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Première partie. Les lymphocytes T non conventionnels 

Chapitre 1 : De l’immunité innée à l’immunité acquise 

Le système immunitaire est apparu au cours de l’évolution pour maintenir l’intégrité des 

organismes pluricellulaires, sélectionnant des mécanismes de plus en plus complexes, 

assurant la détection et l’élimination de tout élément extérieur ou intérieur qui pourrait lui 

porter atteinte, ainsi que la réparation et la maintenance/entretien des tissus et des organes. 

Chez l’être humain, la majorité des cellules immunitaires sont produites dans la moelle 

osseuse à partir de cellules souches hématopoïétiques. Celles-ci se différencient en 

progéniteurs hématopoïétiques qui se différencient eux-mêmes en cellules différenciées dont 

on peut distinguer deux grandes lignées : la lignée myéloïde et la lignée lymphoïde. La 

maturation de ces populations s’effectue dans la moelle osseuse, à l’exception de celle des LT 

(pour lymphocyte T) qui s’effectue dans le thymus. Les cellules immunitaires, une fois 

produites et fonctionnelles, quittent l’organe différenciateur et se dirigent alors vers la 

circulation sanguine, la circulation lymphatique, dans les organes lymphoïdes secondaires ou 

tertiaires ou enfin dans des tissus non lymphoïdes. Ainsi localisées, les cellules immunitaires 

peuvent détecter les événements dangereux et les éliminer ou mettre en jeu les signaux de 

réparation ou de maintenance (Espinosa & Chillet, 2010).  

Le système immunitaire peut être séparé en deux couches fonctionnelles : l’immunité innée et 

l’immunité acquise (Figure 1), lesquelles peuvent être distinguées par le délai d’intervention 

et la temporalité d’action au cours d’une réponse immunitaire donnée, la spécificité (ou 

l’absence de spécificité) envers un antigène et la mémoire immunitaire caractéristique de 

l’immunité acquise. Cependant si leur temporalité et les populations qui les composent sont 

différentes, elles sont toutes capables de produire des cytokines et des chimiokines qui leur 

permettent de communiquer entre elles afin de réguler et contrôler la réponse immunitaire 

(Espinosa & Chillet, 2010). 

L’immunité innée fut la première à apparaitre au cours de l’évolution. Elle est mobilisable en 

un temps court, de l’ordre de quelques minutes à quelques heures. Traditionnellement, il est 

considéré que ses modes d’actions, bien que nombreux, ne s’adaptent pas au danger au cours 

du temps et qu’il n’y a pas de mémoire immunologique portée par les éléments de l’immunité 

innée. Au sein de cette immunité, on peut également compter les barrières physiques, telles 
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que les barrières épithéliales et les microbiotes (Bengmark, 2013; Lloyd-Price et al., 2017; 

Sender et al., 2016).  

Après l’immunité innée, est apparue au cours de l’évolution l’immunité acquise, adaptative ou 

spécifique. Au contraire de l’immunité innée, qui est considérée habituellement comme 

invariable, censée répondre de façon identique à chaque stimulation, l’immunité acquise 

permet la génération de cellules spécifiques de l’antigène rencontré. La notion même 

d’antigène est liée à l’existence de l’immunité acquise, puisque ce qui définit un antigène 

c’est le fait d’être reconnu spécifiquement par le récepteur d’un LT (TCR ou T-cell receptor), 

d’un LB (pour lymphocyte B) (BCR ou B-cell receptor) ou par un anticorps (Espinosa & 

Chillet, 2010).     

Cependant, par rapport à l’immunité innée, le temps de latence de la mise en place de la 

réponse immunitaire spécifique est plus long, de l’ordre de plusieurs jours. En effet, ces 

cellules, qui sont sélectionnées pour leur spécificité antigénique, subissent une phase 

d’expansion clonale qui prend du temps et explique cette latence. Cependant, une fois la 

réponse immunitaire résolue, une petite partie de ces cellules survivra et se différenciera en 

cellules mémoires. L’immunité contre l’antigène en question reste donc opérante pendant 

plusieurs semaines, mois voire années. Cette mémoire immunitaire permet à l’organisme de 

pouvoir réagir plus rapidement à un second contact avec cet antigène ; c’est le principe de la 

vaccination (Espinosa & Chillet, 2010). 

Si ces deux types d’immunité présentent des caractéristiques très différentes, elles coexistent 

et coopèrent afin de maintenir l’intégrité de l’organisme. 

Chapitre 2 : L’immunité naturelle : des LT non conventionnels, éléments 

effecteurs et régulateurs, à l’interface des immunités innée et acquise 

Au cours des dernières décennies, la frontière entre immunités innée et acquise se fait moins 

nette, avec la description de cellules de l’immunité acquise possédant des caractéristiques de 

l’immunité innée, comme les LT non-conventionnels. 

Les LT non-conventionnels ont été mis en évidence ces dernières décennies (pour revue 

(Godfrey et al., 2015)) (Figure 1). Ils expriment des TCR activés par les molécules du CMH 

(pour complexe majeur d’histocompatibilité) (ou apparentées au CMH) et exercent les 
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fonctions effectrices des LT. Mais ils peuvent également se comporter comme des cellules de 

l’immunité innée en répondant de façon rapide et non spécifique (Figure 2).  

Ces populations comprennent les iNKT (pour invariant Natural Killer T-cell), les MAIT 

(pour mucosal-associated invariant T-cell), les LT- ou encore les LT CD8 innés. 

 

Figure 1 : Ensemble des cellules intervenant dans les différents types d’immunité (adapté d’après (Dranoff, 

2004))  

 

Quatre éléments peuvent être pris en compte pour décrire le caractère inné de ces populations 

lymphocytaires T :  

- Un répertoire du TCR invariant ou peu polymorphe et des modes de reconnaissance de leur 

antigène/ligand qui sont non conventionnels, 

- La nature monomorphe ou peu polymorphe des antigènes/ligands reconnus,  

- Une forte capacité de réponse à des modes de stimulation (interleukine (IL)-12/IL-18 ou IL-

33 ou encore mettant en jeu CD16) utilisés habituellement par les ILC (pour innate lymphoid 

cell), en particulier les NK (pour natural killer cell), 

- Un programme de différenciation et d’expression génique propre, que nous dénommerons 

« innateness » (cf. introduction partie 1 chapitre 3) et commun à l’ensemble de ces LT innés.  
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Figure 2 : Cinétique d’action des différents types d’immunité après stimulation ((Barbier, 2019) d’après 

(Martin & Kearney, 2001)) 

1. Caractéristiques et fonctions des iNKT  

Les iNKT sont dénommés ainsi en raison de leur TCR semi-invariant, issu du réarrangement 

V14-J18 chez la souris et V24-J18 chez l’humain. Ces segments composent une chaîne 

 appariée à une chaîne  du TCR qui utilise préférentiellement V8.2, mais aussi V7 ou 

V2 chez la souris et V11 chez l’humain. Leur fréquence circulante est très faible chez 

l’humain, soit 0,01 à 0,1% des cellules mononucléées sanguines (CMN) (Berzins et al., 2011) 

alors qu’il constituent environ 10% des LT de la graisse viscérale omentale (Lynch, O’Shea, 

et al., 2009). Ce TCR invariant est restreint par la molécule du CMH non classique de classe 

Ib CD1d. CD1d est peu polymorphe ; son sillon, par son caractère très hydrophobe, permet de 

présenter des antigènes non peptidiques tels que des glycosphingolipides, dont l’exemple 

expérimental est l’-GalCer (pour -galactosylcéramide), lesquels sont reconnus par les 

iNKT (Figure 3). CD1d permet aussi de présenter des sulfatides reconnus par des NKT non 

canoniques, dits aussi de type II, ou par des LT- (Bai et al., 2012; Wolf et al., 2015). De 

façon remarquable, l’extrême conservation de la chaîne  invariante du TCR des iNKT et de 

CD1d au cours de l’évolution, permet une reconnaissance sans barrière d’espèce entre 

l’humain et la souris (Figure 4). En d’autres termes, s’ils expriment CD3 et un TCR-, ce 
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qui correspond aux caractéristiques de l’immunité acquise, les iNKT ont un répertoire 

monomorphe ou peu polymorphe, se rapportant à un caractère inné.  

 

 

Figure 3 : Structure de la molécule CD1d avec les sites de liaison à l’antigène, en comparaison avec la 

molécule du CMH de classe I (Moody et al., 2005). 

 

Figure 4 : Les conformations de l’α-GalCer humain et murin se superposent dans le complexe formé avec 

CD1d. La plasticité du TCR des iNKT permet d’observer une réactivité croisée entre l’humain et la souris, 

malgré l’orientation différente du galactose (Godfrey et al., 2005). 

 

Outre ce répertoire restreint, les iNKT expriment des marqueurs des NK comme CD16, 

CD56, CD94 ou NKG2A chez l’humain, ou comme NK1.1, NKG2A, NKG2D et Ly49a chez 

la souris (Berzins et al., 2011). Ils peuvent être activés indépendamment de leur TCR par 

l’association IL-12 et IL-18 (Brigl & Brenner, 2010) ou par l’association IL-12 et IL-33 

(Bourgeois et al., 2009), entraînant la production d’interféron(IFN)-. 

Il a été démontré chez la souris que la sélection des iNKT dans le thymus dépend de 

l’expression de CD1d par les thymocytes immatures au stade DP (pour double positifs), un 

mode de sélection radicalement différent de celui des LT conventionnels qui sont sélectionnés 

positivement par les cellules épithéliales thymiques (Bendelac, 1995; Gapin et al., 2001). 
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Outre les interactions CD1d/ligand du soi (non identifié)/TCR invariant, le processus de 

sélection des iNKT par les thymocytes DP fait intervenir des interactions homotypiques 

mettant en jeu des molécules de la famille des SLAM (pour signaling lymphocyte activation 

molecule). En effet, en l’absence des molécules SLAMF1 et SLAMF6 ou de l’adaptateur SAP 

(pour SLAM associated protein), un blocage précoce de la différenciation des iNKT est 

observé (Griewank et al., 2007). L’acquisition des caractères innés des iNKT est contrôlée par 

l’expression du facteur de transcription PLZF (pour promyelocytic leukemia zinc finger) qui 

est exprimé immédiatement après leur sélection positive. Chez la souris déficiente en PLZF, 

un blocage de la maturation des iNKT et un défaut de leur expansion intrathymique post-

sélection sont mis en évidence (Savage et al., 2008). Chez l’humain, l’analyse de l’unique 

individu décrit avec un déficit en PLZF montre un défaut relatif du nombre d’iNKT et surtout 

un défaut majeur de la maturation terminale de cette population (Eidson et al., 2011).  

Au cours de la sélection positive et à partir de l’acquisition de l’expression de PLZF, il existe 

une diversification des iNKT murins : les iNKT1 produisent l’IFN- et expriment le facteur de 

transcription T-bet, les iNKT2 qui produisent l’IL-4 et expriment fortement PLZF, les iNKT3 

qui expriment l’IL-17 et dont la différenciation dépend du facteur de transcription RORt 

(Kim et al., 2015; Lee et al., 2013). De façon remarquable, l’activation de ces différents iNKT 

peut être induite par des cytokines (signal inné) avec (Duthie et al., 2005; Sada-Ovalle et al., 

2008) ou sans (Brigl & Brenner, 2010) stimulation du TCR. Les équipes de Hogquist et de Le 

Gros ont apporté des arguments convaincants de l’existence d’une « production innée » in 

vivo de l’IL-4 (c’est-à-dire indépendante de la mise en jeu du TCR) (Dickgreber et al., 2012; 

Lee et al., 2013). Cette production d’IL-4 innée est susceptible d’être associée à la 

différenciation des lymphocytes T CD8 « Innate-Memory » (cf. introduction partie 2 chapitre 

2). 

Il est probable que les iNKT post-thymiques puissent être stimulés par des antigènes. Ainsi, il 

a été démontré que les iNKT murins avaient une variabilité régionale et tissulaire du 

répertoire, une donnée conciliable avec l’hypothèse selon laquelle le TCR- des iNKT 

présents dans un tissu donné soit sélectionné par les ligands spécifiques de ce tissu (Jimeno et 

al., 2019). De façon remarquable, des expériences d’ablation du TCR des iNKT murins après 

leur maturation, montrent que ceux-ci, pour peu que l’ablation ait lieu après leur migration 

dans les tissus lymphoïdes périphériques, survivent et répondent aux stimuli innés (Vahl et al., 

2013).   
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Si les fonctions décrites des iNKT sont principalement effectrices, des propriétés régulatrices 

peuvent aussi leur être attribuées. L’administration d’-GalCer, qui stimule les iNKT, permet 

dans plusieurs modèles animaux d’auto-immunité de prévenir le développement de la maladie 

(diabète de type I, lupus érythémateux disséminé) (Van Kaer, 2005). Chez l’humain, il a été 

observé que le nombre d’iNKT pouvait être diminué chez des patients souffrant de maladies 

auto-immunes (Hammond & Kronenberg, 2003). De manière similaire, le nombre d’iNKT 

circulant est diminué de 34% chez les patients atteints de la maladie de Crohn et de 93% chez 

ceux atteints de rectocolite hémorragique par rapport aux donneurs sains, avec une diminution 

de la production de cytokines (Grose et al., 2007). Dans un modèle murin de colite induite, le 

traitement par le ligand -GalCer des iNKT réduit les symptômes de la maladie et la mortalité 

(Saubermann et al., 2000). 

Nous ne détaillerons pas toutes les situations où les iNKT interviennent. Néanmoins, nous 

soulignerons le rôle des iNKT dans des fonctions de maintenance. Chez la souris, la délétion 

des iNKT est associée à l’apparition de troubles métaboliques, en particulier ceux induits par 

les régimes enrichis en graisse (Chen et al., 2019). Cette fonction est probablement conservée 

chez l’humain, comme le suggère l’existence d’un défaut fonctionnel et numérique des iNKT 

chez les patients obèses, lequel est restauré après une chirurgie bariatrique (Lynch et al., 

2015). Les iNKT semblent agir au niveau des tissus adipeux sur le contrôle de la 

différenciation des macrophages M2. Les fonctions eutrophiques des iNKT murins dans le 

tissu adipeux comprennent aussi le contrôle de l’état d’activation des NK du tissu adipeux et 

l’élimination des macrophages M2 dysfonctionnels (Chen et al., 2019).   

2. Caractéristiques et fonctions des MAIT  

Les MAIT représentent seulement environ 5% des lymphocytes circulants chez l’humain 

(Godfrey et al., 2015) mais sont particulièrement abondants dans le foie, les poumons ou 

l’intestin (Legoux et al., 2017).  

Ces cellules présentent de nombreux points communs avec les iNKT (Figure 5) ; elles 

expriment notamment un TCR semi-invariant composé d’une chaîne  invariante Vα7.2-

Jα33, associée à des chaînes  limitées (Vβ 2, 6, 8 ou 13) (Godfrey et al., 2019). Ce TCR 

reconnait MR1, une molécule du CMH non classique qui présente des molécules non 

peptidiques issues du métabolisme de la vitamine B2 des cellules de l’hôte, des levures ou des 

bactéries (Patel et al., 2013). Leur mode de sélection thymique, étudié chez la souris, est 
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également similaire à celui des iNKT : il dépend de l’expression de MR1 par les thymocytes 

DP et de la mise en jeu des interactions homotypiques SLAM/SLAM (Legoux et al., 2019; 

Seach et al., 2013). Comme pour les iNKT, ces interactions contrôlent l’expression de PLZF 

dans les MAIT, l’acquisition de leurs caractéristiques de cellules « innées » ainsi que leurs 

diversifications phénotypique et fonctionnelle (Koay et al., 2016).  

Enfin, les MAIT humains expriment des marqueurs des cellules NK : CD16, CD161, NKG2 

ou encore CD94. Ils peuvent répondre à un stimulus TCR-dépendant ou TCR-indépendant 

(IL-12 et IL-18) (Godfrey et al., 2015), produisent des cytokines telles que l’IL-2, l’IFN- ou 

l’IL-17 et comme les iNKT, possèdent un arsenal cytotoxique (Rudak et al., 2018). 

 

Figure 5 : Points communs entre les MAIT et les iNKT (Kronenberg & Zajonc, 2013). 

 

Si toutes les fonctions des MAIT ne sont pas encore élucidées, on sait désormais que ces 

cellules sont impliquées dans l’immunité anti-infectieuse. Les MAIT sont notamment activés 

durant les infections virales aiguës (comme la grippe) ou chroniques (comme l’hépatite C), 

entraînant une production d’IFN- et une surexpression du granzyme B chez l’humain 

(van Wilgenburg et al., 2016). Les MAIT semblent également impliqués dans la réparation 

tissulaire. En effet, une analyse transcriptomique des MAIT a révélé, ceci après stimulation du 

TCR mais pas après stimulation par des cytokines, l’expression de gènes impliqués dans la 

réparation tissulaire, chez l’humain et la souris (Linehan et al., 2018). Ces données ont pu être 
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confirmées (Lamichhane et al., 2019; Leng et al., 2019). In vivo, chez des souris déficientes 

en MAIT (MR1-/-), la réparation de lésions cutanée est plus lente que chez les souris WT 

(pour wild type ou sauvage) et cette réparation peut être accélérée par la stimulation préalable 

du TCR des MAIT (Constantinides et al., 2019) (pour revue (Klenerman et al., 2021)). 

3. Caractéristiques et fonctions des LT- 

Les LT- possèdent un TCR composé, non pas des chaînes  et  comme les autres LT, mais 

des chaînes  et . Chez l’humain, ils représentent environ 1 à 5 % des LT circulants et sont 

aussi localisés dans les épithéliums comme la peau et l’intestin (Godfrey et al., 2015). Les 

TCR- présentent une diversité plus restreinte que les TCR-αβ avec des modes de 

reconnaissance de l’antigène et de sélection différents (Rock et al., 1994; Schild et al., 1994; 

Shin et al., 2005) (pour revue (Jensen & Chien, 2009)).  

Une des prédictions du travail de Rock était que le mode de reconnaissance des antigènes par 

le TCR- serait proche de celui utilisé par les immunoglobulines (Ig), du fait de la longueur 

de la région CDR3 (région hypervariable des Ig) qui est plutôt stable dans le TCR- mais 

plus variable dans les Ig et le TCR- (Rock et al., 1994). Cette hypothèse a été confirmée par 

les travaux de l’équipe de Chien et Davis avec l’analyse de l’interaction entre le TCR- et les 

molécules du CMH qui, comme pour les Ig, ne sont pas indispensables à la reconnaissance du 

ligand (Schild et al., 1994).  

A cet égard, certains travaux suggèrent l’existence de LT- spécifiques d’haptènes. Ainsi, 

chez la souris, les LT- s’affranchissent d’une CPA (cellule présentatrice d’antigène, les 

principales étant les cellules dendritiques (DC)), l’haptène étant reconnu lorsque couplé à une 

protéine porteuse. Il s’agit donc fondamentalement d’un mode de reconnaissance commun 

avec celui des Ig (Zeng et al., 2014). De même, chez l’humain, les LT- V4 semblent 

reconnaître l’antigène de façon similaire à celle des domaines variables des chaînes lourdes et 

légères des Ig, comme c’est le cas pour la reconnaissance d’EPCR (pour endothelial protein C 

receptor), une molécule qui partage une forte homologie de séquence et de structure avec les 

molécules du CMH de classe Ib non classique et qui est capable (comme CD1d) de présenter 

des lipides. Cependant, les LT- V4 peuvent interagir avec EPCR indépendamment de la 

présence de lipides, d’une manière similaire aux Ig (Willcox et al., 2012).  
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Des LT- humains spécifiques de MR1 et de CD1d (molécules du CMH classe Ib non 

classiques) ont par ailleurs été décrits. Il est à noter que parmi ceux reconnaissant MR1, près 

d’un tiers reconnait le domaine 3 de MR1, soit un mode de reconnaissance indépendant de 

l’antigène (présent dans le sillon formé par les domaines 1 et ) (Le Nours 2019) et plutôt 

proche de celui décrit pour la reconnaissance de l’EPCR (Willcox et al., 2012).  

Les LT- sanguins humains utilisent en majorité V2 apparié à V9, ces cellules étant 

activables in vivo et in vitro par des métabolites de la voie de synthèse des isoprénoïdes, 

l’isopentenyl-pyrophosphate, le farnesyl-pyrophosphate ou des analogues synthétiques tels 

que le bromohydrine-pyrophosphate. L’activation induite par ces phospho-antigènes 

n’implique cependant pas seulement la cellule et le phospho-antigène mais requiert un signal 

supplémentaire (pour revue (Born et al., 2013)). Ce sont des molécules appartenant à la 

famille des butyrophilines (BTN) qui peuvent apporter ce signal. Celles-ci sont apparentées à 

la famille des molécules de costimulation B7 (les principales étant CD80 et CD86 portées par 

les CPA) et, parmi elles, ce sont les butyrophilines BTN3A1 et BTN2A1 qui sont reconnues 

par le TCR-V9-V2. Les phospho-antigènes produits par des cellules tumorales ou des 

agents pathogènes vont pénétrer dans les cellules puis se lier aux domaines intracellulaires de 

BTN3A et BTN2A, induisant des modifications de leur conformation et permettant ainsi leur 

reconnaissance par le TCR-V9V2 (Harly et al., 2012; Rigau et al., 2020). En ce sens, le 

terme « historique » de phospho-antigènes n’est pas exact, ceux-ci n’étant par définition pas 

des antigènes puisqu’ils ne sont pas reconnus directement par le TCR des LT-.  

De nombreuses autres populations de LT-, chez la souris et chez l’humain portent des TCR 

spécifiques de molécules de la famille des butyrophilines. Ainsi, chez la souris, certains TCR 

des LT- de la peau, communément dénommés DETC (pour dendritic epidermal T cell), 

reconnaissent Skint1 (Barbee et al., 2011). C’est aussi le cas des LT- de l’intestin humain 

qui sont activés par BTNL3/8 (Vantourout et al., 2018). Un point important est le fait que la 

reconnaissance des butyrophilines par ces TCR- met dans la plupart des cas en jeu une 

région située dans la troisième région charpente (Framework ou FR) du domaine V, aussi 

dénommée HV4. Dans les LT- conventionnels, cette région HV4 est impliquée dans 

l’interaction avec les super-antigènes bactériens ou viraux. La reconnaissance des 

butyrophilines par les LT- ressemble donc à celle d’un super-antigène, indépendamment de 

la spécificité du TCR. C’est ainsi que le couple BTNL3/8 est capable d’activer une lignée T-
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 humaine spécifique d’un sulfatide présenté par CD1d et d’engager le TCR- spécifique de 

l’EPCR (Melandri et al., 2018; Willcox et al., 2019).        

En résumé, le répertoire des LT- a un fort caractère inné, du fait de TCR pouvant être 

invariants et permettant la reconnaissance de déterminants conservés, mais aussi du fait de 

TCR pouvant être activés par des butyrophilines qui se comportent comme des molécules 

« superantigènes-like » entraînant une activation rapide et intense d’un pool de LT-.  

Chez l’humain, les LT- expriment également des récepteurs caractéristiques des NK de 

l’immunité innée, comme les KIR (pour killer-cell immunoglobulin-like receptors) (KIR2D, 

KIR3D) ou les récepteurs de type lectine : CD94/NKG2A-C et NKG2D (Chien et al., 2014; 

Halary et al., 1997). De ce point de vue, les LT- humains peuvent être activés, proliférer et 

produire l’IFN- en réponse à la stimulation de NKG2D par ses ligands MICA/B (Das et al., 

2001). Cette production d’IFN- se fait, comme dans les LT-, sous le contrôle des facteurs 

de transcription T-bet et Eomesodermine (Eomes) (Chen et al., 2007). De façon similaire aux 

iNKT, une grande partie des LT- expriment le facteur de transcription PLZF, chez la souris 

comme chez l’humain (Chien et al., 2014). L’expression de PLZF et son lien avec la notion 

d’innateness seront traités dans le chapitre suivant. Ils possèdent également un arsenal 

cytotoxique comprenant des granzymes (Spencer et al., 2013) et la perforine (Dieli et al., 

2001) et sont par là-même cytotoxiques dans différents modèles. Tant chez l’humain que chez 

la souris, ils sont producteurs non seulement d’IFN- mais aussi d’IL-17 (Jensen et al., 2008).  

Les LT- semblent également capables de produire des cytokines suppressives telles que 

l’IL-10 et le TGF- (pour transforming growth factor), comme cela a été observé pour des 

LT- infiltrant des tumeurs mammaires murines (Seo et al., 1999). Ces propriétés 

suppressives ont pu être induites in vitro en réponse au TGF- (Kang et al., 2009). Les LT- 

exprimant CD39 semblent être particulièrement suppressifs in vitro (Otsuka 2013) et in vivo 

dans des tumeurs colorectales humaines. Les mécanismes mis en jeu semblent très similaires 

à ceux des lymphocytes T régulateurs (Treg) (décrits dans la partie 3 de cette introduction). 

En effet, ces LT- CD39(+) intra-tumoraux expriment FoxP3, CTLA-4 et CD73, produisent 

des cytokines régulatrices et sont capables d’inhiber in vitro la prolifération des LT. Le 

produit des réactions enzymatiques du couple CD39/CD73 est l’adénosine, indispensable à 

cet effet suppresseur, le blocage in vitro des récepteurs de l’adénosine inhibant cette fonction 

(Hu et al., 2017) (pour revue (Peters et al., 2018)). 
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Enfin, cette population exprime aussi des transcrits de gènes susceptibles d’être impliqués 

dans les phénomènes de réparation (Tieppo et al., 2020). Ces LT-, à l’image des DETC, 

présentent un répertoire invariant et ont des fonctions anti-infectieuses ou anti-tumorales, 

mais aussi des fonctions de maintien. Ainsi, il a été montré que les DETC chez la souris, ou 

leurs équivalents présumés LT- et -V1 de la peau chez l’humain, jouent un rôle 

important dans la cicatrisation cutanée, en particulier par la production de facteurs de 

croissance, tels que l’IGF-1 (pour insulin-like growth factor) ou le KGF (pour keratinocyte 

growth factor) (Havran & Jameson, 2010).  

4. Caractéristiques et fonctions des NK : des cellules de l’immunité naturelle ? 

Si les NK sont traditionnellement classés parmi les cellules de l’immunité innée, elles peuvent 

aussi présenter des caractéristiques de l’immunité acquise, questionnant ce classement. 

Les NK sont des cellules lymphoïdes cytotoxiques spécialisées dans la lyse des cellules 

infectées ou anormales. Les NK reconnaissent les molécules du CMH de classe I exprimées à 

la surface des cellules de l’organisme, ceci grâce à différents types de récepteurs de surface 

qui peuvent inhiber leurs fonctions. Si les molécules du CMH de classe I sont absentes ou 

anormales, le signal inhibiteur n’est pas transmis et les NK sont activés, provoquant la mort 

de la cellule. Ce mécanisme permet la détection des virus ou des bactéries qui n’expriment 

pas les molécules du CMH ou encore des cellules tumorales, qui peuvent sous-exprimer les 

molécules du CMH. Les NK expriment aussi des récepteurs activateurs, lesquels 

reconnaissent des molécules d’origine microbienne ou des molécules de stress pouvant être 

induites par l’infection ou par le processus de transformation tumorale (Espinosa & Chillet, 

2010).  

Ces récepteurs inhibiteurs et activateurs sont organisés en plusieurs familles (López-Botet et 

al., 2000; Sivori et al., 2014). La famille des NCR (pour natural cytotoxicity receptor), 

composée de NKp44, NKp46 et NKp30, reconnaît les molécules de stress ou d’origine virale. 

Les récepteurs de la famille des ILT (pour immunoglobulin-like transcript) reconnaissent les 

molécules du CMH de classe I. Les récepteurs de la famille des KIR (pour killer-cell 

immunoglobulin-like receptors) peuvent être soit activateurs soit inhibiteurs. Les récepteurs 

de la famille des lectines peuvent être soit activateurs soit inhibiteurs en fonction de la chaine 

NKG2 associée (A et B sont inhibiteurs, C, D, E sont activateurs). En fonction de l’ensemble 

des différents signaux reçus, les NK seront activés ou inhibés (Figure 6).  
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Figure 6 : Les récepteurs à la surface des NK et leurs cibles, régulant la balance activation/inhibition de 

ces cellules (Chan et al., 2014). 

 

Les NK peuvent également être activés par un mécanisme indirect mettant en jeu les anticorps 

dénommé ADCC (pour antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity). Les anticorps sont 

produits lors de la réponse immunitaire acquise et sont spécifiques d’un antigène. La partie 

variable de l’anticorps se fixe sur l’antigène tandis que la partie constante est reconnue par le 

CD16 à la surface de la cellule NK, ce qui entraîne son activation et la lyse de la cellule cible. 

Suite à leur activation, les NK, d’une part libèrent des granules contenant de la perforine et du 

granzyme entraînant la mort de la cellule cible, et d’autre part sécrètent des cytokines qui 

favoriseront l’action d’autres types cellulaires. Ils sont également capables d’induire la mort 

cellulaire par l’intermédiaire de récepteurs de mort (pour revue (Prager & Watzl, 2019).  

Par ailleurs, les NK de la souris sont capables de produire des réponses de type régulatrices en 

diminuant l’ampleur de la réponse T spécifique au cours d’une réponse immunitaire 
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antivirale, ceci en éliminant les LT CD4 (Waggoner et al., 2011) et les LT CD8 (Crouse et al., 

2014; Xu et al., 2014). Ce phénomène de rétrocontrôle négatif dépendant des NK évite ou 

diminue le risque de complications immuno-inflammatoires liées à l’intensité de la réponse 

immunitaire (Waggoner et al., 2011). Chez l’humain, une petite fraction des NK circulantes 

est capable de sécréter l’IL-10, associée aux fonctions régulatrices. Après stimulation par la 

PHA (phytohemagglutinine), environ un tiers des NK exprimant des récepteurs KIR 

inhibiteurs (CD158a/KIR3DL1 ou CD158b/KIR3DL2/3) sont capables de produire l’IL-10. 

Cette fraction représente une sous-population à part, puisque les NK sécrétant l’IL-10 ne 

sécrètent pas l’IFN- et inversement. Ces deux sous-populations représentent respectivement 

de 2 à 9 % et 61 à 89 % des cellules NK. In vitro, les NK sécrétant l’IL-10 sont capables 

d’inhiber la croissance de LT CD4 (Deniz et al., 2008). Une autre sous-population de NK, 

définie par une expression élevée de CD56, possède des propriétés régulatrices, lesquelles 

sont altérées chez les patients atteints de sclérose en plaque (Laroni 2016). 

Les NK sont également impliqués dans la grossesse et représentent alors 70% des 

lymphocytes utérins humains ; ils ont des fonctions eutrophiques et régulatrices, comme 

l’illustre leur rôle dans le contrôle de l’hématopoïèse (Murphy et al., 1995) ou dans le 

maintien de la trophicité et de la bonne  maturation des artères spiralées de la caduque et du 

placenta (pour revue (Jabrane-Ferrat, 2019)).   

Cependant, si les NK sont traditionnellement considérés comme appartenant à l’immunité 

innée, il a récemment été rapporté qu’ils pouvaient se comporter comme des cellules 

mémoires. Ainsi, les NK « mémoires » présentent des caractéristiques attribuées à l’immunité 

adaptative comme une réponse mémoire à long terme et une possible spécificité d’antigène 

(Geiger & Sun, 2016; Min-Oo et al., 2013; Paust et al., 2017). De telles cellules peuvent être 

générées chez la souris après vaccination ou infection par MCMV (pour murine 

cytomegalovirus) (Arase et al., 2002; O’Leary et al., 2006). Elles sont alors capables de 

proliférer puis de résider dans les organes lymphoïdes et non lymphoïdes pendant plusieurs 

mois après une phase de contraction (rappelant les phases d’expansion clonale, de contraction 

et de différenciation mémoire des lymphocytes conventionnels B et T). La protection contre 

un pathogène donné peut être transférée à des animaux naïfs auxquels on transfert les NK 

mémoires spécifiques du pathogène. Au moment de la réaction secondaire, les NK mémoires 

libèrent rapidement granules cytotoxiques et cytokines (Sun et al., 2009). De tels NK 

« mémoires » spécifiques d’antigène ont été observés chez l’humain infecté par le CMV (pour 
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cytomegalovirus) (Lopez-Vergès et al., 2011), même si la durée de vie de ces cellules n’est 

pas encore établie. Chez la souris, des NK « mémoires » ont été détectés 4 à 5 mois après la 

stimulation (Sun et al., 2009). Chez l’humain, la revaccination par le BCG (pour bacillus de 

Calmette et Guerin, utilisé dans le vaccin contre la tuberculose) active une réponse 

secondaire, qui reste détectable après un an (Suliman et al., 2016). Les processus de 

différenciation des NK « mémoires » sont encore peu connus. Cependant, les cytokines 

inflammatoires semblent jouer un rôle important (via l’activation de l’inflammasome) (van 

den Boorn et al., 2016) tout comme la reprogrammation épigénétique. Ce type d’analyse a 

révélé qu’après infection par le CMV chez l’humain, les profils de méthylation de l’ADN des 

NK « mémoires » et des LT CD8 cytotoxiques sont similaires, alors qu’ils diffèrent de ceux 

des NK canoniques (Schlums et al., 2015). Le développement des NK « mémoires » pourrait 

être lié à la répression épigénétique de certains facteurs de transcription ou protéines de 

signalisation (comme Syk) normalement exprimés par les NK (Lee, Zhang, et al., 2015). 

Chapitre 3 : Le concept de gradient d’innateness 

Récemment, l’équipe de P. Brenner s’est intéressée aux différentes populations cellulaires 

présentant des caractéristiques à la fois innées et adaptatives et, sur la base d’analyses 

transcriptomiques, a cherché à identifier une signature phénotypique et fonctionnelle de ces 

cellules et à les classer en fonction de leur caractère plus ou moins inné ; les LT CD4 étant les 

moins innés et les NK les plus innés (Gutierrez-Arcelus et al., 2019).  

Ce gradient d’innateness repose sur l’expression de facteurs de transcription associés à ce 

caractère inné, un profil de fonctions effectrices indépendantes de la signalisation du TCR, un 

taux élevé d’ARNm préformé permettant une expression rapide des protéines impliquées dans 

les fonctions effectrices (comme l’IFN-), une capacité proliférative plus faible que les LT 

conventionnels (qui expriment fortement les gènes impliqués dans la machinerie 

transcriptionnelle), une plus grande sensibilité à l’IL-15 (en particulier dans le maintien de la 

prolifération homéostatique) et un profil métabolique faiblement oxydatif. 

Ainsi, entre les LT CD4 et les NK, les populations cellulaires sont classées en un gradient 

croissant d’innateness : les LT CD4 puis les CD8, les MAIT, les iNKT, les LT- (1 puis 

2), et enfin, les NK. Parmi les critères qui permettent de situer les cellules dans le gradient, 

les récepteurs KIR et le facteur de transcription PLZF sont très fortement associé à 
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l’innateness. Du point de vue fonctionnel, les principales caractéristiques sont une faible 

capacité proliférative (évaluée par la quantité du précurseur 47S des ARNr associé aux 

propriétés adaptatives) et la production d’IFN- en réponse à la stimulation IL-12/IL-18 

(Figure 7). 

 

 

Figure 7 : Expression de l’ARNm codant PLFZ (ZBTB16), l’IFN- et de l’ARNr 47S (marqueur de la 

biogénèse ribosomale) à l’état basal dans les différents LT conventionnels et non conventionnels du 
gradient d’innateness (Gutierrez-Arcelus et al., 2019). 



28 

 

Deuxième partie. Les lymphocytes T CD8 innés 

Si les iNKT, les LT- et les MAIT sont des populations cellulaires relativement connues, il 

existe une quatrième population de LT non conventionnels : les LT CD8 innés. Ceux-ci ont 

été décrits pour la première fois dans les années 2000 dans plusieurs modèles de souris 

transgéniques. Ces cellules sont considérées comme des LT non conventionnels puisqu’elles 

présentent des caractéristiques similaires aux LT CD8 mémoires conventionnels et aux NK et 

qu’elles sont capables de se développer et d’exercer des fonctions indépendamment d’une 

stimulation antigénique. 

Chapitre 1 : Mise en évidence des LT CD8 innés IM chez la souris 

1. Les souris déficientes en Itk ou Rlk 

Itk et Rlk sont des tyrosines kinases de la famille Tec impliquées dans la transduction du 

signal TCR (Andreotti et al., 2010; Prince et al., 2009). Elles sont activées par Lck et 

contribuent à l’activation de Erk et de la voie des MAP Kinases (L. J. Berg et al., 2005). 

Chez les souris déficientes en Itk (Itk-/-), le nombre de thymocytes totaux n’est pas modifié. 

En revanche, en présence d’une stimulation antigénique, les LT sont peu activés et ne 

prolifèrent pas (Liao & Littman, 1995). On observe chez les souris déficientes en Itk et/ou Rlk 

(Itk-/- et Itk-/-Rlk-/-) des altérations de la différenciation des LT, avec notamment un défaut 

de la sélection thymique positive entraînant une diminution du nombre de thymocytes simple-

positifs (SP) CD4(+). En périphérie, après stimulation antigénique des LT, il a été montré que 

cette mutation est associée à une altération de la mobilisation du calcium extracellulaire 

impliqué dans la transduction du signal TCR (Schaeffer et al., 2000).  

Au contraire, le nombre et la fréquence des thymocytes SP CD8(+) ainsi que des LT CD8 en 

périphérie (ganglions lymphatiques, sang et rate) sont augmentés chez les souris Itk-/- et Itk-/-

Rlk-/- par rapport aux souris WT. Le nombre de thymocytes SP CD8(+) est multiplié par trois 

par rapport aux souris WT (Atherly et al., 2006; Hu et al., 2007). 

Mais ces cellules présentent un phénotype distinct de celui des thymocytes SP CD8(+) 

provenant des souris WT puisqu’ils expriment NK1.1 (un marqueur des NK de la souris) ainsi 

que des marqueurs de LT mémoires ou activés comme CD122 (la chaîne  commune des 

récepteurs de l’IL-2 et de l’IL-15) et CD44 (un marqueur des LT mémoires murins) (Atherly 
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et al., 2006; Broussard et al., 2006; Hu et al., 2007). Ces cellules murines ont donc été 

logiquement dénommées IM (pour inné/mémoire). A ces caractéristiques est également 

associée une augmentation de l’expression du facteur de transcription Eomes. Cependant, les 

thymocytes IM n’expriment pas les marqueurs d’activation CD25 et CD69, rappelant le 

phénotype des LT CD8 mémoires localisés en périphérie. Ces cellules expriment un TCR-, 

écartant l’hypothèse des LT particuliers exprimant un TCR- ou un TCR-. Ces souris sont 

donc presque dénuées de LT CD8 naïfs (Atherly et al., 2006). De plus, l’expression diminuée 

de CD24 est conciliable avec un état plus mature des thymocytes des souris Itk-/- et Itk-/-Rlk-

/- comparativement aux thymocytes des souris WT (Broussard et al., 2006). 

Ces thymocytes de phénotype IM chez les souris Itk-/- sont détectables dès le 4ème jour après 

la naissance dans le thymus et une à deux semaines après la naissance en périphérie. De plus, 

des expériences de chimérisme, impliquant le transfert de moelle osseuse de souris Itk-/- et 

Rlk-/-Itk-/- à des animaux WT irradiés, montrent une reconstitution rapide du compartiment 

thymique SP CD8(+) IM. Les altérations observées ne sont donc pas liées à des anomalies 

dans les cellules non-hématopoïétiques des souris mutées (Atherly et al., 2006; Broussard et 

al., 2006). Les LT CD8 périphériques issus de souris Itk-/- et Rlk-/-Itk-/- ne présentent pas de 

prolifération excessive qui expliquerait leur accumulation, pas plus qu’une signature de 

localisation/résidence dans le thymus (Atherly et al., 2006; Broussard et al., 2006; Hu et al., 

2007). Ces cellules particulières sont donc produites dans le thymus des souris Itk-/- et Rlk-/-

Itk-/- puis migrent en périphérie, ce qui est confirmé par la culture in vitro de cellules 

thymiques fœtales de souris Rlk-/-Itk-/- (Broussard et al., 2006). De plus, comme les LT CD8 

mémoires, les thymocytes SP CD8(+) issus des souris Itk-/- et Itk-/-Rlk-/- ont la capacité de 

surexprimer Bcl-xL en réponse à l’IL-15, augmentant leur survie (Atherly et al., 2006). 

Etant donné que l’activation de Erk est altérée chez les souris Itk-/-, des expériences de 

croissement de cette souche avec une souche exprimant l’allèle hypersensible de Erk2 ont été 

réalisées. Les souris issues de ce croisement présentent un profil thymique partiellement 

corrigé, les thymocytes SP CD8 présentant une expression de CD122 et CD44 diminuée (4 à 

5% des LT CD8 WT sont CD122(+) et CD44(+) versus 65% des LT CD8 Itk-/- versus 31% 

des LT CD8 où l’allèle Erk2 hypersensible est exprimé par la souche Itk-/-). Dans cette 

expérience, la restauration de la transduction du signal TCR entraîne donc un développement 

partiellement corrigé des LT CD8 (Broussard et al., 2006). 
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2. Les souris déficiences en Klf2 

KLF2 (pour kruppel-like factor 2) est un facteur de transcription qui régule la migration des 

LT et pourrait réprimer l’expression de certains récepteurs de chimiokines. Chez des souris 

dont les cellules hématopoïétiques sont déficientes en KLF2, le développement des LT est 

normal mais le nombre de LT est fortement réduit en périphérie puisque leur migration hors 

du thymus est altérée.  

Dans ce modèle, on observe la présence LT CD8 exprimant le même phénotype inné/mémoire 

que celui des LT issus des souris déficientes en Itk et Rlk : une expression augmentée de 

CD44, CD122 et d’Eomes, une absence d’expression de CD25 et CD69 et une expression 

diminuée de CD24.  

De plus, ces cellules expriment fortement le récepteur CXCR3 de chimiokines. Cependant, 

cette surexpression n’a pas lieu lorsque les LT sont déficients en Eomes ou IL-4R. On 

observe dans ce modèle une surproduction d’IL-4 qui entraîne l’expression de CXCR3, qui 

est également un marqueur des LT mémoires chez la souris (Weinreich et al., 2010). L’effet 

de l’IL-4 sur les LT CD8 IM sera détaillé dans le chapitre 2, sous chapitre 3 de cette partie. 

3. Autres modèles murins  

On retrouve des LT CD8 exprimant ce phénotype IM dans plusieurs autres modèles murins : 

- dans un modèle de souris déficientes en Id3 (pour inhibitor of differentiation ou inhibitor of 

DNA binding), qui est un facteur de transcription induit par la voie Erk lors de la signalisation 

TCR des LT (Verykokakis et al., 2010),  

- dans un modèle de souris déficientes en CBP (pour CREB binding protein), protéine 

impliquée dans la co-activation transcriptionnelle de nombreux facteurs de transcription 

(Fukuyama et al., 2009), 

- dans un modèle de souris mutées pour SLP76 (pour Src homology 2 domain-containing 

leucocyte protein 76 kDa) avec la mutation ponctuelle par substitution Y145F, une molécule 

adaptatrice de la transduction du signal TCR (Gordon et al., 2011).  

4. Caractéristiques fonctionnelles des LT CD8 IM 

Après stimulation (par PMA (pour phorbol myristate acetate) et ionomycine (PMA/iono)), les 

thymocytes IM et/ou les LT CD8 périphériques IM issus des cinq modèles murins 
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précédemment décrits sont capables de produire l’IFN-, comme les LT CD8 mémoires 

périphériques conventionnels. Cependant, la fréquence de cellules produisant l’IFN- est 

supérieure chez les souris mutées, comparativement aux souris WT, avec une augmentation 

de l’ordre d’un facteur 8 dans le modèle CBP-/- par exemple (Atherly et al., 2006; Broussard 

et al., 2006; Fukuyama et al., 2009; Gordon et al., 2011; Verykokakis et al., 2010; Weinreich 

et al., 2010).  

En utilisant la combinaison d’IL-12 et d’IL-18, que l’on peut considérer comme un mode de 

stimulation pro-inflammatoire de type inné, les LT CD8 IM issus des modèles murins Itk-/- et 

KLF2-/- sont aussi capables de produire l’IFN- (Hu et al., 2007; Weinreich et al., 2010). 

Pour produire l’IFN- de façon rapide, les cellules IM possèdent un ARNm préformé codant 

l’IFN- à l’état basal, ce qui confirme leur caractère inné (Hu et al., 2007). 

L’IFN- peut également être produit en réponse à d’autres stimuli, comme le LPS (pour 

lipopolysaccharide), permettant de protéger de l’infection bactérienne. Les auteurs supposent 

que la fréquence et le nombre plus élevés de LT CD8 IM présents dans la souche Itk-/- 

permettent une plus grande production d’IFN-. En effet, on observe une production d’IFN- 

par les LT CD8 IM des deux souches sauvage et mutée après 24h d’infection à L. 

monocytogenes. Pour déterminer l’importance respective des LT CD8 conventionnels et des 

LT CD8 IM dans la sécrétion d’IFN-, les auteurs ont réalisé un transfert de LT CD8 

provenant de souris WT ou Itk-/- à des souris IFN--/- (ne pouvant pas réduire l’infection 

bactérienne à L. monocytogenes). Après 3 jours d’infection (avant que la réponse primaire 

adaptative soit pleinement efficace), on observe une clairance bactérienne importante dans la 

condition où des LT CD8 Itk-/- ont été transférés, alors que dans la condition où l’on a 

transféré des LT CD8 WT, la quantité de bactéries intra-splénique n’est pas significativement 

différente de la condition sans transfert. Ces expériences montrent donc que les LT CD8 IM 

possèdent des fonctions innées en réponse à une infection bactérienne (Hu et al., 2007). 

Dans plusieurs de ces travaux, les auteurs font également mention de la présence d’ARNm 

codant la perforine au sein des thymocytes IM murins, suggérant une autre fonction de type 

innée portée par ces cellules (Fukuyama et al., 2009; Gordon et al., 2011). 
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5. Des LT CD8 IM présents chez les souris WT 

Si dans différents modèles murins génétiquement modifiés, les LT CD8 IM sont une 

population majoritaire dans le thymus et/ou les organes lymphoïdes secondaires, il est 

important de noter qu’ils « pré-existent » chez les souris WT, bien qu’à des fréquences plus 

faibles. Par exemple, Weinreich observe qu’environ 2% des thymocytes SP CD8(+) sont des 

cellules IM dans le fond génétique C57Bl/6 WT et que cette fréquence est d’environ 16% 

dans le fond génétique BALB/c WT (Weinreich et al., 2010). Concernant les splénocytes, il a 

été décrit des cellules exprimant CD122 et CD44(high) et décrites, de façon intéressante, 

comme produisant l’IFN- en réponse à la stimulation PMA/iono à des fréquences plus 

élevées que leurs équivalents thymocytes IM (Atherly et al., 2006). 

6. Sélection des LT CD8 IM  

6.1. La sélection thymique 

Les LT conventionnels sont sélectionnés par des molécules du CMH exprimées par 

l’épithélium thymique.  

Pour identifier les mécanismes de sélection des LT CD8 IM, Broussard et ses collaborateurs 

ont réalisé des expériences de transfert de moelle osseuse de souris Itk-/- ou Itk-/-Rlk-/- à des 

souris irradiées et délétées génétiquement de la beta-2 microglobuline (B2m-/-), un 

composant monomorphe commun à l’ensemble des molécules du CMH de classe I. Ces 

dernières ne développent donc pas de LT CD8 matures en raison de la non-expression de 

molécules du CMH de classe I dans l’épithélium thymique. Dans ce modèle, le transfert de 

moelle osseuse de souris WT ne permet la production, comme prévu, que d’un très faible 

nombre de LT CD8 matures tandis que celui de moelle osseuse de souris Itk-/- ou Itk-/-Rlk-/- 

permet la production de thymocytes CD8 SP matures (car exprimant à un niveau élevé le TCR 

ou TCR(high)). Il semble donc que la sélection thymique des LT CD8 IM ne soit pas 

dépendante des molécules du CMH de classe I exprimées par des cellules non-

hématopoïétiques. On peut donc supposer qu’ils soient sélectionnés grâce à des molécules du 

CMH de classe II, c’est pourquoi les auteurs ont répété ces expériences en transférant de la 

moelle osseuse de souris WT ou Itk-/-Rlk-/- à des souris B2m-/-H2-Ab1-/- irradiées (donc 

déficientes en molécules à la fois du CMH de classe I et II). La moelle osseuse de souris WT, 

comme attendu, ne permet la production d’aucun (ou de très peu de) LT CD8 et LT CD4. 
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Mais de façon surprenante, la moelle osseuse de souris Itk-/- et Itk-/-Rlk-/- entraîne la 

production des mêmes thymocytes SP CD8 matures et de phénotype IM, montrant que la 

sélection des LT CD8 IM est non dépendante des molécules classiques du CMH et suggérant 

par là même que la sélection de ces cellules puisse être indépendante du stroma thymique. Les 

auteurs ont alors émis l’hypothèse que les molécules du CMH de sélection pouvaient être 

exprimées par des cellules d’origine hématopoïétique. Ils ont croisé des souris Itk-/- ou Itk-/-

Rlk-/- et des souris B2m-/- afin de disposer d’un modèle de souris dont les cellules 

hématopoïétiques n’expriment pas les molécules du CMH de classe I. Dans cette nouvelle 

souche, on observe un très faible nombre de thymocytes SP CD8 matures, suggérant que les 

LT CD8 IM sont sélectionnés par les molécules du CMH de classe I, exprimées non pas par le 

thymus mais par des cellules d’origine hématopoïétique (Broussard et al., 2006) 

Les auteurs ont également montré que les LT CD8 IM sont présents chez des souris Itk-/-  

dépourvues de molécules classiques du CMH I (Kb-/-Db-/-) qui interviennent dans la 

sélection des LT CD8 conventionnels. Cependant, leur nombre est réduit de deux tiers par 

rapport aux souris simplement Itk-/-. Cela suggère que deux tiers des LT CD8 IM sont 

restreints par les molécules du CMH I classique et un tiers par les molécules du CMH I non 

classique (Broussard et al., 2006). 

6.2. La sélection par des antigènes du soi ? 

Dans le modèle où les souris transgéniques possèdent un TCR dirigé contre l’antigène H-Y et 

sont déficientes en Itk, les auteurs ont montré que le répertoire des LT CD8 IM n’était pas 

auto-réactif (Schaeffer et al., 2000). En effet, dans ce modèle, le TCR transgénique anti-H-Y 

ou anti-mâle (reconnaissant un épitope de l’antigène de transplantation H-Y qui n’est exprimé 

que par les souris mâles) n’est pas censé être sélectionné car auto-réactif, là où il peut être 

sélectionné chez les femelles, qui n’expriment pas cet antigène H-Y. Or, les souris mâles WT 

et Itk-/- Rlk-/- présentent le même profil de délétion (90%) des thymocytes TCR-H-Y 

(Broussard et al., 2006).  

D’autres études dans le modèle TCR-anti-H-Y dans un fond sauvage montrent la présence 

chez les souris mâles de LT CD8 exprimant ce TCR transgénique (donc ayant passé les étapes 

de sélection positive et négative) dans le thymus, la rate et les ganglions lymphatiques. 

Cependant, le seuil d’activation de ces cellules est plus élevé que celui des LT naïfs. De façon 

intéressante, ces cellules auto-réactives expriment les marqueurs utilisés pour identifier les LT 
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CD8 IM : CD44, CD122 et des marqueurs NK tels que CD94 ou CD49b (Dhanji et al., 2004). 

Ces cellules ont la capacité de produire l’IFN-, le TNF- (pour tumor necrosis factor) ou le 

granzyme B et jouent un rôle protecteur contre l’infection à Listeria monocytogenes (Dhanji 

et al., 2006). 

Ces données suggèrent donc que les LT CD8 IM pourraient avoir un répertoire auto-réactif, 

avec cependant un seuil d’activation élevé, tout en exerçant leurs fonctions innées. 

Chapitre 2 : Différenciation des LT CD8 IM chez la souris 

1. Le rôle essentiel de l’IL-15 

L’analyse des souris Itk-/-IL-15-/- a démontré que les LT CD8 ayant un phénotype 

inné/mémoire (CD44(high) CD122(+) Eomes(+)) sont dépendant de l’IL-15 pour leur 

accumulation dans le thymus et leur maintien en périphérie.  

En effet, chez des souris Itk-/- et IL-15-/-, le pourcentage et le nombre absolu de thymocytes 

SP CD8(+) est diminué, revenant à un niveau comparable à celui des souris WT. Le profil 

d’expression de CD44 est également similaire aux souris WT. En périphérie, il n’y a que très 

peu de LT CD8 (le nombre absolu de cellules est divisé par 23 par rapport aux souris WT). Le 

développement des LT CD8 en l’absence d’Itk est donc fortement dépendant de l’IL-15 pour 

son maintien dans les organes lymphoïdes secondaires (Atherly et al., 2006). 

Il a été proposé que l’IL-15 agit comme inhibiteur de l’apoptose des LT CD8 CD44(high), 

comme l’atteste son action in vitro avec un nombre de cellules en apoptose diminué de 50% et 

aucune prolifération associée. Dans ces conditions, on observe une expression augmentée des 

protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et Bcl-xL (Atherly et al., 2006).  

2. Le rôle essentiel d’Eomesodermine (Eomes) 

Lors de la différenciation des LT CD8 mémoires conventionnels, Eomes et T-bet, tous deux 

membres de la famille des facteurs de transcription T-box, agissent en coopération. Ils ont 

pour cible, entre autres, le gène codant CD122, dont nous venons de montrer l’importance 

dans l’homéostasie des LT CD8 IM. Ces deux facteurs de transcription ne sont cependant pas 

totalement redondants, même s’ils sont tous les deux impliqués dans l’expression de l’IFN- 

(Intlekofer et al., 2005; Pearce et al., 2003). 
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Le facteur de transcription Eomes est habituellement induit pendant la différenciation des LT 

CD8 naïfs en effecteur cytolytiques et est associé avec la fonction CD8 effectrice, notamment 

la production d’IFN-. Etant donné que les thymocytes SP CD8(+) et les LT CD8 

périphériques des souris Itk-/- et Rlk-/-Itk-/- sont capables de produire l’IFN- après 

stimulation (PMA/iono et IL-12/IL-18), les chercheurs ont suggéré que ces thymocytes 

pouvaient exprimer un programme génétique similaire à celui des LT CD8 effecteurs 

conventionnels et se sont donc intéressés à Eomes et T-bet. Dans les thymocytes des souris 

WT, aux différents stades de différenciation, l’ARNm d’Eomes est faiblement exprimé. En 

revanche, chez les souris Itk-/- et Rlk-/-Itk-/-, on observe une augmentation de l’expression 

d’Eomes dans les thymocytes DP au moment de la sélection positive (augmentation d’un 

facteur 16 par rapport aux souris WT). Cette augmentation est encore plus intense une fois les 

cellules engagées dans le lignage SP CD8(+) (augmentation d’un facteur 20 à 50 par rapport 

aux souris WT) (Atherly et al., 2006). Dans le modèle murin KLF2, les LT CD8 IM 

expriment fortement Eomes (Weinreich et al., 2010) ainsi que dans les modèles Id3-/- 

(Verykokakis et al., 2010) et CBP-/- (Fukuyama et al., 2009).  

Le rôle essentiel d’Eomes dans la différenciation des LT CD8 IM est confirmé par l’absence 

de cette population cellulaire lorsque les souris sont déficientes en Eomes (Sosinowski et al., 

2013). 

L’un des gènes cibles d’Eomes est le gène codant Bcl-2 (protéine anti-apoptotique), lequel 

joue un rôle déterminant dans la longue durée de vie des LT CD8 mémoires conventionnels. 

En effet, en l’absence d’expression d’Eomes, les LT CD8 mémoires ont une réponse 

d’amplitude et de durée diminuées (Zhou et al., 2010). Cela renforce l’expression de Bcl-2 

associée à la signalisation du récepteur de l’IL-15, essentiel au développement et au maintien 

des LT CD8 IM. 

T-bet, également impliqué dans la formation des LT CD8 cytotoxiques et dans la production 

d’IFN-, est très faiblement exprimé par les LT CD8 IM thymiques dans les modèles murins 

Itk-/- et Rlk-/-Itk-/- (Atherly et al., 2006), KLF2-/- (Weinreich et al., 2010), bien qu’il soit 

exprimé dans la rate à des niveaux équivalents aux LT CD8 mémoires conventionnels des 

souris WT (Hu et al., 2007; Weinreich et al., 2010).  

La reprogrammation des thymocytes vers un phénotype IM est secondaire au recrutement 

d’Eomes et passe, entre autres, par une reprogrammation épigénétique. Ainsi, Eomes est 
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capable d’interagir avec différents facteurs, tels que Runx3 et BRG1, entraînant une 

remodelage de la chromatine au niveau d’éléments régulateurs de l’activité transcriptionnelle, 

en particulier dans les régions régulatrices des gènes Il2rb (codant la protéine CD122) ou 

Cxcr3 (Istaces et al., 2019). 

3. Un axe iNKT/IL-4/T CD8 IM ? 

De nombreux travaux montrent l’importance de l’IL-4 dans le développement des LT CD8 

IM murins. 

L’expression de la chaîne  du récepteur de l’IL-4 est augmentée dans les LT CD8 dans le 

modèle Klf2 (Weinreich et al., 2010). De plus, chez les souris double-déficientes IL-4Rα-/-

Id3-/-, IL-4Rα-/-Klf2-/- ou IL-4Rα-/-Itk-/-, les LT CD8 n’acquièrent pas le phénotype IM ; 

précisément, ils n’expriment pas Eomes et ne produisent pas l’IFN- (Prince et al., 2014; 

Verykokakis et al., 2010; Weinreich et al., 2010).  

L’apport d’IL-4 exogène permet d’augmenter l’expression d’Eomes, de CXCR3 et la 

production d’IFN- dans l’ensemble des LT CD8 mémoires, y compris dans les LT CD8 IM 

(Ventre et al., 2012). A contrario, l’utilisation d’un anticorps bloquant l’IL-4 entraîne une 

diminution de la fréquence des LT CD8 IM (Gordon et al., 2011). 

Des analyses in vitro confirment ces données, l’ajout d’IL-4 à des LT CD8 naïfs en culture 

entraînant une augmentation de la fréquence et du nombre absolu de LT mémoires exprimant 

CD44, CD122, Eomes et produisant l’IFN- (Huang et al., 2014). 

Ces résultats montrent donc l’importance de l’IL-4 dans le développement de cette population 

de LT CD8 IM murine. 

Lors de l’étude du modèle murin déficient en Klf2, les auteurs ont observé que les souris 

également déficientes en PLZF ne produisaient pas de LT CD8 IM. Ceci a également été 

confirmé dans les modèles Itk-/- et CBP-/- (Weinreich et al., 2010). De plus, dans le modèle 

Id3-/-, les auteurs ont observé une augmentation de la fréquence des thymocytes PLZF(+) (25 

fois plus que chez les souris WT). Chez les souris Id3-/- PLZF-/-, les LT CD8 n’expriment 

plus le phénotype IM (Verykokakis et al., 2010). 

Si ces résultats prouvent l’implication de cellules exprimant PLZF, il est difficile d’en déduire 

quelle population est impliquée car plusieurs populations cellulaires peuvent exprimer ce 
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facteur de transcription : les iNKT, des LT- ou une sous-population de thymocytes SP 

CD4(+) qui dépend de PLZF (Gordon et al., 2011; Verykokakis et al., 2010).  

Cependant certaines données suggèrent l’implication des iNKT, qui expriment PLZF et 

produisent l’IL-4, dans la génération des LT CD8 innés. Chez des souris déficientes en CD1d, 

on observe une diminution drastique de la fréquence de thymocytes PLZF(+) (comme 

attendu), ainsi qu’une diminution de la fréquence des thymocytes CD8 IM (Weinreich et al., 

2010). Cependant, il semble y avoir des disparités entre les fonds génétiques murins puisque 

ces derniers résultats obtenus dans un fond BALB/c ne sont pas reproduits dans le fond 

C57BL/6. Cela peut s’expliquer par la différence de fréquence et phénotype des iNKT entre 

les souches murines, étant connu que les iNKT sont plus fréquents dans la souche BALB/c 

que dans la souche C57BL/6 (Huang et al., 2014). 

Des données du laboratoire chez l’humain tendent à confirmer l’implication des iNKT dans la 

génération des LT CD8 innés (cf. introduction partie 2 chapitre 4). 

4. Cellules virtuelles mémoires : différenciation possible en périphérie ? 

Les LT CD8 IM que nous venons de décrire sont des thymocytes ou des LT matures issus du 

thymus. 

Il existe cependant des cellules dites « virtuelles mémoires (VM) » qui se différencient à partir 

de cellules naïves en périphérie en cellule au phénotype mémoire sans stimulation 

antigénique, similaire à la différenciation des LT CD8 au phénotype mémoire/inné 

précédemment décrits (Haluszczak et al., 2009; Sosinowski et al., 2013). 

En effet, Haluszczak et collègues ont observé chez des souris C57BL/6 non immunisées 

l’existence de LT CD8 spécifiques d’antigènes viraux. Ces LT expriment CD44 et CD122 et 

sont capables de produire rapidement l’IFN- après stimulation par le couple IL-12/IL-18 

(stimulation de type inné) (Haluszczak et al., 2009), rappelant le phénotype des LT CD8 IM. 

Ces travaux ont été confirmés, y compris par la même équipe (Akue et al., 2012; Rudd et al., 

2011), laquelle a baptisé ces cellules « virtuelles mémoires ». 

Les LT CD8 VM représentent 5 à 10 % des LT CD8 circulant et 10 à 20 % des LT CD8 

spléniques. Ils expriment Eomes et sont absents (comme les LT CD8 IM) des souris 

déficientes en Eomes (Sosinowski et al., 2013).  
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La génération des LT CD8 VM se déroule en périphérie dans la rate et les ganglions 

lymphatiques et commence dès la deuxième semaine de vie lors d’une période de 

lymphopénie et atteint un plateau stable dès la cinquième semaine, lequel perdure à l’âge 

adulte (Akue et al., 2012). 

Les LT CD8 VM peuvent être induits par les IFN de type I, dont la signalisation active 

l’expression du gène Eomes. En l’absence de ce signal (souris déficientes en récepteurs des 

IFN de type I), la génération des LT CD8 VM est très diminuée comparativement à celle des 

souris WT ainsi que leur capacité à produire l’IFN- (Martinet et al., 2015). 

Comme pour les LT CD8 IM, l’IL-15 joue un rôle essentiel dans la génération et 

l’homéostasie de cette population VM. Chez les souris déficientes en IL-15 ou en chaîne  ou 

 de son récepteur, la fréquence des LT CD8 VM est très diminuée par rapport à celle des 

souris WT. Par ailleurs, l’apport exogène d’IL-15 permet d’amplifier ce compartiment 

cellulaire (Prince et al., 2014; Sosinowski et al., 2013; White et al., 2016). 

Ces deux populations IM et VM présentent des caractéristiques extrêmement similaires, ce 

qui pose la question d’une continuité entre elles : les premiers peuvent-ils être des précurseurs 

des seconds ? est-ce une seule et même population ? ou est-ce deux populations distinctes 

partageant des mécanismes communs ? Il existe au moins un marqueur pour séparer ces deux 

populations chez la souris : CD49d (ou intégrine 4, qui peut s’associer avec l’intégrine 7 et 

lier VCAM-1 et la fibronectine, permettant aux cellules d’entrer dans un tissu inflammé). 

CD49d est faiblement exprimé par les LT CD8 VM et fortement exprimé par les LT CD8 IM 

(Haluszczak et al., 2009; Sosinowski et al., 2013). 
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Figure 8 : Caractéristiques des LT CD8 IM et VM murins. Les LT CD8 IM et VM murins expriment 

CXCR3, CD122, CD44, Eomes, sont capables de produire l’IFN- en réponse au couple IL-12/IL-18 et leurs 

développement et homéostasie peuvent être régulés par l’IL-4 (produite par les iNKT) et l’IL-15. Les LT CD8 

VM n’expriment pas CD49d, à la différence des LT CD8 IM (Barbarin, Cayssials, et al., 2017). 

Chapitre 3 : Mise en évidence des LT CD8 innés chez l’humain  

1. Dans le sang périphérique de donneurs sains 

En parallèle de la description des LT CD8 IM chez la souris, plusieurs études ont documenté 

l’existence de cellules avec un phénotype approchant, mais sans décrire leurs fonctions, chez 

l’humain. Il s’agit de LT CD8 exprimant des marqueurs de cellules NK tels que KIR2D, 

KIR3D et NKG2 (Huard & Karlsson, 2000; van der Veken et al., 2009; Warren et al., 2006). 

Leur fréquence est d’environ 5% des LT CD8 circulants (Bjorkstrom et al., 2012; Warren et 

al., 2006). 

Le phénotype a ensuite été affiné par l’équipe de Björkström et collègues, qui ont montré que 

les LT CD8 exprimant des marqueurs NK présentaient un phénotype EMRA (pour effector 

memory RA(+)) (CCR7(-) CD45RA(+)). Ils ont également analysé le répertoire TCR de ces 

LT CD8 KIR(+), qui utilisent un nombre plus restreint de chaînes V du TCR que les LT 

CD8 totaux ou que les LT CD8 conventionnels EMRA(+) KIR(-). Cela suggère qu’une 

pression antigénique pourrait jouer un rôle dans l’acquisition de ce phénotype. De plus, la 

réponse à une stimulation TCR est moindre chez les LT CD8 KIR(+) que chez les LT CD8 
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KIR(-) en termes de production de cytokines (IFN-, TNF-) ou de dégranulation. Plus les 

cellules expriment un nombre élevé de KIR, moins elles sont capables de répondre à une 

stimulation TCR (Bjorkstrom et al., 2012). 

L’origine de ces cellules, centrale ou périphérique, reste cependant débattue.  

2. Dans le sang de cordon 

En 2006, une population similaire de LT CD8 KIR(+) NKG2A(+) a été identifiée dans le sang 

de cordon humain, représentant environ 1,7% des LT CD8. Ces cellules ont un phénotype 

mémoire EMRA (CCR7(-) CD45RA(+)) et sont capables de produire rapidement l’IFN- 

après stimulation (PMA/iono). Les échantillons ont été obtenus sans contexte d’infection 

virale ou de pathologie placentaire, ce qui laisse supposer qu’aucune stimulation antigénique 

exogène ne participe à la génération de ces cellules, ce qui confirmerait leur caractère inné 

(Warren et al., 2006). 

Des LT CD8 exprimant des marqueurs des NK ont été identifiés également dans thymus et la 

rate de fœtus humains. Le phénotype identifié est Eomes(+) CD45RA(+) CD161(+) 

CD122(+). Ces cellules sont fonctionnelles puisque capables de produire l’IFN- après 

stimulation (PMA/iono) (Min et al., 2011). 

Le laboratoire a également observé l’existence de ces cellules dans le sang de cordon humain, 

avec un phénotype Eomes(+) panKIR/NKG2A(+) et enrichi en cellules EMRA. Ces cellules 

sont capables de produire l’IFN- après stimulation par PMA/iono ou par le couple IL-12/IL-

18 (Jacomet et al., 2015).  

Ces données confirment que les fonctions innées de ces cellules seraient acquises avant 

exposition à des antigènes dans les organes lymphoïdes périphériques, comme observé chez la 

souris. 

3. Phénotype Eomes(+) panKIR/NKG2A(+)  

Il n’y a pas encore de consensus international pour identifier les LT CD8 innés.  

Notre laboratoire a fait le choix d’utiliser les marqueurs Eomes et panKIR (KIR2D, 

KIR3DL1/2)/NKG2A. En effet, sur les 7% de LT CD8 exprimant les marqueurs 

panKIR/NKG2A, 55% d’entre eux expriment Eomes. Parallèlement, 24% seulement des LT 

CD8 panKIR/NKG2A(-) expriment Eomes et 26% seulement des LT CD8 totaux, ce qui est 
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cohérent avec les données obtenues chez la souris. La majorité des LT CD8 innés humains 

(60%) sont enrichis en cellules EMRA et expriment le facteur de transcription T-bet, 

partenaire habituel d’Eomes dans le compartiment mémoire. 

 

 

Figure 9 : Caractéristiques des LT CD8 innés humains. Les LT CD8 innés humains expriment 

panKIR/NKG2A, CD56, CD57, CD45RA, CD49d, Eomes et T-bet, sont capables de produire l’IFN- en réponse 

à IL-12 + IL-18 et leurs développement et homéostasie peuvent être régulés par l’IL-4 (possiblement produite 

par les iNKT) et l’IL-15 (Barbarin, Cayssials, et al., 2017).  

 

Surtout, cette fraction cellulaire CD8(+) Eomes(+) panKIR/NKG2A(+) est capable de 

produire l’IFN- après une stimulation de type inné par le couple IL-12/IL-18, à l’image de ce 

qui avait été précédemment décrit pour des LT CD8(+) CD56(+) (Guia 2008). Cette propriété 

n’est pas mise en évidence dans la fraction CD8(+) Eomes(+) panKIR/NKG2A(-), qui 

correspond à des LT CD8 mémoires conventionnels. En revanche, lors d’une stimulation de 

type adaptatif par des billes anti-CD3/CD28, les LT CD8 Eomes(+) produisent l’IFN-, à une 

fréquence équivalente, et ce, qu’ils expriment ou non panKIR/NKG2A. Cela confirme le 

caractère « inné/mémoire » des LT CD8 Eomes(+) panKIR/NKG2A(+). Les LT CD8 innés 

partagent aussi avec les NK des fonctions cytolytiques (expression du marqueur de 

dégranulation CD107a après stimulation via CD16 ou par des cellules K562) (Jacomet et al., 

2015). 
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Chapitre 4 : Les fonctions des LT CD8 innés  

Les fonctions des LT CD8 innés, tant chez la souris que chez l’humain, restent peu 

documentées. On présume néanmoins qu’elles sont impliquées dans les réponses 

immunitaires anti-infectieuse et anti-tumorale. 

1. Immunité anti-infectieuse chez la souris 

Chez l’animal, des rôles anti-bactérien (en particulier contre Listeria monocytogenes), anti-

viral et anti-parasitaire (contre Trypanosoma cruzi de façon indépendante de l’antigène (Baez 

et al., 2019)) des LT CD8 innés IM ou VM ont pu être décrits et analysés. 

1.1. Immunité anti-bactérienne 

Des souris WT et Itk-/- (donc enrichies en LT CD8 IM) ont été infectées par la bactérie 

Listeria monocytogenes et leurs rates ont été analysée trois jours après. L’analyse du nombre 

de bactéries dans la souche WT a révélé une prolifération (environ 1,5 fois plus de CFU (pour 

unité formant colonie) que la dose initiale). Au contraire, dans la souche Itk-/-, la quantité de 

bactéries a diminué de moitié, suggérant que cette souche murine soit plus apte à contrecarrer 

cette infection que les souris WT (3 jours n’étant pas suffisant pour induire pleinement une 

réponse adaptative primaire). Cependant, lors de l’analyse sept jours après l’infection, aucune 

bactérie n’est détectable dans aucune des deux souches murines, ce qui signifie que les souris 

WT sont seulement moins rapides à résoudre l’infection. L’avantage de la souche Itk-/- réside 

donc dans sa réponse précoce contre la bactérie, suggérant une fonction innée (mobilisable en 

quelques heures) supérieure à la souche WT. 

Dès les 24 premières heures d’infection, les LT CD8 CD44(high) produisent l’IFN- dans les 

deux souches murines. Du fait du nombre augmenté de LT CD8 IM chez les souris Itk-/-, leur 

taux sérique d’IFN- est aussi augmenté. La clairance des bactéries implique les macrophages, 

qui sont plus nombreux à sécréter le TNF- dans la souche Itk-/-. Les auteurs supposent que 

la fréquence et le nombre plus élevés de LT CD8 IM présents dans la souche Itk-/- permettent 

une plus grande production d’IFN- et donc une stimulation très efficace des macrophages. 

Dans le péritoine, où il y a moins de LT que dans la rate, aucune variation de production de 

TNF- par les macrophages n’est observée entre les deux souches WT et Itk-/-, suggérant un 

rôle des LT CD8 IM dans la stimulation des macrophages et leur production de TNF-.  
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Dans cette situation, les LT CD8 sont essentiels puisque la déplétion des LT CD8 chez les 

souris WT et Itk-/- empêche les souris de réduire l’infection, indiquant que ces cellules sont 

essentielles pour lutter contre l’infection bactérienne. Pour déterminer la part respective des 

LT CD8 conventionnels et des LT CD8 IM dans la sécrétion d’IFN- et la réponse 

antibactérienne, les auteurs ont réalisé un transfert de LT CD8 provenant de souris WT ou Itk-

/- à des souris IFN--/- (ne pouvant pas réduire l’infection bactérienne à L. monocytogenes). 

Le transfert de LT CD8 totaux issus des souris Itk-/- (mais pas des souris WT) à des souris 

IFN--/- leur permet de diminuer le nombre de bactéries Listeria monocytogenes dans la rate. 

Le transfert de LT CD8 CD44(high) (donc enrichis en LT CD8 IM) issus des souris WT ou 

Itk-/- à des souris IFN--/- permet de réduire drastiquement le nombre bactéries Listeria 

monocytogenes dans la rate, sans différence entre les deux souches. C’est donc la 

concentration en LT CD8 IM qui offre un avantage à la souche Itk-/-. Ces expériences, qui ont 

pu être reproduites en triant les LT CD8 IM sur la base de leur expression de CXCR3 

(Oghumu et al., 2015), montrent donc que les LT CD8 IM possèdent des fonctions innées en 

réponse à une infection bactériennes (Hu et al., 2007).  

1.2. Immunité anti-virale 

Avec l’âge, les souris développent des LT CD8 VM, même chez les souris non-immunisées. 

Parmi ces cellules, ont été identifiées des LT CD8 VM spécifiques d’antigènes viraux 

(protéine B8R des poxvirus et protéine NS4b du virus du Nil occidental), ce qui suggère un 

rôle de ces cellules dans la réponse anti-virale (Renkema et al., 2014). Des LT CD8 IM 

CD44(high) NKG2D(+) CD25(-) murins sont capables, de façon non spécifique d’antigène, 

de lutter contre le virus de la grippe (Sckisel et al., 2014).  

Les LT CD8 IM jouent également un rôle dans le contrôle des infections virales chroniques 

par le LCMV (pour lymphocytic choriomeningitis virus). Dans le modèle murin utilisé 

(CIITATg où les thymocytes expriment des molécules du CMH de classe II), le thymus est 

enrichi en LT CD8 IM (Eomes(+) CXCR3(+) IL-4R(+) CD122(+) CD44(+)). Les LT CD8 

IM reconnaissant des épitopes viraux sont plus nombreux chez les souris mutées que chez les 

souris WT et associés à une diminution plus rapide de la virémie. La restimulation in vitro des 

LT CD8 par des épitopes viraux entraîne une augmentation de la fréquence de cellules 

produisant l’IFN- et le TNF-. Cette fonction est dépendante d’une stimulation par l’IL-4 
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puisque chez les souris CIITATg déficientes en IL-4, la fréquence des LT CD8 IM est 

diminuée, ainsi que leur production de cytokines (Lee, Park, et al., 2015).  

2. Immunité anti-tumorale 

2.1. Chez la souris 

Tietze et collègues ont observé chez la souris une augmentation de l’expression du récepteur 

NK NKG2D par les LT CD8 spléniques après immunothérapie (anticorps agonistes anti-

CD40 et IL-2 recombinante humaine). L’absence de surexpression de CD25 suggère que 

l’activation de ces splénocytes est indépendante du TCR et des expériences de stimulation 

dépendante ou indépendante du TCR ont confirmé cette hypothèse. Ces cellules expriment 

également le granzyme B après immunothérapie et acquièrent la capacité de lyser les cellules 

tumorales cibles, confirmant leur caractère inné. Après tri cellulaire, les auteurs attribuent 

cette capacité lytique aux cellules CD44(high), dont une proportion élevée exprime NKG2D. 

Ces LT NKG2D(+) CD25(-) ont également une localisation intra-tumorale et sont associés à 

une diminution (voire une disparition) du volume tumoral (cellules de carcinome rénal et de 

mélanome B16). L’utilisation d’un modèle murin OT-I confirme que l’effet anti-tumoral de 

ces cellules est indépendant de la spécificité d’antigène (Tietze et al., 2012).  

Ces mêmes cellules sont aussi impliquées dans la lutte anti-tumorale contre le myélome 

multiple, après induction par une IL-15 superagoniste complexée à son récepteur. Les auteurs 

mettent en évidence le rôle essentiel de NKG2D et de l’IFN- dans une lyse anti-tumorale non 

spécifique d’antigène (Xu et al., 2013). 

Nous avons décrit précédemment que les LT CD8 IM produisent l’IFN- en réponse à une 

stimulation de type inné (couple IL-12/IL-18). Une étude chez la souris a montré que 

l’injection de cellules tumorales B16 induit des tumeurs dans le foie et les poumons, et que 

l’induction de l’expression de l’IL-12 seule ou avec l’IL-18 (par injection des ADNc) induit 

une disparition des tumeurs hépatiques et pulmonaires, non retrouvée chez les souris contrôles 

non traitées par les ADNc. L’induction de l’expression de ces deux cytokines est associée à 

une augmentation du taux sérique d’IFN- (Rodriguez-Galan et al., 2009). Chez ces souris, on 

observe une augmentation de la fréquence des LT CD8(+) VM dans la rate, les ganglions 

drainant la tumeur et parmi les LT infiltrant la tumeur (Savid-Frontera et al., données 

personnelles non publiées). 
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2.2. Chez l’humain 

Les chercheurs ayant étudié le rôle anti-tumoral des LT CD8 IM NKG2D(+) CD25(-) chez la 

souris ont confirmé que ce phénotype était également présent dans des biopsies de mélanome 

humain et pouvait être induit in vitro par la stimulation avec l’IL-2 (sans stimulation du TCR) 

ou avec le traitement d’immunothérapie utilisé contre le mélanome dans lequel est observé 

une augmentation de la fréquence des LT CD8 mémoires CD25(-). Ces LT exprimant déjà 

NKG2D, contrairement à la souris, on n’observe pas de surexpression de ce facteur. La 

fréquence de ces cellules n’a cependant pas été mise en corrélation avec la rémission ou non 

des patients (Tietze et al., 2012). 

Dans le laboratoire, les LT CD8 innés Eomes(+) panKIR/NKG2A(+) ont été étudiés chez 

l’humain dans le cadre de la leucémie myéloïde chronique (LMC), une hémopathie maligne 

qui se traduit par une augmentation de la prolifération des progéniteurs myéloïdes dans la 

moelle osseuse. Chez les patients atteints de LMC, les LT CD8 innés ont une fréquence 

diminuée par rapport à celle des donneurs sains, ainsi qu’une capacité réduite à exprimer la 

perforine et l’IFN- après stimulation par le couple IL-12/IL-18. De façon intéressante, chez 

les patients en rémission sous traitement anti-leucémique, la fréquence des LT CD8 innés et 

leur capacité à produire l’IFN- sont partiellement restaurées. Il avait été précédemment 

démontré que les patients atteints de LMC présentaient une altération numérique et 

fonctionnelle des iNKT qui était corrigée chez les patients en rémission (Rossignol et al., 

2012) ; une corrélation directe entre l’expression de PLZF dans les iNKT et l’expression 

d’Eomes dans les LT CD8 innés avait alors pu être mise en évidence. De plus, in vitro, la 

stimulation par l’IL-4 entraîne une augmentation de la fréquence et du nombre absolu des LT 

CD8 innés de donneurs sains, soutenant l’hypothèse de l’existence d’un axe iNKT/IL-4/LT 

CD8 innés chez l’humain (Jacomet et al., 2017). Les patients LMC présentaient donc une 

altération numérique et fonctionnelle des iNKT et des LT CD8 innés au diagnostic, corrigée 

chez les patients en rémission. Ces deux populations cellulaires semblent donc être des cibles 

d’immuno-subversion par la tumeur, impliquant donc qu’elles jouent bien un rôle dans 

l’immuno-surveillance anti-tumorale (Jacomet et al., 2017). Enfin, chez les patients après 

deux ans d’arrêt de traitement et sans rechute de la maladie, la fréquence des LT CD8 innée 

est augmentée par rapport aux autres patients (au moment du diagnostic ou en rémission sous 

traitement) et même par rapport aux donneurs sains. Leurs capacités fonctionnelles 

(expression de la perforine et production d’IFN- après stimulation par le couple IL-12/IL-18) 
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sont similaires à celles de donneurs sains (Cayssials et al., 2019). Cette supranormalisation 

semble indiquer un gain de fonction essentiel pour ces patients. Cela suggère que le rôle de 

ces LT CD8 innés est de contrôler la maladie résiduelle, permettant aux patients de ne pas 

rechuter et de pouvoir se passer du traitement anti-tumoral et de ses effets indésirables, 

confirmant l’hypothèse que les LT CD8 innés pourraient être des cibles d’immuno-subversion 

par la tumeur et/ou impliqués dans l’immuno-surveillance et le contrôle de la LMC, en 

participant au maintien en rémission après arrêt des traitements. 

Les LT CD8 innés ont également été étudiés dans deux types de cancer solide, les cancers du 

sein et de l’ovaire. Dans le cas du cancer du sein, ils sont présents dans les ganglions 

lymphatiques drainant la tumeur. Dans le cancer de l’ovaire, ils sont présents au sein de la 

tumeur mais aussi dans le liquide d’ascite (accumulation de liquide dans la cavité péritonéale) 

et la carcinose péritonéale (envahissement du péritoine par des cellules malignes secondaires). 

Dans ces deux modèles, comme dans la LMC, on observe une corrélation entre l’expression 

d’Eomes des LT CD8 innés et de PLZF des iNKT dans les CMN circulantes et dans la tumeur 

(Barbarin, Herbelin, et al., 2017). 

Ces données confirment le rôle potentiel des LT CD8 innés et de l’axe iNKT/IL-4/T CD8 

innés dans le contrôle de la croissance tumorale. 

Chapitre 5 : Les LT CD8 innés pourraient-ils être issus d’une 
reprogrammation ? 

Depuis les premières descriptions des LT CD8 innés chez la souris et leur extension chez 

l’humain, de nouveaux aspects de la biologie de ces cellules ont vu le jour, en particulier en 

lien avec leur ontogenèse. L’un de ces aspects concerne l’hypothèse d’une reprogrammation 

des LT CD8 en faveur de sa composante innée en réponse à une/des stimulation(s) 

chronique(s), directement ou indirectement, liée(s) à l’âge. Un autre concerne la 

compréhension de la biologie des LT CD8 innés en y intégrant une approche métabolique et 

l’organisation de ces cellules avec les autres LT conventionnels dans un gradient 

d’innateness. 
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1. L’immuno-sénescence et les LT CD8 innés 

Chez l’animal et l’humain, le vieillissement est associé à une accumulation globale des 

dommages à l’ADN et à un raccourcissement des télomères des cellules de l’organisme. Il est 

en plus associé à un déclin général des fonctions du système immunitaire, contribuant à une 

augmentation du risque d’infection, de cancer ou de maladie auto-immune chez les sujets 

âgés. Cela résulte d’un remodelage du système immunitaire au cours de l’âge, que l’on 

dénomme immunosénescence. Concernant les LT, au cours du temps, se produit une 

involution du thymus, qui entraîne une diminution de la production de LT naïfs (George & 

Ritter, 1996; Lynch, Goldberg, et al., 2009). En compensation, les LT différenciés 

s’accumulent (Boyman et al., 2009). Par conséquent, l’immunité contre les pathogènes est 

altérée en réponse à divers types d’infection (virale, bactérienne...). Les LT CD8 sont 

particulièrement susceptibles à la sénescence (Goronzy & Weyand, 2019).  L’immunosénescence 

impacte les propriétés fonctionnelles des LT CD8, dont la capacité à proliférer en réponse à 

un antigène, l’amplitude de la réponse spécifique à l’antigène, la production de molécules 

effectrices et la capacité de lyse cellulaire (Nikolich-Žugich et al., 2012).  

Chez la souris, l’analyse de la distribution de l’expression de l’IL-15 dans les organes 

lymphoïdes a permis d’identifier une expression splénique de l’IL-15 qui augmente avec 

l’âge. Les auteurs remarquent que l’IL-15, en tant que facteur essentiel de l’homéostasie des 

LT CD8 mémoires, pourrait expliquer l’augmentation de leur nombre avec l’âge (Cui et al., 

2014). Il est tentant d’étendre cette hypothèse à nos cellules d’intérêt, les LT CD8 innés 

humains (IM ou VM chez la souris) dont les fonctions et l’homéostasie dépendent également 

de l’IL-15. En effet, une étude dans laquelle les LT CD8 VM sont définis sur la base de 

l’expression de CD45RA, panKIR/NKG2A et Eomes rapporte une augmentation de leur 

fréquence parmi les splénocytes avec l’âge (White et al., 2016).  Au cours du vieillissement, la 

fréquence des LT CD8 VM murins circulants augmente progressivement ainsi que la 

fréquence globale des LT CD8 produisant l’IFN-, même chez les souris non-immunisées 

(Renkema et al., 2014). Ces données sont confirmées par plusieurs autres études (Chiu et al., 

2013; Quinn et al., 2016, 2018).  

Chez les sujets humains âgés, Fagiolo et collègues ont documenté une inflammation 

systémique de bas-grade comprenant une capacité augmentée des CMN à produire des 

cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-...) (Fagiolo et al., 1993). En effet, de 

nombreux gènes de l’inflammasome ont une expression corrélée à l’âge (41 des 109 modules 
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géniques identifiés par les auteurs). Ces gènes sont impliqués dans la sécrétion de cytokines 

(dont l’IL-1-β) et sont exprimés par de nombreux types cellulaires (monocytes, macrophages, 

polynucléaire neutrophiles) (Furman et al., 2017). Ce concept a été dénommé inflammaging. 

En parallèle de la production augmentée de cytokines, on observe une perte de l’expression 

des récepteurs de co-stimulation CD27 et CD28, qui sont aujourd’hui considérés comme la 

principale signature phénotypique permettant d’identifier les LT sénescents chez l’humain ; 

celle-ci est souvent associée à l’expression de CD45RA, KLRG1 (pour killer cell lectin-like 

receptor subfamilly G member 1) ou CD57 qui sont des marqueurs de différenciation 

terminale (Henson et al., 2009, 2012). Certains auteurs considèrent également l’expression de 

marqueurs NK par les LT CD8 comme des marqueurs de sénescence (Michel et al., 2016; 

Pereira & Akbar, 2016).   

Les LT CD8 innés (CD45RA(+) CD27(+) panKIR/NKG2A(+)), qualifiés de VM par les 

auteurs, s’accumulent également avec l’âge chez l’humain. Chez le sujet âgé, ils expriment un 

phénotype sénescent, du fait de leur faible capacité proliférative et de leur résistance à 

l’apoptose (liée à l’expression de facteur de la famille Bcl-2), qui n’est pas associée à 

l’exhaustion, l’expression des transcrits de Pdcd1, Klrg1 ou Lag3 étant moins élevée dans les 

LT CD8 VM que dans les LT CD8 naïfs (Quinn et al., 2018).  

Les cellules aux caractéristiques NK-like sont cependant fonctionnelles puisque l’analyse des 

LT CD8 CD28(-) a permis de mettre en évidence une surexpression des gènes codant des 

récepteurs de cytokines, des protéines impliquées dans la cytotoxicité et des facteurs de 

transcription (comme Eomes) chez les sujets âgés par rapport aux sujets jeunes (Fann et al., 

2005). 

L’âge ne serait donc pas synonyme exclusivement de perte de fonction des LT conventionnels 

mais aussi, potentiellement, de gain de fonction. Cependant, cette reprogrammation est-elle 

induite par l’âge directement ou (aussi) par l’accumulation d’évènements de stimulation 

chronique liés à l’âge ?  

2. La stimulation chronique, la sénescence et les LT CD8 « NK-like » 

Les LT CD8, au stade terminal de différenciation CD27(-) CD28(-) CD45RA(+) CD57(+), 

s’accumulent chez les sujets âgés (associés à une stimulation chronique par les antigènes du 

soi ?) (Henson et al., 2009), mais aussi durant les infections virales chroniques, au cours des 

malades inflammatoires chroniques et des cancers. 
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L’un des facteurs de l’environnement connu comme contributeur majeur de l’immuno-

sénescence est le CMV, présent chez la majorité des adultes. Peu importe l’âge, l’infection 

latente à CMV est associée à une diminution du nombre de LT naïfs et à une augmentation 

des LT effecteurs et mémoires (Kuijpers et al., 2003). Une méta-analyse des LT chez des 

individus âgés révèle une augmentation de la fréquence des LT CD8 au phénotype EMRA, 

une augmentation de l’expression de CD57 et une diminution de l’expression de CD28 chez 

les patients séropositifs pour le CMV, confirmant une augmentation de la sénescence liée au 

CMV (Weltevrede et al., 2016). 

Chez des patients infectés par le VIH (virus de l’immunodéficience humaine), 

comparativement à des donneurs sains de même âge, on observe aussi une augmentation du 

nombre de LT CD8 VM exprimant les fonctions caractéristiques des NK (expression d’IFN-, 

de granzyme B et de perforine) (Jin et al., 2020). S’agissant des maladies inflammatoires 

chroniques, il a été documenté dans la spondylarthrite ankylosante une augmentation de la 

fréquence des LT CD8 CD28(-) circulants, comparativement à des donneurs sains du même 

âge. Ces cellules sont capables de produire la perforine et l’IFN- (Schirmer et al., 

2002). Enfin, chez des patientes atteintes de cancer du col de l’utérus (lié au papilloma virus 

humain ou HPV), on observe une augmentation de la fréquence dans le sang des LT CD8 

CD28(-), des LT CD8 EMRA et des LT CD8 exprimant les marqueurs NK CD16 et CD56, 

comparativement aux donneuses saines et aux femmes infectées par l’HPV mais sans cancer 

(Pita-Lopez et al., 2014). 

3. Le métabolisme énergétique, une reprogrammation spécifique des LT CD8 innés ? 

La différenciation des LT entraîne une reprogrammation des fonctions métaboliques. Les LT 

naïfs sont caractérisés par un état de quiescence métabolique, pour lequel la principale source 

d’énergie est la phosphorylation oxydative. La différenciation vers la fonction effectrice après 

la stimulation du TCR nécessite une augmentation rapide de l’apport énergétique, qui est 

fournie par une augmentation de la glycolyse aérobie (Pearce et al., 2013). Il semble que 

CD28 soit impliqué dans ce processus de shift métabolique, en facilitant l’oxydation des 

acides gras (Klein Geltink et al., 2017). Les LT mémoires, bien qu’aussi dans un état 

quiescent, ne se trouvent pas dans le même état métabolique que les LT naïfs, la masse 

mitochondriale étant augmentée et donc la capacité d’oxydation des acides gras également 

(van der Windt et al., 2013). 
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Les rôles et les mécanismes de régulation des voies métaboliques dans la régulation de la 

survie, de la différenciation et de la fonction des LT de manière générale restent encore 

largement méconnus. Mais ces travaux posent également la question de l’utilisation de ces 

différentes voies métaboliques par les LT CD8 innés, qui présentent des caractéristiques 

mémoires mais n’ont pas été stimulés par leur antigène spécifique et qui peuvent engager une 

réponse immune sans stimulation du TCR. 

4. LT CD8 innés, quelle place dans le gradient d’innateness ? 

Les auteurs ayant développé le concept d’innateness (cf. introduction partie 1 chapitre 3) ont 

analysé le contenu transcriptomique des MAIT, des LT-, des iNKT, des NK et des LT CD4 

et CD8. Cependant, si les auteurs ont bien analysé l’expression de marqueurs innés au sein de 

la population T CD8 globale, ils n’ont pas séparé les LT CD8 innés des LT CD8 

conventionnels, laissant ouverte la question de la place des LT CD8 innés dans ce gradient 

d’innateness (Gutierrez-Arcelus et al., 2019). 

Les données disponibles en ligne peuvent néanmoins nous fournir un élément de réponse, 

puisqu’on observe que les marqueurs que nous utilisons pour identifier les LT CD8 innés 

(Eomes et panKIR (NKG2A, KIR2D, KIR3DL1/2)) contribuent à ce gradient (Figure 10). 

Nos cellules d’intérêt pourraient ainsi se situer entre des LT CD8 conventionnels et les MAIT. 
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Figure 10 : Expression de l’ARNm codant Eomes, KIR3DL1, NKG2A (KLRC1) et CD122 (IL2RB) à l’état 

basal dans les différents LT conventionnels et non conventionnels du gradient d’innateness (Gutierrez-

Arcelus et al., 2019). 
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Troisième partie. Transplantation rénale, tolérance et LT non 

conventionnels 

Chapitre 1 :  La réaction allo-génique et la transplantation d’organe  

La théorie du soi et du non soi a été développée par Burnet au milieu du XXème siècle (Burnet 

& Fenner, 1949). Selon celle-ci, un organisme déclenche une réaction immunitaire contre 

toute entité qui lui est étrangère (non-soi), alors qu’il tolère toute entité qui lui est propre (soi). 

Si la compréhension du système immunitaire a évolué par la suite, cette théorie s’applique 

parfaitement à la question de la transplantation d’organe. 

Les allo-antigènes sont des antigènes présents chez les individus d'une espèce et qui peuvent 

provoquer une réponse immunitaire chez d'autres individus de la même espèce, 

génétiquement différents. En transplantation humaine, c’est la reconnaissance des allo-

antigènes, et en particulier ceux du CMH, qui est le point de départ d’une réponse immune 

dirigée contre le greffon, laquelle peut entraîner rejet et/ou perte de fonction. Il a été démontré 

chez la souris que la réponse immune impliquant la reconnaissance d’allo-antigènes est 

principalement localisée au niveau des organes lymphoïdes secondaires (Lakkis et al., 2000; 

Zhou et al., 2003).  

1. Les différentes types de présentation des allo-antigènes 

La réponse immunitaire adaptative aux allo-antigènes est mise en place dès le début de la 

transplantation, les CPA du donneur présentes dans le greffon étant capables de migrer dès le 

déclampage vers les organes lymphoïdes du receveur. Ce type de reconnaissance est 

dénommé présentation directe. Il existe deux autres mécanismes de reconnaissance des allo-

antigènes : indirecte et semi-directe (Figure 11).  

1.1. La présentation directe 

Cette voie de présentation est une exception au principe de restriction par le CMH puisque les 

LT du receveur sont capables de reconnaître des molécules du CMH du donneur, présentée 

par une CPA du donneur. Cette réaction est possible grâce à des phénomènes de réactivité 

croisée entre les molécules du CMH des deux individus. En effet, lors de la sélection 

thymique, les complexes CMH-peptides sélectionnent des répertoires peu auto-réactifs mais 
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potentiellement allo-réactifs ; le TCR allo-réactif reconnaît des polymorphismes au niveau du 

CMH. De plus, en comparaison du TCR non allo-réactif, le TCR allo-réactif reconnaîtra ses 

ligands présents à une plus grande densité, s’agissant de molécules du CMH de classe I. En 

résumé, la réponse allo-génique liée à la présentation directe est intense, rapide et polyclonale. 

Elle peut concerner jusqu’à 10% du répertoire des LT humains (pour revue (Siu et al., 2018)). 

L’importance de ce mode de présentation a été étudié chez l’animal : au onzième jour de la 

greffe dans les organes lymphoïdes du receveur, plus de 90% des cellules allo-réactives 

interagissent avec des molécules du CMH du donneur (voie directe) contre seulement 1 à 5% 

de cellules qui interagissent avec des molécules du CMH du soi (voie indirecte) (Benichou, 

1999). L’importance et la précocité de ce mode de reconnaissance ont été confirmées dans des 

modèles murins (Pietra et al., 2000) et chez l’humain (Hornick et al., 1998; Mason et al., 

1996; van Besouw et al., 2005). Cependant, la réponse immunitaire liée à la présentation 

directe diminue dans les semaines suivant la greffe (Baker et al., 2001). Cela suggère que ce 

mode de présentation prédomine dans les jours qui suivent la transplantation d’organe puis 

diminue avec le temps post-transplantation. 

1.2. La présentation indirecte 

Ce mode de présentation correspond au processus classique de présentation des antigènes. Les 

allo-antigènes auront été phagocytés puis présentés sous forme de peptide par les CPA du 

receveur aux LT du receveur (Benichou et al., 1992; Gallon et al., 1995; Sayegh & Carpenter, 

1996; Waaga et al., 1998).  

Ce mode de présentation a été démontré dans les rejets aigus et chroniques chez la souris 

(Auchincloss et al., 1993; Fangmann et al., 1992) et l’humain (Baker et al., 2001; Z. Liu et al., 

1996). Par exemple, l’implication de la présentation indirecte dans le rejet de greffe a été 

démontrée dans un modèle de greffe de peau. Les souris donneuses sont déficientes en 

molécules du CMH de classe II et les souris receveuses rejettent le greffon, confirmant que la 

présentation des allo-antigènes est réalisée par les molécules du CMH du receveur et non du 

donneur (Auchincloss et al., 1993). Depuis, ce mécanisme a été associé aux rejets de greffon 

rénal, cardiaque ou pulmonaire chez l’humain (Ballet et al., 2006).  
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1.3. La présentation semi-directe 

Cette voie de reconnaissance a été proposée suite à l’observation de l’activation de LT CD8 

par les CPA, également capables d’activer les LT CD4 via la présentation d’allo-antigènes par 

les molécules du CMH de classe II. Ce mode présentation implique l’acquisition de molécules 

du CMH du donneur chargées de peptides allo-géniques par les CPA du receveur. Ce transfert 

permet à la fois la présentation des peptides allo-géniques par les molécules du CMH de 

classe II du receveur aux LT CD4 et la présentation des peptides allo-géniques par les 

molécules du CMH de classe I du donneur aux LT CD8, induisant ainsi l’activation et la 

prolifération des deux types de LT CD4 et CD8 du receveur (Herrera et al., 2004).  

Le rôle de la présentation semi-directe dans le développement de rejet après transplantation 

reste cependant encore controversé.  

 

Figure 11 : Les différentes voies de présentation des allo-antigènes (DeWolf & Sykes, 2017) 

2. Les différents types de rejet 

En fonction du temps post-transplantation, on distingue plusieurs types de rejet.  

Le rejet hyper-aigu intervient dans les premières heures après la transplantation. Il est causé 

par la présence d’anticorps qui ciblent les antigènes du système sanguin ABO (pour revue 

(Cai & Terasaki, 2005). Ces anticorps induisent l’activation rapide du système immunitaire et 



55 

 

la nécrose de l’organe, entraînant la perte fonctionnelle du greffon. Ce type de rejet est 

aujourd’hui exceptionnel, grâce à la biovigilance et au test de comptabilité ABO réalisé juste 

avant la greffe. 

Le rejet aigu intervient au cours de la première année de greffe. On distingue deux types de 

rejet aigu : le rejet humoral et le rejet cellulaire. Le rejet humoral est médié par l’apparition 

d’anticorps spécifiques du greffon (ou DSA) de novo dirigés contre les cellules du greffon et 

notamment contre les molécules du CMH du donneur (pour revue (Loupy & Lefaucheur, 

2018)). Le rejet cellulaire est médié par les LT, aboutissant à l’activation et la prolifération 

des LT du receveur spécifiques des antigènes de donneur (pour revue (Cozzi et al., 2017)). 

Le rejet chronique apparaît plus tardivement et se caractérise par une altération lente et 

progressive, souvent irréversible, des tissus et de la fonction du greffon. 

Les LT CD8 sont impliqués dans les phénomènes de rejet. En effet, les patients transplantés 

rénaux enclins au rejet aigu présentent avant la transplantation une fréquence plus élevée que 

les patients stables de précurseurs des LT CD8 allo-réactifs (van de Berg et al., 2012). Lors du 

rejet aigu, les LT CD8 exercent leur fonction cytotoxique à l’encontre du greffon (Cai & 

Terasaki, 2010). Des transcrits codant l’arsenal cytotoxiques peuvent même être retrouvés 

dans les urines de patients en rejet (pour revue (Anglicheau & Suthanthiran, 2008)). De plus, 

les patients en rejet chronique présentent une augmentation de la fréquence des LT CD8 

effecteurs circulants, comparé à des patients en état de tolérance opérationnelle (Baeten et al., 

2006). 

Chapitre 2 : Les immunosuppresseurs et leur action sur les cellules 

immunitaires 

Pour éviter le rejet de greffe, les patients transplantés bénéficient d’un traitement 

immunosuppresseur afin d’inhiber la réponse immunitaire allogénique et donc le rejet. Le 

principe général de l’immunosuppression est d’agir sur les différents signaux d’activation du 

LT allo-réactif (Figure 13). 

1. Les différents traitements immunosuppresseurs 

Les traitements réduisent l’efficacité du système immunitaire de façon générale pour 

l’empêcher de réagir contre le greffon. La plupart des agents immunosuppresseurs ciblent les 
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LT allo-réactifs, en les déplétant ou en bloquant leurs voies de signalisation, d’activation, leur 

prolifération ou leur migration vers les organes lymphoïdes secondaires. 

1.1. Traitement d’induction  

Le traitement d’induction est administré dans les premiers jours de la transplantation et son 

intensité est adaptée au risque immunologique du patient par les cliniciens (immunisation 

préalable, transplantation antérieure, existence de DSA...). Il est constitué d’anticorps 

polyclonaux ou monoclonaux pour diminuer la réponse immune du receveur et ainsi éviter le 

rejet précoce de l’organe. Le principe est d’instaurer une immunosuppression forte au moment 

où le risque de rejet est le plus élevé. Deux traitements sont principalement utilisés : le sérum 

anti-lymphocytaire (Thymoglobuline®) ou les anticorps monoclonaux anti-CD25 

(basiliximab). Le sérum anti-lymphocytaire est produit chez le lapin, lesquels sont immunisés 

par exposition à des cellules thymiques humaines. Les anticorps produits vont donc cibler les 

LT humains. Les anticorps monoclonaux anti-CD25 (basiliximab) vont se fixer à la chaîne  

du récepteur de l’IL-2, empêchant l’IL-2 de s’y fixer et donc d’agir comme facteur de 

croissance des LT activés (Hertig & Rondeau, 2006). 

1.2. Traitement d’entretien 

Le traitement d’entretien est le traitement que prend le patient au long cours.  

Plusieurs familles principales d’immunosuppresseurs existent : les corticoïdes, les inhibiteurs 

de la calcineurine (CNI), les anti-métabolites et les inhibiteurs de mTOR. Le « gold 

standard » dans les pays développés a longtemps reposé sur une trithérapie composée d’un 

antimétabolite, d’un corticoïde et d’un CNI (Ekberg et al., 2007). 

1.2.1. Les inhibiteurs de la calcineurine (CNI) 

La calcineurine est une phosphatase impliquée dans la signalisation du TCR et ses deux 

principaux CNI utilisés en transplantation rénale sont la ciclosporine A (CsA) et le tacrolimus. 

1.2.1.1. Mécanismes d’action dépendants de la calcineurine  

La CsA a été isolée du champignon Hypocladium inflatum et a été utilisée dès la fin des 

années 1970 dans le traitement contre le rejet de greffe. Sa synthèse chimique a permis de 

l’utiliser plus largement et d’éviter la myélosuppression induite par l’azathioprine. Si le 
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tacrolimus et la CsA n’ont pas la même structure chimique, leur mécanisme d’action est 

malgré tout similaire.  

Les CNI ne se lient pas directement à la calcineurine mais à des molécules associées. Le 

tacrolimus (ou FK506) se lie à FKBP12 (pour FK binding protein) et la CsA se lie à la 

cyclophiline A. Ces deux complexes sont capables de se lier à la calcineurine et d’inhiber son 

activité enzymatique, ce qui empêche la translocation de NFAT dans le noyau et donc 

l’expression de l’IL-2 (Figure 12) (Stepkowski, 2000). 

 

Figure 12 : Mécanisme d’action principal de la CsA (Nabel, 1999)  

La calcineurine est également impliquée dans l’activation du facteur de transcription NF-κB, 

en induisant indirectement la dégradation de l’inhibiteur IκB. L’inhibition de la calcineurine 

est donc également associée au maintien de l’inhibition de NF-κB (pour revue (Barbarino et 

al., 2013)). 

1.2.1.2. Mécanismes d’action indépendants de la calcineurine  

Il existe trois sous-groupes de MAPK : ERK, JNK et p38. La CsA et le tacrolimus sont 

capables, indépendamment de la calcineurine, d’inhiber les voies JNK et p38, ce qui entraîne 

l’inhibition de l’activation d’AP-1 (pour revue (Barbarino et al., 2013)). 

La force de ces CNI est qu’une seule molécule cible l’expression des trois facteurs de 

transcription clefs de l’activation des LT : NFAT, NF-B et AP-1. 
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1.2.2. Les antimétabolites 

Les principaux antimétabolites sont l’acide mycophénolique et l’azathioprine. Ils ont pour 

fonction d’inhiber la synthèse d’ADN. 

L’acide mycophénolique est un inhibiteur de l’inosine monophosphate déshydrogénase qui est 

impliquée dans la synthèse de novo de la GMP (guanosine monophosphate) (Hulin, 2008). 

L’azathioprine, dont le principe actif est la 6-mercaptopurine, est un analogue des bases 

puriques de l’ADN et de l’ARN capable de s’intégrer dans l’ADN et d’inhiber les étapes 

précoces du métabolisme de ces bases azotées. Cette molécule entraîne l’inhibition de la 

phosphoribosyl-pyrophosphate synthase, empêchant la production d’adénosine 

monophosphate (AMP) et de GMP (Hulin, 2008). L’absence de ces molécules de base 

empêche la synthèse d’ADN.  

L’activation des LB et des LT implique une expansion clonale et nécessite donc la synthèse 

de nucléotides, d’ADN et d’ARN. L’inhibition de cette synthèse inhibe la prolifération des 

lymphocytes. 

Ces antimétabolites sont cependant susceptibles de provoquer des effets indésirables de type 

hématotoxicité, hépatotoxicité et toxicité digestive. 

1.2.3. Les inhibiteurs de mTOR 

Les principaux inhibiteurs de mTOR utilisés en transplantation rénale sont le sirolimus et 

l’éverolimus. Ces deux molécules se lient à l’immunophiline FKBP12 et ce complexe inhibe 

mTOR. Dans les LT, mTOR est une sérine/thréonine kinase, laquelle une fois activée via le 

TCR ou les récepteurs de cytokines, conduit in fine à la prolifération, la différenciation et la 

survie des cellules (Zeng & Chi, 2013). Le sirolimus et l’éverolimus empêchent ainsi le cycle 

cellulaire de passer de la phase G1 à la phase S, inhibant donc la prolifération des LT. Ces 

molécules sont considérées comme des inhibiteurs du signal 3 car ils empêchent la 

transduction du signal induit par les cytokines. 

1.2.4. Les corticoïdes 

Les glucocorticoïdes sont capables de se fixer sur leur récepteur cytoplasmique. Le complexe 

ainsi formé migre vers le noyau et peut se fixer sur l’ADN sur des GRE (pour glucocorticoid 

response element) et ainsi réguler la transcription de gènes. Ils vont ainsi inhiber la 
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transcription des gènes immuns, comme l’IL-2. Le complexe est également capable 

d’interagir avec des facteurs de transcription comme NF-B, dont l’inhibition empêche la 

transcription de gènes de l’IL-2 et d’autres cytokines pro-inflammatoire. 

 

Figure 13 : Sites d’action des différentes molécules immunosuppressive dans la signalisation des LT 

(Halloran, 2004). 

2. Immunosuppression et cancer   

L’exposition chronique aux molécules immunosuppressives est associée à une augmentation 

du risque de cancer. Par exemple, une analyse chez les patients transplantés aux USA entre 

1987 et 2008 (tous organes confondus) a permis de révéler  un risque deux fois plus élevé que 

la population générale de développer un cancer (tous types de cancers confondus) (Engels et 

al., 2011). 

Les molécules immunosuppressives peuvent avoir un effet pro-tumoral intrinsèque, comme 

l’azathioprine, qui entraîne l’accumulation de 6-thioguanine pouvant créer des dommages à 

l’ADN ou les CNI qui, en  inhibant l’ADN polymérase , diminuent la capacité des cellules à 

réparer leur ADN (Ahlers et al., 1999). 

Cependant, si ces modes d’action des immunosuppresseurs ne sont pas négligeables, le fait 

même de diminuer les réactions du système immunitaire, impactant l’immuno-surveillance 
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des cancers et la capacité à éliminer les cellules tumorales de l’organisme, est aussi à l’origine 

du développement de cancer.  

Ce phénomène peut s’expliquer par l’immuno-édition des cancers. Cette théorie est née dans 

les années 1950 et a été affinée par R. Shreiber et son équipe dans les années 2000. Ce 

processus est décomposé en trois phases, les « trois E de l’immuno-édition » : élimination, 

équilibre, échappement. Lors de la phase d’élimination, les cellules anormales sont décelables 

et éliminées par le système immunitaire, inné comme adaptatif. Il peut arriver que ce 

processus ne soit pas complètement efficace et que le système immunitaire échoue à détruire 

toutes les cellules tumorales. Cependant, celui-ci est capable de contenir la croissance de ces 

cellules : c’est la phase d’équilibre, laquelle peut durer plusieurs années. Cependant, cette 

pression constante du système immunitaire induit la sélection de cellules aptes à échapper à la 

détection ou à l’élimination par le système immunitaire. Celui-ci est dépassé et perd le 

contrôle de la progression tumorale : c’est la phase d’échappement, la tumeur devenant alors 

cliniquement décelable (Dunn et al., 2004). Divers exemples cliniques ont permis d’observer 

l’existence de ces trois phases, en particulier de la phase d’équilibre. Ainsi deux patients 

transplantés ayant reçu les reins d’un même donneur ont développé des mélanomes 

métastatiques bien qu’aucune tumeur primaire n’ait pu être détectée. Les cellules cancéreuses 

provenaient du donneur, qui avait développé un mélanome quinze ans avant le don d’organe. 

(MacKie et al., 2003). De plus, des patients immunodéprimés sans traitement 

immunosuppresseur, comme les patients atteints du SIDA (syndrome d'immunodéficience 

acquise), présentent, de façon similaire aux patients transplantés, une augmentation de 

l’incidence des cancers, en particulier des cancers viro-induits, dont la réplication et 

l’oncogenèse sont favorisés par l’immunosuppression.  

Certains cancers sont spécifiquement augmentés chez les patients transplantés, comme les 

cancers de la peau non-mélanome (NMSC pour non melanoma skin cancer), les cancers viro-

induits et les lymphomes malins non-hodgkinien. Les données présentées dans le Tableau 1 

montrent dans une étude britannique l’incidence augmentée de cancers chez des patients 

transplantés rénaux (Sherston et al., 2014). Parmi les cancers viro-induits, on peut citer les 

lymphomes non Hogkiniens liés à EBV (virus Epstein-Barr), le sarcome de Kaposi lié à 

HHV8 (virus de l’herpès humain 8) ou les cancers de la cavité orale ou du col de l’utérus lié à 

HPV (Grulich et al., 2007). En plus d’une augmentation du risque de développer des cancers, 
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les patients transplantés présentent une croissance tumorale et métastatique plus rapide que la 

population générale (Sherston et al., 2014). 

Le traitement immunosuppresseur doit donc être adapté à chaque patient, afin de maintenir un 

équilibre entre la tolérance du greffon et le risque de cancer.  

 

Tableau 1 : Rapport standardisé d’incidence (SIR, pour standardized incidence ratio) pour les cancers les plus 

fréquents chez les patients transplantés rénaux au Royaume-Uni, adapté de (Sherston et al., 2014) 

Cancer SIR (Royaume-Uni) 

Lèvre 65,6 

Sarcome de Kaposi 17,1 

NMSC 16,6 

Lymphome non-Hodgkinien 12,5 

Anal 10,0 

Rein 7,9 

Myélome 3,3 

Mélanome 2,6 

Voies urinaires 2,4 

Foie 2,4 

Col de l’utérus 2,3 

Colorectal 1,8 

Pancréas et voies biliaires 1,5 

Appareil respiratoire 1,4 

Prostate 1,1 

Sein 1,0 

 

Chapitre 3 : La tolérance en transplantation rénale 

1. Du concept de tolérance immunologique à la définition clinique de tolérance 

Le concept de tolérance découle des travaux d’Owen dès 1945 chez des jumeaux bovins 

(tolérance néonatale) puis développé par Burnet en lien avec la théorie du soi et du non soi. 

Ainsi Burnet postule que la tolérance permet au système immunitaire de maintenir l’intégrité 

du soi en empêchant une auto-réactivité destructrice pour l’individu.   

Puis Medawar et son équipe décrivirent dans les années 1950 l’induction de tolérance, 

caractérisée par une inhibition spécifique de la réponse immunitaire induite lorsqu’un individu 

est confronté durant sa vie fœtale à des cellules allo-géniques (Billingham et al., 1953). Cette 

tolérance repose sur des phénomènes de délétion des cellules immunes allo-réactives, 
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principalement au sein du thymus (tolérance centrale), ou de régulation par l’intermédiaire de 

cellules immunorégulatrices produites dans le thymus ou dans les organes périphériques et 

agissant en périphérie (tolérance périphérique). 

Sur le plan clinique, plusieurs définitions de la tolérance en transplantation d’organe peuvent 

être proposées, décrites dans le sous-chapitre 5 de ce chapitre. En bref, il s’agit de la tolérance 

immunitaire « vraie » qui se définit par l’absence de réponse immunitaire délétère pour le 

greffon, chez un individu immunocompétent ; la tolérance opérationnelle se définit quant à 

elle plus « cliniquement » par l’absence de rejet de greffe en l’absence de prise de traitement 

immunosuppresseur. Pour les patients immunocompétents qui présentent une survie et une 

fonction du greffon stable avec un traitement immunosuppresseur d’entretien minimisé, on 

parle de « pseudo-tolérance ». 

Notons qu’il est difficile à ce jour de relier chacune de ces définitions immuno-cliniques de la 

tolérance en transplantation à l’implication de mécanismes biologiques précis de tolérance 

(centrale, périphérique). 

2. La tolérance centrale 

L’acquisition de la tolérance centrale des LT aux antigènes du soi se déroule dans le thymus 

au cours des sélections positive et négative. Les TCR sont formés par de multiples 

réarrangements aléatoires des gènes qui les composent, créant un très large répertoire T (1010 

combinaisons possibles de récepteurs). 

Lors de l’étape de sélection positive, seuls survivent les thymocytes dont le TCR est capable 

de reconnaitre un antigène présenté par les molécules du CMH du soi présentées par des 

cellules épithéliales thymiques (Merkenschlager et al., 1997).  

La sélection négative permet de contre-sélectionner les TCR qui interagissent fortement avec 

les auto-antigènes. Les antigènes du soi sont présentés aux thymocytes par des cellules 

dendritiques et des cellules épithéliales thymiques. Ces dernières ont la particularité 

d’exprimer de façon ectopique des antigènes tissulaires sous le contrôle du  facteur  de  

transcription AIRE  (pour auto-immune regulator) (Derbinski et al., 2001). Certaines  

mutations du gène codant AIRE et rendant la protéines dysfonctionnelle conduisent chez 

l’humain à un syndrome auto-immun nommé « auto-immune polyendocrinopathy candidiasis 

ectodermal dystrophy » (APECED) (Mathis & Benoist, 2007) (pour revue (Lopes et al., 

2015). Selon l’affinité du TCR pour le complexe CMH/peptide du soi, trois situations sont 
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possibles. Une faible affinité sélectionne des LT « classiques », une forte affinité entraîne la 

délétion des thymocytes auto-réactifs, et une affinité intermédiaire génère des LT régulateurs 

(Jordan et al., 2001), lesquels contribuent à la tolérance dite active en périphérie (cf. sous-

chapitre 4).  

La tolérance centrale peut être utilisée pour induire la tolérance de greffe. Un des mécanismes 

utilisés en transplantation pour induire la tolérance spécifique est la greffe de cellules souches 

hématopoïétiques du donneur au receveur en plus de l’organe d’intérêt. Dans les premiers 

modèles animaux, cette technique a permis de prolonger la survie de greffe et d’induire une 

tolérance spécifique d’îlots pancréatiques (Panijayanond & Monaco, 1974) ou de peau 

(Ildstad & Sachs, 1984). Les animaux ainsi générés tolèrent le greffon mais sont réactifs 

contre les antigènes d’un autre donneur. En effet, les cellules souches hématopoïétiques de la 

moelle osseuse du donneur vont, comme les cellules souches du receveur, produire des 

précurseurs des LT et DC qui vont coloniser le thymus. Le processus de sélection négative 

entraîne une délétion centrale des LT reconnaissant les antigènes du donneur (pour revue 

(Zuber & Sykes, 2017)).  

3. La tolérance périphérique 

Malgré les étapes de sélection dans le thymus, certains LT auto-réactifs peuvent subsister et 

générer alors des maladies auto-immunes. Des mécanismes périphériques permettent de 

minimiser ce risque. Ces mécanismes comprennent l’anergie, la délétion clonale, l’ignorance, 

la déviation immune et la tolérance active, qui met en jeu des éléments cellulaires 

suppresseurs/régulateurs. 

L’anergie correspond à une inactivation fonctionnelle face à un antigène. Les cellules en 

question sont incapables de proliférer, par exemple lors  d’un engagement  du  TCR (signal 1) 

en  l’absence  de  signal de costimulation (signal 2) (Schwartz, 2003). Ces cellules conservent 

cependant leurs capacités fonctionnelles et pourront être pleinement activées ultérieurement.  

La délétion clonale périphérique entraîne l’élimination des LT, permettant de contrôler les 

réponses T non appropriées afin d’éviter les phénomènes d’auto-immunité. Deux formes 

d’apoptose peuvent être mises en œuvre : la mort « passive » (par privation de facteurs de 

croissance) ou la mort « active » (lorsque la stimulation répétée du TCR fait intervenir les 

voies Fas/FasL et du récepteur au TNF) (Van Parijs et al., 1996). Une activation incomplète 

des LT par manque de signaux de costimulation peut entraîner l’activation de la délétion 
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clonale (Ferber et al., 1994; Li et al., 1999). Les leucocytes présents dans le greffon au 

moment de la transplantation pourraient induire une délétion clonale périphérique des clones 

allo-réactifs, par les mécanismes ci-avant mentionnés (Morris et al., 2015; Wekerle et al., 

2001). 

L’ignorance a été décrite en 2000 chez des souris déficientes en organes lymphoïdes 

secondaires qui acceptaient une greffe de peau ou de cœur sans rejet à cause d’une incapacité 

des LT à être activés par les antigènes du donneur (Lakkis et al., 2000). Ce phénomène peut 

être induit lorsque la quantité d’antigène n’est pas suffisante pour induire une réaction ou 

lorsque l’antigène et les LT sont physiquement séparés (cas des organes privilégiés comme la 

cornée) (pour revue (Simpson, 2006)). 

La déviation immune est une réorientation de la réponse immunitaire, induisant une 

alternative non pathogène. Par exemple, l’injection à des souris de cellules Th1 spécifiques du 

peptide 139-151 de la PLP (pour proteolipid protein peptide) induit une encéphalomyélite 

auto-immune expérimentale. Cependant, la co-culture préalable de ces cellules avec des LT 

spécifiques du peptide APL (pour altered peptide ligand) prévient le développement de la 

maladie par une déviation de la réponse de type Th1 vers une réponse de type Th2 (Young et 

al., 2000). 

La tolérance active est induite par un contact préalable de LT dits régulateurs/suppresseurs 

avec un antigène et peut être transmise à un animal naïf par le transfert de ces cellules 

spécifiques dudit antigène (Morgan et al., 2005; Scalapino et al., 2006; Tarbell et al., 2007; 

Xingmin Zhang et al., 2004). Cette tolérance est principalement assurée par les LT CD4 

régulateurs (Treg). 

4. Les LT CD4 régulateurs 

4.1. Les Treg, description 

La fonction principale des Treg est d’inhiber la réponse et les autres populations 

immunitaires. Ainsi, ils jouent un rôle clef dans la tolérance des antigènes du soi, le contrôle 

de la réponse inflammatoire et le maintien de l’homéostasie immunitaire. Mais ils sont 

également impliqués dans d’autres fonctions telles que l’homéostasie et la réparation 

tissulaires. 
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Les Treg ont été isolés pour la première fois en 1995 lorsque S. Sakaguchi et ses collègues 

s’intéressent aux LT CD4 CD25(+) murins, capables de prévenir les lésions d’auto-immunité 

provoquées par des LT CD4 effecteurs (CD25(-)) (Sakaguchi et al., 1995). Ces cellules sont 

caractérisées par l’absence de prolifération après stimulation du TCR et la capacité d’inhiber 

in vitro la prolifération des LT CD4 et CD8 après stimulation du TCR ou en présence de CPA 

(Takahashi et al., 1998; Thornton & Shevach, 1998). Ces Treg CD4(+) CD25(+) ont par la 

suite été décrits chez l’humain en 2001 (Dieckmann et al., 2001; Jonuleit et al., 2001; Levings 

et al., 2001). 

Dans les années 2000, le gène codant le facteur de transcription FoxP3, qui contrôle le 

développement et la fonction suppressive des Treg, a permis de mieux restreindre cette 

population chez la souris (Brunkow et al., 2001) et l’humain (Fontenot et al., 2003; Hori et al., 

2003; Khattri et al., 2003; Roncador et al., 2005). La mutation de ce gène induit une maladie 

auto-immune, le syndrome IPEX (pour Immunodérégulation, Polyendocrinopathie, 

Entéropathie lié au chromosome X), létal pendant l’enfance (Bennett et al., 2001; Wildin et 

al., 2001).  

Les Treg peuvent être générés par des auto-antigènes dans le thymus (Jordan et al., 2001) ; on 

les dénomme alors t(thymic)Treg ou n(natural)Treg. Ils peuvent aussi résulter de la 

stimulation de LT naïfs par des antigènes étrangers, mais non dangereux tels que les antigènes 

bactériens du microbiote ou les allergènes de l’alimentation ou de l’environnement (pour 

revue (Curotto de Lafaille & Lafaille, 2009)) ; on les dénomme alors p(peripheral)Treg. Il 

existe également des i(induced)Treg (Chen et al., 1994; Groux et al., 1997). 

4.2. Les Treg, mécanismes d’action  

Les Treg utilisent plusieurs mécanismes d’action pour réguler la réponse immunitaire et 

inhiber la croissance des effecteurs de cette réponse (Figure 14).  

4.2.1. Mécanismes d’actions régulateurs intrinsèques des Treg 

Via les molécules de costimulation, les Treg sont capables de moduler les fonctions des CPA. 

Par exemple, les Treg humains sont capables d’induire une diminution de l’expression des 

molécules CD80 et CD86 des CPA, altérant leur capacité à proliférer et à présenter 

efficacement un antigène (Misra et al., 2004).  
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Les Treg sont capables de sécréter des cytokines qui participent à leur fonction régulatrice. 

Trois cytokines principales sont décrites : l’IL-10, le TGF- et l’IL-35. Le récepteur de l’IL-

10 est exprimé à un niveau basal par la majorité des cellules immunitaires. L’activation de ce 

récepteur entraîne l’activation de kinases aboutissant à l’activation du facteur de transcription 

STAT3, ce qui induit l’inhibition de la production de cytokines pro-inflammatoires telles que 

le TNF-, l’IL-6 ou l’IL-1- (Shouval et al., 2014). Le TGF- est produit par les Treg après 

la stimulation de leur TCR et est impliqué dans leur fonction suppressive. Des expérience de 

co-culture en transwell suggèrent que le TGF- n’est pas sécrété mais est exposé à la 

membrane des Treg (Nakamura et al., 2001). Ces données in vitro ont été confirmée in vivo 

(Green et al., 2003). En 2007, une nouvelle cytokine exprimée de façon constitutive par les 

Treg mais pas par les LT effecteurs est découverte : l’IL-35. Elle est composée des chaînes 

IL-12 et IL-27 ; de façon intéressante, cette dernière se trouve sous le contrôle du facteur 

de transcription FoxP3. Les Treg déficients en l’une de ces deux chaînes présentent une 

activité régulatrice diminuée in vitro et ne parviennent pas à contrôler les inflammations auto-

immunes de l’intestin in vivo (Collison et al., 2007). Si le mécanisme d’action de l’IL-35 n’est 

pas encore compris, l’induction de l’expression de cette cytokine chez la souris est associée à 

une augmentation de la fréquence des Treg et à une augmentation de la survie après allogreffe 

cardiaque (Guo et al., 2013). 

Les Treg, grâce à leur forte expression de CD25, sont capables d’internaliser de grandes 

quantité d’IL-2, induisant un effet de compétition pour les autres populations lymphocytaires 

vis-à-vis de ce facteur de croissance (Barthlott et al., 2005; Scheffold et al., 2005). Or, en cas 

de privation en cytokines, les LT sont susceptibles d’entrer en apoptose, notamment via la 

protéine Bim, les LT murins déficients en Bim étant protégés de l’apoptose induite par la 

privation en cytokines causée par les Treg (Bouillet et al., 1999; Pandiyan et al., 2007). 

Les Treg sont aussi capables, grâce à l’expression des ectoenzymes CD39 et CD73 de 

transformer l’ATP (pour adenosine triphosphate), un signal de danger, en AMP (CD39) puis 

en adénosine (CD73), une molécule immunosuppressive. Cette fonction est bien caractérisée 

chez la souris, CD39 étant constitutivement exprimé par les Treg murins et son expression 

induite par FoxP3 (Borsellino et al., 2007). Cependant, chez l’humain, si CD39 est 

majoritairement exprimé par les Treg, son expression varie en fonction des individus. De plus, 

si la majorité des Treg murins co-expriment CD39 et CD73, ce n’est pas le cas chez l’humain, 

où l’expression de CD73 est bien plus variable (Antonioli et al., 2013; Borsellino et al., 2007).  
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Les Treg sont aussi capables de communiquer directement avec les LT effecteurs par des 

contacts cellulaires à travers les jonctions gap. Les Treg contiennent des concentrations 

importantes d’AMPc (pour adenosine monophosphate cyclique), un second messager qui est 

un puissant inhibiteur de la prolifération et de la synthèse d’IL-2 pour les LT, qu’ils peuvent 

ainsi transférer aux LT effecteurs (Bopp et al., 2007). Il semble que les Treg soient également 

capables de produire la perforine et des granzymes, selon un mécanisme semblable aux LT 

CD8 mémoires et aux NK chez l’humain (Grossman et al., 2004) et la souris (Gondek et al., 

2005; Zhao et al., 2006). 

 

Figure 14 : Mécanismes d’action des Treg (Caridade et al., 2013) 

4.2.2. Coopération avec d’autres cellules  

Les Treg peuvent coopérer avec d’autres populations cellulaires qui exerceront à leur tour la 

fonction de régulation des Treg. 

Ainsi, il a été observé que les Treg humains étaient capables de modifier les propriétés des 

CPA et de les rendre régulatrices et non plus activatrices. Des travaux indiquent que ce 

mécanisme passerait par l’induction de l’expression de B7-H4 (membre de la famille B7 à 
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laquelle appartiennent CD80 et CD86) à la surface des CPA (Kryczek et al., 2006). Cette 

capacité a également été observée dans des monocytes qui présentent, après incubation avec 

des Treg, un phénotype M2 et une capacité réduite à produire des cytokines pro-

inflammatoires (Romano et al., 2018; Tiemessen et al., 2007), ainsi que dans des 

polynucléaires neutrophiles qui produisent alors plus d’IL-10 et de TGF- après incubation 

avec des Treg (Lewkowicz et al., 2013). Des travaux récents confirment que des monocytes 

humains mis en culture en présence de Treg et de T helper sont capables de se différencier en 

cellules dendritiques régulatrices (DCreg) capables de générer des Treg à partir de LT naïfs. 

Ce mécanisme a été observé in vivo dans des échantillons tumoraux humains et pourrait 

contribuer à la tolérance immunitaire dans les tissus (Xiangyue Zhang et al., 2020). 

Les Treg peuvent aussi coopérer avec des cellules qui possèdent déjà des propriétés 

régulatrices telles que les iNKT, qui sont aussi impliqués dans la tolérance active 

périphérique. Si ces deux populations sont le plus souvent étudiées séparément, certaines 

données suggèrent un cross-talk entre elles, les iNKT activés pouvant moduler 

quantitativement et qualitativement la fonction des Treg par des mécanismes faisant intervenir 

l’IL-2 tandis que les Treg peuvent réguler la fonction des iNKT par un contact cellulaire. Par 

exemple, dans un modèle murin de maladie auto-immune, les iNKT et les Treg coopèrent et 

participent ensemble au maintien de la tolérance du soi (R. Liu et al., 2005). Les Treg et iNKT 

partagent des voies de signalisation qui pourraient expliquer leurs réponses concertées (pour 

revue (La Cava et al., 2006)).  

4.2.3. Fonctions dites « non immunitaires » des Treg 

Outre leur rôle dans la régulation de la réponse immune, les Treg sont aussi impliqués dans 

d’autres fonctions telle que la réparation tissulaire. 

Après une lésion tissulaire, la réponse inflammatoire associée conduit au recrutement de 

cellules impliquées dans la réparation. Divers modèles ont permis de mettre en évidence 

l’implication des Treg dans ce processus. Par exemple, dans l’infarctus du myocarde chez la 

souris, les Treg limitent les lésions tissulaires et promeuvent la régénération. La délétion des 

Treg est associée à une inflammation cardiaque plus importante et une fonction cardiaque 

altérée. De plus, les Treg inhibent la dégradation de la matrice extracellulaire par les 

métalloprotéases (empêchant ainsi d’aggraver la lésion) et produisent des cytokines (TGF-1, 

IL-13, IL-10) qui vont induire le phénotype M2 des monocytes/macrophages, favorisant la 
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réparation (Weirather et al., 2014). Cette fonction a été démontré dans divers modèles, tels 

que la réparation des muscles squelettiques (Burzyn et al., 2013; Castiglioni et al., 2015), du 

foie, du rein, des poumons ou de l’intestin ainsi que dans le maintien de l’homéostasie 

énergétique du tissu adipeux viscéral (pour revue (Zhang et al., 2017)).  

Les mécanismes de réparation peuvent faire intervenir des enzymes comme CD39 et CD73 

(Ehrentraut et al., 2013; Xia et al., 2015). Cependant, le mécanisme majeur de réparation des 

Treg tissulaires met en jeu la production d’amphiréguline, un facteur de croissance impliqué 

dans la réparation de la muqueuse intestinale, de l’épithélium pulmonaire ou du muscle 

squelettique (pour revue (Zhang et al., 2017)). 

Enfin, les Treg sont susceptibles d’être impliqués dans la réparation suite aux lésions 

d’ischémie-reperfusion après transplantation d’organe. Chez l’animal, il a été montré que les 

Treg étaient recrutés dès 24 heures après la reperfusion et persistaient entre 3 à 10 jours 

(Gandolfo et al., 2009). Dans des modèles animaux, le transfert adoptif de Treg avant une 

séquence d’ischémie-reperfusion rénale protège les animaux contre les lésions rénales (Cho et 

al., 2010; Kinsey et al., 2010) tandis que le transfert adoptif de Treg après la séquence 

d’ischémie-reperfusion diminue la production d’IFN- et accélère la réparation tissulaire 

(Gandolfo et al., 2009). 

5. Tolérance et immunosuppression 

Même s’il est plus rare dans les autres organes que le foie, un état de tolérance opérationnelle 

a été décrit chez des patients transplantés rénaux (Brouard et al., 2012; Burlingham et al., 

1995; Fischer et al., 1996; Orlando et al., 2010; Roussey-Kesler et al., 2006; Strober et al., 

2000). Dans la plupart des cas, l’arrêt du traitement n’est pas prescrit par le médecin mais 

résulte d’un défaut d’adhésion du patient aux traitements immunosuppresseurs. 

Les mécanismes qui sous-tendent la tolérance opérationnelle ne sont cependant pas encore 

complètement élucidés. Ainsi un micro-chimérisme a été observé pour un patient au niveau 

des lymphocytes du sang et de la peau, la tolérance semblant être maintenue grâce à des 

cellules régulatrices et à l’anergie (Burlingham et al., 1995). Dans un autre cas, les cellules du 

receveur réagissaient faiblement contre les cellules du donneur (son père), avec une faible 

production de cytokines (IL-2) (Christensen et al., 1998). Dans une étude de Fudaba et 

collègues, la transplantation combinée de rein et de moelle osseuse semble induire un 

chimérisme transitoire sans réponse spécifique anti-donneur chez 3 des 6 patients (Fudaba et 
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al., 2006). Une analyse transcriptionnelle des LT circulants montre que chez les patients 

tolérants opérationnels, peu ou pas de transcrits de cytokines pro-inflammatoire sont produits, 

suggérant une diminution de la réponse immunitaire par rapport aux patients en rejet 

chronique (Brouard et al., 2005). 

Enfin citons une autre situation décrite depuis une vingtaine d’année, celle de « pseudo-

tolérance » (concept de prope tolerance) pour les patients immunocompétents qui présentent 

une survie et une fonction stable du greffon avec un traitement immunosuppresseur 

d’entretien minimisé (Calne, 2004; Cortesini & Suciu-Foca, 2004). Les premiers travaux 

décrivant la pseudo-tolérance ont été réalisés chez des patients à l’immunosuppression 

minimisée par une approche de monothérapie par CsA à faible dose (Calne et al., 1998).  Le 

bénéfice clinique attendu est la diminution des effets secondaires délétères de 

l’immunosuppression (y compris de l’incidence des cancers). 

Depuis ces premiers résultats, plusieurs équipes, dont la nôtre, ont étudié différentes 

approches de minimisation de l’immunosuppression dans différents types de transplantation 

d’organe (Knechtle et al., 2003; Shapiro et al., 2003; Starzl et al., 2003; Swanson et al., 2002; 

Thierry et al., 2016), avec souvent des résultats encourageants chez des patients à faible risque 

immunologique. Cependant, s’il est possible de cibler des patients éligibles à une 

minimisation des traitements, il n’existe pas de marqueurs prédictifs de tolérance 

opérationnelle. 

Chapitre 4 : Les LT non conventionnels en transplantation rénale 

L’étude des LT CD8 innés en transplantation n’a pas encore été réalisée. Cependant, les 

autres populations de LT non conventionnels ont pu l’être et ouvrent des perspectives quant à 

la place des LT CD8 innés en transplantation. 

L’étude des iNKT dans le domaine de la transplantation s’intéresse principalement à leur rôle 

dans les temps précoces de la transplantation, en particulier au cours des lésions d’ischémie 

reperfusion qui ont lieu au moment où l’organe est reperfusé dans l’organisme du receveur 

(Barbier, 2019; Ferhat et al., 2018), et aussi à leur rôle au cours de la GVHD (pour graft 

versus host disease) après greffe de cellules souches hématopoïétiques (Chaidos et al., 2012) 

(pour revue (Mavers et al., 2017)). Quant aux MAIT, ils sont très peu étudiés en 
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transplantation. Selon les quelques résultats disponibles, ils ne semblent jouer aucun rôle 

particulier dans ce domaine (Baron et al., 2014; Terpstra et al., 2020). 

Le rôle des LT- est un peu mieux connu dans le domaine de la transplantation, même s’ils 

peuvent avoir différents rôles favorables ou délétères envers la tolérance du greffon, rendant 

peu compris l’effet global de ces cellules (pour revue (Sullivan et al., 2019)). Ils sont 

impliqués dans le contrôle de l’infection au CMV, par un mécanisme indépendant du TCR, 

limitant ainsi la multiplication du virus (Couzi et al., 2012), virus qui est associé à une 

augmentation de la mortalité et de la morbidité  après  transplantation  et  à  une  diminution  

de la survie du greffon (Hodson et al., 2005). Les LT- pourraient également avoir une 

fonction anti-tumorale. En effet, chez des patients transplantés rénaux, le pourcentage médian 

des LT- est significativement diminué chez les patients ayant développé un cancer après la 

transplantation comparativement aux patients n’en ayant pas développé (Couzi et al., 2010). 

Cependant, les LT- peuvent aussi avoir un rôle délétère chez les patients transplantés. Il a 

ainsi été démontré que ces cellules pouvaient être impliquées dans les lésions d’ischémie-

reperfusion chez l’animal, dans la génération de GVHD après greffe de cellules souches 

hématopoïétiques ou dans des dysfonctions du greffon rénal (pour revue (Sullivan et al., 

2019)). 

Concernant la tolérance de l’allogreffe, les LT- semblent contribuer à l’issue favorable de la 

transplantation via la suppression de la réponse immune, une sous-population de LT- 

CD8(+) régulateurs ayant été retrouvée diminuée chez des patients transplantés rénaux en 

rejet (Malan Borel et al., 2003). De façon complémentaire, un nombre plus élevé de LT- 

CD8(+) régulateurs est associé à une meilleure survie dans un modèle de transplantation rénal 

chez le rat (Zhou et al., 2008). 
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Quatrième partie. Hypothèses de travail et objectifs 

La transplantation d’organe s’est développée avec la découverte des traitements 

immunosuppresseurs induisant pharmacologiquement la tolérance des greffons. L’un des 

défis de la transplantation aujourd’hui est de parvenir à cibler spécifiquement les cellules 

immunitaires impliquées dans le rejet ou la tolérance du greffon, ce d’autant plus que les 

traitements immunosuppresseurs sont associés à des effets indésirables. Au fur et à mesure de 

leur découverte, de nouvelles populations immunitaires sont testées pour leur possible rôle 

dans la tolérance/rejet d’organe. Si plusieurs études ont déjà été dédiées aux trois populations 

T non conventionnelles les plus connues (iNKT, MAIT, LT-), il reste que le statut 

immunitaire et le rôle physiopathologique de notre nouvelle population T CD8 innée n’a 

encore jamais été évalué en transplantation d’organe. De plus, certains auteurs associent les 

LT CD8 exprimant des marqueurs NK à l’immunosénescence. Or, un autre des défis actuels 

de la transplantation d’organe est l’âge croissant des donneurs et des receveurs à la 

transplantation, ce qui pose la question de l’évolution du statut de la réponse immunitaire vis-

à-vis du greffon au cours du vieillissement. Malgré le rôle essentiel des LT CD8 dans le rejet 

et leur propension particulière à devenir sénescentes, ces éléments du compartiment T CD8 ne 

sont pas à notre connaissance encore documentés en transplantation d’organe.  

Notre hypothèse est que la transplantation rénale est susceptible d’entraîner une 

(re)programmation des LT CD8 innés (via la stimulation antigénique chronique ?). En effet, il 

a été démontré que des stimulations antigéniques chroniques (virales par exemple) pouvaient 

induire l’expression de marqueurs de cellules NK par les LT CD8, qui présentent alors des 

similitudes phénotypique et fonctionnelles avec nos LT CD8 innés d’intérêt, et souvent 

associés à la sénescence. Or, en transplantation, les antigènes du greffon sont présents pendant 

une longue période de temps, de l’ordre de plusieurs décennies.  

Le premier objectif de cette étude pilote est d’étudier le phénotype de sénescence et de 

différenciation terminale ainsi que le caractère effecteur des LT CD8 innés chez les patients 

transplantés rénaux. Pour cela, nous utiliserons des CMN issues de patients transplantés 

rénaux stables que nous analyserons par cytométrie en flux. Les critères d’inclusion des 

patients sont les suivants : une transplantation rénale datant de plus de dix ans, une fonction 

rénale stable, une absence de signe de rejet et un traitement immunosuppresseur minimisé : la 

CsA en monothérapie et à faible dose. Ce traitement nous permet de ne considérer que des 
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patients en état de pseudo-tolérance et ainsi de nous affranchir le plus possible d’effets 

intrinsèques des traitements immunosuppresseurs. 

Le deuxième objectif, parallèle, est de mieux comprendre la biologie et la fonction des LT 

CD8 innés de manière générale, la situation « pathologique » apportant par contraste des 

connaissances sur le rôle et le fonctionnement normaux de ces cellules encore peu connues.  
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La première partie de ce manuscrit comprend un résumé et une discussion des données de la 

littérature relatives à l’effet du vieillissement du système immunitaire sur les LT, en 

particulier les LT CD8, avec notamment une perte de l’expression de molécules de co-

stimulation, des modifications du métabolisme énergétique et la diminution de la signalisation 

du TCR, suggérant que les LT CD8 vieillissants passent d’une activation de type adaptative à 

une activation de type inné.  

Les LT CD8 exprimant des marqueurs NK sont généralement associés à la sénescence et à des 

fonctions effectrices. Cependant, l’expression de marqueurs NK et de marqueurs de 

sénescence peut aussi être induite par d’autres stimuli que le vieillissement, comme la 

stimulation chronique (en particulier par des virus). 

Les LT CD8 exprimant les marqueurs panKIR/NKG2A et Eomes, que nous avons dénommés 

LT CD8 innés, lesquels sont capables de produire l’IFN- en réponse à une stimulation innée 

(couple IL-12/IL-18), doivent être considérés comme pouvant exercer des fonctions anti-

tumorales. Cependant, leur fréquence n’est pas corrélée à l’âge des sujets. Nous avons voulu 

évaluer la fréquence de ces cellules en réponse à la stimulation chronique que constitue la 

transplantation d’organe.  

Dans la seconde partie du manuscrit, prenant appui sur nos propres données expérimentales, 

nous discutons l’effet du vieillissement, de la stimulation chronique par les antigènes du 

greffon et du CMV sur l’augmentation du phénotype sénescent et du phénotype de 

différenciation terminale sur les LT CD8 innés chez des patients transplantés rénaux depuis 

plus de 10 ans. 
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1. Evidence d’une reprogrammation des LT CD8 en transplantation rénale  

Notre hypothèse était que la transplantation rénale est susceptible d’entraîner une 

(re)programmation des LT CD8, et des LT CD8 innés en particulier. Différents facteurs 

causaux peuvent être envisagés, lesquels comprennent les stimulations antigéniques 

chroniques provoquées par les allo-antigènes du greffon ou les infections virales mais 

également les molécules immunosuppressives ou encore l’immuno-sénescence inhérente à 

l’âge du patient transplanté. Il y a relativement peu de données publiées concernant l’effet de 

ces différents paramètres sur les LT CD8, et quasiment aucune sur les LT CD8 innés, qui sont 

une population cellulaire plus récemment décrite. 

A cette fin, nous avons choisi d’étudier les LT CD8 innés, leur fréquence et leur phénotype 

dans une cohorte de patients transplantés rénaux sous traitement immunosuppresseur 

minimisé CsA (ou CsA-T pour CsA Treatment). 

1.1. Résumé des principaux résultats acquis en faveur d’une reprogrammation des LT 
CD8 

Nous avons observé dans notre cohorte de patients transplantés rénaux une augmentation de la 

fréquence des LT CD8 innés E(+) et E(-), accompagnée d’une diminution de la fréquence des 

LT CD8 conventionnels E(-) (principalement des cellules naïves). Ainsi, l’homéostasie des 

LT CD8 innés est modifiée chez les patients par rapport aux donneurs sains. 

Par ailleurs, nous observons dans la même cohorte, parmi les LT CD8 innés, une 

augmentation de la fréquence de cellules exprimant la perforine et présentant un phénotype 

sénescent (CD27(-) CD28(-)) ainsi que de type EMRA (Figure 5 du Manuscrit). 

De plus, nous disposons de données complémentaires (non présentées dans le Manuscrit) 

relatives à la fonction de production d’IFN- des LT CD8 innés. Chez les patients de notre 

cohorte, nous avons ainsi documenté une dysfonction des LT CD8 innés E(+) : tandis que 

chez les donneurs sains, la stimulation par le couple de cytokines IL-12/IL-18 entraîne une 

expression d’IFN- par les LT CD8 innés E(+), celle-ci est fortement altérée ou même abolie 

chez les patients (5,91 % ± 1,26 des LT CD8 innés produisent l’IFN- chez les sujets sains 

versus 2,54 % ± 0,62 chez les patients; Figure 15B). Ces données relatives à une fonction de 

type innée confortent notre hypothèse d’une (re)programmation des LT CD8 innés chez les 

patients transplantés. 
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A ce stade, se pose la question d’une (re)programmation générale versus de plusieurs types de 

(re)programmation des LT CD8 chez les patients transplantés qui seraient associées à des 

causes distinctes et se développeraient de façon dissociée. Ces différentes causes, qui 

comprennent le traitement immunosuppresseur, les stimulations chroniques liées à la 

transplantation et le vieillissement, seront explorées successivement dans la suite de cette 

discussion, accompagnées par des données non publiées du laboratoire. 

1.2. Causes multifactorielles de la reprogrammation des LT CD8  

Nous avons étudié de prime abord l’effet du traitement particulier de notre cohorte, la CsA, 

sur les différents critères de (re)programmation. Pour cela, nous avons confronté les données 

de cette cohorte avec celles d’une cohorte complémentaire de patients transplantés rénaux 

avec un traitement standard (ou GS-T pour Gold Standard Treatment) composé de tacrolimus 

(famille des inhibiteurs de la calcineurine à laquelle appartient la CsA) et de mycophénolate 

mophétil (un anti-métabolite) (et de corticostéroïdes pour seulement l’un d’entre eux).  

Nous avons pu ainsi attribuer l’augmentation de la fréquence des LT CD8 innés E(+) (Figure 

15A) et leur production diminuée d’IFN- (Figure 15B) comme spécifiquement associées au 

traitement CsA, ces variations en référence aux sujets normaux n’étant pas retrouvées chez les 

patients GS-T. Au contraire, le phénotype sénescent a été observé dans les deux groupes de 

patients CsA-T et GS-T (Figure 15C), suggérant un phénomène plus général, inhérent à la 

transplantation rénale plutôt qu’associé à un traitement immunosuppresseur donné.  

Cette dernière donnée conforte notre hypothèse que la transplantation d’organe, 

indépendamment des agents immunosuppresseurs utilisés, est un agent du vieillissement des 

LT CD8.  
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Figure 15 : Effet des différents traitements immunosuppresseurs sur la fréquence des sous-populations de 

LT CD8, leur production d’IFN- et leur phénotype sénescent. Analyse par cytométrie en flux de la 

fréquence des sous-populations de LT CD8 en fonction des marqueurs panKIR/NKG2A et Eomes (E) parmi les 

lymphocytes vivants TCR(+)CD8 (A), de la production d’IFN- (B) après deux jours d’incubation avec le 
couple de cytokines IL-12 et IL-18 et de la fréquence d’expression des marqueurs de sénescence CD27(-) 

CD28(-) (C) et parmi les quatre sous-populations chez des donneurs sains (HD) (A, C : n=22, B : n=17), les 

patients CsA-T (AC : n=45, B : n=26) et les patients GS-T (AC : n=11, B : n=8). Chaque point représente un 

individu. Moyenne ± SEM, test non-paramétrique de Mann-Whitney bilatéral. *p<0,05 ; **p<0,01 ; *** 

p<0,001 ; ns : non significatif. 

2. Une (re)programmation homéostatique et fonctionnelle des LT CD8 innés induite par 

la CsA : mécanismes sous-jacents ? 

Les LT CD8 innés E(+) constituent une population cellulaire très récemment décrite et non 

étudiée en transplantation d’organe et il n’existe pas à notre connaissance de données de la 

littérature relatives à l’effet que peuvent avoir sur eux les traitements immunosuppresseurs. Si 

l’on considère que ces cellules partagent des fonctions communes à la fois aux LT CD8 
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mémoires et aux cellules NK, on présume qu’elles puissent réagir de manière similaire à ces 

deux populations connues. Cependant, si l’effet de la CsA a été étudié sur les LT en général, 

peu d’études se sont intéressées jusqu’ici à son effet sur les LT CD8 mémoires ou les NK et 

les rares données de la littérature disponibles ne sont pas concordantes (Adithan et al., 2019; 

Derniame et al., 2014; Eissens et al., 2010; Morteau et al., 2010; Vacher-Coponat et al., 2006; 

Wai et al., 2008; Wang et al., 2007; Y. Zhang et al., 2013). Quant aux données de la CsA sur 

les LT, elles concernent principalement son effet anti-prolifératif (pour revue (Shevach, 

1985)). Les travaux s’intéressant aux effets de la CsA sur les LT CD8 mémoires ne traitent 

pas la question de leur fréquence mais seulement celle de leur fonction cytotoxique qui 

apparaît inhibée tant chez l’humain que chez la souris (Combates et al., 1995; Kiziroglu & 

Miller, 1990; Rovira et al., 2016). Il n’existe pas non plus à notre connaissance de données 

disponibles dans la littérature sur la génération de caractères NK-like au sein du compartiment 

LT CD8. 

2.1. Modélisation in vitro 

Pour étudier la spécificité de l’effet de la CsA sur les LT CD8 innés, nous avons mis au point 

une modélisation in vitro. Pour cela, nous avons trié des LT CD8 issus de CMN de donneurs 

sains et les avons mis en culture pendant 7 jours en présence d’IL-15, de billes de stimulation 

CD3/CD28 et de CsA (Figure 16A et B). 

Dans ces conditions de culture, en présence de CsA, on observe une augmentation de la 

fréquence des LT CD8 innés E(+) et E(-) et une diminution de la fréquence des LT Conv E(-). 

La fréquence des LT Conv E(+) ne varie pas (Figure 16C). L’analyse du nombre absolu de 

cellules en culture révèle un profil similaire avec une augmentation du nombre de LT CD8 

innés E(+) et E(-) et une diminution du nombre de LT CD8 Conv E(-) en présence de CsA 

(Figure 16D). 
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Figure 16 : La CsA favorise la génération des LT CD8 innés in vitro. Les CMN de donneurs sains (C : n=26; 

D : n=9) ont été magnétiquement enrichis en LT CD8 et cultivés avec de l’IL-15 (20 ng/ml), des billes de 

stimulation CD3/CD28 (concentration 1:1), en présence ou non de CsA (100 ng/ml) pendant 7 jours. Analyse par 

cytométrie en flux des quatre sous-populations de LT CD8 en fonction des marqueurs panKIR/NKG2A et Eomes 

(E). (A) Dot plots représentatifs. (B) Notons pour information que les populations conventionnelles ex vivo et in 

vitro présentent un phénotype différent. En effet, la stimulation par les billes CD3/CD28 entraîne l’acquisition 
d’un phénotype majoritairement effecteur mémoire dans les quatre sous-populations de LT CD8, comme attesté 

par leur acquisition d’un phénotype prédominant CD45RA(-)CCR7(-), lequel est expliqué par la stimulation du 

TCR in vitro (panel de gauche). Voir le panel de droite pour les abréviations utilisées. Comparaison des 

fréquences (C) et des nombres absolus (D) des quatre sous-populations de LT CD8 après 7 jours de culture en 

présence ou en absence de CsA. Les lignes pointillées (D) représentent le nombre moyen de cellules déposées 

dans le puits. Chaque point représente un donneur. Moyenne ± SEM ; test non-paramétrique de Wilcoxon 

bilatéral. *p<0,05 ; **p<0,01 ; ***p<0,001 ; ns : non significatif.  

 

Ce profil de variation, qui est donc le même chez les patients CsA-T et dans la modélisation 

in vitro, fournit des arguments forts en faveur d’un effet de la CsA dans la génération des LT 

CD8 innés E(+) chez les patients de la cohorte CsA-T. 
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De plus, l’analyse de la fréquence de cellules capables de produire l’IFN- en réponse à une 

stimulation innée augmente après traitement par la CsA (Figure 17). Dans cette situation, la 

CsA a-t-elle favorisé la génération de cellules qui produisent l’IFN- (auto-renouvellement) 

ou a-t-elle permis l’acquisition de cette fonction (différenciation) ? 

Se pose donc la question de l’origine de ces cellules : est-ce une prolifération du 

compartiment LT CD8 inné E(+) ou bien une différenciation à partir des autres 

compartiments T CD8 ? 

 

Figure 17: La CsA favorise la production d’IFN-γ par les LT CD8 en modélisation in vitro chez le donneur 

sain. Les CMN de donneurs sains (HD) (n=6) ont été successivement enrichis magnétiquement en cellules 

CD8(+) et incubées pendant deux jours avec de l’IL-15 (20 ng/ml), des billes de stimulation CD3/CD28 

(concentration 1:1), ceci en présence (ou non) de CsA (100 ng/ml). Analyse de la fréquence de cellules 

produisant l’IFN- en réponse aux cytokines IL12/IL-18 (48h) dans chaque sous-population en fonction des 

marqueurs panKIR/NKG2A et Eomes (E). Chaque point représente un individu. Moyenne ± SEM, test non-

paramétrique de Wilcoxon bilatéral. *p<0,05.  

2.2. Une programmation à partir du compartiment Eomes(-) ? 

L’une de nos hypothèses quant à l’origine de l’augmentation de fréquence des LT CD8 innés 

E(+) est, qu’à l’instar de la génération des LT CD8 VM murins, les LT CD8 naïfs 

périphériques se différencient en LT CD8 innés. La comparaison de la fréquence de cellules 

exprimant Ki67 suggère qu’aucune des quatre sous-populations T CD8 ne prolifère plus chez 

les patients que chez les sujets sains (Figure 18A), ce qui impliquerait une différenciation 

plutôt qu’une prolifération cellulaire. De plus, l’analyse de l’expression du marqueur 

d’activation précoce CD69 révèle que les LT CD8 Conv E(-) (représentés principalement par 

des LT CD8 naïfs) sont plus activés chez les patients CsA-T que chez les sujets sains (Figure 

18B). Ces données sont donc conciliables avec une différenciation des LT CD8 naïfs en LT 

CD8 innés E(+) à partir de l’activation chronique des LT CD8 naïfs associée à la 

transplantation. 
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Figure 18 : Analyse des phénotypes de prolifération et d’activation chez les patients et les sujets sains. 

Analyse par cytométrie en flux de la fréquence des cellules Ki67(+) (A) et CD69(+) (B) parmi les quatre sous-

populations selon l’expression des marqueurs NKG2A/Pan-KIR et Eomes (E) parmi les lymphocytes vivants 

TCR-(+) CD8(+) chez les sujets sains (HD) (A : n=17 ; B : n=23) et les patients CsA-T (A : n=35 ; B : n=44). 

Chaque point représente un individu. Moyenne ± SEM, test non-paramétrique de Mann-Whitney bilatéral. 

*p<0,05 ; ns: non significatif. 

 

De plus, on remarque que les LT CD8 innés E(-) des patients transplantés CsA-T expriment 

eux aussi plus fortement CD69 que les sujets sains. Cette observation nous a conduits à 

formuler l’hypothèse selon laquelle les LT CD8 panKIR/NKGA2(-) Eomes(-) pourraient se 

différencier en LT CD8 panKIR/NKGA2(+) Eomes(+) via un état intermédiaire 

panKIR/NKGA2(+) Eomes(-). Une équipe de chercheurs chinois, sur la base de publications 

de notre laboratoire, a réalisé une étude des différentes populations T CD8 telles que nous les 

définissons en fonction de l’expression d’Eomes et de panKIR/NKGA2. A partir d’un large 

effectif de donneurs sains (105 individus âgés de 6 à 84 ans), cette étude propose également 

que les LT CD8 innés E(-) puissent constituer une population intermédiaire, moins 

différenciée, entre les LT CD8 naïfs et les LT CD8 innés E(+) (Kasakovski et al., 2020). 
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Pour confirmer cette hypothèse, nous avons poursuivi nos expériences in vitro en triant les LT 

CD8 naïfs à partir de CMN de donneurs sains puis en les cultivant comme précédemment (7 

jours en présence d’IL-15, billes CD3/CD28 et CsA). Dans ces conditions, nous ne sommes 

pas parvenus à obtenir une apparition/génération de LT CD8 avec un profil inné (exprimant 

les marqueurs panKIR/NKG2A avec ou sans expression d’Eomes). Nous avons aussi testé 

l’ajout d’IL-4 dans le milieu de culture, puisque cette cytokine semble jouer un rôle dans la 

génération des LT CD8 innés, ceci sans plus de succès. Nous présumons que d’autres 

cytokines (seules ou en cocktail) puissent être nécessaires à la différenciation des LT CD8 

naïfs en LT CD8 innés.  

Nous souhaiterions identifier les molécules solubles responsables de la différenciation dans 

notre modèle de culture de LT CD8 totaux (IL-15, CD3/CD28, CsA), ceci en analysant par la 

technique Luninex le contenu des surnageants de culture. Les cytokines identifiées seraient 

alors testées dans notre modélisation in vitro. Enfin, des plaques en transwell, avec des LT 

CD8 naïfs d’un côté et des LT CD8 totaux de l’autre, permettraient de confirmer notre 

hypothèse que les LT CD8 naïfs sont à l’origine des LT CD8 innés E(+) .  

2.3. Une reprogrammation à partir du compartiment Eomes(+) ? 

Le compartiment Eomes(+) panKIR/NKG2A(-) ? 

Puisque les expériences mises en place à partir du compartiment LT CD8 naïf ne nous ont pas 

permis d’induire la génération de LT CD8 innés E(+), il serait pertinent de rechercher si 

l’origine des cellules se différenciant dans notre modèle en LT CD8 innés n’appartiennent pas 

au compartiment LT CD8 mémoire conventionnel. La moitié du phénotype inné/mémoire est 

déjà acquis, facilitant potentiellement la différenciation de ces cellules. 

L’argument qui pourrait appuyer cette hypothèse est la comparaison du nombre absolu de 

cellules avant et après les 7 jours de culture en présence d’IL-15, CD3/CD28 et CsA, qui est 

augmenté après culture pour les populations innées E(+) et E(-) et Conv E(-),  possiblement 

au détriment des cellules Conv E(+) dont le nombre est très inférieur à celui déposé (ligne 

pointillée ; Figure 16D). A ce stade, on ne peut cependant pas écarter un effet de la culture en 

elle-même, avec une mort des cellules en question, bien que cet effet ne soit pas retrouvé dans 

les autres populations cellulaires.  
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Le compartiment Eomes(+) panKIR/NKG2A(+) ? 

Chez les patients CsA-T, on n’observe pas de différence de prolifération des différentes sous-

populations de LT CD8 par rapport aux sujets sains (Figure 18A). Cependant, lorsque l’on 

compare au sein d’un même groupe les différentes sous-populations entre elles, on observe 

que les LT CD8 innés E(+) sont les cellules qui expriment le plus fortement Ki67 et qui ont 

donc le potentiel prolifératif le plus élevé (Figure 19).  

Il semble plus probable que le principal mécanisme de génération des LT CD8 innés en 

réponse à la CsA soit une différenciation à partir d’un autre compartiment cellulaire. Mais 

cela n’exclut pas qu’une partie des LT CD8 innés E(+) puisse aussi s’auto-renouveler.  

 

Figure 19 : Analyse du phénotype de prolifération chez les patients CsA-T et les sujets sains. Analyse par 

cytométrie en flux de la fréquence des cellules Ki67(+) parmi les quatre sous-populations selon l’expression des 
marqueurs NKG2A/Pan-KIR et Eomes (E) parmi les lymphocytes vivants TCR-(+) CD8(+) chez les sujets 

sains (HD) (n=17) et les patients CsA-T (n=35). Chaque point représente un individu. Moyenne ± SEM, test 

non-paramétrique de Wilcoxon bilatéral. *p<0,05 ; ***p<0,001 ; ****p<0,0001 ; ns: non significatif. 

 

2.4. Quel rôle pour la calcineurine/CsA dans la différenciation des LT CD8 innés E(+) ? 

Chez la souris, les différents modèles mettant en évidence l’existence des LT CD8 innés sont 

liés à des anomalies de la transduction du signal du TCR : Itk et Rlk sont des tyrosines kinases 

de la famille Tec impliquées dans la transduction du signal TCR ; Id3, un facteur de 

transcription induit au cours de la signalisation TCR ; et SLP76, une molécule adaptatrice de 
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la transduction du signal TCR. La transduction du signal TCR comprend l’activation de la 

voie Erk/MAPKinase, comme cela a été observé dans le modèle Itk-/-, où la voie Erk est 

altérée et où le croisement avec une souche murine souche exprimant l’allèle hypersensible de 

Erk2 entraîne la correction partielle du phénotype Itk-/- (Broussard et al., 2006). L’altération 

de cette voie semble donc essentielle au développement des LT CD8 IM. 

Récemment, un autre modèle murin associé à une augmentation de la fréquence et du nombre 

de LT CD8 IM a été décrit. Il s’agit d’un modèle où les souris sont déficientes pour les 

facteurs de transcription Elk-4 (ou SAP-1) ou pour le couple Elk-4 et Elk-1, impliqués dans la 

signalisation Erk induite par le TCR. Les auteurs le vérifient en observant une diminution de 

l’expression des gènes cibles en aval d’Elk-1 et Elk-4 (Maurice et al., 2018). Or si la 

principale fonction mentionnée de la calcineurine est la déphosphorylation activatrice du 

facteur de transcription NFAT, la calcineurine est également la principale phosphatase de Elk-

1 (Sugimoto et al., 1997). Elk-1 et/ou Elk-4 pourraient-ils être des facteurs de transcription 

impliqués dans la différenciation des LT CD8 innés E(+) ? Ils sont néanmoins des candidats 

de choix pour explorer plus avant l’effet de la CsA dans la génération des LT CD8 innés E(+). 

La CsA a plusieurs mécanismes d’action, certains impliquant la signalisation du TCR, 

d’autres non. In vitro, l’effet de la CsA sur la fonction de production d’IFN- des LT CD8 

innés E(+) n’est observable que dans la condition où les deux stimulations innée et acquise 

sont présentes (Figures 17 et 20). Cela rejoint l’idée du travail de Goplen et collègues qui 

montrent que le signal induit par l’IL-12 et son récepteur (signal de type inné) passe via le 

signalosome du TCR et requière une interaction avec une molécule du CMH chargée. Le 

blocage de l’un ou l’autre de ces processus impacte la cytotoxicité des LT CD8 (Goplen et al., 

2016). On peut alors supposer que la CsA et les cytokines IL-12 et IL-18 utilisent et/ou 

détournent le signalosome du TCR pour entraîner une action de type inné.  
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Figure 20 : Les LT CD8 innés E(+) sont les principaux producteurs d’IFN- parmi les LT CD8 en réponse 

à la stimulation de type inné du couple IL-12/IL-18, sans modulation de la CsA. Des CMN de donneurs 

sains (n=6) ont été magnétiquement enrichis en cellules D8(+) et cultivées avec ou sans IL-15 en présence de 

CsA ou non pendant 2 jours, avec ou sans stimulation (Stim) de type billes CD3/CD28 ou de type inné (couple 

IL-12/IL-18). Après culture, les cellules vivantes sont récupérées et leur production d’IFN- analysée par 

cytométrie en flux, selon leur expression des marqueurs PanKIR/NKG2A et Eomes (E) parmi les lymphocytes 

vivants TCR(+)CD8(+). Moyenne ± SEM, test non-paramétrique bilatéral de Wilcoxon. *p<0,05; ns: non 

significatif. 

 

3. La place de l’activation chronique du système immunitaire associée à la 

transplantation d’organe dans la (re)programmation des LT CD8 innés E(+)  

Plusieurs études ont décrit que la stimulation chronique par des antigènes (viraux ou auto-

antigènes) entraîne l’expression de marqueurs NK par les LT CD8 (Tarazona et al., 2000). 

Cela a été rapporté en particulier pour le LCMV chez la souris (Slifka et al., 2000) ou le HPV 

chez l’humain (Pita-Lopez et al., 2014) (cf. introduction partie 2).  
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3.1. Activation immunitaire chronique allo-spécifique ? 

L’analyse comparée des deux cohortes de patients transplantés rénaux (CsA-T et GS-T) nous 

a permis d’observer un phénotype sénescent exacerbé commun, suggérant que cette 

sénescence induite est un phénomène général étroitement associé à la transplantation rénale 

(Figure 15C). De plus, nous avons révélé une dysfonction des LT CD8 innés (production 

d’IFN- diminuée) ex vivo chez les patients CsA-T (Figure 15B) qui n’est pas retrouvée in 

vitro dans notre modélisation des effets de CsA (Figure 17). Ces deux observations suggèrent 

un effet de la transplantation per se. 

Le fait que l’allogreffe puisse entraîner une reprogrammation des populations lymphocytaires 

T, pose la question d’une allo-spécificité de ces LT reprogrammés pour les antigènes du 

greffon. Nous n’avons cependant pas pu étudier directement et expérimentalement cette 

hypothèse dans notre étude. 

Pour étudier l’existence de LT CD8 innés E(+) spécifiques des allo-antigènes du greffon, il 

nous faudra préalablement valider une méthode permettant d’identifier de telles cellules. Dans 

ce but, nous proposons de prendre appui sur différents travaux utilisant les marqueurs CD137 

et CD154 pour identifier (et trier) des LT CD8 spécifiques d’allo-antigènes. Il a été montré 

que CD137 était exprimé par les LT CD8 précocement après la rencontre avec l’antigène et 

était presque indétectable dans les LT non activés. Cette méthode a été testée avec des 

antigènes viraux et est aussi efficace que les méthodes utilisant des tétramères (Watanabe et 

al., 2008). L’expression de CD154 peut également être utilisée pour identifier les LT CD8 

spécifiques d’antigène, avec un pic d’expression 8 heures après la rencontre avec l’antigène et 

une phase de plateau qui se maintient jusqu’à 24 heures (Han et al., 2007). Ces marqueurs ont 

été utilisés récemment pour identifier les réponses T CD4 et T CD8 spécifiques du SARS-

Cov2 (Rydyznski Moderbacher et al., 2020).  

Pour certains patients transplantés à Poitiers, le CHU a conservé des cellules issues du 

donneur d’organe que nous pourrons utiliser comme source d’allo-antigènes pour stimuler les 

CMN des patients de la cohorte et ainsi in fine déterminer la présence ou l’absence de cellules 

CD8 innés E(+) allo-spécifiques vis-à-vis du greffon chez les patients transplantés de notre 

cohorte. Parallèlement, nous pourrions évaluer par la même approche la fréquence de ces 
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cellules chez des patients transplantés rénaux en rejet chronique ou ayant un greffon 

fonctionnellement stable sous traitement immunosuppresseur standard.  

Une approche complémentaire pour déterminer si l’allo-transplantation a un effet sur la 

fréquence des LT CD8 innés E(+) serait de réaliser des expériences de MLR (pour mixed 

lymphocyte reaction) avec des cellules de donneurs sains. Cette étude in vitro nous permettrait 

de déterminer un possible effet de la stimulation allo-antigénique sur la génération des LT 

CD8, et de ses contingents innés en particulier, et d’y évaluer l’influence/dépendance attendue 

de la CsA sur ce phénomène. L’une des limites est que la durée de stimulation sera beaucoup 

plus courte que chez les patients.  

Des modèles animaux pourraient également être utilisés pour étudier l’allo-spécificité. En 

effet, il existe des souches murines qui peuvent tolérer une allo-greffe rénale sans traitement 

immunosuppresseur (par exemple une greffe rénale DBA/2 chez un receveur C57BL/6 

(Bickerstaff et al., 2001)). Dans un tel modèle, il serait possible d’étudier la dynamique de 

l’expression des marqueurs de sénescence au sein des LT CD8 IM et VM totaux et allo-

spécifiques avant et au cours de la transplantation. 

3.2. Activation immunitaire chronique viro-induite (CMV)  

La sérologie positive pour le CMV n’est pas associée à une augmentation de la fréquence de 

LT CD8 innés E(+) chez les patients transplantés de notre cohorte (Figure 6 du Manuscrit). 

A l’inverse, Stijn et collègues avaient observé une augmentation de l’expression de marqueurs 

NK après infection par le CMV chez des patients transplantés rénaux (van Stijn et al., 2008). 

En revanche, la sérologie positive est associée à une augmentation du phénotype sénescent 

(Figure 6 du Manuscrit). Il est cependant difficile de distinguer l’effet du CMV de celui de 

la transplantation. Si nous disposions des données de sérologie chez les sujets sains, nous 

pourrions déterminer l’effet propre du CMV sur le vieillissement des LT CD8 innés E(+), 

ainsi que sur leur fréquence (en supposant un potentiel effet masqué par l’effet de la 

transplantation). 
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Malgré le nombre réduit de patients analysés, nous avons observé chez les patients CsA-T 

présentant une sérologie positive pour le CMV une diminution (bien que non significative ; 

p=0,1025) de la production d’IFN- après stimulation par les cytokines IL-12/IL-18 (Figure 

21), suggérant une relation entre CMV, sénescence et fonctionnalité diminuée des LT CD8 

innés E(+). 

 

Figure 21 : Les LT CD8 innés E(+) des patients CsA-T dont la sérologie CMV est positive (CMV+) 

produisent moins d’IFN- en réponse à la stimulation de type inné du couple IL-12/IL-18. Analyse par 

cytométrie en flux de la fréquence de cellules produisant l’IFN- après deux jours d’incubation avec le couple de 
cytokines IL-12 et IL-18 chez les patients CsA-T (CMV- : n=12 ; CMV+ : n=13). Chaque point représente un 

individu. Moyenne ± SEM, test non-paramétrique de Mann-Whitney bilatéral. ns : non significatif.  

 

4. Une (re)programmation des LT CD8 innés générée/exacerbée par le vieillissement ? 

4.1. Etude de l’impact de l’âge sur le statut sénescent des LT CD8 innés 

Plusieurs études associent les caractéristiques de type NK portées par les LT CD8 au 

vieillissement (Abedin et al., 2005; Miyaji et al., 1997; Tarazona et al., 2000) (pour revue 

(Vallejo et al., 2011)). Selon nos observations chez les sujets sains, il n’y a pas de corrélation 

entre l’âge et la fréquence des LT CD8 innés E(+), même si ces cellules sont effectivement 

enrichies en marqueurs de sénescence (Figures 4C et S3 du Manuscrit). Ce phénotype 

sénescent semble donc lié à un programme de différenciation propre à ces cellules plutôt qu’à 

un phénomène lié à l’âge. 

Chez les patients CsA-T, les quatre compartiments de LT CD8 ont été retrouvés touchés par 

l’immunosénescence accélérée associée à la transplantation, y compris les LT CD8 innés E(+) 

(Figure 5B du Manuscrit). Cependant, comme chez les sujets sains, l’âge n’est apparu 

corrélé ni à la fréquence (Figure S5 du Manuscrit) ni au caractère sénescent des LT CD8 
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innés E(+) (Figure S7 du Manuscrit). De plus, le phénotype sénescent augmenté chez les 

patients CsA-T par rapport aux sujets sains est conservé lorsqu’on considère des paires de 

même âge entre les individus des deux groupes (Figure S6 du Manuscrit). Ce dernier 

résultat montre donc bien que la différence d’âge moyenne entre les deux groupes ne peut pas 

expliquer à elle seule le phénotype sénescent augmenté dans le groupe de patients. 

4.2. Le statut sénescent exacerbé des LT CD8 innés : un phénomène de type 

inflammaging ? 

Au cours du vieillissement apparaît l’inflammaging, qui se définit comme une inflammation 

systémique de bas grade. Il est caractérisé par une augmentation des niveaux circulants et 

tissulaires de marqueurs pro-inflammatoires (tels que l’IL-1, l’IL-6 ou l’IFN-). Certaines 

infections virales (comme le CMV ou le VIH) associées à une accumulation de LT sénescents 

pourraient participer au processus d’inflammaging (pour revue (Ferrucci & Fabbri, 2018; 

Pereira & Akbar, 2016)). A cet égard, les travaux de l’équipe d’Akbar ont montré que la 

sénescence (et l’expression de sestrines) est associée à une augmentation de la cytotoxicité 

NK-like (mesure du marqueur de dégranulation CD107a) au sein des LT CD8 (Lanna et al., 

2017; Pereira et al., 2020) ;  

Dans notre cohorte, nous avons observé dans les LT CD8 innés une augmentation de 

l’expression de la perforine, une molécule de l’arsenal cytotoxique qui peut être considérée 

comme un marqueur indirect de l’inflammaging (Figure 5 du Manuscrit). De manière 

intéressante, le fait que les LT CD8 innés des mêmes patients présentent une diminution de 

leur capacité de production d’IFN- en réponse à une stimulation de type inné ne peut être 

interprété comme la conséquence d’un phénomène d’exhaustion (cf. paragraphe 5.1). En fait, 

ce phénomène pourrait plutôt être interprété comme une signature de sénescence. En effet, 

une étude menée chez la souris comparant les fonctions des NK chez des souris jeunes et des 

souris âgées a montré que les NK des souris âgées avaient une production d’IFN- diminuée 

en réponse à différentes stimulations cytokiniques, l’IL-12 en particulier, conduisant à une 

altération de leur cytotoxicité, ainsi qu’à une augmentation forte de l’expression de la 

perforine (Figure 22) (Nogusa et al., 2012).  
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Figure 22 : Production d’IFN- et expression de la perforine par les NK des souris jeunes et âgées (Nogusa 

et al., 2012). 

Sur la base de l’ensemble de ces données, il est donc tentant de proposer que la sénescence 

induite par l’état de transplantation et sa durée, en plus de celle « physiologique » liée à l’âge, 

qu’elle soit liée au traitement immunosuppresseur, à la présence d’un greffon, au CMV (ou à 

une autre cause encore inconnue), conduise à un statut d’inflammaging responsable de l’état 

fonctionnel altéré des LT CD8 innés E(+) constaté dans notre cohorte de patients transplantés. 

Pour définitivement conclure, il serait nécessaire de compléter notre analyse en utilisant un 

marqueur d’inflammaging plus précis (comme le granzyme K (Camell, 2021; Mogilenko et 

al., 2021)). Il faudrait aussi agrandir l’effectif de notre cohorte. Qualitativement, celle-ci 

pourrait comprendre des patients d’âges variés prélevés à différents temps post-

transplantation, y compris précoces afin de pouvoir suivre la progression du caractère 

sénescent et de la signature d’inflammaging des LT CD8 innés E(+) en fonction de la durée de 

transplantation (et donc de la durée de stimulation chronique liée à l’allo-greffe). 

5. Origine du défaut d’expression d’IFN- dans les LT CD8 innés chez les patients 

transplantés rénaux traités par CsA 

Le défaut d’expression d’IFN- après stimulation par les cytokines IL-12/IL-18 mis en 

évidence chez les patients CsA-T par rapport aux sujets sains n’a pas été retrouvé chez les 

patients GS-T (Figure 16B). Nous avons évoqué dans le chapitre précédent la possibilité que 

ce défaut soit lié à un phénomène de sénescence ou bien même d’inflammaging inhérent à la 

durée de transplantation. De manière intéressante, dans notre modèle in vitro, le traitement par 

la CsA de CMN de donneurs sains a montré un effet opposé avec une augmentation de la 

fréquence des LT CD8 innés E(+) produisant l’IFN-, attestant que la CsA a bien une 

influence sur la fonction d’IFN- des LT CD8 innés E(+) (Figure 17). Dans le premier cas, 
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une stimulation chronique est fournie par la transplantation ; dans le second, il n’y a pas de 

stimulation chronique. Chez les patients CsA-T, ce sont donc à la fois la CsA et 

l’environnement lié à l’activation chronique du système immunitaire qui contribueraient à ce 

phénotype particulier. 

5.1. L’hypothèse d’une exhaustion  

Nous avons recherché si le défaut d’expression de l’IFN- des LT CD8 innés E(+) chez les 

patients transplantés traités par CsA était associé ou non à un état d’exhaustion de ces 

cellules.  

 

Figure 23 : Les LT CD8 des patients CsA-T ne présentent pas un phénotype d’exhaustion. Analyse par 

cytométrie en flux de la fréquence des cellules exprimant PD-1 (A) et Tim-3 (B) parmi les quatre sous-

populations décrites par les marqueurs panKIR/NKG2A et Eomes (E) chez les sujets sains (HD) (A : n =22, B : 

n=13), les patients CsA-T (A : n=45, B : n=35) et les patients GS-T (A : n=7, B : n=11). Chaque point représente 

un donneur. Moyenne ± SEM, test non-paramétrique de Mann-Whitney bilatéral. * p<0,5 ; **p<0,01 ; 

***p<0,001 ; ns: non significatif. 
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Mais les profils d’expression des deux marqueurs PD-1 et Tim-3 se sont avérés diminués ou 

similaires dans les LT CD8 innés E(+) des patients CsA-T par rapport aux sujets sains. De 

plus, les LT CD8 innés E(+) des patients GS-T, lesquels exprimaient l’IFN- de façon 

similaire aux sujets sains semblaient, eux, être en état d’exhaustion, avec une expression de 

PD-1 similaire aux sujets sains mais une expression de Tim-3 augmentée par rapport aux 

sujets sains et aux patients CsA-T (Figure 23). 

5.2. L’hypothèse d’un déficit en IL-15R  

Il est bien documenté que l’IL-15 est nécessaire à l’homéostasie des LT CD8 innés (cf. 

introduction partie 2). De plus, nous avons observé que l’ajout d’IL-15 à la combinaison IL-

12/IL-18 entraîne une plus forte production d’IFN- (Figure 20). L’IL-15 seule, pendant les 

48 heures de stimulation, sans modifier l’équilibre des rapports cellulaires, s’est avérée 

capable d’induire l’expression de l’IFN-. Il avait déjà été démontré que cette cytokine, dans 

différents contextes, était capable d’induire une réponse effectrice, en particulier par les NK 

(Carrero et al., 2019; Foong et al., 2009; Jayaraman et al., 2014). Nous montrons ici que c’est 

aussi le cas pour les LT CD8 innés E(+).  

Nous avons donc étudié l’expression de CD122 (la chaîne  du récepteur de l’IL-15) à la fois 

ex vivo chez les sujets sains et transplantés CsA-T et in vitro dans notre modèle d’étude des 

effets de la CsA (Figure 24). 
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Figure 24 : Le traitement par CsA est associé à une diminution de l’expression de CD122 ex vivo et une 
augmentation de son expression in vitro. Analyse par cytométrie en flux de la fréquence de cellules exprimant 

CD122 ex vivo (A) et in vitro (B) parmi les quatre sous-populations de LT CD8, en fonction des marqueurs 

panKIR/NKG2A et Eomes (E). (A) Analyse ex vivo chez les sujets sains (HD) (A : n=7) et les patients CsA-T (A 

: n=10). (B) Les CMN de sujets sains (n=4) ont été successivement enrichis magnétiquement en cellules CD8(+) 

et incubées pendant deux jours avec de l’IL-15 (20 ng/ml), des billes de stimulation CD3/CD28 (concentration 

1:1), ceci en présence (ou non) de CsA (100 ng/ml). Chaque point représente un individu. Moyenne ± SEM, test 

non-paramétrique de Mann Whitney (A) ou de Wilcoxon (B) bilatéral. *p<0,05.  

 

De façon intéressante, nous avons observé une diminution concomitante de l’expression de 

CD122 et de l’IFN- chez les patients CsA-T par rapport aux sujets sains ainsi qu’une 

augmentation concomitante de l’expression de CD122 et de l’IFN- après traitement par la 

CsA in vitro (Figures 15, 17 et 24). Ces données, en documentant le lien étroit entre CD122 

et la production d’IFN-, sont en accord avec le fait que CD122 et IFN- sont deux marqueurs 

associés à l’innateness (cf. introduction partie 1 chapitre 3 et partie 2 chapitre 5). Ayant 

proposé que l’inflammaging pourrait être une cause de l’altération fonctionnelle des LT CD8 

innés E(+) (cf. chapitre 4.2 de cette discussion), il serait intéressant d’étudier une possible 

corrélation chez les patients CsA-T entre le statut d’inflammaging (lecture du granzyme K) et 

une perte globale de l’innateness dans nos cellules d’intérêt.  
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6. Place des LT CD8 innés E(+) et de leur reprogrammation dans la physiopathologie 

associée à la transplantation rénale 

6.1. Etudier le rôle physiopathologique des LT CD8 innés en transplantation d’organe 

Les LT CD8 innés E(+) n’avaient encore jamais été étudiés en transplantation d’organe. Nos 

résultats princeps acquis à partir de notre étude observationnelle rendent pertinente la 

question d’un possible lien entre la fréquence et/ou le phénotype des LT CD8 innés E(+) et le 

devenir du greffon. Aujourd’hui, le risque principal de perte du greffon rénal est un rejet 

chronique au cours des premières années suivant la transplantation. Notre étude pilote 

s’appuie sur une cohorte de patients sélectionnés stables, c’est-à-dire transplantés depuis plus 

de 10 ans sans avoir jamais présenté de signe de rejet. Elle ne permet donc pas de répondre à 

la question d’un possible lien entre le statut des LT CD8 innés E(+) et la perte de greffon chez 

les patients CsA-T. 

Cependant, il a été rapporté dans la littérature qu’une fréquence élevée de LT CD8 EMRA à 

un an post-transplantation était associée à un risque plus élevé d’échec de la transplantation 

(Jacquemont et al., 2020). De plus, les LT CD8 EMRA en question semblent posséder des 

fonctions innées (ADCC via stimulation de CD16). Etant donné que nos cellules d’intérêt sont 

enrichies en EMRA et possèdent des fonctions innées, nous pouvons présumer que les 

cellules étudiées dans le travail de Jacquemont et al. puissent en partie comprendre des LT 

CD8 innés E(+). Il est donc possible que les LT CD8 innés E(+) EMRA puissent être un 

facteur de mauvais pronostique (Jacquemont et al., 2020; Tilly et al., 2017) dans les temps 

précoces de la transplantation. Dans le cadre d’une étude prospective centrée sur les premières 

années de transplantation, il serait intéressant d’étudier le profil sénescent des LT CD8 

EMRA décrites dans le travail de Jacquemont et al. et de le comparer à celui des LT CD8 

EMRA issus des patients CsA-T.  

6.2. Une reprogrammation en cellules régulatrices ? 

Les propriétés des LT CD8 innés E(+) sont encore peu connues. Il a été prouvé qu’ils 

intervenaient dans les fonctions anti-tumorales et anti-infectieuses (cf. introduction partie 2 

chapitre 4), suggérant qu’ils puissent être considérés comme des cellules effectrices. Mais on 

sait aujourd’hui que la plupart des populations lymphocytaires possèdent une sous-population 

régulatrice ou peuvent exprimer dans certains contextes de telles propriétés, comme les Treg, 
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Breg, DCreg, etc. (pour revue (Boonpiyathad et al., 2019)). De plus, les LT non 

conventionnels ont aussi des propriétés régulatrices, comme les iNKT ou les LT- (cf. 

introduction partie 1 chapitre 2). 

Il est donc plausible que les LT CD8 innés E(+) aient les capacités d’agir comme des cellules 

régulatrices. Dans cette hypothèse, l’état de pseudo-tolérance des patients CsA-T serait en 

partie la conséquence de la reprogrammation par l’allo-transplantation des LT CD8 innés E(+) 

évoluant d’une fonction cytotoxique forte dans les premiers temps post-transplantation à une 

fonction régulatrice suppressive.  

Nous avons décrit que les LT CD8 innés E(+) chez nos patients exprimaient un phénotype 

sénescent, analysé par l’absence d’expression des marqueurs CD27 et CD28. Or, l’absence 

d’expression de CD28 définit également une population de LT CD8 suppresseurs. Cette 

population CD8(+) CD28(-), généralement dénommée Ts (pour T suppressif), est capable 

d’inhiber la prolifération, l’activation et la production d’IFN- des LT CD4 activés (Q. Liu et 

al., 2015). Ses fonctions utilisent le contact cellule-cellule et des facteurs solubles comme 

l’IL-10, PDL-1 ou FasL (Reiser & Banerjee, 2016). Les deux populations Treg et Ts 

semblent, selon les travaux de L. Scotto, partager l’expression de plusieurs marqueurs 

moléculaires au niveau transcriptomique (tels que GITR, CTLA-4, CD25 ou FoxP3) (Scotto 

et al., 2004). 

Chez la souris, les Ts peuvent prévenir l’apparition de maladie inflammatoire de l’intestin 

induite par l’injection de LT CD4. L’IL-10 joue un rôle primordial dans cet effet puisque les 

Ts déficients en IL-10 sont incapables de prévenir l’apparition de la maladie. Cet effet est 

comparable à celui observé par les Treg (Ménager-Marcq et al., 2006). Dans les maladies 

auto-immunes, un défaut de cellules régulatrices est souvent observé ; or, certains auteurs ont 

observé une diminution de la fréquence des Ts chez des patients atteints de diabète de type I 

ou de sclérose en plaque (Mikulkova et al., 2010). Chez des patients atteints de cancer du 

poumon, une augmentation de la fréquence des Treg et des Ts circulants a été documentée par 

rapport aux donneurs sains, avec une fréquence plus augmentée encore chez les patients au 

stade IV (comparé à des patients au stade III), ce qui suggère une immuno-subversion induite 

par la tumeur et mettant en jeu ces deux populations cellulaires (Karagöz et al., 2010). Dans le 

cancer du sein, cette population CD8(+) CD28(-) est associée à un mauvais pronostic, comme 

le sont les Treg (Song et al., 2018). 
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Si les lymphocytes Ts possèdent bien des propriétés suppressives, il reste difficile de savoir 

dans quelle mesure les populations Ts et T CD8 innées E(+) se superposent. Mais le fait que 

les LT CD8 innés E(+) soient majoritairement CD28(-) suggère qu’ils peuvent 

potentiellement posséder des propriétés régulatrices, et ainsi être impliquées dans la tolérance 

du greffon et/ou des cellules tumorales. En effet, chez la souris, l’induction de ces Ts est 

associée à une suppression du rejet d’allogreffe cutanée (Qiu et al., 2017). Pour le vérifier, 

nous pourrions analyser l’expression de marqueurs associés au phénotype régulateur (tels que 

CTLA-4) ou de cytokines (comme l’IL-10 ou le TGF-) par les LT CD8 innés E(+) des 

patients transplantés CsA-T.  

Il a également été décrit chez la souris des LT CD8 régulateurs dont le TCR reconnait la 

molécule du CMH de classe Ib Qa-1 et qui permettent l’inhibition du rejet d’allogreffe 

cardiaque (Choi et al., 2020). Ces cellules présentent des caractéristiques de LT non 

conventionnels : une restriction par une molécule du CMH non classique. De plus, elles 

partagent avec les LT CD8 IM l’expression de marqueurs NK tels que NKG2A et Ly49, un 

phénotype mémoire CD44(+) CD122(+), ainsi qu’une dépendance à l’IL-15 pour leur 

développement et leur fonction (pour revue (Nakagawa et al., 2018)). Ces données sont 

conciliables avec l’hypothèse que les LT CD8 innés E(+) possèdent ou acquièrent des 

fonctions régulatrices et ainsi participer à la tolérance de greffe d’organe. 

6.3. Place du cancer dans la reprogrammation des LT CD8 innés  

Il a été montré dans le laboratoire que les LT CD8 innés E(+) étaient susceptibles d’intervenir 

dans la lutte anti-tumorale dans la LMC et certains cancers solides. Nous présumions donc 

une variation de la fréquence et/ou du phénotype en fonction des antécédents de cancers chez 

les patients transplantés de la cohorte CsA-T. Or il semble que le cancer n’ait aucun impact 

sur la fréquence des LT CD8 innés E(+) ni même sur les phénotypes de sénescence (CD27(-) 

CD28(-)), d’exhaustion (PD-1 et Tim-3) ou encore sur la production d’IFN- (après 

stimulation par le couple IL-12/IL-18) (Figure 25). Finalement, seule l’expression de la 

perforine est apparue modifiée avec les antécédents de cancer. Ainsi, nous avons documenté 

une augmentation encore plus forte de ce marqueur chez les patients de la cohorte CsA-T dans 

les LT CD8 de façon générale et dans les LT CD8 innés E(+) en particulier, lorsque ceux-ci 

ont développé au moins un cancer depuis la transplantation, relativement aux sujets sains.  
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Figure 25 : Impact des antécédents de cancer (Ca) sur la fréquence des LT CD8 innés E(+) et de leurs 

marqueurs chez les patients transplantés de la cohorte CsA-T. Analyse par cytométrie en flux ; chaque point 

représente un patient. Test non paramétrique bilatéral de Mann-Whitney. *p<0,05 ; ns : non significatif. La 

fréquence des cellules produisant l’IFN- a été mesurée après 48h d’incubation en présence d’IL-12 et d’IL-18. 

 

Cette interprétation des résultats doit cependant être nuancée dès lors qu’on prend en compte 

le « timing » de l’analyse par rapport à l’histoire individuelle du cancer. Les échantillons 

sanguins des patients ont en effet été prélevés à un temps t et nous avons identifié a posteriori 

les patients ayant développé au moins un cancer dans le passé. Il est donc possible qu’au 

moment de notre analyse, la fréquence et le phénotype de ces cellules ne soient pas différents 

de ceux des autres patients transplantés. Autrement dit, on peut aussi supposer, que, comme 

chez les patients LMC en rémission (Cayssials et al., 2019; Jacomet et al., 2017), la fréquence 

et la fonction des LT CD8 innés E(+) reviennent aux valeurs normales des patients 

transplantés après l’épisode de cancer. De plus, dans la LMC, le cancer est hématopoïétique 

alors que dans notre cohorte, les cancers sont quasi exclusivement localisés dans la peau 

(carcinomes spino- et baso-cellulaires). Les LT CD8 innés E(+) cutanés intra-tumoraux 

pourraient être impactés par le cancer au contraire de leurs équivalents circulants. Pour 

répondre à la question de l’impact des cancers des patients transplantés sur les LT CD8 innés 
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E(+), il faudrait donc pouvoir disposer de prélèvements sanguins et tumoraux au diagnostic du 

cancer. 

6.4. Un profil transcriptomique pour mieux caractériser les LT CD8 innés E(+)  

L’une des principales limites de nos analyses pour poursuivre l’exploration de la biologie des 

LT CD8 innés E(+) est l’impossibilité technique de trier des cellules LT CD8 innés E(+). En 

effet, Eomes étant un facteur nucléaire, il est impossible de l’utiliser pour trier des cellules 

viables. Une des façons d’identifier de tels marqueurs serait d’isoler les LT CD8 produisant 

l’IFN- après stimulation par le couple IL-12/IL-18 provenant de sujets sains puis de réaliser 

des analyses de séquençage de l’ARN sur ces cellules. Le tri des LT CD8 innés E(+) rendu 

possible, nous pourrions alors étudier plus directement leurs fonctions propres. Ce séquençage 

nous permettrait, outre cet objectif premier, d’identifier de nouveaux marqueurs propres à ces 

cellules, ainsi que l’identification possible de plusieurs sous-populations discrètes parmi les 

LT CD8 innés. Les analyses de séquençage de l’ARN permettraient aussi d’analyser le profil 

d’expression des marqueurs publiés d’innateness (Gutierrez-Arcelus et al., 2019) et de placer 

avec certitude les LT CD8 innés E(+) dans ce gradient. Cette meilleure connaissance des LT 

CD8 innés E(+) chez le sujet sain nous permettrait dans un second temps de mieux cibler ces 

cellules lors de leur étude dans la physiopathologie de la transplantation d’organe. 
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Conclusion générale 

La compréhension des mécanismes immunitaires est un enjeu important pour les patients 

ayant subi une transplantation d’organe, afin qu’ils puissent tolérer le plus longtemps possible 

leur greffon. L’ensemble des résultats de ce travail de thèse permet de mieux comprendre 

comment notre population immunitaire d’intérêt, les LT CD8 innés E(+), peut être impactée 

chez les patients en état de pseudo-tolérance, avec des effets liés à l’allo-transplantation, au 

CMV, au traitement immunosuppresseur et à l’inflammaging. Ce travail permet aussi de 

mieux caractériser la population des LT CD8 innés E(+) qui, même chez les sujets sains, est 

encore mal documentée. Nous démontrons que ces cellules sont enrichies en marqueurs de 

sénescence et d’inflammaging, en particulier chez les patients transplantés (et davantage 

encore chez les patients avec une sérologie CMV positive), suggérant que la stimulation 

chronique puisse être impliquée dans l’immunosénescence des LT CD8 innés E(+). Ces 

cellules sont cependant dysfonctionnelles (en termes de production d’IFN-) chez les patients 

transplantés, suggérant une reprogrammation par la transplantation. Notre vue générale est 

que la transplantation via l'allo-immunité et l'infection par le CMV, au-delà de l’immuno-

sénescence physiologique induit de manière exogène un vieillissement du système 

immunitaire. Il reste à déterminer son impact sur la vulnérabilité à l'infection et l’existence de 

réponse altérée à la vaccination. 

Enfin, les résultats de ce travail pourront aussi guider les prochaines études sur les LT CD8 

innés dans de nouveaux contextes physiopathologiques et ainsi mieux comprendre les 

mécanismes liés à leur génération et à leurs fonctions.  
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Résumé 

Les lymphocytes T (LT) CD8 innés sont une population de LT non conventionnels 

récemment décrits dans le laboratoire. On les qualifie de « non conventionnels » car ils 

possèdent des caractéristiques de l’immunité acquise (facteur de transcription Eomesodermine 
et phénotype T mémoire) mais aussi de l’immunité innée (récepteurs des cellules NK, réponse 
à une stimulation cytokinique de type inné). Les fonctions de ces cellules sont encore peu 

connues, même s’il existe un faisceau d’argument en faveur de leur implication dans 
l’immunité anti-infectieuse et anti-tumorale. 

Il a été décrit que l’immuno-sénescence et/ou la stimulation antigénique chronique (induite 

par exemple par les infections virales chroniques au cytomégalovirus ou CMV) entraîne(nt) 

l’expression de marqueurs NK par les LT. Ce phénotype se rapproche donc de celui de nos 
cellules d’intérêt. Pour étudier l’effet de la stimulation antigénique chronique sur le 

compartiment LT CD8, et spécialement sa composante innée, nous avons choisi comme 

modèle la transplantation d’organe.  
Dans ce domaine, la recherche s’intéresse aux populations immunitaires susceptibles de jouer 

un rôle dans la tolérance ou le rejet du greffon. Parmi elles, les LT CD8 innés méritent une 

attention spéciale, ceci du fait de leurs fonctions innées effectrices/cytotoxiques. Nous avons 

présumé leur (re)programmation par la stimulation antigénique chronique (du greffon et/ou 

virale) pendant la transplantation. Cette hypothèse a été testée à partir d’une cohorte de 
patients transplantés rénaux depuis plus de dix ans, sous traitement immunosuppresseur 

minimisé (ciclosporine A (CsA) en monothérapie), en l’absence de signe clinico-biologique 

de rejet.  

Notre travail a d’abord permis de révéler dans les LT CD8 innés issus des donneurs sains 
(DS) un phénotype sénescent accentué (fréquence de cellules CD27(-)CD28(-) augmentée) 

que les LT CD8 conventionnels. En outre, la fréquence de cette population T innée, 

contrairement aux LT CD8 conventionnels, ne corrélait pas avec l’âge.  
Dans la cohorte de patients transplantés, nous avons observé une augmentation de la 

fréquence des LT CD8 innés, accompagnée d’un phénotype sénescent et effecteur terminal 
(CD45RA(+)CCR7(-)) exacerbé, comparativement aux cellules des DS. Les patients 

présentant une sérologie positive pour le CMV avaient un phénotype sénescent accru par 

rapport aux patients présentant une sérologie négative. 

En altérant la signalisation du TCR, le traitement immunosuppresseur CsA pourrait faciliter la 

(re)programmation des LT CD8 en faveur de leur versant inné. En accord avec cette 

hypothèse, une modélisation in vitro des effets de la CsA sur les LT CD8 provenant de DS en 

présence d’une stimulation du TCR et d’IL-15 a permis de documenter une augmentation du 

pool de LT CD8 innés au détriment du pool de LT naïfs, laquelle est accompagnée d’une 
valorisation de leurs fonctions (production innée d’IFN-).  

A l’inverse, chez les patients, les LT CD8 innés étaient dysfonctionnels, avec une production 
innée d’IFN- diminuée qui pourrait résulter de leur expression membranaire diminuée du 

récepteur de l’IL-15, cytokine indispensable aux LT CD8 innés. Ce dysfonctionnement, qui 

ne peut être attribué à un programme d’exhaustion ni être relié à un antécédent de cancer, 
pose la question du rôle de la stimulation allo-spécifique chronique.  

De façon générale, ce travail suggère que le contexte d’allogreffe rénale entraîne une 

reprogrammation et un phénotype de type « vieillissement » des LT CD8 innés, liés au moins 

en partie au traitement immunosuppresseur. Cette hypothèse devra être confortée par une 

analyse fine de l’allo-spécificité des LT CD8 innés dirigée contre le greffon.  

 


