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Liste des abréviations 
 

Ac : Anticorps 
Acm : Anticorps monoclonal 
ADK: Adénocarcinome 
APC : AlloPhycoCyanine 
ATP : Adénosine TriPhospate 
Aza : azathioprine 
CBC : Carcinome basocellulaire 
CD : Cluster de Différenciation 
CMH : Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
CMN : Cellules MonoNucléées  
CNI : Calcineurine inhibitor 
CsA : ciclosporine A 
CSC : Carcinome spinocellulaire 
CTLA4 : Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4 

DFGe : Débit de Filtration Glomérulaire estimé 
DMSO : DiMéthylSulfOxyde 
DP : dialyse péritonéale 
DS : donneurs sains 
DSA : Donor Specific Antibody 
EER : épuration extra-rénale 
EFS : Établissement Français du Sang 
F. prausnitzii : Faecalibacterium prausnitzii 

Foxp3 : Forkhead box p3  

FSC : Forward Scatter 

HD: hémodialyse 
Hi : High 

HLA : Human Leucocyte Antigen 
IFN-γ!: Interféron gamma  
IL : InterLeukine 
iNKT: invariant natural killer T lymphocytes 
MDRD : Modification of the Diet in Renal Disease 
MFI : Mean Fluorescence Intensity 

MMF: mycophénolate mofétil 
mTOR : mammalian Target Of Rapamycin 

NK: natural killer cells 

NS : non significatif 
P : patients 
PBS : Phosphate Buffered Saline 

PMT : Photomultiplicateurs 
RC : Réponse complète 
RCH : Recto-Colite Hémorragique 
RPMIc : RPMI complet 
SEM : Standard error of the mean 
SSC : Side Scatter 
SVF : Sérum de Veau Fœtal 
T DP8α : Lymphocytes T immunorégulateurs CD4 (+) CD8αα (+) 
TCR : T Cell Receptor 

TGF-β : Transforming Growth Factor Beta 

Treg : Lymphocytes T régulateurs  
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Introduction  

 

En France entre 2010 et 2015, 62028 nouveaux patients ont débuté un traitement de 

suppléance de l’insuffisance rénale terminale. Parmi ces patients, 2223 (3,6%) ont bénéficié 

d’une greffe préemptive et 7399 (12,4%) d’une transplantation rénale dans les suites d’une 

prise en charge en dialyse au 31/12/2015 (Source : Réseau Epidémiologie et Information en 

Néphrologie, rapport annuel 2015). La transplantation rénale, quand elle est possible, reste le 

meilleur traitement de l’insuffisance rénale terminale (Source : HAS, Maladie Rénale 

Chronique de l’Adulte, février 2012). Elle permet notamment une amélioration de la qualité 

de vie, un allongement de la durée de vie des patients et représente un coût moindre de prise 

en charge par rapport à l’hémodialyse ou à la dialyse péritonéale (Source : HAS, Evaluation 

médico-économique des stratégies de prise en charge de l’insuffisance rénale chronique 

terminale en France, octobre 2014). La transplantation rénale représente à elle seule la 

majorité des transplantations d’organes solides soit 3615 (61%) des 5891 transplantations 

réalisées en 2016 (Source : Agence de la Biomédecine, Activité de greffe d’organes en France 

en 2016 « Les objectifs du Plan Greffe 2012 - 2016 ont été dépassés », 20 mars 2017). 

 

L’une des principales complications à long terme de la transplantation rénale (et 

d’organes solides) est l’apparition de néoplasies, liées en partie au traitement 

immunosuppresseur, à sa durée et son intensité 1,2. La transplantation rénale constitue un 

facteur de risque majeur de survenue de cancers viro-induits (HPV, EBV, HHV8, HTLV1, 

HBV, HCV) et de néoplasies cutanées, un patient transplanté rénal présentant 25 à 60 fois 

plus de risque de développer un carcinome cutané (non mélanome) qu’un individu non 

transplanté 3. Des modèles expérimentaux ont permis d’élaborer des théories successives 

quant au mécanisme d’apparition de ces tumeurs, dont celle du cancer immunoediting 

développée par R. Schreiber dans les années 2000. Chez l’Homme, les données 

observationnelles sont en accord avec ce principe d’un contrôle du système immunitaire sur 

les tumeurs (théorie de l’immunosurveillance) mais aussi des tumeurs sur le système 

immunitaire (théorie de l’immunosubversion).  

 

Dans ce contexte, la minimisation des thérapies immunosuppressives est un enjeu chez 

les patients transplantés rénaux. Ainsi nous avons développé en particulier 2 stratégies de 

minimisation au CHU de Poitiers. 
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La première consiste, chez les patients transplantés avant les années 1980 (début 

d’utilisation de la ciclosporine A, CsA), ne présentant pas de signe de rejet, à maintenir le 

traitement historique dit « conventionnel » par azathioprine (Aza) + stéroïdes à faible dose.  

La seconde consiste, après un an de greffe,  à stopper le traitement par antimétabolite 

et stéroïdes chez les patients présentant un faible risque immunologique 4 poursuivant une 

monothérapie par anticalcineurine (CNI, Calcineurine inhibitor) (CsA ou tacrolimus). Cette 

dernière stratégie a été initiée dans le cadre d’une étude multicentrique comparant 3 stratégies 

immunosuppressives chez des patients présentant un faible risque immunologique : le 

maintien d’une bithérapie CNI-Aza ou CNI-mycophenolate mofétil (MMF) ou l’initiation 

d’une monothérapie CNI. Les données 10 ans post randomisation de ce travail montrent une 

survie rénale comparable entre les différents groupes, mettant en avant l’intérêt de la 

monothérapie CNI chez les patients présentant un faible risque immunologique. 

 

Parmi les patients transplantés ayant bénéficié de ces stratégies de minimisation (CNI 

monothérapie ou Aza + stéroïdes), nombreux sont ceux qui présentent une fonction rénale 

stable, sans aucun signe clinico-biologique de rejet, posant la question des mécanismes 

immunologiques sous-jacents. L’une des principales hypothèses avancées est la mise en jeu 

de populations lymphocytaires immunorégulatrices telle que les lymphocytes T régulateurs 

(Treg). 

 

Les Treg CD4(+) CD25(+) Foxp3(+) ont été décrits chez la souris dans les années 

1990 par l’équipe de S. Sakaguchi 5, puis chez l’Homme au début des années 2000 6. Ils 

représentent 5 à 10%  des lymphocytes T CD4(+) circulants chez l’Homme. Leurs fonctions 

sont multiples : modulation de la réponse immunitaire et de la réaction inflammatoire, 

génération de signaux de réparation tissulaire et de facteurs de croissance, contrôle de la 

tolérance aux antigènes du soi, tolérance du fœtus au cours de la grossesse…etc. Ils sont 

caractérisés d’un point de vue phénotypique par l’expression de plusieurs marqueurs pouvant 

jouer un rôle dans leurs fonctions (Figure 1). C’est le cas du facteur de transcription Foxp3 

qui contrôle la différenciation des Treg, de la sous-unité alpha du récepteur à l’IL-2 

(Interleukine 2, CD25) qui prive les lymphocytes T conventionnels d’IL-2, de l’ecto-enzyme 

CD39 qui dégrade l’ATP (Adénosine TriPhosphate) ou de la molécule de costimulation 

négative CTLA4 (Cytotoxic T-lymphocyte associated protein 4). Les fonctions 

immunorégulatrices des Treg mettent aussi en jeu la production de cytokines telles que l’IL-

10, l’IL-35 ou le TGF-β (Transforming Growth Factor Beta). Plusieurs critères sont associés 
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à une stabilité du phénotype immunorégulateur : un niveau élevé par cellule d’expression de 

Foxp3, l’expression du facteur de transcription Helios et l’absence d’expression de CD45RA 
7–9.  

 

 

Figure 1. Illustration des fonctions immunosuppressives des Treg chez l’Homme ( D’après Braza et 

al. Am J Transplant 2015 
10

):  

Inhibition de la réponse immunitaire pro-inflammatoire via la sécrétion de cytokines 

immunosuppressives, la transformation d’ATP en adénosine et l’expression de molécules de 

costimulation négative. 

 

Le rôle des Treg dans la tolérance de greffe d’organe est exploré par plusieurs équipes. 

Plusieurs modèles expérimentaux ont montré chez la souris que les Treg sont susceptibles 

d’intervenir dans le contrôle de la tolérance de greffe d’organe 11. Des travaux chez l’Homme 

ont montré que les immunosuppresseurs sont susceptibles, directement et/ou indirectement, de 

moduler le statut fonctionnel des Treg 12. Il a aussi été suggéré que la population de Treg 

mémoires CD45RA(-) Foxp3(Hi) était associée à la tolérance opérationnelle chez les patients 

transplantés rénaux 8. Ce concept de tolérance opérationnelle est issu de l’observation de 

patients transplantés rénaux dont le greffon est cliniquement et biologiquement fonctionnel en 

l’absence de tout traitement immunosuppresseur 13. L’équipe de S. Brouard a cherché à mieux 

définir ce concept en y incluant une dimension histologique 14. Si l’existence de cet état de 

tolérance opérationnelle, en transplantation rénale comme hépatique, est à présent admise par 
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les équipes de transplantation, il n’existe pas à ce jour de moyen de prédire sa survenue chez 

les patients transplantés 15. Par ailleurs, de multiples pistes sont explorées par les équipes 

d’immunologie afin d’expliquer la survenue de cet état de tolérance. Les Treg semblent jouer 

un rôle dans sa survenue, notamment via une capacité immunosuppressive accrue liée à la 

déméthylation du locus du gène codant pour Foxp3 16. 

 

Hormis les Treg, d’autres cellules pourraient jouer un rôle dans le développement d’un 

état de tolérance. Il a par exemple été montré que les lymphocytes B issus de patients 

tolérants étaient capables de produire des signaux immunosuppresseurs, développant ainsi le 

concept de lymphocytes B régulateurs 17,18.  

Dans un autre contexte, celui d’une maladie auto-inflammatoire, la rectocolite 

hémorragique (RCH), une autre population de lymphocytes T immunorégulateurs a été décrite 

chez l’Homme : les lymphocytes T double positifs CD4(+) CD8αα(+) (T DP8α) 19. Cette 

population a été décrite dans la lamina propria colique où elle représente, chez les sujets sains, 

5 à 15 % des lymphocytes T contre 1,5 % des lymphocytes T circulants. Il a été montré 

qu’elle était déficiente chez les patients atteints d’une RCH. Les T DP8α n’expriment pas 

Foxp3, mais exprime CD25 et CD127, récepteur à l’IL-7 absent chez les Treg. Cette 

population reconnaît des antigènes présentés par les molécules du CMH (complexe majeur 

d’histocompatibilité) de classe II. Sur le plan fonctionnel, les T DP8α bloquent l’état 

d’activation des lymphocytes T conventionnels, en particulier par leur production d’IL-10 19.! 

 

Enfin, les Treg sont impliqués dans la perte de l’immunosurveillance antitumorale 20. 

Plusieurs travaux ont montré que l’environnement tumoral au cours du processus d’immuno-

édition est enrichi en facteurs induisant la différenciation des Treg in situ, lesquels bloquent 

progressivement la réponse immunitaire antitumorale chez l’Homme 21. Cette population Treg 

associée à la perte de l’immunosurveillance des cancers est aussi caractérisée par un niveau 

élevé d’expression de Foxp3 par cellule, un phénotype mémoire CD45RA(-) et l’expression 

du facteur de transcription Helios 22. 

 

Les Treg et les T DP8α constituent donc deux populations lymphocytaires 

immunorégulatrices d’intérêt chez les patients transplantés rénaux présentant une fonction 

rénale stable et qui, malgré la minimisation des thérapies immunosuppressives, développent 

des complications néoplasiques 4. 
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Notre hypothèse est que les cellules impliquées dans la tolérance/le non rejet de greffe sont 

celles qui jouent également un rôle dans la perte de l’immunosurveillance des cancers.  

  

L’objectif principal de ce travail est de décrire, chez des patients transplantés rénaux 

tolérants sous immunosuppression minimisée, les lymphocytes Treg et T DP8α. Nous 

étudierons les variations phénotypiques de ces populations lymphocytaires régulatrices 

induites par les traitements immunosuppresseurs et la survenue de cancer(s). 
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Matériel et Méthodes  
 

1.! Cohorte de patients et de donneurs sains  

 

La cohorte de patients transplantés rénaux tolérants sous immunosuppression 

minimisée a été constituée au sein du service de Néphrologie, Dialyse et Transplantation 

Rénale du CHU de Poitiers. Les critères d’inclusion étaient les suivants : transplantation 

rénale il y a plus de 10 ans, fonction rénale stable (variation du taux de créatininémie de 

moins de 20%), bénéficiant d’une immunosuppression minimisée correspondant soit à : 1) un 

traitement dit « conventionnel » par Aza et stéroïdes à faible dose, ou 2) un traitement par 

monothérapie CNI (CsA ou tacrolimus).  

Les caractéristiques cliniques des patients ont été recueillies de manière rétrospective, après 

signature d’un formulaire de consentement, via une plateforme de recueil informatisée. 

Les échantillons sanguins des donneurs sains proviennent de volontaires adultes prélevés à 

l’Établissement Français du Sang de Poitiers.  

 

2.! Extraction et congélation des cellules mononucléées  

 

Les cellules mononuclées (CMN) ont été obtenues après centrifugation en gradient de 

densité afin d’éliminer les hématies et les cellules de la lignée granuleuse. Le sang 

périphérique (densité : 1,056 kg/dm-3) a été déposé sur coussin de Ficoll (densité : 1,077 

kg/dm-3) afin de former deux phases puis les tubes ont été centrifugés 30 minutes à 500 g 

sans frein afin d’éviter le mélange des phases. Au cours de la centrifugation, les érythrocytes 

et les granuleux sédimentent au fond du tube, les CMN (lymphocytes et monocytes) forment 

un anneau à l’interface plasma - solution de Ficoll. L’anneau de CMN a ensuite été prélevé, 

puis les cellules lavées deux fois en présence de PBS et centrifugées 10 minutes à 300 g afin 

d’éliminer le surnageant. Les cellules ont ensuite été suspendues dans du PBS et comptées en 

bleu de Trypan (Sigma) (évaluation de la viabilité cellulaire) à l’aide d’un compteur 

automatisé de cellules (Countess II FL, ThermoFisher Scientific). Elles ont ensuite été 

congelées et stockées à -80°C en SVF 50%, RPMIc 40%, diméthylsulfoxyde (DMSO, Sigma) 

10 %, cryoprotecteur pour la congélation cellulaire. 
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3.! Décongélation des cellules mononucléées 

 
Les CMN ont été décongelées au bain-marie à 37°C puis lavées immédiatement avec 

10 mL de RPMIc à 37°C (élimination du DMSO) et de nouveau comptées à l’aide du 

compteur automatisé de cellules. Elles ont ensuite été suspendues dans du tampon de 

marquage à une concentration de 1 million de cellules par puits dans une plaque 96 puits à 

fond rond (Greiner Bio-one) pour réalisation d’un immunomarquage. 

 

4.! Analyse des cellules mononuclées in vitro par immunomarquage 

 

L’analyse phénotypique des populations lymphocytaires circulantes d’intérêt a été 

réalisée par immunomarquage avec des anticorps membranaires et intracellulaires spécifiques.  

Après décongélation, les CMN ont été suspendues en tampon de marquage, puis incubées 30 

minutes à 4°C avec le marqueur de viabilité cellulaire Live/Dead Fixable Near IR Dead Cell 

Stain Kit (L10119, Invitrogen) (Near IR). Ce fluorochrome réagit avec les amines libres 

membranaires et intracellulaires, il pénètre uniquement à l’intérieur des cellules mortes. 

Les cellules ont ensuite été lavées deux fois en tampon de marquage et incubées 30 minutes à 

4°C en présence des anticorps monoclonaux membranaires (Acm) puis à nouveau lavées en 

tampon de marquage. Les cellules ont ensuite été perméabilisées 20 minutes à température 

ambiante (kit eBioscience) et lavées dans la solution PermWash du kit. Pour le marquage 

intracytoplasmique, elles ont été incubées 30 minutes à 4°C avec les Acm dilués dans la 

solution PermWash puis lavées à nouveau. Enfin, les cellules ont été conservées à 4°C en 

solution de fixation. 

 

5.! Analyse par cytométrie en flux  

 

La cytométrie en flux permet de déterminer pour chaque cellule la taille (FSC, 

forward scatter), la granulosité (SSC, side scatter) et l’intensité de fluorescence des différents 

fluorochromes utilisés. L’acquisition des cellules a été réalisée dans la fenêtre correspondant 

aux lymphocytes (définie à partir des paramètres FSC et SSC) puis dans une fenêtre excluant 

les cellules mortes marquées par le Near IR. Les voltages des PMT (photomultiplicateurs) du 

cytomètre ont été préalablement réglés à l’aide d’un échantillon cellulaire non marqué. 

L’utilisation simultanée de plusieurs fluorochromes pouvant entraîner un chevauchement des 

spectres d’émission, un réglage préalable des compensations a été réalisé, c’est à dire la 

soustraction de la fluorescence parasite à la fluorescence mesurée en utilisant des cellules 
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monomarquées. Les marquages cellulaires effectués avec des anticorps de même isotype (et 

de même espèce), couplés au même fluorochrome spécifique d’un antigène non exprimé dans 

l’espèce étudiée (contrôles isotypiques) ont permis d’évaluer la fluorescence non spécifique 

lors de l’analyse des marquages d’intérêt et de déterminer le seuil de positivité spécifique. Les 

cellules ont été analysées avec le cytomètre en flux FACSCVerseTM (BD Biosciences) de la 

plateforme ImageUp du site. Les données de l’analyse ont été enregistrées par le logiciel 

FacsSuiteTM (BD Biosciences) et analysées avec le logiciel FlowJo (Tree Star, Ashland, 

Oregon). 

 

6.! Stratégie d’analyse des données de cytométrie en flux  

 

La fenêtre correspondant aux lymphocytes a été définie à partir des paramètres FSC et 

SSC. Les cellules mortes ont été exclues à l’aide du marqueur de viabilité Near IR. Ont 

ensuite été sélectionnés les lymphocytes T CD3(+), puis les lymphocytes T CD3(+) CD4(+) 

CD8(-). Les Treg ont été définis parmi les lymphocytes T CD3(+) CD4(+) CD8(-) par leur 

coexpression de CD25 et Foxp3 (Figure 2). Nous avons défini la population de T DP8α par 

l’expression concomitante de CD4 et de CD8 à un niveau intermédiaire au sein des 

lymphocytes T CD3(+) (Figure 2). 
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Figure 2. Stratégie d’analyse en cytométrie en flux et définition des populations Treg et T DP8α 

Exclusions des débris cellulaires et des doublets (fenêtre FSC-H/ FSC-A), puis définition successive 

des populations lymphocytaires (fenêtre SSC-A/ FSC-A), de cellules vivantes (fenêtre Near IR/ FSA-

A), de lymphocytes T CD3(+) (fenêtre CD3/ FSC-A), de lymphocytes T CD3(+) CD4(+) CD8α(-) 

(fenêtre CD4/CD8α) puis des Treg CD4(+) CD25(+) Foxp3(+) (fenêtre CD25/ Foxp3) et de 

lymphocytes T DP8α (fenêtre CD4/CD8α). 

 

7.! Analyses statistiques 

 

Les résultats expérimentaux sont exprimés en moyenne ± SEM (standard error of the 

mean). Les analyses statistiques sont réalisées avec le logiciel GraphPad Prism® en utilisant 

le test non paramétrique Mann-Whitney. Une valeur de p inférieure à 0,05 % (p < 0,05) est 

considérée comme significative, l’abréviation NS correspond à des valeurs de p non 

significatives.  

! !
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Résultats 
 

1.! Description de la cohorte  

 1.1 Caractéristiques néphrologiques  

 

Cinquante-huit patients ont été inclus, dont 18 femmes et 40 hommes (Tableau 1). Il 

s’agissait d’une première transplantation rénale chez 54 patients, tous les greffons étaient 

issus de donneur décédés. L’âge moyen des patients à l’inclusion était de 62,8 ± 12,2 ans et 

l’âge moyen le jour de la transplantation était de 43,8 ± 12,8 ans. La néphropathie initiale était 

une néphropathie glomérulaire dans 35.3% des cas (n=23), une polykystose rénale 

autosomique dominante dans 25.8% des cas (n=15), une uropathie malformative dans 10.7% 

des cas (n=7), une néphropathie vasculaire dans 3% des cas (n=2) ou une autre cause dans 

4.6% des cas (n=3). Quarante-huit patients (82.7%) ont nécessité le recours à une technique 

d’épuration extra-rénale avant la transplantation (hémodialyse ou dialyse péritonéale) et 10 

patients ont bénéficié d’une greffe préemptive. Le nadir de créatininémie post transplantation 

des patients était de 94,3 ± 23 µmol/l. Le jour de l’inclusion, la créatininémie  était de 120 ± 

38,3 µmol/l, soit un DFGe (Débit de filtration glomérulaire estimé) (MDRD) de 53,5 ± 19.9 

ml/min/1,73m², et le rapport protéinurie/créatininurie  de 25,3 ± 42,6 mg/mmol. Le délai 

moyen entre la date de transplantation et la date d’inclusion dans l’étude était de 18,4 ± 6,8 

ans. 
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Tableau 1. Caractéristiques néphrologiques des patients 

 
N° patient Age

a
 Sexe Néphropathie initiale EER avant 

transplantation 

Délai depuis la transplantation 

(ans) 

Nadir de créatininémie
a
 

(µmol/l) 

Créatininémie
b
 

(µmol/l) 

DFGe
b
 (MDRD) Protéinurie/ créatininurie

b
 

(mg/mmol) 

1 75 Homme Polykystose Rénale HD 19 97 115 53.6 3,8 

2 61 Homme Néphropathie glomérulaire chronique DP 23 149 76 90 1,9 

3 67 Femme Néphropathie glomérulaire chronique DP/HD 20 56 89 54 6,8 

4 45 Homme Néphropathie glomérulaire chronique DP 17 110 133 50 5,2 

5 59 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 17 99 115 56 2,9 

6 55 Homme Néphropathie interstitielle chronique Non 10 127 127 51 2,3 

7 84 Homme Néphropathie interstitielle chronique HD 19 103 203 30 12,9 

8 61 Femme Uropathie malformative HD 22 81 77 66 3,9 

9 78 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 15 96 108 52 17,5 

10 60 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 26 95 176 34 25,8 

11 77 Femme Polykystose Rénale HD 12 61 81 59 3,8 

12 67 Homme Uropathie malformative HD 23 93 87 80 8,5 

13 62 Femme Polykystose Rénale Non 12 82 108 44 3,5 

14 62 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 18 99 106 61 8,4 

15 44 Homme Néphropathie glomérulaire chronique Non 13 120 124 54 1,5 

16 60 Homme Polykystose Rénale HD 14 126 127 50 6,3 

17 65 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 28 152 122 51 83,1 

18 65 Homme Néphropathie interstitielle chronique Non 16 98 117 54 2,7 

19 63 Femme Polykystose Rénale HD 25 40 81 61 4,4 

20 70 Homme Polykystose Rénale HD 17 96 153 39 138,1 

21 61 Homme Polykystose Rénale HD 22 110 136 46 8,2 

22 62 Homme Polykystose Rénale HD 14 89 67 104 6,7 

23 72 Homme Uropathie malformative HD 26 60 92 60 36,5 

24 60 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 27 86 116 52 11,6 

25 75 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 27 132 150 32 107,8 

26 56 Homme Néphropathie glomérulaire chronique DP 9 97 133 48 4,0 

27 47 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 17 90 148 44 30,3 

28 57 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 13 90 76 91 0 

29 65 Femme Uropathie malformative HD 20 73 227 18 55 

30 77 Homme Polykystose Rénale HD 25 88 100 52 10,7 

31 82 Femme Néphropathie interstitielle chronique HD 25 129 85 52 18,1 

32 50 Homme Néphropathie vasculaire HD 14 96 67 108 7,4 

33 64 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 12 104 186 31 7,4 

34 76 Homme Néphropathie vasculaire HD 23 82 119 51 142,8 

35 67 Femme Polykystose Rénale Non 10 109 110 42 9,8 

36 14 Femme Uropathie malformative HD 14 - 139 33 17,1 

37 62 Femme Néphropathie glomérulaire chronique Non 12 90 119 39 22,7 

38 66 Femme Néphropathie interstitielle chronique Non 18 105 167 30 29,6 

39 53 Homme Polykystose Rénale DP 12 110 133 48 4,4 

40 62 Homme Inconnue DP 11 94 90 74 4,1 

41 56 Femme Néphropathie glomérulaire chronique DP 11 97 143 32 13,4 

42 65 Homme Autre HD 21 72 85 78 28,8 

43 63 Homme Néphropathie glomérulaire chronique Non 11 118 166 40 9,8 

44 81 Homme Polykystose Rénale HD 16 73 70 93 12,6 
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45 52 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 15 74 200 30 3,4 

46 76 Homme Sclérose tubéreuse de Bourneville DP 19 105 121 50 10,6 

47 56 Femme Polykystose Rénale Non 18 54 141 33 14,8 

48 56 Homme Néphropathie glomérulaire chronique HD 9 100 105 63 2,8 

49 73 Homme Polykystose Rénale Non 12 91 128 51 12,2 

50 54 Femme Néphropathie glomérulaire chronique DP 14 49 81 63 4,2 

51 73 Homme Polykystose Rénale DP 16 77 97 65 2,9 

52 65 Homme Uropathie malformative HD 37 102 163 36 36,6 

53 67 Femme Uropathie malformative HD 37 - 69 73 6,6 

54 45 Homme Néphropathie glomérulaire chronique DP 30 79 80 90 1,8 

55 80 Homme Polykystose Rénale HD 25 89 114 45 78,2 

56 81 Femme Uropathie malformative HD 13 125 214 19 220,3 

57 37 Femme Néphropathie glomérulaire chronique DP 15 71 118 44 123,3 

58 56 Femme Uropathie malformative HD 35 - 89 56 5,3 

Moyenne ± 

écart type 

62,8 ± 

12,2 

   18,4 ± 6,8 94,3 ± 23 120,1 ± 38,3 53,5 ± 19,9 25,3 ± 42,6 

a 
Post transplantation ; 

b 
Le jour de l’inclusion 

Abréviations : EER, épuration extra-rénale ; DFGe, Débit de filtration glomérulaire estimé ; MDRD, Modification of diet in renal disease ; HD, Hémodialyse ; 

DP, Dialyse péritonéale ; -, donnée manquante
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1.2. Immunosuppression et immunisation pré et post-transplantation  

 

Le traitement d’induction a comporté de la methylprednisolone dans 100% des cas, du 

sérum anti-lymphocytaire dans 82.7% des cas (n=48) et du basiliximab (anticorps anti 

récepteur de l’IL-2) dans 17.3% des cas (n=10) (Tableau 2). L’immunosuppression 

d’entretien le jour de l’inclusion comportait de l’Aza + stéroïdes chez 7 patients et une 

monothérapie CNI chez 51 patients (CsA n=49, tacrolimus n=2). Les doses moyennes de CsA 

utilisée étaient de 152 ± 43 mg/j avec des taux résiduels moyens de 91 ± 18,6 ng/ml le jour de 

l’inclusion. Les doses moyennes d’Aza utilisées étaient de 78,5 ± 22,5 mg/j. Le jour de la 

transplantation, 3 patients présentaient des anticorps anti-HLA (Human leucocyte Antigen), 

aucun ne présentait d’anticorps spécifique du donneur (DSA, Donor Specific Antibody). A 

l’inclusion, 38% des patients (n=22) présentaient des anticorps anti-HLA dont 45,5% (n=10) 

des DSA avec une MFI (Mean fluorescence intensity) médiane à 2074 (800-8000).  

Seize patients ont bénéficié d’au moins une biopsie de greffon, réalisée suite à la 

survenue d’un événement clinique dans 82.6% des cas ou pour suivi dans 13% des cas. Parmi 

ces patients, 4 ont présenté un épisode de rejet aigu cellulaire, tous traités par bolus de 

stéroïdes. Un patient présentait des lésions de rejet humoral chronique. Parmi les patients 

ayant bénéficié d’une ponction biopsie de greffon, 7 présentaient des lésions liées à la toxicité 

des CNI et 1 une récidive de sa néphropathie initiale (hyalinose segmentaire et focale 

primitive, patient n°25).  
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Tableau 2. Caractéristiques immunologiques et traitements immunosuppresseurs 

 
N° Patient Traitement d’induction Traitement d’entretien

a
 Dose CNI

a 

(mg/j) 

Taux résiduel 

CsA
a 
(ng/ml) 

Dose Aza 

(mg/j) 

Ac anti HLA avant 

transplantation 

Ac anti HLA à 

l’inclusion 

Rejet
b
 Toxicité 

CNI
b
 

Récidive néphropathie 

initiale
b
 

1 SAL + stéroïdes CsA 80 70  Non Classe I    

2 SAL + stéroïdes CsA 175 74  Non Non    

3 SAL + stéroïdes CsA 125 94  Non Classes I et II, 

DSA 

   

4 SAL + stéroïdes CsA 250 83  Non Non  oui  

5 SAL + stéroïdes Tacrolimus 8 6  Non Non    

6 Basiliximab + stéroïdes CsA 175 127  Non Non    

7 SAL + stéroïdes CsA 110 72  Non Classe I, DSA    

8 SAL + stéroïdes CsA 60 84  Non Non    

9 SAL + stéroïdes CsA 125 77  Non Non    

10 SAL + stéroïdes CsA 200 115  Non Classes I et II, 

DSA 

   

11 Basiliximab + stéroïdes CsA 70 119  Non Non    

12 SAL + stéroïdes CsA 70 89  Classe I Classes I et II, 

DSA 

   

13 Basiliximab + stéroïdes CsA 150 68  Non Non    

14 SAL + stéroïdes CsA 125 84  Non Classe I    

15 Basiliximab + stéroïdes CsA 200 111  Non Non    

16 SAL + stéroïdes CsA 150 93  Non Non    

17 SAL + stéroïdes CsA 150 82  Non Classe I    

18 SAL + stéroïdes CsA 175 96  Classes I et II Classe I    

19 SAL + stéroïdes CsA 150 95  Non Classe II, DSA    

20 SAL + stéroïdes CsA 150 81  Non Classe II  oui  

21 SAL + stéroïdes CsA 125 89  Non Non    

22 SAL + stéroïdes CsA 175 77  Non Non    

23 SAL + stéroïdes CsA 100 80  Non Non    

24 SAL + stéroïdes CsA 175 67  Non Non    

25 SAL + stéroïdes CsA 175 129  Non Non Rejet aigu cellulaire IA  oui 

26 SAL + stéroïdes Tacrolimus 4 6  Non Non    

27 SAL + stéroïdes CsA 225 79  Non Classe II    

28 SAL + stéroïdes CsA 150 97  Non Non Rejet aigu cellulaire IA   

29 SAL + stéroïdes CsA 120 118  Non Non    

30 SAL + stéroïdes CsA 200 67  Classe I Classes I et II    

31 SAL + stéroïdes CsA 80 77  Non Non    

32 SAL + stéroïdes CsA 150 91  Non Non    

33 SAL + stéroïdes CsA 170 129  Non Non  oui  

34 SAL + stéroïdes CsA 125 81  - Non    

35 Basiliximab + stéroïdes CsA 110 92  Non Non    

36 SAL + stéroïdes CsA 150 107  Non Classe II    

37 SAL + stéroïdes CsA 200 125  Non Non    

38 SAL + stéroïdes CsA 175 91  Non Classe II, DSA    

39 Basiliximab + stéroïdes CsA 225 78  Non Non    

40 Basiliximab + stéroïdes CsA 175 125  Non Classe II , DSA    
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41 SAL + stéroïdes CsA 150 92  Non Non    

42 SAL + stéroïdes CsA 150 116  Non Non    

43 SAL + stéroïdes CsA 200 66  Non Classe I  oui  

44 Basiliximab + stéroïdes CsA 120 101  Non Non    

45 SAL + stéroïdes CsA 200 130  Non Non  oui  

46 SAL + stéroïdes CsA 150 104  Non Non    

47 SAL + stéroïdes CsA 135 97  Non Non    

48 Basiliximab + stéroïdes CsA 200 112  Non Classes I et II Rejet aigu cellulaire IA   

49 SAL + stéroïdes CsA 200 96  Non Classe I    

50 SAL + stéroïdes CsA 120 87  Non Non    

51 SAL + stéroïdes CsA 150 103  Non Non    

52 SAL + stéroïdes Azathioprine + stéroïdes   50 - Classe II    

53 SAL + stéroïdes Azathioprine + stéroïdes   75 - Non    

54 SAL + stéroïdes Azathioprine + stéroïdes   100 Non Classe I, DSA    

55 SAL + stéroïdes Azathioprine + stéroïdes   100 Non Classe II, DSA    

56 Basiliximab + stéroïdes Azathioprine + stéroïdes   75 Non Non Rejet aigu cellulaire IA 

Rejet cellulaire chronique 

Rejet humoral chronique 

oui  

57 SAL + stéroïdes Azathioprine + stéroïdes   100 Non Non  oui  

58 SAL + stéroïdes Azathioprine + stéroïdes   50 Non Classe II    

a 
Le jour de l’inclusion ;

 b 
Prouvé par biopsie 

Abréviations : CNI, Calcineurine inhibitor; CsA, ciclosporine A ; Aza, azathioprine; Ac, anticorps ; HLA, Human Leucocyte Antigen; ; DSA, Donor specific 

Antibody
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1.3. Néoplasies observées et prise en charge  

 

Dix-neuf patients (32,7%) ont présenté au moins un cancer, dont 4 patients traités par Aza 

+ stéroïdes (Tableau 3), représentant 41 événements néoplasiques au total. Il s’agit de 

cancers cutanés dans 83% des cas, (carcinomes basocellulaires dans 53% des cas et 

spinocellulaires dans 47% des cas), aucun patient n’a présenté de mélanome malin. Le 

nombre moyen de carcinomes cutanés chez ces patients est de 2 carcinomes par patient. Tous 

les  carcinomes cutanés ont été traités par chirurgie.  

Quatre patients ont présenté au moins un cancer solide : 2 patients (n°46, n°52) ont 

présenté un adénocarcinome de prostate traité par curiethérapie, un patient (n°1) a présenté un 

adénocarcinome rénal traité par chirurgie et le patient n°25 a présenté un adénocarcinome de 

prostate traité par radiothérapie puis plus récemment un adénocarcinome gastrique 

métastatique traité par chimiothérapie sans réponse au traitement et ayant provoqué le décès 

du patient. Deux patients ont présenté une hémopathie maligne et ont été traités par 

chimiothérapie : le patient n°24 a présenté un lymphome folliculaire et le patient n°42 un 

lymphome plasmoblastique, actuellement en rémission (non EBV induits). 

Le délai moyen entre la transplantation et la survenue du premier cancer était de 14,5 ± 9 

ans. La survenue de ces cancers a conduit à une diminution de la posologie des thérapies 

immunosuppressives chez 4 patients et à l’arrêt de l’Aza chez 1 patient (n°12, initialement 

sous bithérapie Aza-CNI, arrêt de l’Aza et poursuite d’une monothérapie CNI).  

Le patient n°52 a présenté de multiples carcinomes baso et spinocellulaires. Il s’agit d’un 

patient traité depuis la transplantation par Aza + stéroïdes, transplanté depuis 37 ans. Le 

premier carcinome est apparu à 28 ans post-transplantation. La survenue de ces carcinomes a 

conduit à réduire la posologie de l’Aza, puis à un changement de thérapie immunosuppressive 

pour un inhibiteur de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin, everolimus) qui a été stoppé 

en raison d’une mauvaise tolérance hématologique en 2015. Par la suite la bithérapie Aza-

stéroïdes a été reprise. 
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Tableau 3. Caractéristiques et prise en charge thérapeutique des néoplasies post 

transplantation observées chez 19 patients 

 

N° Patient Type de cancer 
Délai apparition 

post greffe (ans) 
Traitement 

Réponse au 

traitement 

Diminution dose 

immunosuppresseur 

Arrêt traitement 

immunosuppresseur 

1 ADK rénal 14 Chirurgie RC Non Non 
1 CSC 16 Chirurgie RC Non Non 
1 CSC 19 Chirurgie RC Oui, CsA Non 
7 CBC 3 Chirurgie RC Non Non 
7 CBC 13 Chirurgie RC Non Non 
7 CSC 15 Chirurgie RC Non Non 
9 CBC 15 Chirurgie RC Non Non 

13 CBC 6 Chirurgie RC Non Non 
13 CSC 9 Chirurgie RC Non Non 
13 CSC 11 Chirurgie RC Non Non 
13 CSC 12 Chirurgie RC Oui, CsA Non 
13 CSC 18 Chirurgie RC Non Oui, Aza 
13 CSC 21 Chirurgie RC Non Non 
13 CSC 21 Chirurgie RC Non Non 
20 CBC 1 Chirurgie RC Non Non 
20 CBC 8 Chirurgie RC Non Non 
23 CSC 13 Chirurgie RC Non Non 
24 Lymphome Folliculaire 19 Chimiothérapie RC Oui, CsA Non 
25 ADK prostate 26 Curiethérapie, Hormonothérapie RC Non Non 
25 ADK gastrique 28 Chirurgie Décès Non Non 
30 CBC 13 Chirurgie RC Non Non 
31 CBC 24 Chirurgie RC Non Non 
36 CBC 6 Chirurgie RC Non Non 
36 CSC 9 Chirurgie RC Non Non 
42 Lymphome plasmoblastique 14 Chimiothérapie, Radiothérapie RC Non Non 
46 CSC 6 Chirurgie RC Non Non 
46 ADK prostate 9 Curiethérapie RC Non Non 
46 CSC 10 Chirurgie RC Non Non 
47 CBC 13 Chirurgie RC Non Non 
51 CBC 4 Chirurgie RC Non Non 
51 CBC 12 Chirurgie RC Non Non 
52 CBC 27 Chirurgie RC Non Non 
52 CBC 27 Chirurgie RC Non Non 
52 ADK prostate 27 Curiethérapie RC Non Non 
52 CBC 29 Chirurgie RC Non Non 
52 CSC 30 Chirurgie RC Oui, Aza Non 
52 CSC 35 Chirurgie RC Oui, Aza Non 
52 CBC 36 Chirurgie RC Non Non 
53 CSC 34 Chirurgie RC Non Non 
55 CBC 8 Chirurgie RC Non Non 
56 CBC 10 Chirurgie RC Non Non 

 
Abréviations : CBC, Carcinome basocelullaire ; CSC, Carcinome spinocellulaire ; ADK, 
Adénocarcinome ; RC, Réponse complète ; Aza, azathioprine ; CsA, Ciclosporine A 
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2.! Caractérisation phénotypique des lymphocytes Treg circulants 

2.1. Variation de la fréquence de Treg selon la survenue de cancer(s) et le 

traitement immunosuppresseur  

 

Nous avons défini la population Treg par l’analyse de l’expression concomitante du 

marqueur membranaire CD25 et du facteur de transcription Foxp3 parmi les lymphocytes T 

CD4(+) CD8(-) (Figure 3).  

Chez les donneurs sains (n=15) la fréquence moyenne de Treg parmi les lymphocytes 

T CD4(+) CD8(-) est de 6,3 ± 0,4% (Tableau 4). Chez les patients, la fréquence moyenne des 

Treg parmi les lymphocytes T CD4(+) CD8(-) est de 5,1 ± 0,3%. Chez les patients n’ayant 

jamais présenté de complication néoplasique, la fréquence de Treg est significativement 

abaissée par rapport aux donneurs sains (4,5 ± 0,4%, p=0,02). En revanche, il n’y a pas de 

différence significative entre les donneurs sains et les patients ayant déjà présenté une 

complication néoplasique (6,3 ± 0,6%).  

La fréquence de Treg varie aussi selon le traitement immunosuppresseur d’entretien 

(Tableau 4). Les patients CNI présentent une diminution non significative de la fréquence de 

Treg (4,8 ± 0,5%) par rapport aux donneurs sains. Chez les patients Aza on retrouve une 

augmentation de la fréquence de Treg (7,8 ± 1%) par rapport aux donneurs sains (p=0,07) et 

aux patients CNI (p=0,01) (Figure 3).  

 

Tableau 4. Fréquence moyenne de Treg parmi les lymphocytes T CD4(+) chez les 

donneurs sains et les patients selon la survenue ou non de cancer(s) et le traitement 

immunosuppresseur 

 
 Donneurs 

sains 
n=15 

Patients 

 
Sans cancer 

n=34 
Avec cancer(s) 

n=19 
CNI 
n=47 

Aza 
n=6 

% Treg (moyenne ± 
écart type) 

6,3 ± 0,4 4,5 ± 0,4 6,3 ± 0,6 4,8 ± 0,5 7,8 ± 1 
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Figure 3. Analyse de la proportion de lymphocytes Treg au sein des lymphocytes T CD4(+) CD8(-) 

a)! Exemple d’analyse par cytométrie en flux de la population Treg chez un donneur sain 

b)! Comparaison de la fréquence de Treg au sein des lymphocytes T CD4(+) CD8(-) entre les 

donneurs sains (n=15), les patients sans cancer (n=34) et les patients avec cancer (n=19) 

(Mann-Whitney test ; DS vs P – cancer p=0,02, P – cancer vs P + cancer p=0,06, DS vs P + 

cancer p=0,68) 

c)! Comparaison de la fréquence de Treg au sein des lymphocytes T CD4(+) CD8(-) entre les 

donneurs sains (n=15), les patients CNI (n=47) et les patients Aza (n=6) (Mann-Whitney test 

; DS vs CNI p=0,07, CNI vs Aza p=0,01, DS vs Aza p=0,13) 
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2.2. Variation de la stabilité du phénotype Treg selon la survenue de 

cancer(s) et le traitement immunosuppresseur 

 

Nous avons ensuite étudié de manière concomitante l’expression des facteurs de 

transcription Foxp3 et Helios parmi les lymphocytes T CD4(+) CD8(-), afin d’identifier les 

lymphocytes Treg au phénotype immunorégulateur stable (Figure 4). 

Chez les donneurs sains la fréquence moyenne de lymphocytes T Foxp3(+) Helios(+) 

est de 6,5 ± 0,7%. 

Nous constatons une diminution significative de la fréquence de lymphocytes T 

Foxp3(+) Helios(+) chez les patients n’ayant pas présenté de cancer par rapport aux donneurs 

sains (4,1 ± 0,3%, p<0,01). Là encore, il n’y a pas de différence significative entre les patients 

ayant déjà présenté une complication néoplasique (5,2 ± 0,5%) et les donneurs sains.  

La fréquence de ces Treg au phénotype stable est abaissée chez les patients traités par 

CNI (4,2 ± 0,3%) par rapport aux donneurs sains (p<0,01) et aux patients traités par Aza (6,7 

± 0,9 %, p=0,02) (Figure 4). 

 

 
Figure 4. Analyse de la proportion de lymphocytes T Foxp3(+) Helios(+) au sein des lymphocytes T 

CD4(+) CD8(-) 

a)! Exemple d’analyse par cytométrie en flux de la population de lymphocytes Foxp3(+) 

Helios(+) chez un donneur sain 

b)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes Foxp3(+) Helios(+) au sein des lymphocytes T 

CD4(+) CD8(-) entre les donneurs sains (n=15), les patients sans cancer (n=34) et les 

patients avec cancer (n=19) (Mann-Whitney test ; DS vs P – cancer p=0,0006, P – cancer vs 

P + cancer p=0,05, DS vs P + cancer p=0,28) 

c)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes Foxp3(+) Helios(+) au sein des lymphocytes T 

CD4(+) CD8(-) entre les donneurs sains (n=15), les patients CNI (n=47) et les patients Aza 

(n=6) (Mann-Whitney test ; DS vs CNI p=0,001, CNI vs Aza p=0,02, DS vs Aza p=0,90) 
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 2.3. Variation de la proportion de Treg effecteurs mémoires et de Treg naïfs 

selon la survenue de cancer(s) et le traitement immunosuppresseur  

 

Afin de discriminer les Treg naïfs des Treg effecteurs mémoires nous avons analysé 

dans une même fenêtre l’expression du facteur de transcription Foxp3 et celle de l’isoforme 

de haut poids moléculaire du marqueur CD45, CD45RA. Cette analyse nous a permis 

d’identifier plusieurs sous populations, dont les fractions Treg effectrice mémoire CD45RA(-) 

Foxp3(Hi) et Treg naïve CD45RA(+) Foxp3(int) (Figure 5). 

Chez les donneurs sains, la fréquence de Treg effecteurs mémoires est de 2,3 ± 0,3% 

et de Treg naïfs de 2,2 ± 0,1%. 

Il existe une augmentation, bien que non significative, de la fréquence de Treg 

effecteurs mémoire chez les patients tolérants ayant présenté un cancer (2,9 ± 0,4%) par 

rapport à ceux n’ayant pas présenté de cancer (2,4 ± 0,3%) ainsi qu’aux donneurs sains 

(Figure 5). Par rapport aux donneurs sains, nous constatons une diminution de la fréquence 

de Treg naïfs chez les patients sans cancer (2,0 ± 0,3%, p=0,05) ainsi que chez les patients 

avec cancer (1,5 ± 0,2%, p=0,03) (Figure 5).  

Les patients traités par CNI présentent une diminution non significative de la 

fréquence de Treg effecteurs mémoire (2,4 ± 0,2 %) par rapport aux donneurs sains et aux 

patients Aza (2,7 ± 0,4%)  et une diminution significative de la fréquence de Treg naïfs (1,8 ± 

0,2%) par rapport aux donneurs sains (p=0,01) (Figure 5).  
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Figure 5. Analyse de la proportion de lymphocytes T CD45RA(-) Foxp3(Hi) et T CD45RA(+) 

Foxp3(int) au sein des lymphocytes T CD4(+) CD8(-)  

a)! Exemple d’analyse par cytométrie en flux de la population de lymphocytes CD45RA(-) 

Foxp3(Hi) chez un donneur sain 

b)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes CD45RA(-) Foxp3(Hi) au sein des lymphocytes 

T CD4(+) CD8(-) entre les donneurs sains (n=15), les patients sans cancer (n=34) et les 

patients avec cancer (n=19) (Mann-Whitney test ; DS vs P – cancer p=0,45, P – cancer vs P 

+ cancer p=0,24, DS vs P + cancer p=0,45) 

c)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes CD45RA(-) Foxp3(Hi) au sein des lymphocytes 

T CD4(+) CD8(-) entre les donneurs sains (n=15), les patients CNI (n=47) et les patients Aza 

(n=6) (Mann-Whitney test ; DS vs CNI p=0,53, CNI vs Aza p=0,22, DS vs Aza p=0,62) 

d)! Exemple d’analyse par cytométrie en flux de la population de lymphocytes CD45RA(+) 

Foxp3(int) chez un donneur sain 

e)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes CD45RA(+) Foxp3(int) au sein des 

lymphocytes T CD4(+) CD8(-) entre les donneurs sains (n=15), les patients sans cancer 

(n=34) et les patients avec cancer (n=19) (Mann-Whitney test ; DS vs P – cancer p=0,03, P – 

cancer vs P + cancer p=0,92, DS vs P + cancer p=0,05) 

f)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes CD45RA(+) Foxp3(int) au sein des 

lymphocytes T CD4(+) CD8(-) entre les donneurs sains (n=15), les patients CNI (n=47) et les 

patients Aza (n=6) (Mann-Whitney test ; DS vs CNI p=0,01, CNI vs Aza p=0,20, DS vs Aza 

p=0,98) 
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 2.4. Variation de l’expression du marqueur de costimulation négative 

CTLA4 selon la survenue de cancer(s) et le traitement immunosuppresseur 

utilisé 

 

Afin d’évaluer le phénotype fonctionnel des Treg, nous avons analysé l’expression de 

la molécule de costimulation négative CTLA4 au sein des Treg (Figure 6). 

Chez les donneurs sains, la fréquence de Treg CTLA4(+) parmi les Treg est de 49,9 ± 

5,1%. 

Il existe une augmentation significative de la fréquence de Treg CTLA4(+) chez 

l’ensemble des patients (61,3 ± 2,9 %) par rapport aux donneurs sains (p= 0,03). Cette 

augmentation est d’autant plus prononcée chez les patients  ayant présenté au moins un cancer 

(59,8 ± 3,8 %, p= 0,02), ainsi que chez les patients traités par Aza (67,5 ± 6,5 %, p=0,06) 

(Figure 6). 

 

 

Figure 6. Analyse de la proportion de Treg CTLA4(+) au sein des lymphocytes Treg 

a)! Exemple d’analyse par cytométrie en flux de la population de lymphocytes Treg CTLA4(+) 

chez un donneur sain 

b)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes Treg CTLA4(+) entre les donneurs sains 

(n=15) et les patients (n=53) (Mann-Whitney test ; DS vs Patients p=0,03) 

c)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes Treg CTLA4(+) entre les donneurs sains 

(n=15), les patients sans cancer (n=34) et les patients avec cancer (n=19) (Mann-Whitney 

test ; DS vs P – cancer p=0,10, P – cancer vs P + cancer p=0,69, DS vs P + cancer p=0,02) 

d)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes Treg CTLA4(+) entre les donneurs sains 

(n=15), les patients CNI (n=47) et les patients Aza (n=6) (Mann-Whitney test ; DS vs CNI 

p=0,05, CNI  vs Aza p=0,51, DS vs Aza p=0,06) 
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2.5. Synthèse de l’analyse des Treg 

 

Chez les patients transplantés tolérants sous immunosuppression minimisée, nous 

avons mis en évidence une modification de la fréquence et des caractéristiques phénotypiques 

des Treg dépendante de la survenue de complications néoplasiques et du traitement. 

L’antécédent de cancer(s) serait associé à un enrichissement en lymphocytes Treg au stade 

final de leur différenciation (phénotype stable, effecteur mémoire et expression plus 

prononcée de CTLA4(+)). 

 

3.! Caractérisation phénotypique des lymphocytes T DP8α  

3.1. Enrichissement en T DP8α selon le traitement immunosuppresseur et la 

survenue de complication(s) néoplasique(s) 

 

Chez les donneurs sains, la fréquence de T DP8α parmi les lymphocytes T CD3(+) est 

de 0,58 ± 0,15 %. 

Chez les patients, celle-ci est variable, représentant 1,35 ± 0,39 % des lymphocytes T 

CD3(+).  

Bien que non significative, nous observons une augmentation de la fréquence de T 

DP8α chez les patients ayant présenté au moins un cancer (2,4 ± 1 %) par rapport aux 

donneurs sains et aux patients n’ayant jamais présenté de cancer (Figure 7). 

Les patients traités par Aza présentent aussi une hausse de la fréquence de ces 

lymphocytes à 4,8 ± 2,6 % (Figure 7). Deux patients en particulier, traités par Aza, 

transplantés tous les deux depuis 39 ans et ayant pour antécédent un ou plusieurs cancers 

cutanés post-transplantation, présentent une fréquence très augmentée de T 

DP8α (15,7 et 9,4 %).  

Des prélèvements répétés chez un de ces patients (n°52) ont révélé une augmentation 

systématique de la fréquence des T DP8α par rapport aux donneurs sains, bien que variable 

dans le temps, allant de 4 à 22,8 % des lymphocytes T CD3(+).  
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Tableau 5. Fréquence moyenne de T DP8α parmi les lymphocytes T CD3(+) chez 

les donneurs sains et les patients selon la survenue ou non de cancer(s) et le traitement 

immunosuppresseur 

 
 Donneurs 

sains 
n=15 

Patients 

 
Sans cancer 

n=34 
Avec cancer(s) 

n=19 
CNI 
n=47 

Aza 
n=6 

% DP8α (moyenne 
± écart type) 

0,58 ± 0,15 0,73 ± 0,2 2,4 ± 1 0,9 ± 0,2 4,8 ± 2,6 

 

 

 

Figure 7. Analyse de la proportion de lymphocytes T DP8α au sein des lymphocytes T CD3(+) 

a)! Exemple d’analyse par cytométrie en flux de la population de lymphocytes T DP8α chez un 

donneur sain 

b)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes T DP8α au sein des lymphocytes T CD3(+) 

entre les donneurs sains (n=15), les patients sans cancer (n=34) et les patients avec cancer 

(n=19) (Mann-Whitney test ; DS vs P – cancer p=0,77, P – cancer vs P + cancer p=0,53, DS 

vs P + cancer p=0,62) 

c)! Comparaison de la fréquence des lymphocytes T DP8α au sein des lymphocytes T CD3(+) 

entre les donneurs sains (n=15), les patients CNI (n=47) et les patients Aza (n=6) (Mann-

Whitney test ; DS vs CNI  p=0,75, CNI vs Aza p=0,47, DS vs Aza p=0,39) 
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3.2. Profil d’expression des T DP8α chez les patients et les donneurs sains 

 

Nous avons ensuite cherché à déterminer le profil d’expression de certains marqueurs 

par les T DP8α chez les patients comme chez les donneurs sains, en le comparant à celui des 

Treg et des lymphocytes T CD4(+) CD8(-) (Figure 8). 

Chez les patients comme chez les donneurs sains, les T DP8α n’expriment ni le 

facteur de transcription Foxp3, ni la molécule de costimulation négative CTLA4, ni l’ecto-

enzyme CD39, suggérant des mécanismes d’action immunosuppressifs différents de ceux des 

Treg. De plus, à l’inverse des Treg, les T DP8α expriment la chaîne alpha du récepteur de 

l’IL-7 (CD127).  

S’il est bien documenté que les Treg peuvent présenter des caractéristiques 

phénotypiques mémoires, attestées par l’expression du facteur de transcription Helios, ou bien 

naïves attestées par leur expression de CD45RA, on ne retrouve dans notre travail aucune 

expression de ces marqueurs par la population de T DP8α , chez les patients comme chez les 

donneurs sains.  

 

 

 

Figure 8. Comparaison de l’expression des marqueurs membranaires CD25, CD127, CTLA4, 

CD45RA et CD39 et des facteurs de transcription Foxp3 et Helios entre les lymphocytes T CD4(+) 

CD8(-), les Treg et les lymphocytes T DP8α, exemple d’un patient représentatif  
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Discussion 
 

Dans ce travail, nous avons cherché à décrire deux populations lymphocytaires T 

immunorégulatrices chez des patients transplantés rénaux « tolérants » sous 

immunosuppression minimisée.  

Cette cohorte de patients présente plusieurs particularités. Il s’agit de patients bénéficiant 

d’une immunosuppression minimisée comportant des traitements hors « standard of care » et, 

pour certains, ayant présenté un ou plusieurs événements néoplasiques. L’étude des 

populations immunorégulatrices de cette cohorte peut se faire de 2 manières différentes : 

premièrement en analysant les populations immunorégulatrices selon la survenue d’un 

événement néoplasique (problématique de la perte de l’immunosurveillance en transplantation 

rénale) ou deuxièmement en analysant l’impact du traitement immunosuppresseur sur ces 

populations.  

 

Concernant les Treg, nous nous sommes intéressés dans un premier temps aux 

modifications, tant quantitatives que phénotypiques, de cette population selon la survenue ou 

non d’événement(s) néoplasique(s). 

 

D’un point de vue quantitatif, nous avons mis en évidence une diminution de la 

fréquence de Treg chez les patients n’ayant jamais présenté de cancer par rapport aux patients 

ayant présenté au moins une complication néoplasique et aux donneurs sains. Deux 

hypothèses sont possibles devant ces résultats. La première est que le développement des Treg 

chez les patients induit une perte de l’immunosurveillance des cancers. La seconde est que la 

tumeur chez ces patients est elle-même responsable d’une augmentation de la fréquence des 

Treg par immunosubversion du système immunitaire.  

Un travail mené par l’équipe de K. Wood a permis d’observer une augmentation de la 

fréquence de Treg circulants chez des patients transplantés rénaux présentant des carcinomes 

cutanés 23. La cohorte étudiée présentait des caractéristiques proches de la nôtre, pour ce qui 

concerne le nombre d’années d’immunosuppression et les schémas thérapeutiques, associant 

CsA ou Aza et faibles doses de stéroïdes. Poursuivant ces travaux sur une cohorte 

australienne de patients transplantés rénaux, l’équipe de RP. Carroll 20 a confirmé les résultats 

observés au sein de la cohorte anglaise, suggérant que le nombre de lymphocytes Treg serait 

un facteur prédictif de la survenue de cancers cutanés chez ces patients. Ces différents 

résultats orientent donc vers notre première hypothèse, c'est-à-dire qu’il existerait une perte de 
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l’immunosurveillance secondaire au développement des Treg chez certains patients 

transplantés rénaux. 

 

D’un point de vue phénotypique, nous avons mis en évidence des modifications des 

Treg selon la survenue ou non d’événement néoplasique. Les patients sans complication 

néoplasique présentent une fréquence moindre de Treg au phénotype stable Helios(+) ainsi 

que de Treg effecteurs mémoires CD45RA(-) Foxp3(Hi) par rapport aux donneurs sains et 

aux patients avec cancer. La perte de l’immunosurveillance des cancers chez ces patients 

pourrait donc être liée à la stabilité du phénotype Treg et à leur différenciation effectrice 

mémoire. Les travaux des équipes de l’équipe nantaise en transplantation et de H. Cantor ou 

de S. Sakaguchi en immunorégulation ont mis l’accent sur l’importance d’étudier les critères 

de stabilité du phénotype Treg 7,8. L’équipe de Nantes en particulier a montré chez les patients 

transplantés rénaux présentant un état de tolérance opérationnelle une augmentation de la 

fréquence de Treg effecteurs mémoire CD45RA(-) Foxp3(Hi), tandis que les travaux 

d’Azharuddin et al. ont montré que les Treg présents dans l’environnement tumoral immédiat 

de cancers pulmonaires exprimaient de manière plus prononcée le facteur de transcription 

Helios 24.  

D’un point de vue fonctionnel, nos résultats évoquent une capacité suppressive accrue 

des Treg chez les patients, en particulier chez les patients avec cancer, par rapport aux 

donneurs sains (fréquence accrue de Treg CTLA4(+)). Le rôle de la molécule de 

costimulation négative CTLA4 dans les fonctions suppressives des Treg est bien décrit. Il a 

été montré que l’expression de CTLA4 par les Treg permettait l’inhibition des cellules 

présentatrices d’antigènes 10. Par ailleurs, chez les patients transplantés en état de tolérance 

opérationnelle, l’équipe de Nantes a montré une majoration de l’expression de CTLA4 par les 

Treg 8. Enfin, il a été montré qu’il existait une expression accrue de CTLA4 par les 

lymphocytes T CD4(+) de l’environnement tumoral de cancers pulmonaires, ainsi qu’une 

corrélation entre l’expression des facteurs de transcription Foxp3 et Helios par ces 

lymphocytes et l’expression de CTLA4 24. Ces données renforcent l’hypothèse d’un rôle de la 

molécule CTLA4 dans  la perte de l’immunosurveillance antitumorale en transplantation ainsi 

que dans le développement d’un état de « tolérance » sous immunosuppression minimisée. 
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Dans un second temps, nous nous sommes intéressés aux modifications quantitatives 

et phénotypiques des Treg selon le traitement immunosuppresseur d’entretien employé. 

 

Sur le plan quantitatif, notre travail met en évidence une modulation de la fréquence 

de Treg selon le traitement immunosuppresseur d’entretien. Nous constatons une 

augmentation de la fréquence de Treg chez les patients traités par Aza, à l’inverse des patients 

traités par CNI qui présentent une diminution de cette fréquence. Plusieurs travaux ont 

démontré une diminution de la fréquence de Treg chez les patients transplantés traités par 

CNI par rapport aux patients traités par un inhibiteur de mTOR comme la rapamycine  25,26. 

Par ailleurs, il a été montré in vitro que le traitement par CNI inhibait la transcription du gène 

Foxp3 au sein des lymphocytes T CD4(+) CD25(+) humains, contrairement au traitement par 

rapamycine qui n’avait pas d’effet sur la transcription 27. 

 

Sur le plan phénotypique, nos résultats suggèrent aussi une modulation du phénotype 

Treg liée au traitement immunosuppresseur d’entretien. Le traitement par Aza dans notre 

étude est associé à une hausse de la fréquence de Treg au phénotype stable Helios(+) par 

rapport aux patients CNI. L’équipe de K.Wood n’a pas différencié dans son travail les 

caractéristiques immunologiques selon le traitement immunosuppresseur employé 23. Un 

travail récent s’est intéressé à la modulation de la réponse immunitaire T effectrice et 

régulatrice par les CNI et les inhibiteurs de mTOR chez des patients transplantés rénaux 

présentant des carcinomes cutanés non mélanomes 28. Ce travail a mis en évidence une 

proportion moindre de Treg circulants et intratumoraux chez les patients traités par CNI par 

rapport aux patients traités par inhibiteur de mTOR. Par ailleurs, la réponse spécifique T anti-

tumorale (production d’IFN-γ) était moindre chez les patients CNI par rapport aux patients 

traités par inhibiteur de mTOR. La conversion du traitement CNI pour un traitement par 

inhibiteur de mTOR permettait une augmentation significative à un an du nombre de Treg 

circulants ainsi que de la réponse spécifique T anti-tumorale 

 

Concernant les lymphocytes T DP8α, l’implication de cette population récemment 

décrite dans la survenue de la tolérance en transplantation ou de la perte de 

l’immunosurveillance n’a pour le moment pas été étudiée.  
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Nos résultats montrent une augmentation de la fréquence des lymphocytes T DP8α 

chez certains patients ayant présenté au moins un cancer et/ou traités par Aza, mais cette 

population lymphocytaire T immunorégulatrice demande à être plus précisément définie.  

En ce qui concerne le phénotype de ces cellules, nous avons démontré qu’à l’inverse 

des Treg les T DP8α n’exprimaient pas le facteur de transcription Foxp3 et exprimaient 

CD127, chaîne α du récepteur de l’IL-7, comme précédemment établi par les travaux de 

Sarrabayrouse et al. 
19. L’augmentation des lymphocytes T DP8α est particulièrement 

prononcée chez 2 patients étudiés (n°2 et n°52), suggérant l’existence d’autres facteurs 

modulant cette population lymphocytaire.  

 

Parmi les autres facteurs pouvant influencer le développement des populations 

immunorégulatrices étudiées, une des pistes prometteuses réside dans l’analyse du microbiote 

intestinal. Il a été démontré par l’équipe de Sarrabayrouse que les lymphocytes T DP8α  de la 

lamina propria colique proliféraient en présence de monocytes présentant des déterminants 

antigénique de Faecalibacterium prausnitzii, une espèce appartenant au phylum des 

Clostridiae, présente dans le microbiote digestif colique de sujets sains 19. Par ailleurs, F. 

prausnitzii exerce des fonctions immunorégulatrices chez la souris, en induisant la production 

par des lymphocytes T d’IL-10 sans production d’IFN-γ ni d’IL-17 29. D’autres travaux ont 

montré chez la souris que les Clostridiae favorisaient la différenciation des Treg 30 ou encore 

que la bactérie Lactobacillus reuteri induisait la reprogrammation de lymphocytes T CD4(+) 

intra-épithéliaux de l’intestin en lymphocytes immunorégulateurs T DP8α  31. 

D’autre part, les traitements immunosuppresseurs administrés pourraient jouer 

indirectement un rôle dans la génération des populations régulatrices via des modifications du 

microbiote intestinal. Les travaux de Tourret et al. ont montré des modifications du 

microbiote chez des souris après administration de différents immunosuppresseurs (CNI, 

inhibiteur de mTOR et stéroïdes), notamment une réduction de la diversité des Clostridiae 
32. 

Une analyse de la proportion de lymphocytes T DP8α et de Treg présents dans la muqueuse 

intestinale ainsi que du microbiote intestinal des patients étudiés présentant une fréquence 

élevée de lymphocytes Treg et T DP8α circulants serait donc intéressante.  

 

 Notre étude comprend plusieurs limites. Tout d’abord, le nombre de patients traités par 

Aza est réduit et doit donc rendre prudente l’interprétation des données. D’autre part, les 

patients présentés ici ont tous été transplantés il y a plus de 10 ans, et jusqu’à 30 ans pour 
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certains. À l’heure actuelle, les patients éligibles à la transplantation sont plus âgés, de même 

que les donneurs, ce qui accroît à la fois le risque de rejet, nécessitant un renforcement des 

thérapies immunosuppressives, mais aussi le risque de survenue de cancers. Enfin, notre 

travail s’est concentré sur l’étude de seulement 2 populations immunorégulatrices. Or, il est 

connu que les lymphocytes T immunorégulateurs ne sont pas les seuls acteurs de la tolérance 

immunitaire. D’autres populations lymphocytaires peuvent intervenir telles que les 

lymphocytes B régulateurs mais aussi des effecteurs de l’immunité innée tels que les cellules 

NK (natural killer) , les cellules myéloïdes suppressives ou les lymphocytes iNKT ( invariant 

natural killer T lymphocytes) 33,34. 

 

Il existe différents moyens de compléter ce travail. Tout d’abord, bien que ne pouvant 

être envisagée en pratique courante, une analyse systématique chez ces patients de l’ensemble 

des populations immunorégulatrices pouvant être impliquées dans la tolérance de greffe et la 

perte de l’immunosurveillance des cancers serait informative. Dans un second temps, nous 

souhaitons étudier l’environnement péri-tumoral des carcinomes cutanés présentés par les 

patients transplantés sous immunosuppression minimisée. L’objectif serait de rechercher les 

Treg et T DP8α infiltrant le tissu péri-tumoral via des techniques de microscopie confocale et 

d’immunofluorescence et d’analyser l’expression des différents marqueurs étudiés dans ce 

travail. 

 

Les résultats de notre travail pourraient s’inscrire dans une stratégie 

d’immunomonitoring des patients. L’étude de ces deux populations lymphocytaires réalisée 

de manière prospective chez les patients transplantés rénaux pourrait constituer une aide à la 

décision de minimisation des thérapies immunosuppressives. Les résultats pourraient 

s’intégrer dans un score visant à évaluer le risque immunologique de chaque patient 

comportant par ailleurs la recherche d’anticorps anti-HLA de type DSA, l’analyse de la 

ponction biopsie du greffon…etc. L’objectif de cette stratégie étant de limiter au maximum le 

risque de survenue de complication néoplasique. 
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 En conclusion, notre travail suggère que les patients transplantés rénaux stables sous 

immunosuppression minimisée présentent une signature phénotypique propre aux populations 

lymphocytaires immunorégulatrices, favorisant la survenue d’un état proche de la 

« tolérance ». Ce phénotype est caractérisé par un enrichissement en lymphocytes Treg, en 

particulier Treg au stade final de différenciation, et possiblement en lymphocytes T DP8α. La 

génération de ces populations régulatrices pourrait être influencée par la nature du traitement 

immunosuppresseur administré et associée à la survenue de complications néoplasiques. Ce 

travail illustre donc le caractère ambivalent de ces populations régulatrices qui permettent, 

d’une part, d’acquérir un profil tolérant et de meilleurs résultats à long terme de la 

transplantation d’organe mais sont responsables, d’autre part, de complications néoplasiques 

par défaut d’immunosurveillance.  

Enfin, ce travail est un exemple de recherche translationnelle en transplantation rénale, 

mettant en lien direct le patient et son devenir avec l’immunologie fondamentale.#
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Résumé 
 

Une des principales complications tardives des transplantations d’organes est 

l’apparition de néoplasies, expliquée par la perte de l’immunosurveillance anti-tumorale. 

Celle-ci peut être liée au développement de populations lymphocytaires T régulatrices, 

populations également impliquée dans la tolérance de greffe d’organe. 

Nous avons étudié chez 53 patients transplantés rénaux depuis plus de 10 ans présentant une 

fonction rénale stable sous immunosuppression minimisée (azathioprine + stéroïdes ou 

ciclosporine A en monothérapie) les caractéristiques phénotypiques de deux populations T 

régulatrices, les lymphocytes Treg et T DP8α.  

L’objectif de ce travail était de montrer chez ces patients que les lymphocytes Treg et T DP8α 

sont associés à la tolérance de greffe ainsi qu’à la survenue de complications néoplasiques. 

Nous avons mis en évidence chez les patients tolérants ayant présenté au moins un cancer un 

enrichissement en Treg par rapport aux patients sans cancer (6,3 ± 0,6 % vs 4,5 ± 0,4 %, 

p=0,06). L’antécédent de cancer chez les patients est associé à un enrichissement en Treg au 

stade final de leur différenciation, c’est-à-dire au phénotype stable Helios(+), de type 

effecteurs-mémoires CD45RA(-) Foxp3(Hi) et exprimant de manière plus prononcée le 

marqueur de costimulation négative CTLA4. L’immunosuppression joue aussi un rôle dans le 

développement des Treg avec une hausse de la fréquence des Treg chez les patients Aza (7,8 

± 1 %) par rapport aux patients traités par CNI (4,8 ± 0,5 %, p=0,01) ainsi qu’une 

augmentation de la fréquence de Treg au phénotype stable et effecteurs mémoires. Par 

ailleurs, les patients ayant présenté un cancer et/ou traités par Aza présentent une tendance à 

l’augmentation de la fréquence de T DP8α, en particulier chez 2 patients traités par Aza et 

ayant présenté un ou plusieurs cancers. 

Notre travail suggère que les patients étudiés présentent un phénotype favorisant la survenue 

d’un état proche de la « tolérance », caractérisé par un enrichissement en populations 

lymphocytaires T régulatrices et pouvant être associé à la perte de l’immunosurveillance anti-

tumorale en transplantation rénale. #
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