargées avec les 

antigènes du donneur a aussi montré des effets bénéfiques sur la survie de la greffe 

(Garrovillo et al. 1999; Ali et al. 2000; Garrovillo et al. 2001; Turnquist et al. 2007). 

De plus, une étude chez des volontaires sains a montré que l’injection de cellules 

dendritiques immatures chargées avec un peptide allogénique permet in vivo une inhibition 

spécifique de la fonction des cellules effectrices spécifiques du peptide (Dhodapkar et al. 

2001). 

Depuis quelques années, notre équipe s’est intéressée à étudier chez le rat l’effet de 

l’administration de BMDC immatures syngéniques sur la survie d’allogreffe cardiaque (Beriou 

et al. 2005; Peche et al. 2005). 

 

 

I. Les avantages des stratégies basées sur l’administration de 
cellules dendritiques autologues 
 

Les stratégies thérapeutiques basées sur l’administration de cellules dendritiques 

autologues présentent de nombreux avantages. Tout d’abord, contrairement aux cellules 

dendritiques du donneur, les cellules dendritiques autologues ne sont pas reconnues et donc 

pas détruites par des réponses allospécifiques. D’un point de vue thérapeutique, ces cellules 

peuvent être utilisées en clinique dans des protocoles de transplantation à partir de cadavre. 
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En effet, sauf dans le cas de greffe entre donneur vivant, le donneur n’est pas connu avant la 

transplantation. Les stratégies basées sur l’injection de cellules dendritiques allogéniques, 

plusieurs jours avant la transplantation, sont donc très difficilement réalisables. En revanche, 

l’administration de cellules dendritiques syngéniques serait tout à fait envisageable. Ainsi, les 

cellules dendritiques pourraient être préparées à partir d’un échantillon de la moelle osseuse 

ou du sang des patients, puis congelées et administrées au moment de la greffe. 

 
 

II. Résultats préalablement acquis et objectifs de l’étude 
 

1. Génération des BMDC 
 

La génération des BMDC immatures se fait selon une méthode de culture de la 

moelle osseuse avec de faibles doses de GMCSF et d’IL4, mise au point par notre équipe 

(Peche et al. 2005). Après 8 jours de culture, deux sous populations sont obtenues, l’une 

adhérente et l’autre surnageante. L’analyse phénotypique de ces deux populations a permis 

d’identifier la population surnageante comme étant des cellules dendritiques matures 

exprimant fortement les molécules du CMH de classe II et la grande majorité expriment B7.2. 

La population adhérente a été décrite comme immature exprimant faiblement les molécules 

du CMH de classe II et n’exprimant pas B7.2 (Peche et al. 2005). Ces cellules ont ensuite 

été caractérisées du point de vue de leur capacité stimulatrice. Ainsi, les BMDC 

surnageantes sont capables de stimuler les cellules T à faible concentration de BMDC, alors 

que les cellules adhérentes sont de faibles cellules stimulatrices (Peche et al. 2005) 

 

2. Monothérapie avec les BMDC immatures syngéniques 
 

L’équipe a montré que l’injection de 7 millions de BMDC immatures de l’haplotype du 

receveur en intra-veineuse, la veille de la greffe, induit une prolongation de survie de 22,5 

jours par comparaison à 6 jours sans traitement (Peche et al. 2005). Dans notre modèle, les 

BMDC syngéniques ne sont pas chargées in vitro avec des antigènes du donneur avant le 

transfert.  

Cette prolongation de survie est accompagnée d’une forte inhibition de la production 

d’anticorps anti-donneur. De plus, cinq jours après la greffe, les splénocytes des receveurs 

traités avec les BMDC prolifèrent peu en présence de CPA du donneur. Cependant, cette 

inhibition de prolifération est aussi observée après stimulation avec la Concanavaline A, 

suggérant un effet non spécifique du traitement avec les BMDC immatures (Peche et al. 

2005).  
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3. Bithérapie avec les BMDC en combinaison avec le LF15-0195 
 

L’administration des BMDC immatures syngéniques ne permettant pas d’induire une 

survie définitive du greffon, l’équipe a tenté d’améliorer ce protocole afin d’induire une 

tolérance à l’allogreffe. Ils ont ainsi montré que l’injection de 7x106 de BMDC immatures 

syngéniques en combinaison avec le LF15-0195 à une dose sous optimale (1,5mg/kg, 10 

jours, intrapéritonéale) a des effets synergiques importants et induit une acceptation 

définitive du greffon chez 92% des receveurs (Figure 19). 
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Figure 19 : Acceptation définitive du greffon avec l’injection de BMDC immatures 
syngéniques, la veille de la greffe, en association avec le LF15-0195 en dose sous-

optimale. 

La veille de la transplantation d’un cœur allogénique LEW.1W, le receveur LEW.1A reçoit une 
injection en intraveineuse contenant 7 millions de cellules dendritiques dérivées de la moelle osseuse 
(BMDC) immatures syngéniques (LEW.1A). Contrairement aux receveurs contrôles injectés avec du 
PBS, qui rejettent la greffe en 6,3 jours, les receveurs traités avec les BMDC en combinaison avec un 
court traitement sous optimal de 10 jours avec l’immunosuppresseur LF15-0195 présentent une 
prolongation de la survie définitive du greffon. 

 
 

Chez ces receveurs tolérants, les greffes de peau de même haplotype que le 

donneur sont acceptées mais les greffes de peau de tierce partie sont rejetées prouvant que 

la tolérance est spécifique du donneur (Beriou et al. 2005).  

 

Le transfert de cellules spléniques d’animaux tolérants à des receveurs irradiés induit 

une prolongation indéfinie de la survie du greffon démontrant la présence de cellules 

régulatrices dans la rate (Tableau I).  
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Tableau I : Effets du transfert des splénocytes des receveurs tolérants "BMDC-LF" sur 

la survie d’allogreffe. 

 
 
Ils ont aussi démontré qu’in vivo, le LF15-0195 n’agit pas en augmentant la survie ou 

la prolifération des BMDC injectées mais en diminuant l’expression des molécules du CMH 

de classe II, de B7.2 et de CD40, suggérant que le LF15-0195 diminue la maturation des 

BMDC. L’inhibition de la maturation des cellules dendritiques par le LF15-0195 a été 

précédemment montrée chez la souris (Min et al. 2003b) et caractérisée au niveau 

moléculaire comme impliquant un blocage de la voie NF-kB (Yang et al. 2003b). De plus, il a 

été montré chez la souris que le LF15-0195, en combinaison avec un anti-CD45RB, pouvait 

favoriser la génération de cellules dendritiques immatures tolérogènes (Min et al. 2003b). 

 
 
Dans cette étude, nous avons voulu mieux comprendre les mécanismes d’induction 

de la tolérance dans ce modèle de bithérapie. Nous avons donc essayé de déterminer les 

mécanismes moléculaires et cellulaires impliqués dans l’induction de tolérance. 

 

 

III. Résultats obtenus  
 

1. Détermination de la localisation des BMDC injectées  
 
Afin de déterminer le principal organe vers lesquel les BMDC migrent après leur 

injection, nous les avons préalablement marquées avec de la PKH-26 selon le protocole 

décrit par Pêche et al. (Peche et al. 2005) permettant ainsi leur suivi in vivo après injection. 

Le greffon et les organes lymphoïdes secondaires (rate et ganglions) de plusieurs receveurs 

traités avec les BMDC et le LF15-0195 tolérants (je nommerai ces animaux tolérants par la 

suite) ont été récupérés cinq jours après la transplantation. Des coupes de ces organes ont 

ensuite été réalisées et l’analyse a été effectuée par microscopie confocale (Figure 20). 

Nous n’avons pas retrouvé de BMDC marquées à la PKH-26 (rouge) dans la greffe et les 

ganglions lymphatiques (Figure 20A et 20B). Cependant, 5 jours après la transplantation, la 
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pulpe rouge de la rate des animaux tolérants est l’endroit où les BMDC migrent après leur 

injection (Figure 20C et 20D). La rate des animaux tolérants semble donc être un organe 

privilégié pour étudier les mécanismes régulateurs responsable de la tolérance dans notre 

modèle. 

 

A                              B                              C D

 
 

Figure 20 : Localisation, cinq jours après la greffe, des BMDC injectées marquées à la 
PKH26. 

Les marquages ICH sont réalisés sur des coupes de cœur greffé (A), ganglions mésentériques (B) et 
de la rate (C et D). Le marquage rouge représente les BMDC marquées avec la PKH-26 in vitro avant 
l’injection par voie intraveineuse, la veille de la greffe. Le marquage vert correspond aux cellules T. 
Images A, B et C : grossissement x430. L’image D est un grossissement de l’image C. Les flèches 
indiquent les BMDC et les têtes de flèches indiquent la zone de cellules T. Les images sont 
représentatives de 3 expériences indépendantes. 

 

2. Etude des médiateurs tolérogènes exprimés dans la rate des animaux 
tolérants 
 

2.1. Analyse au niveau de l’ARNm 
 
Afin de déterminer si des molécules tolérogènes étaient exprimées dans notre 

modèle de tolérance, nous avons analysé dans la rate d’animaux tolérants et d’animaux 

contrôles (naïfs, en rejet, traités avec les BMDC seules ou le LF seul en dose sous-

optimale), l’expression de différentes cytokines (IFN , EBI3, IL12p40, IL12p35, IL27p28, 

IL10), l’enzyme immunosuppressive IDO et du facteur de transcription Foxp3 (Figure 21). 

De façon intéresante, l’expression d’une seule cytokine, l’IFN , est significativement 

augmentée dans la rate des animaux tolérants par rapport à tous les groupes contrôles 

(*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). La molécule EBI3 est quant à elle significativement 

augmentée chez les animaux tolérants par rapport seulement aux traitements LF seul et 

BMDC seules (*p<0.05). L’augmention d’expression de l’ARNm de ces deux molécules n’a 

cependant pas été retrouvée dans les greffons des animaux tolérants (données non 

montrées), confirmant que la rate est, dans notre modèle l’organe privilégié pour étudier les 

mécanismes régulateurs. 
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Figure 21 : Profil d’expression de l’ARNm de différentes cytokines dans la rate, cinq 
jours après la transplantation. 

L’expression de l’ARNm de l’IFN  a été analysée par RT-PCR quantitative dans la rate d’animaux 
ayant reçus une greffe cardiaque syngénique ( ), greffe allogénique non traités en rejet ( ), traités 
avec les BMDC ( ), traités avec le LF15-0195 ( ) et traités avec les BMDC et le LF (tol.) ( ) 
prélevées 5 jours après la transplantation. L’expression a été normalisée en fonction de l’HPRT et est 
exprimée en unité arbitraire (AU). Ces résultats représentent la moyenne de l’expression de ces 
molécules sur plusieurs échantillons distincts 

 

 

2.2. Analyse au niveau de la protéine 
 

Afin de confirmer au niveau protéique l’augmentation de l’expression de l’ARNm de 

l’IFN  observée dans la rate des animaux tolérants cinq jours après la transplantation, nous 

avons quantifié cette expression protéique par immunofluorescence à l’aide d’un anticorps 

anti-IFN  sur des coupes de rate. Nous avons observé une augmentation significative du 

nombre de cellules exprimant l’IFN  dans la rate d’animaux tolérants par comparaison à la 

rate d’animaux en rejet (*p<0.05) (Figure 22A). De plus, dans la rate des animaux non 

traités et tolérants, les cellules IFN + (marquage vert) sont localisées dans la pulpe rouge et 

la zone marginale (Figure 22B). Ces cellules se situent, de manière intéressante, dans la 

même zone de la rate des animaux tolérants que les BMDC injectées. 
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Figure 22 : Profil d’expression protéique de l’IFNγ dans la rate d’animaux en rejet et 

tolérants, cinq jours après la transplantation. 

(A) Quantification des cellules IFN + dans la rate d’animaux en rejet ou tolérants, 5 jours après la 
transplantation grâce au system Apotome (confocal-like). 1mm2 par section de tissu a été analysé. 3 
sections de tissu par rat et 3 rats différents par condition ont été analysées. (*p< 0.05). (B) Images 

confocales representatives du comarquage de l’IFN  (vert) et anti-TCRαβ (rouge) sur des coupes de 
rates d’animaux en rejet ou tolérants, 5 jours après la transplantation. Les zones T de la rate sont 
indiquées par les têtes de flèche. 

 
 

3. Etude in vivo du rôle de l’IFNγ dans l’induction de tolérance 
 

Nous avons précédemment montré que l’expression de l’IFN  était augmentée dans 

la rate des animaux tolérants au niveau du transcrit et de la protéine. Nous nous sommes 

donc demandé si cette molécule jouait un rôle dans les mécanismes d’induction de tolérance 

dans notre modèle de bithérapie. L’IFN  a longtemps été considérée comme une cytokine 

proinflammatoire entraînant une réponse T de type Th1 (Boehm et al. 1997; Szabo et al. 

2003). Cependant, des études récentes ont montré un rôle de l’IFN  dans les mécanismes 

de tolérance (Sawitzki et al. 2005; Guillonneau et al. 2007; Thebault et al. 2007). Afin de 

tester le rôle de l’IFN  dans notre modèle, nous avons bloqué in vivo, chez les animaux 

traités avec les BMDC et le LF15-0195, l’expression de l’IFN  à l’aide d’un anticorps anti-

IFN  neutralisant. De manière intéressante, la neutralisation de l’IFN  entraîne de manière 

significative un rejet de l’allogreffe chez tous les receveurs traités (***p<0.001) (Figure 23). 

Tous ces résultats démontrent que l’IFN  joue un rôle important dans les mécanismes 

d’induction de tolérance chez les animaux tolérants. 

 

 
 

Figure 23 : Effet de l’inhibition de l’IFNγ sur l’induction de la tolérance. 

Un anticorps monoclonal anti-rat IFN  (clone DB1, IgG1) a été injecté par voir intra-péritonéale du jour 
0 (2,5 mg/kg) tous les jours jusqu’au rejet. La survie de la greffe a été surveillée par palpation de la 
paroi abdominale et le rejet est défini par la cessation de battements (receveurs non traités n=6, 

tolérants n=12 et tolérants + anti-IFN  n=3, ***p< 0.001). 
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4. Identification des cellules exprimant l’IFNγ 
 

Afin de déterminer les cellules qui jouent un rôle important dans l’induction de 

tolérance en sécrétant de l’IFN , nous avons réalisé des comarquages de l’IFN  avec des 

marqueurs de différentes populations cellulaires impliquées dans la réponse immunitaire. 

Ces marquages ont ensuite été analysés par microscopie confocale (Figure 24). 

Nous avons observé que la quasi-totalité des cellules IFN + dans la rate des animaux 

tolérants étaient TCR +. De manière intéressante, il a été décrit que dans des modèles de 

tolérance à l’allogreffe, des cellules régulatrices T CD4+ (Sawitzki et al. 2005; Thebault et al. 

2007) ou des T CD8+ (Guillonneau et al. 2007) expriment l’IFN qui est important pour la 

tolérance. Nous avons donc approfondi la caractérisation du phénotype des cellules 

TCR +IFN Cependant, aucun comarquarge n’a été observé entre l’IFN et le CD4 ou le 

CD8. Ce résultat suggère que l’IFN  peut être sécrété par des cellules T régulatrices double 

négative (Zhang et al. 2000) ou des cellules NKT (Bendelac et al. 1997). Cependant, nous 

n’avons constaté aucune expression d’IFN  par des cellules marquées avec le NKRP1, 

marqueur des cellules NK. Par contre, dans la rate des animaux en rejet, nous avons 

observé une expression de l’IFN  par des cellules TCR +CD4+. 

L’ensemble de ces résultats démontrent que l’IFN  est sécrété dans la rate des 

animaux tolérants par des cellules TCR +CD4-CD8-NKRP1- (DN). Ces cellules ont été 

décrites comme sécrétant de l’IFN  (Zhang et al. 2000). Cependant, actuellement aucun rôle 

fonctionnel n’a été attribué à cette cytokine dans les cellules T DN. En transplantation, ces 

cellules T DN ont été décrites comme prolongeant la survie d’allogreffe de peau (Zhang et al. 

2000) et de cœur (Chen et al. 2003b) ainsi que la survie de xénogreffe (Chen et al. 2003a).  
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Figure 24 : Identification des cellules IFNγ+dans la rate des animaux en rejet et 
tolérants. 

Images représentatives de l’analyse immunofluorescente de coupes de rates d’animaux greffés en 

rejet (n=3) et d’animaux tolérants (n=6) prélevées 5 jours après la transplantation, pour l’IFN  (vert) en 

comarquage avec le TCR , CD4, CD8 ou NKRP1 (rouge). Les images situées en haut de chaque 
groupe correspondent à un grossissement de x630 tandis que celles du bas sont un zoom des images 
du haut. 

 
 

5. Caractérisation des cellules T Double Négative 
 

Afin d’approfondir les mécanismes régulateurs, nous avons étudié plus 

particulièrement ces cellules T régulatrices DN.  

 

5.1. Etude du nombre de cellules T régulatrices DN dans la rate 
 

Nous avons tout d’abord analysé, par cytométrie de flux, le nombre absolu de cellules 

T DN présentes dans la rate d’animaux naïfs ou d’animaux greffés en rejet et tolérants, cinq 

jours après la transplantation. Pour cela, nous avons quantifié les cellules qui étaient 

TCR +CD4-CD8-NKRP1-. De manière intéressante, nous avons montré une augmentation 

significative du nombre de cellule T DN dans la rate des animaux tolérants par comparaison 

à des rats naïfs ou en rejet (*p<0.05, **p<0.01) (Figure 25). 
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Figure 25 : Nombre absolu de cellules T DN dans la rate, cinq jours après la 
transplantation. 

Quantification des cellules T Double Négatives (TCRαβ
+
CD4

-
CD8

-
NKRP1

-
) par cytométrie de flux 

dans la rate d’animaux naïfs (n=5) et d’animaux greffés en rejet (n=7) et tolérants (n=6), 5 jours après 
la transplantation (*p< 0.05, **p<0.01). 
 

 

5.2. Etude de la production d’IFN  par les cellules T DN 
 

Afin d’analyser si les cellules T DN issues d’animaux tolérants étaient capables de 

produire plus d’IFN  que celles issues d’animaux en rejet, nous avons regardé par cytométrie 

de flux la production d’IFN  directement dans la population T DN dans des rates fraîchement 

préparées. Malheureusement dans ces conditions, nous n’avons pas pu détecter 

d’expression de l’IFN  dans les cellules T DN issues directement des animaux. Ceci pourrait 

s’expliquer par une faible production d’IFN et au relargage de la cytokine. Pour pallier à ce 

problème, nous avons restimulé in vitro les splénocytes totaux issus d’animaux tolérants ou 

en rejet avec des cellules présentatrices d’antigènes allogéniques pendant trois jours. Pour 

amplifier la quantité d’IFN  présente dans les cellules, nous avons ajouté de la Bréfeldine A 

pendant les 4 dernières heures de la culture pour empêcher l’exocytose des cytokines. De 

façon intéressante, nous avons observé une expression d’IFN  plus importante par les 

cellules T DN restimulées d’animaux tolérants par rapport à celles d’animaux naïfs ou en 

rejet restimulées (Figure 26).  

Nos résultats montrent que les cellules T DN sont amplifiées dans la rate de nos 

animaux tolérants et qu’elles produisent plus d’IFN  que nous avons montré comme étant 

nécessaire pour l’induction de tolérance dans ce modèle. Ces résultats suggèrent donc un 

rôle important des cellules T DN dans l’induction de tolérance par l’administration de cellules 

dendritiques immatures autologues et une immunosuppression courte. 
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Figure 26 : Expression de l’IFNγ dans les cellules T DN lors d’une MLR. 

Les splénocytes 1A d’animaux naïfs, en rejet ou tolérants ont été mis en culture in vitro avec des CPA 

1W allogéniques pendant 5 jours. L’expression de l’IFN  a été déterminée par cytométrie de flux dans 
la population T DN. Les histogrammes sont représentatifs de 4 expériences indépendantes. 

 
 

5.3. Caractérisation des mécanismes entraînant la production d’IFNγ par les 
cellules T DN 
 

5.3.1. Identification des cellules induisant cette production d’IFNγ 
 

L’expression de l’IFN  et les BMDC injectées étant localisés dans la même zone de la 

rate et cette cytokine étant produite par les cellules T DN, nous avons supposé que les 

BMDC pourraient être impliquées dans l’expression de l’IFN par les cellules T DN. Pour 

tester cette hypothèse, nous avons réalisé in vitro des réactions lymphocytaires mixtes 

(MLR) avec des BMDC ou des cellules dendritiques de la rate (SDC) comme cellules 

stimulatrices et des splénocytes, en condition syngénique pendant cinq jours de culture avec 

ajout de la bréfeldine A. La condition syngénique mime parfaitement la situation présente in 

vivo chez nos animaux tolérants, où les BMDC sont du même haplotype que le receveur. De 

façon intéressante, les BMDC syngéniques induisent une plus forte production d’IFN  par les 

cellules T DN que les SDC (11,2% versus 1,56%, ***p<0.001) (Figure 27A et 27B). Les 

BMDC sont donc capables in vitro d’induire la production de l’IFN  par les cellules T DN de 

manière plus efficace que les SDC, suggérant que les BMDC immatures sont de meilleures 

stimulatrices des cellules T DN pour la production d’IFN . Cependant, l’effet des BMDC sur 

les cellules T DN in vitro est indépendant des alloantigènes.  
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Figure 27 : Etude de l’expression de l’IFNγ dans les DNT lors d’une réaction 
lymphocytaire mixte en condition syngénique. 

MLR en condition syngénique réalisées avec des splénocytes issus d’animaux naïf 1A mis en culture 
pendant 5 jours avec des BMDC 1A ou des cellules dendritiques de la rate (SDC) 1A. L’expression de 

l’’IFN  a été évaluée par cytométrie de flux dans la population T double négative (DN). (A) Résultats 

représentent la moyenne de l’expression de l’IFN  de 5 expériences indépendantes (***p<0.001). (B) 
Histogrammes représentatifs d’une expérience (histogramme violet : culture avec les BMDC, 
histogramme vert : culture avec les SDC). 

 

 

En accord avec ce résultat obtenu in vitro, nous avons observé, par microscopie 

confocale, qu’in vivo les BMDC injectées étaient retrouvées de manière fréquente en contact 

étroit avec les cellules T DN dans la rate des animaux tolérants (Figure 28).  

 

 
 
Figure 28 : Localisation des BMDC-PKH26+ injectées et des cellules T DN dans la rate 

d’animaux tolérants. 

Images représentatives des contacts établis entre les BMDC-PKH26
+
 injectées (rouge) et les cellules 

T DN in vivo dans la rate d’animaux tolérants, 5 jours après la transplantation. Les cellules T sont 
marquées par un anticorps anti-TCR amplifié par un anitcorps anti-mouse biotinylé et une 
streptavidine-Alexa647 (Bleu). Parmi les cellules T, les cellules T DN sont identifiées comme étant 
CD4

-
CD8

-
NKRP1

-
 (vert) et indiquées par les flèches blanches. 50 cellules BMDC-PKH26

+
 ont été 

étudiées chez 3 animaux tolérants différents. 

 

5.3.2. Identification des médiateurs impliqués dans l’induction d’IFNγ 
 

Nous avons ensuite voulu identifier un ou des médiateurs responsables de cette 

capacité des BMDC immatures à induire l’expression de l’IFN  par les cellules T DN. Comme 

l’IL12 est un fort inducteur d’IFN  dans les cellules T, nous avons étudié in vitro par RT-PCR 



                                                                                   Résultats – Modèle BMDC et LF15-0195   

 110 

quantitative, l’expression de différents membres de la famille de l’IL12 tels que l’IL27p28, 

EBI3, IL12P35 et l’IL12p40 dans les BMDC stimulées ou non par des ligands de TLR 

(Figure 29). Parmi les cytokines analysées, seule l’expression d’EBI3 est augmentée de 

manière significative suite à la stimulation des BMDC par le LPS et le Poly I:C (*p<0.05).  

 

 

Figure 29 : Expression de l’ARNm de cytokines membres de la famille de l’IL12 dans 
les BMDC stimulées in vitro par des ligands de TLR 

Les BMDC ont été obtenues par culture des cellules de la moelle osseuse en présence de GMCSF et 
d’IL4 pendant 8 jours. Ces cellules ont ensuite été remises en culture en présence ou non de ligands 
de TLR (LPS ou Poly I :C) durant 24h. Les ARN totaux ont ensuite été isolés et analysés par RT-PCR 
quantitative pour l’expression de cytokines membres de la famille de l’IL12 (EBI3, IL27p28, IL12p35 et 
IL12p40). L’expression a été normalisée en fonction de l’HPRT et est exprimée en unité arbitraire 
(AU). Ces résultats représentent la moyenne de l’expression de ces molécules dans 4 échantillons 
distincts. 
 

De plus, nous avons précédemment montré que seules les cytokines IFN  et EBI3 

étaient augmentées de manière significative dans la rate des animaux tolérants cinq jours 

après la transplantation. Ces résultats suggèrent donc qu’EBI3, comme l’IFN , pourrait être 

impliqué dans les mécanismes de régulation dans notre modèle. C’est pourquoi, nous avons 

ensuite étudié, dans la rate des animaux tolérants à J5, l’expression de cette molécule dans 

les BMDC immatures syngéniques injectées. Par microscopie confocale, nous avons montré 

qu’environ 30% des BMDC-PKH26+ étaient marquées par l’anticorps polyclonal anti-EBI3 

(Figure 30). De plus, il a été montré qu’EBI3 formait des homodimères (Nieuwenhuis et al. 

2002), mais aussi des hétérodimères avec l’IL27p28 pour former la molécule IL27 (Pflanz et 

al. 2002) et avec l’IL12p35 pour constituer la molécule IL35 (Devergne et al. 1997). Nous 

avons donc analysé in vivo l’expression de ces deux molécules dans les BMDC-PKH26+ 

injectées. Aucune expression de l’IL27p28 n’a été détectée, alors qu’une faible expression 

d’IL12p35 a été observée dans la rate des animaux tolérants, mais dans d’autres cellules 

que les BMDC injectées (aucun comarquage de la PKH26 avec l’anticorps anti-IL12p35). 
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Ces résultats suggèrent que dans notre modèle et plus particulièrement dans les BMDC 

immatures syngéniques injectées, l’EBI3 pourrait agir sous forme d’homodimères ou 

d’héterodimères pas encore décrits avec d’autres chaînes pas encore décrites. 

 

 

 

Figure 30 : Expression d’EBI3 et d’IL12p35 dans la rate d’animaux tolérants. 

La rate d’animaux tolérants traités avec les BMDC marquées à la PKH26 a été prélevée, 5 jours après 
la transplantation. Des coupes de ces rates d’une épaisseur de 20µm ont été réalisées au cryostat. 
Images confocales représentatives de l’analyse immunofluorescente des BMDC-PKH26

+
 (rouge) en 

comarquage avec un anticorps anti-EBI3 (images du haut) ou un anticorps anti-IL12p35 (images du 
bas) (vert). L’analyse a été analysée sur 60 BMDC-PKH26

+
 sur 3 animaux tolérants différents. 

 

L’ensemble de ces données suggère qu’EBI3 produit par les BMDC injectées pourrait 

être un médiateur de la production de l’IFN  par les cellules T DN. Afin de tester cette 

hypothèse, nous avons réalisé in vitro la même expérience que précédemment, c'est-à-dire 

une MLR en condition syngénique où nous avons bloqué l’expression d’EBI3 dans la culture 

à l’aide d’un anticorps polyclonal anti-EBI3 utilisé à une concentration de 5µg/ml (Figure 31). 

De manière intéressante, nous avons observé une diminution de l’expression d’IFN dans les 

cellules T DN stimulées par les BMDC et aucune modification avec les SDC comme 

stimulatrices (n=5, ***p<0.001). 
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Figure 31 : Effet de l’inhibition d’EBI3 (anticorps polyclonal) sur la production d’IFNγ 
par les cellules T DN. 

Une MLR syngéniques de 5 jours a été réalisée comme dans la Figure 27 et l’expression de l’IFN  a 
été évaluée dans la population T DN. Un anticorps polyclonal anti-EBI3 ou des IgG de lapin purifiées 
ont été rajoutés à la culture avec une concentration finale de 5µg/ml. (A) Résultats représentants la 

moyenne d’expression de l’IFN   de 3 expériences indépendantes (***p<0.001). (B) Histogrammes 
représentatifs d’une expérience.  

 

Dans le but de déterminer si l’EBI3 nécessaire pour l’expression de l’IFN  par les 

cellules T DN est bien produit par les BMDC, nous avons transfecté des BMDC avec des 

siRNA spécifiques d’EBI3. Les stealth siRNA utilisés ont la caractéristique d’être moins 

immunogènes et plus stables dans le temps permettant une inhibition prolongée pour 

l’utilisation in vivo (Klatt et al. 2007).  

Tout d’abord, nous avons testé l’efficacité d’inhibition des siRNA en transfectant des 

BMDC immatures pendant cinq heures et nous avons observé une forte inhibition de 

l’expression d’EBI3 avec les deux siRNA non chevauchants par rapport à un siRNA contrôle 

universel (Figure 32).  
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Figure 32 : Expression d’EBI3 dans les BMDC après transfection avec les siRNA 
spécifiques d’EBI3 ou le siRNA contrôle  

Les BMDC ont été obtenues par culture de la moelle osseuse de souris en présence de GMCSF et 
d’IL4 durant 8 jours. Au 8

ème
 jour de culture, 2x10

6
 BMDC adhérentes ont été transfectées avec de la 

lipofectamine et le siRNA contrôle ou les siRNA spécifiques d’EBI3 pendant 5h. Les ARN totaux ont 
ensuite été isolés et analysés par RT-PCR quantitative pour l’expression d’EBI3. L’expression a été 
normalisée en fonction de l’HPRT et est exprimée en unité arbitraire (AU). 

 

Après avoir validé l’efficacité de nos siRNA, nous avons réalisé la MLR en condition 

syngénique. De façon intéressante, nous avons confirmé la diminution de l’expression d’IFN  

dans les cellules T DN obtenue avec l’anticorps polyclonal anti-EBI3 (n=4, **p<0.01, 

***p<0.001) (Figure 33).  

 

 

Figure 33 : Effet de l’inhibiton d’EBI3 (siRNA) sur la production d’IFNγ par les cellules 
T DN. 

Une MLR syngéniques de 5 jours a été réalisée comme dans la Figure 27 et l’expression de l’IFN  a 
été évaluée dans la population T DN. Les BMDC utilisées comme cellules stimulatrices ont été 
transfectées avec le siRNA contrôle ou des siRNA spécifique d’EBI3 pendant 5 jours. (A) Résultats 

représentants la moyenne d’expression de l’IFN   de 3 expériences indépendantes (**p<0.01, 
***p<0.001). (B) Histogrammes représentatifs d’une expérience. 
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6. Etude du rôle des leucocytes du donneur issus du greffon 
 

Lors de l’analyse de la rate des animaux tolérants, cinq jours après la transplantation, 

nous avons constaté la présence de nombreuses cellules présentatrices d’antigène du 

donneur, suggérant un rôle possible des leucocytes du donneur dans la tolérance. Plusieurs 

études ont en effet montré que les leucocytes issus du greffon étaient nécessaires pour 

l’installation de la tolérance dans différents modèles (Josien et al. 1998; Ko et al. 1999; 

Chiffoleau et al. 2002b). Pour tester cette hypothèse dans notre modèle, nous avons traité 

les donneurs avec une injection unique intra-péritonéale de cyclophosphamide (300 mg/kg), 

cinq jours avant la greffe afin de dépléter les leucocytes présents dans le greffon. De 

manière intéressante, la déplétion des leucocytes du donneur empêche de manière 

significative l’induction de la tolérance par l’administration des BMDC immatures 

syngéniques en combinaison avec le LF15-0195. De plus, l’injection de cellules dendritiques 

spléniques du même haplotype que le donneur, le jour de la transplantation a permis 

d’induire une prolongation significative de la survie de l’allogreffe (médiane : 53j vs 20j) 

(Figure 34). Ces résultats démontrent un rôle des cellules du donneur dans l’induction de 

tolérance par la voie de présentation allogénique directe, indirecte ou semi-directe en 

échangeant des parties de leur membrane avec les BMDC présentes dans la rate. 

 

 

Figure 34 : Effet des leucocytes du greffon sur la survie de l’allogreffe cardiaque dans 
le modèle de tolérance induite par les BMDC et le LF15-0195. 

Les donneurs Lew.1W ont été prétraités avec une injection unique de cyclophosphamide (cyp) par 
voie intrapéritonéale à une dose de 300mg/kg, 5 jours avant la transplantation. Les receveurs Lew.1A 
ont reçus une injection de 7x10

6
 de BMDC la veille de la greffe en combinaison avec 10 jours 

d’injection de LF15-0195 (1,5mg/kg). Certains receveurs ont reçu, en plus, une injection par voie 
intraveineuse de 5x10

5
 de cellules de la rate du même haplotype du donneur, le jour de la greffe. 
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7. Etude de nouveaux immunosuppresseurs en combinaison avec les BMDC 
 

En parallèle, l’équipe a testé d’autres immunosuppresseurs en combinaison avec les 

BMDC immatures syngéniques, dont la rapamycine. En effet, comme pour le LF15-0195, il a 

été montré que la rapamycine inhibe la maturation des cellules dendritiques in vitro et in vivo 

(Hackstein et al. 2003). De manière étonnante, l’administration de la rapamycine par gavage 

à partir du jour de la greffe pendant dix jours en association avec les BMDC entraîne un rejet 

d’allogreffe précoce, sous traitement alors que les traitements avec les BMDC seules ou la 

rapamycine seule induisent une prolongation de survie plus importante (médiane : 10j vs 30j 

et 24.5j, respectivement) (Figure 35).  

 

***

**

***

**

 

Figure 35 : Survie d’allogreffe cardiaque avec la rapamycine et les BMDC immatures 
syngéniques. 

Les receveurs Lew.1A ont été transplantés avec un cœur Lew.1W et ont été soit non traités (n=6), 
traités avec 7x10

6
 BMDC syngéniques la veille de la greffe (n=17), traités avec de la rapamycine 

administrée par gavage pendant 10 jours à partir du jour de la greffe, à une dose de 0,4 mg/kg (n=6) 
ou traités avec les BMDC en combinaison avec la rapamycine (n=6). 

 

Afin de comprendre les mécanismes entraînant le rejet précoce de l’allogreffe dans la 

combinaison BMDC et rapamycine, nous avons tout d’abord étudié l’expression de l’IFN  

dans la rate des animaux à J5, par RT-PCR quantitative. De manière intéressante, 

l’expression de l’ARNm de l’IFN  dans la rate de ces animaux est fortement diminuée par 

rapport aux animaux tolérants (Figure 36). 
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Figure 36 : Expression de l’ARNm de l’IFNγ dans la rate d’animaux greffés. 

L’expression de l’ARNm de l’IFN  a été analysée par RT-PCR quantitative dans la rate d’animaux 
ayant reçus une greffe cardiaque syngénique ( ), greffe allogénique et traités avec les BMDC et le 
LF (tol.) ( ) ou traités avec les, BMDC et la rapamycine ( ), prélevées 5 jours après la 
transplantation. L’expression a été normalisée en fonction de l’HPRT et est exprimée en unité 

arbitraire (AU). Ces résultats représentent la moyenne de l’expression de l’IFN   sur plusieurs 
échantillons distincts 

 

Dans la bithérapie BMDC et LF15-0195, nous avons aussi montré le rôle important 

des leucocytes du greffon dans l’induction de tolérance ainsi que la présence de cellules 

présentatrices d’antigènes (Classe II) d’haplotype du donneur dans la rate. Nous avons donc 

voulu savoir si les leucocytes du donneur étaient aussi importants et présents chez les 

animaux ayant été traités avec les BMDC et la rapamycine. Par microscopie confocale, nous 

avons retrouvé des leucocytes du donneur dans le greffon mais pas dans la rate des 

receveurs, comme observé chez les animaux tolérants (Figure 37A et 37B). Il a été montré 

que chez les animaux non traités, les CPA du donneur migrent dans la rate des receveurs 

dans les premiers jours apres la transplantation (Josien et al. 1998). Ces résultats suggèrent 

que dasn notre modèle, la rapamycine pourrait inhiber la migration des leucocytes vers la 

rate et ainsi empêcher l’installation des mécanismes régulateurs  

 

Coeur greffé

Ox3

Rate

Ox3

A B
Coeur greffé

Ox3

Rate

Ox3

A B

 
Figure 37 : Localisation et quantification des leucocytes du donneur chez les 

receveurs traités avec les BMDC et la rapamycine. 

Des coupes de 20µm de cœurs et de rates issus d’animaux traités avec les BMDC-PKH26
+
 (rouge) et 

la rapamycine administrée de J0 à J10 ont été réalisées au cryostat. Un marquage des leucocytes du 
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donneur a été effectué à l’aide du clone Ox3 (vert). (A) Images représentatives du cœur et de la rate. 
(B) Résultats représentants la moyenne du nombre de cellules OX3+ dans la rate d’animaux tolérants 
et d’animaux traités avec les BMDC et la rapamycine. Analyse effectuée sur 20 coupes issues de 3 
animaux différents pour chaque groupe. 

 
Dans le but de déterminer si l’abrogation de l’induction de tolérance dans ce modèle 

était due à l’absence de leucocytes du donneur dans la rate, nous avons injectées des 

cellules dendritiques spléniques d’haplotype du donneur le jour de la greffe à des receveurs 

traités avec les BMDC et la rapamycine. De façon intéressante, nous avons observé une 

prolongation de survie significative par rapport aux receveurs traités avec les BMDC et la 

rapamycine (médiane : 22j vs 10j, **p<0.01) (Figure 38). Cependant, nous n’avons pas pu, 

par l’injection de ces cellules, obtenir une survie à long terme des greffons. Ceci pourrait 

s’expliquer par une différence phénotypique et fonctionnelle des cellules spléniques injectées 

et les cellules normalement présentent dans le greffon. Une autre possibilité serait un effet 

inhibiteur de la rapamycine sur les capacités d’endocytose et de macropinocytose des 

BMDC injectées. En effet, il a été montré in vitro que la rapamycine pouvait inhiber la capture 

des antigènes par endocytose et macropinocytose des BMDC de souris (Hackstein et al. 

2002). 

 

**

 
Figure 38 : Effet de l’injection de cellules spléniques d’haplotype du donneur sur la 
survie d’allogreffes cardiaques de receveurs traités avec les BMDC, la rapamycine. 

Les receveurs Lew.1A ont été transplantés avec un cœur Lew.1W et ont été soit non traités (n=6), 
traités avec 7x10

6
 BMDC syngéniques la veille de la greffe (n=17), traités avec de la rapamycine 

administrée par gavage pendant 10 jours à partir du jour de la greffe, à une dose de 0,4 mg/kg (n=6) 
ou traités avec les BMDC en combinaison avec la rapamycine (n=6). Certains receveurs traités avec 
les BMDC et la rapamycine ont également reçu une injection par voie intraveineuse de 5X10

5
 cellules 

de la rate du même haplotype que le donneur, le jour de la transplantation (n=3). 

 
De manière étonnante, nous avons observé une prolongation de survie 

significativement augmentée lorsque la rapamycine était administrée trois jours après la 

transplantation et toujours pendant dix jours par rapport à une administration de J0 à J10 

(médiane : 32,5j vs 10j, respectivement) (Figure 39). Cette prolongation suggère que les 



                                                                                   Résultats – Modèle BMDC et LF15-0195   

 118 

leucocytes du donneur présents dans le greffon ont le temps de migrer dans la rate des 

animaux receveurs avant l’administration de la rapamycine confirmant ainsi l’inhibiton de la 

migration de ces cellules par cet immunosuppresseur. A l’heure actuelle, aucune étude in 

vivo, n’a montré d’effet de la rapamycine sur la migration des cellules dendritiques. 

Ce modèle de bithérapie avec les BMDC immatures syngéniques et la rapamycine 

constitue donc un bon modèle d’étude des mécanismes nécessaires à l’induction de 

tolérance. 

**

 
Figure 39 : Effet de l’administration de la rapamycine de J3 à J13 avec les BMDC, 

injectées la veille de la greffe, sur la survie d’allogreffe cardiaque. 

Les receveurs Lew.1A ont été transplantés avec un cœur Lew.1W et ont été soit non traités (n=6), 
traités avec 7x10

6
 BMDC syngéniques la veille de la greffe (n=17), traités avec de la rapamycine 

administrée par gavage pendant 10 jours avec le début de traitement 3 jours après la greffe, à une 
dose de 0,4 mg/kg (n=4) ou traités avec les BMDC en combinaison avec la rapamycine de J3 à J13 
(n=3) ou de J0 à J10 (n=6).  

 
 

IV. Perspectives 
 

Cette étude des mécanismes régulateurs impliqués dans notre modèlede tolérance 

induite par l’administration de BMDC immatures syngéniques, la veille de la greffe, en 

association avec un traitement LF15-0195 sous-optimal, nous a permis de mettre en 

évidence un rôle important des cellules T DN, de l’IFN  et d’EBI3. 

En effet, nous avons montré une migration des BMDC dans la rate des receveurs 

ainsi qu’une accumulation de cellules T double négative. Les BMDC ont été montré comme 

produisant une cytokine membre de la famille de l’IL12, EBI3, qui induit les cellules T DN à 

produire de l’IFN , permettant ainsi l’installation de mécanismes tolérogènes. 

Nous montrons dans cette étude pour la première fois in vitro un effet d’EBI3 sur 

l’expression d’IFN . En effet, il a été décrit chez l’homme que l’IFN  in vitro était un inducteur 

de l’expression d’EBI3 dans des cellules du muscle lisse de l’aorte (Kempe et al. 2009). 
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Dans notre modèle, une boucle de régulation entre les cellules T DN et les BMDC pourrait 

être envisagée. En effet, les BMDC injectées pourraient sécréter l’EBI3 qui induirait ensuite 

les cellules T DN à produire l’IFN . L’IFN  ainsi sécrété pourrait en retour stimuler de façon 

plus importante les BMDC à produire EBI3. Afin de tester cette hypothèse, nous 

envisageons d’analyser in vitro l’expression d’EBI3 dans des BMDC immatures stimuler avec 

de l’IFN  au niveau de l’ARNm et de la protéine. L’équipe tentera aussi d’identifier une 

chaîne qui pourrait se lier à EBI3 et ainsi former un nouvel hétérodimère. 

 

Nous avons montré que les cellules T DN sécrètent de l’IFN  qui peut participer aux 

mécanismes régulateurs. Cependant, ces cellules ont été décrites comme induisant 

l’apoptose des cellules T CD8+ et CD4+ par l’intéraction Fas/FasL (Ford et al. 2002). Nous 

allons dons essayer de quantifier l’apoptose présente dans notre modèle de tolérance. Pour 

cela, nous utiliserons la technique TUNEL (Terminal deoxynucleotidyl transferase dUTP Nick 

End Labelling) sur des coupes de rates d’animaux tolérants en comparaison avec des 

animaux traités avec les BMDC et la rapamycine, qui rejettent leur allogreffe sous traitement.  

 

Nous tenterons aussi de mieux caractériser le rôle des cellules présentatrices 

d’antigène du donneur dans l’induction de tolérance. Pour cela, nous génèrerons des BMDC 

immatures à partir de la moelle osseuse d’animaux (F1) issus du croisement d’un mâle 

Lew.1W avec une femelle Lew.1A. Ces cellules présenteront donc à la fois les antigènes du 

donneur et ceux du receveur. Nous vérifierons que le phénotype et l’effet sur la survie 

d’allogreffe de ces cellules hybrides sont équivalents à ceux obtenus avec les BMDC Lew.1A 

classiquement utilisées. Nous les injecterons ensuite en combinaison avec le LF15-0195 

dans la même conbinaison de greffe que précédemment (Lew.1W sur Lew.1A) pour vérifier 

la survie à long terme des allogreffes. Une fois ces cellules validées dans notre modèle de 

greffe, nous traiterons les receveurs avec ces BMDC et le LF15-0195 ainsi que le donneur 

d’allogreffe avec la cyclophosphamide. Nous avons montré précédemment que la déplétion 

des cellules du donneur entraînait un rejet d’allogreffe à 20 jours en moyenne. Si l’injection 

de ces cellules permet de restaurer l’induction de tolérance en absence des cellules du 

donneur, nous pourrons en déduire que la présentation des antigènes du donneur par les 

BMDC est suffisante pour induire la tolérance. Si ces cellules n’empêchent pas le rejet 

d’allogreffe, nous en concluerons que la présentation directe des antigènes du donneur par 

les CPA du donneur est nécessaire à la tolérance. Grâce à ce modèle, nous pourrons ainsi 

mieux définir le rôle des CPA du donneur dans l’induction de tolérance. 

 
A partir de nos résultats encourageants avec les BMDC immatures syngéniques et le 

LF15-0195, obtenus chez le rat, nous envisageons d’établir un modèle pré-clinique de 
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tolérance à une allogreffe rénale chez le primate par l’administration de cellules dendritiques 

immatures autologues avec un traitement immunosuppresseur. Cependant, lors d’essais de 

toxicité réalisés chez le primate, l’administration du LF15-0195 en forte dose et de façon 

prolongée a entraîné certains effets secondaires, ce qui rend son utilisation future en clinique 

impossible. Nous essaierons donc d’autres immunosuppresseurs utilisés en clinique (le 

mycophénolate mofetil, la rapamycine…) en combinaison avec les BMDC chez le rat afin 

d’optimiser le protocole. Le modèle le plus performant sera choisi pour être testé chez le 

primate. 

L’équipe a mis au point les conditions de culture nécessaires à l’obtention de cellules 

dendritiques immatures à partir de la moelle osseuse des primates (Moreau et al. 2008; 

Moreau et al. 2009). L’effet de ces cellules couplé à un traitement immunosuppresseur va 

donc être testé dans un modèle d’allogreffe de rein chez le primate. Cette étape préclinique 

est nécessaire pour une future utilisation de ces cellules en clinique. En effet, une stratégie 

thérapeutique basée sur l’administration de cellules dendritiques autologues présente de 

nombreux avantages. Ces cellules ne seront pas détruites pas des réponses allospécifiques 

mais surtout l’utilisation de ces cellules ne nécessite pas de connaître le donneur plusieurs 

jours avant la transplantation. 
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 La transplantation d’organe ou de cellules, dans le but de remplacer des organes 

vitaux défaillants, est actuellement le traitement de choix dans de nombreuses pathologies 

touchant les reins, le foie, le cœur, les poumons ou la moelle osseuse. A l’heure actuelle, 

l’inhibition non spécifique de l’ensemble du système immunitaire par l’intermédiaire de 

drogues immunosuppressives reste la seule façon de diminuer l’incidence du rejet de greffe. 

Toutefois, ces traitements immunosuppresseurs sont très puissants et en déprimant 

l’ensemble du système immunitaire, ils entraînent des effets secondaires indésirables tels 

que le développement de cancers viro-induits ou des infections opportunistes. Par ailleurs, 

ces traitements ne permettent pas de prévenir le développement du rejet chronique. Ce rejet 

constitue actuellement la principale cause de rejet de greffe à long terme en transplantation 

humaine. Les recherches actuelles en transplantation visent donc à mieux comprendre les 

mécanismes de tolérance à l’allogreffe et à identifier de nouveaux médiateurs de cette 

tolérance. L’intérêt de la recherche de nouvelles molécules impliquées dans des modèles de 

tolérance est de trouver des agents capables d’intervenir dans le blocage spécifique de la 

réponse immune dirigée contre les antigènes du greffon, tout en perturbant le moins possible 

la réponse dirigée contre d’autres antigènes pathogènes. L’idéal étant de trouver une 

molécule ou des traitements permettant d’induire une tolérance spécifique et définitive. 

Cependant, il parait difficilement concevable qu’une seule molécule puisse induire une 

tolérance spécifique du greffon. C’est pourquoi, la compréhension des mécanismes 

impliqués dans l’établissement e le maintien de la tolérance immune pourrait permettre 

d’établir de nouveaux protocoles thérapeutiques. 

 

 Afin d’identifier les molécules associées à la tolérance à long-terme (100 jours après 

la greffe), nous avons comparé, par puces à ADN, des allogreffes tolérées induites par un 

traitement bref avec le LF15-0195 avec des allogreffes non rejetées mais présentant des 

signes de rejet chronique induites par deux transfusion de sang du donneur avant la 

transplantation (DST). Nous avons ainsi pu mettre en évidence l’expression de nombreuses 

molécules protectrices dans les greffons tolérés démontrant des mécanismes actifs de 

tolérance dans ce modèle. Nous avons montré que la présence in situ dans la greffe de 

nombreuse cellules régulatrices T CD4+CD25+Foxp3+ associée à la présence d’IFN  

induisaient les cellules endothéliales du greffon à produire IDO, une enzyme tolérogène, 

démontrant une coopération entre les cellules T régulatrices et les cellules endothéliales 

pour la mise en place d’un privilège immun local permettant l’établissement de la tolérance à 

l’allogreffe (Article1).  

 Cette technique de puces à ADN, nous a aussi permis d’identifier une autre molécule, 

le récepteur CLEC-1 comme étant surexprimé dans les allogreffes tolérées. L’étude de 

CLEC-1 suggère que dans les allogreffes tolérées, l’expression de CLEC-1 est augmentée 
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dans les cellules endothéliales et myéloïdes par les cellules régulatrices T CD4+CD25+, 

accumulées dans le greffon, lui permettant ainsi en retour de moduler la réponse allogénique 

effectrice Th17. L’étude de cette molécule chez l’homme semble donc très intéressante, 

puisqu’elle pourrait permettre d’utiliser CLEC-1 comme outil thérapeutique ou diagnostic en 

transplantation. 

 

 Dans un autre modèle de tolérance à l’allogreffe, nous avons montré une 

prolongation de survie à long terme du greffon grâce à l’administration, la veille de la greffe, 

de cellules dendritiques dérivées de la moelle immatures et syngéniques en association avec 

un traitement immunosuppresseur sous-optimal avec le LF15-0195. L’étude des 

mécanismes régulateurs impliqués dans ce modèle, a montré un rôle de l’IFN  produit pas 

des cellules régulatrices T double négative et d’une molécule, EBI3, sécrétée par les BMDC 

injectées. Une meilleure caractérisation des mécanismes régulateurs des BMDC immatures 

syngéniques permettra leur application future dans de nouveaux protocoles cliniques de 

thérape cellulaire. 

 

 En conclusion, les résultats apportés par l’étude de nouveaux médiateurs impliqués 

dans les mécanismes de tolérance à l’allogreffe permettront peut être un jour l’utilisation de 

ces différentes molécules dans de nouveaux protocoles cliniques. 
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Identification et étude de nouveaux médiateurs de la tolérance à l’allogreffe 

La connaissance approfondie des mécanismes immunologiques impliqués dans la 
tolérance représente un enjeu capital pour améliorer le succès de la transplantation 
d’organes. L’objet de cette thèse a consisté en l’identification et l’étude de nouveaux 
médiateurs de la tolérance à l’allogreffe chez le rat. Dans un modèle de tolérance induite par 
un traitement avec le LF15-0195, un analogue de la déoxyspergualine, l’équipe a appliqué la 
technique de puces à ADN pour identifier les mécanismes associés à la tolérance et a mis 

en évidence l’expression d’IDO et d’IFN Nous avons montré que les cellules T régulatrices 

CD4+CD25+ accumulées dans le greffon expriment l’IFN induisent l’expression d’IDO, une 
molécule tolérogène, dans leset  cellules endothéliales de la greffe et que ces deux 
molécules sont nécessaires à la tolérance. De plus, nous avons identifié CLEC-1, un 
récepteur lectine de type-C, surexprimé dans les cellules endothéliales et myéloïdes des 
greffons tolérés. D’autre part, nous avons montré que l’expression de CLEC-1 est diminuée 
par des stimuli inflammatoires et augmentée par des molécules tolérogènes. En outre, nous 
avons montré que CLEC-1 diminue la différenciation Th17 en modulant la suppression 

médiée par les cellules T régulatrices. Le rôle de l’IFN  a aussi été démontré dans un autre 
modèle de tolérance induite par l’administration de cellules dendritiques syngéniques 
immatures en combinaison avec une dose sous-optimale de LF15-0195. Nous avons montré 

que l’inhibition de l’IFN  abroge l’induction de tolérance et que les cellules T double 

négatives étaient responsables de la production d’IFN  dans la rate des animaux tolérants. 
D’une façon intéressante, cette production est dépendante de la molécule EBI3 produite par 
les cellules dendritiques immatures. L’ensemble de ces résultats ont contribué à 
l’identification de nouveaux médiateurs de la tolérance qui pourront être utilisés comme outils 
thérapeutiques pour permettre une tolérance à l’allogreffe. 

Mots-clé : Tolérance, cellules T régulatrices, CLEC-1, IFN , cellules dendritiques, EBI3, 
allotransplantation 
 

Identification and study of news mediators of allograft tolerance 

The understanding of immunological mechanisms leading to allograft tolerance 
represents a major issue to improve the success of organ transplantation. During my Ph.D, 
we have investigated news mediators of allograft tolerance in rat. In a model of tolerance 
induced by treatment with an analog of deoxyspergualin (LF15-0195), the team used DNA 
microarrays to identify mechanisms linked to tolerance and has observed a high expression 

of IDO and IFN . We have shown that CD4+CD25+ regulatory T cells accumulated in 

allograft expressed IFN  and induced the expression of IDO in graft endothelial cells. So, 
these two molecules are necessary to tolerance. Moreover, we have identified CLEC-1, a C-
type lectin receptor, as overexpressed in graft endothelial and myeloid cells of tolerated 
allograft. Then, we have shown that CLEC-1 expression is decreased by inflammatory stimuli 
and increased by tolerogenic molecules. At last, we have shown that CLEC-1 decreases 

Th17 differentiation, modulating suppression mediated by regulatory T cells. The role of IFN  
has also been demonstrated in another model of tolerance induced by the injection of 
autologous immature dendritic cells in combination with a suboptimal treatment with LF15-

0195. We have demonstrated that inhibition of IFN  abrogates induction of tolerance. 

Moreover, we have shown that double negative T cells are responsible of IFN  production in 
the spleen of tolerant recipients. Interestingly, this production is dependent of EBI3 secreting 
by immature dendritic cells. All of these results contributed to identify new mediators of 
tolerance which will be able to be used as therapeutic tools to induce allograft tolerance. 

Keywords: Tolerance, regulatory T cells, CLEC-1, IFN , dendritic cells, EBI3, allograft 
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