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Avant propos 
	

	 Au	cours	de	mon	internat	de	chirurgie	cardiaque	et	thoracique,	j’ai	réalisé	le	master	1	de	

l’université	 de	 Nantes	 «	biologie	 et	 pathologie	 du	 thorax	».	 Dans	 le	 cadre	 de	 ce	master	 1,	 j’ai	

réalisé	un	stage	à	l’Institut	du	Thorax	UMR1087,	sous	la	direction	du	professeur	Antoine	Magnan	

au	 sein	 de	 l’équipe	 AVENIR	 «	 pathologies	 bronchiques	 et	 allergies	 ».	 Cette	 équipe	 devenue	

équipe	 INSERM	 en	 2012	 comporte	 deux	 axes	 majeurs	 de	 recherche	:	 d’une	 part,	 l’étude	 des	

mécanismes	de	l’allergie	et	de	l’asthme	sévère,	avec	le	développement	d’un	modèle	murin	et	de	

cohortes	de	patients	asthmatiques	et/ou	allergiques	;	d’autre	part,	 l’étude	des	mcanismes	de	la	

dysfonction	 chronique	 du	 greffon	 pulmonaire,	 et	 l’identification	 de	 biomarqueurs	 de	 cette	

complication.		

	 Les	travaux	précédents	de	l’équipe,	menés	de	façon	transversale,	ont	contribué	à	la	mise	

en	 évidence	 de	 populations	 lymphocytaires	 qui	 sembleraient	 jouer	 un	 rôle	 important	 dans	 la	

tolérance	 du	 greffon.	 Dans	 le	 but	 de	 vérifier	 ces	 résultats,	 une	 cohorte	 européenne	 de	

transplantés	 pulmonaires	 a	 été	 mise	 en	 place	 depuis	 septembre	 2009	 et	 est	 coordonnée	 par	

Antoine	Magnan.	 L’objectif	 de	 cette	 cohorte	 COLT	 (COhort	 in	 Lung	 Transplantation)	 de	 1000	

patients	nouvellement	 transplantés	pulmonaires	est	de	rechercher	de	nouveaux	biomarqueurs	

spécifiques	 et	 prédictifs	 de	 la	 dysfonction	 chronique	 du	 greffon	 (CLAD).	 Cette	 cohorte	 est	 la	

seule	qui	suit	les	patients	de	façon	longitudinale,	sur	5	ans,	avec	la	réalisation	de	prélèvements	

sanguins	et	in	situ	(expectoration	induite,	lavage	broncho-alvéolaire,	condensat	de	l’air	exhalé	et	

biopsies	trans-bronchiques).		

	 C’est	 dans	 cette	 thématique	 que	 s’est	 effectué	 mon	 stage	 de	 Master	 2	 (année	 de	

recherche,	 grâce	 à	 une	 bourse	 du	 Fond	 de	 Dotation	 Recherche	 en	 Santé	 Respiratoire).	 Mon	

projet	de	master	2	a	consisté	à	la	mise	en	place	d’un	modèle	expérimental	in	vitro,	permettant	de	

tester	 l’influence	 des	 cellules	 immunitaires	 allogéniques	 sur	 le	 profil	 des	 cellules	 épithéliales	

bronchiques	 (CEB),	 par	 l’utilisation	 de	 deux	 lignées	 cellulaires	 bronchiques.	 A	 partir	 de	 ces	

lignées,	j’ai	pu	établir	les	conditions	expérimentales	du	modèle	et	mettre	au	point	les	techniques	

d’investigation	nécessaires	à	son	étude.		Ce	stage	a	permis	le	travail	de	thèse	de	Mallory	Pain	qui	

a	donné	lieu	à	un	article	original	dont	je	suis	co-auteur,	actuellement	en	révision	pour	American	

Journal	of	Transplantation.	
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	 Dans	la	continuité	de	ce	travail,	j’ai	poursuivi	en	thèse,	en	parallèle	de	mon	clinicat	dans	

le	service	de	chirurgie	thoracique	et	cardio-vasculaire	du	CHU	de	Nantes.	Mon	projet	de	thèse	a	

porté	 sur	 l’identification	 d’un	 nouveau	 biomarqueur	 du	 CLAD	 par	 l’analyse	 du	 profil	

immunitaire	des	lymphocytes	T	grâce	 à	 l’utilisation	des	prélèvements	et	des	données	cliniques	

de	 la	 cohorte	 COLT.	 L’immunophénotypage	 des	 lymphocytes	 T	 régulateurs	 s’est	 réalisé	 en	

collaboration	avec	Maxim	Durand,	doctorant	de	 l’équipe	du	Dr	Sophie	Brouard	 (UMR	 INSERM	

1064).	J’ai	également,	au	cours	de	ma	thèse	au	sein	du	laboratoire,	contribué	au	développement	

d’un	modèle	de	transplantation	pulmonaire	orthotopique	chez	la	souris	en	collaboration	avec	le	

Dr	Grégory	Bouchaud.	

	

	 Ce	 manuscrit	 de	 thèse	 est	 articulé	 autour	 d’une	 introduction	 générale,	 suivie	 de	 la	

présentation	des	résultats	sous	la	forme	d’un	article,	et	d’une	discussion	générale	présentant	les	

perspectives.	Enfin,	l’analyse	des	données	cliniques	de	COLT	m’a	permis,	entre	autres,	d’étudier	

les	résultats	de	l’assistance	circulatoire	en	transplantation	pulmonaire,	résultats	présentés	sous	

la	forme	d’un	article	en	dernière	partie.	

	

	 L’introduction	 générale	 présente	 le	 système	 immunitaire	 inné	 et	 adaptatif	 avec	 ses	

principaux	acteurs,	ainsi	que	la	réaction	immunitaire	spécifique	du	contexte	de	transplantation.	

Une	seconde	partie	s’attache	plus	particulièrement	à	décrire	la	dysfonction	chronique	du	greffon	

pulmonaire.	 Une	 troisième	 partie	 détaille	 le	 rôle	 des	 lymphocytes	 T	 régulateurs	 en	

transplantation	pulmonaire,	et	enfin	la	quatrième	partie	décrit	la	cohorte	COLT.	
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 I- INTRODUCTION 
	
	 Certains	 patients	 ayant	 une	 maladie	 respiratoire	 au	 stade	 d’insuffisance	 respiratoire	

peuvent	 bénéficier	 d’une	 transplantation	 pulmonaire.	 Les	 trois	 principales	 indications	 sont	 la	

mucoviscidose,	 la	 fibrose	 pulmonaire,	 et	 la	 broncho-pneumopathie	 chronique	 obstructive	

(BPCO).	En	2015,	en	France,	345	patients	recevaient	une	transplantation	pulmonaire,	chiffre	en	

constante	augmentation	depuis	10	ans	(184	en	2005,	244	en	2010).	

Il	peut	s’agir	de	transplantation	pulmonaire	uni	ou	bilatérale,	 à	partir	de	greffons	prélevés	sur	

des	sujets	en	mort	encéphalique.		

L’attribution	du	greffon	se	fait	en	respectant	 l’identité	pour	le	groupe	sanguin	ABO	(possibilité	

de	dérogation	pour	une	attribution	en	ABO	compatible)	et	une	congruence	anatomique	(capacité	

pulmonaire	totale	(CPT)	théorique,	taille).	La	dérogation	de	groupe	sanguin	restreinte	en	groupe	

A	 (pour	 les	malades	AB)	et	en	groupe	O	 (pour	 les	malades	AB,	A	ou	B)	doit	 faire	 l’objet	d’une	

demande	spécifique.	

Pour	des	 raisons	de	 logistique,	de	pénurie	de	greffon,	de	pronostic	vital	du	 receveur	engagé	 à	

court	terme,	il	n’est	pas	possible	de	respecter	:		

• l’identité	HLA	des	patients	(contrairement	à	ce	qui	peut	être	fait	en	allogreffe	de	cellules	

souches),		

• la	concordance	entre	le	donneur	et	le	receveur	pour	le	sexe,	le	statut	sérologique	CMV	ou	

EBV.	

La	 contrainte	 immunologique	difficilement	 contournable	 est	 l’exclusion	de	donneurs	 ayant	 un	

«HLA	interdit»,	c’est	à	dire	contre	lequel	le	receveur	a	développé	des	anticorps.	Cette	contrainte	

est	 encore	 plus	 prégnante	 en	 greffe	 rénale	 avec	 une	 priorisation	 des	 greffons	 en	 fonction	 des	

spécificités	anti-HLA	et	avec	des	patients	hyper-immunisés	et	immunisés	prioritaires.	

Afin	 d’éviter	 la	 survenue	 de	 rejet	 aigu	 du	 greffon,	 le	 receveur	 reçoit	 un	 traitement	

immunosuppresseur	comprenant	:		

-	 un	 traitement	 d’induction	 associant	 de	 fortes	 doses	 de	 corticostéroıd̈es	 et	 une	 molécule	

anticalcineurine	 (ciclosporine	 ou	 FK506),	 non	 systématiquement	 associés	 à	 une	

immunosuppression	 lymphocytaire	déplétive	 (sérum	anti	 lymphocytaire	 (Thymoglobulines®),	

anticorps	 anti	 CD52	 (Alemtuzumab,	Mabcampath	®))	 ou	 non	 (inhibiteur	 du	 récepteur	 à	 l’IL2	

(Basiliximab,	SIMULECT®))	;		
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-	puis	un	traitement	d’entretien	par	une	association	de	corticostéroıd̈es,	d’	anticalcineurines	et	

d’une	molécule	antiproliférative	inhibitrice	du	métabolisme	des	bases	puriques	(mycophénolate	

mofétil	ou	azathioprime).		

Les	contreparties	de	ce	traitement	immunosuppresseur	sont	principalement	:		

-	 infectieuses	 :	 avec	 la	 survenue	 plus	 fréquente	 d’infections	 à	 bactéries	 pyogènes	 ou	 à	

pathogènes	 opportunistes	 notamment	 à	 CMV	 et	 champignons	 filamenteux	 (aspergillus,	

mucormycose),		

-	prolifératives	:	lymphoprolifération	généralement	induite	par	l’EBV,	survenue	de	cancer	solide	

(notamment	cutané	basocellulaire	ou	spinocellulaire),		

-	métaboliques	:	diabète,	ostéoporose,	néphrotoxicité.		

	

La	courbe	de	survie	post	greffe	est	biphasique	:		

-	une	phase	précoce	avec	une	mortalité	 importante	de	 l’ordre	de	20%	dans	 la	première	année	

liée	aux	complications	postopératoires	(hémorragie,	 lâchage	de	suture,	défaillance	primaire	du	

greffon),	 infectieuses	précoces	bactériennes,	virales	ou	fongiques,	 la	survenue	de	rejet	suraigu,	

de	complications	bronchiques	(ischémie,	sténose)	ou	d’infections	opportunistes.		

-	 une	 phase	 tardive	 avec	 une	 mortalité	 à	 5	 ans	 de	 l’ordre	 de	 50%{Christie:2012ki}	 due	 à	 la	

dysfonction	 chronique	 du	 greffon	 (ou	 CLAD	 pour	 «chronic	 lung	 allograft	 dysfunction»),	 aux	

infections	opportunistes,	syndromes	lymphoprolifératifs	et	autres	troubles	métaboliques.	Il	a	été	

récemment	 admis	 que	 le	 CLAD	 ne	 se	 réduisait	 pas	 au	 syndrome	 de	 bronchiolite	 oblitérante	

(BOS)	mais	 comprenait	 aussi	 le	 «	Restrictive	 Allograft	 Syndrom	»	 ou	 RAS.	 La	 dénomination	

«	rejet	chronique	»	largement	retrouvée	dans	la	littérature	tend	par	ailleurs	à	être	abandonnée	à	

la	lumière	des	connaissances	concernant	la	physiopathologie	du	CLAD,	qui	ne	se	limite	pas	à	des	

mécanismes	immunologiques	liés	à	l’allogénicité. 

 

A	gravité	de	maladie	 équivalente,	 la	 transplantation	apporte	un	gain	de	survie	et	de	qualité	de	

vie	par	rapport	aux	patients	non	greffés	(1).	Cependant	les	résultats	sont	moins	bons	que	dans	

les	 autres	 transplantations	 d’organes	 solides	 avec	 une	 mortalité	 plus	 importante,	 plus	 de	

défaillances	 chroniques	 du	 greffon	 et	 la	 nécessité	 de	maintenir	 une	 immunosuppression	 plus	

importante.		

Les	enjeux	futurs	de	la	recherche	en	transplantation	pulmonaire	sont	:		

i)	la	possibilité	d’élargir	le	pool	de	greffons	disponibles,	notamment	avec	le	préconditionnement	

ex	vivo	des	greffons,		

ii)	diminuer	la	survenue	de	complications	bronchiques	ischémiques/anastomotiques,	

iii)	 mieux	 comprendre	 la	 réponse	 immune	 dans	 ce	 contexte	 chimérique	 (pour	 son	 rôle	 de	

protection	anti	infectieuse	ou	dans	la	tolérance/rejet	du	greffon),		
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iv)	 mieux	 comprendre	 et	 prédire	 la	 survenue	 de	 défaillance	 chronique	 du	 greffon	 afin	 d’en	

améliorer	le	traitement		(2).		

1-	Immunologie	de	la	transplantation	 
 

L’introduction	 dans	 un	 organisme	 d’une	 allogreffe	 (organe	 ou	 tissu	 provenant	 d’un	 individu	

différent	 appartenant	 à	 la	 même	 espèce)	 bouleverse	 ses	 équilibres	 immunologiques	

préexistants.	Le	système	immunitaire	va	être	stimulé	de	manière	intense	et	persistante	dans	un	

contexte	 au	moins	 initialement	 inflammatoire	 (période	post	 opératoire,	 ischémie	 reperfusion)	

par	 différents	 signaux	 présentés	 par	 le	 greffon.	 Dans	 cette	 situation	 artificielle	 et	 inédite,	 le	

receveur	va	avoir	naturellement	tendance	à	rejeter	le	greffon	reconnu	comme	n’appartenant	pas	

au	«	soi	».	Ce	chapitre	propose	une	revue	non	exhaustive	des	principaux	acteurs	et	mécanismes	

mis	en	jeu	dans	cette	situation.		

1-1	Molécules	du	Complexe	Majeur	d’Histocompatibilité	
	
Le	 complexe	 majeur	 d’histocompatibilite	 (CMH)́	 ou	 Human	 Leukocyte	 Antigen	 (HLA)	 chez	

l’Homme	 désigne	 un	 ensemble	 de	 gènes,	 pour	 certains	 très	 polymorphes,	 qui	 ont	 une	 place	

centrale	dans	le	système	immunitaire	adaptatif	(3).	Il	doit	son	nom	à	sa	fonction	dans	le	rejet	de	

greffe,	qui	a	permis	son	identification.	Les	molécules	dites	classiques	CMH	I	et	II	jouent	un	rôle	

clef	 dans	 la	 présentation	 d’antigènes	 aux	 lymphocytes	 T.	 Le	 polymorphisme	 de	 ces	molécules	

permet	 de	 définir	 l’identité	 immunologique	d’un	 individu.	 Pour	 des	 raisons	 de	 commodité,	 en	

dehors	de	 la	description	des	différents	sous	types	de	molécule,	 les	termes	CMH	ou	HLA	seront	

utilisés	 indifféremment.	 Le	 CMH	 classique	 se	 caractérise	 par	 son	 polymorphisme	 génique	

(plusieurs	 centaines	 d’allèles	 par	molécule),	 son	polygénisme	 (plusieurs	 allèles	 chez	 un	même	

individu),	sa	transmission	en	bloc	par	haplotype	et	son	expression	codominante,	permettant	une	

combinaison	de	HLA	quasi	unique	pour	un	individu	donné.		

	

1-1-1	Génétique	 
 
L’ensemble	immunogénétique	est	situé	sur	le	bras	court	du	chromosome	6	et	couvre	2000	kb.	Il	

comprend	3	régions	:	

	

La	région	de	classe	I	avec	les	gènes	codant	pour	:	
-	les	chaın̂es	α	des	molécules	de	classe	1,	dites	classiques	:	HLA-A,	B,	C.	Ce	sont	elles	qui	joueront	

un	rôle	fondamental	dans	la	présentation	d’antigènes	aux	lymphocytes	T	CD8+.		
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-	les	molécules	de	classe	1	dites	non	classiques	:	HLA-G,	E	et	F.	

-	les	molécules	apparentées	aux	molécules	de	classe	I	:	notamment	les	gènes	MIC	(«	MHC	class	1	

chain	related	»)	qui	jouent	un	rôle	dans	la	modulation	de	la	réponse	NK	surtout	et	à	un	moindre	

degré	celle	des	lymphocytes	T	αβ	et	γδ.		

	

	

La	région	de	classe	II	avec	:	

-	les	gènes	codant	pour	les	chaın̂es	α	et	β	des	molécules	dites	classiques	de	classe	II	HLA-DR,	DQ,	

et	DP,	qui	présentent	les	antigènes	aux	lymphocytes	T	CD4+	;		

-	 les	gènes	codant	pour	 les	molécules	dites	non	classiques	HLA	DM	et	DO,	 jouant	un	rôle	dans	

l’étape	de	chargement	peptidique	des	molécules	classiques	de	classe	II.	

	

La	 région	 de	 classe	 III	 avec	 des	 gènes	 codants	 pour	 différentes	 fractions	 du	 complément,	 des	

cytokines	(TNFα	et	TNFβ)	et	différentes	enzymes.				

Les	 gènes	 dits	 non	 classiques	 ont	 un	 polymorphisme	 beaucoup	 plus	 réduit	 et	 ne	 sont	 pas	

impliqués	directement	dans	 le	rejet	d’allogreffe.	 Il	ne	 faut	pas	 les	confondre	avec	 les	antigènes	

mineurs	d’histocompatibilité,	 situés	hors	du	CMH	mais	 impliqués	dans	 le	rejet	d’allogreffe	 iso-

HLA.	

	

1-1-2	Diversité	épidémiologique	 
 
Pour	chacun	des	allèles	des	HLA	dits	classiques	(HLA-A,	B,	C,	DR,	DQ,	DP),	il	existe,	au	sein	d’une	

population,	un	polymorphisme	important.	La	fréquence	de	chacun	de	ces	allèles	diffère	selon	les	

populations	considérées.	En	novembre	2008,	3304	allèles	HLA	différents	 étaient	décrits:	2292	

pour	 le	HLA-1	et	1012	pour	 le	HLA-2	 (http://www.ebi.ac.uk/imgt/hla/).	Leur	polymorphisme	

réside	essentiellement	dans	une	zone hypervariable,	située	entre	les	zones	α1	et	α2,	au	sein	de	
la	 région	 acceptant	 le	 peptide.	 La	 diversité	 théorique	 est	 réduite	 dans	 la	 réalité	 par	 la	

transmission	par	bloc	d’haplotype.	Chaque	individu	hérite	de	deux	haplotypes,	chacun	venant	de	

l’un	 de	 ses	 parents.	 En	 raison	 de	 recombinaisons	 géniques	 germinales	 lors	 de	 la	 méiose,	

l’haplotype	transmis	n’est	pas	exactement	identique	à	l’haplotype	parental.	Potentiellement	une	

cellule	peut	exprimer	à	sa	surface	les	12	allèles	de	molécules	de	HLA	classiques.		

Les	molécules	de	CMH	I	sont	exprimées	par	tous	les	types	cellulaires	(y	compris	globules	rouges	

et	 placenta)	 avec	 cependant	 des	 différences	 quantitatives.	 Les	 cellules	 exprimant	 le	 plus	 de	

molécules	de	CMH	I	sont	les	lymphocytes	T	et	B,	les	cellules	dendritiques,	les	macrophages,	les	

cellules	 épithéliales	 et	 endothéliales.	 Leur	 niveau	 d’expression	 (et	 donc	 leur	 densité	

membranaire)	peut	être	augmenté	par	l’IFNγ.		
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Les	molécules	de	CMH	II	sont	exprimées	à	l’état	basal	par	les	cellules	présentatrices	d’antigènes	

professionnels.	 Dans	 les	 autres	 populations	 cellulaires,	 leur	 expression	 peut	 être	 induite	 par	

l’IFN-α,	β	ou	γ.		

Le	rôle	premier	des	molécules	classiques	de	HLA	est	de	présenter	 à	 la	surface	de	 la	cellule	un	

pool	de	peptides.	Les	molécules	de	HLA	non	chargées	de	peptides	sont	très	instables	et	donc	très	

rares	 à	 la	 surface	 cellulaire.	 Ce	 pool	 de	 peptides	 est	 constitué	 à	 partir	 de	 la	 dégradation	 de	

protéines	 endogènes	 ou	 exogènes	 (pathogènes).	 Une	 cellule	 peut	 exprimer	 à	 sa	 surface	 de	

l’ordre	de	104	à	105	molécules	de	HLA	présentant	en	situation	basale	(sans	infection,	ni	mutation	

tumorale)	 des	 peptides	 endogènes	 issus	 du	 processus	 normal	 de	 turn-over	 protéique.	 Il	 est	

maintenant	 établi	 qu’une	 part	 importante	 de	 ces	 peptides	 provient	 de	 synthèses	 protéiques	

incomplètes	 ou	 erronées	 («	DRiPs	 »	 ou	 «	 defective	 ribosomal	 product	 »)	 et	 pas	 seulement	 de	

protéines	normales	(4).  
 

1-2	Présentation	d’antigène	
	

Apprêtement	de	l’antigène	
Les	 lymphocytes	 T	 naıf̈s	 circulent	 dans	 les	 différents	 organes	 lymphoıd̈es	 secondaires	

(ganglions,	 tissus	 lymphoıd̈es	 associés	 aux	 muqueuses)	 où	 ils	 vont	 pouvoir	 rencontrer	 des	

cellules	 présentatrices	 d’antigènes	 (CPA),	 principalement	 les	 cellules	 dendritiques	 (DC).	

Les	 CPA	 détectent	 et	 apprêtent	 les	 antigènes	 au	 niveau	 d’un	 tissu.	 Ils	 migrent	 ensuite	 dans	

l’organe	 lymphoıd̈e	 secondaire	 drainant	 le	 tissu	 où	 ils	 vont	 présenter	 l’antigène	 aux	

lymphocytes.	

	

Classiquement	on	décrit	deux	voies	d’apprêtement	selon	le	type	d’antigène	:		

-	la	voie	exogène	:	les	antigènes	sont	capturés	par	phagocytose	ou	endocytose	(pathogènes	extra	

cellulaires,	 produits	 de	 dégradation	 de	 cellules	 endommagées/tumorales),	 puis	 dégradés	 et	

finalement	 présentés	 sous	 forme	 de	 différents	 peptides	 de	 8	 à	 17	 acides	 aminés	 par	 une	

molécule	du	CMH	II.		

-	la	voie	endogène	:	les	antigènes	sont	produits	à	partir	de	molécules	cytoplasmiques	(particules	

virales,	 protéines	 de	 pathogènes	 intracellulaires,	 protéines	 cellulaires	 normales	 ou	

pathologiques),	 dégradées	 par	 le	 protéasome	 en	 oligopeptides	 qui	 seront	 transférés	 dans	 le	

réticulum	 endoplasmique	 et	 finalement	 présentés	 sous	 la	 forme	 de	 peptides	 de	 8-10	 acides	

aminés	par	des	molécules	de	CMH	I.	

	

Il	est	maintenant	bien	établi	qu’il	existe	une	présentation	croisée	(figure	1):		
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• de	 peptides	 issus	 de	 molécules	 extracellulaires	 sur	 des	 molécules	 de	 CMH	 I	 via	 le	

transfert	d’oligopeptides	du	compartiment	endosomal	vers	le	cytosol	(5);		

• de	peptides	issus	de	molécules	intracellulaires	cytosoliques	sur	des	molécules	CMH	II	via	

notamment	le	mécanisme	d’autophagie.		

Enfin	le	mécanisme	de	«	cross	dressing	»	a	été	récemment	décrit	dans	le	cadre	de	présentation	

d’antigènes	 viraux	 :	 des	 fragments	 de	 membranes	 de	 cellules	 infectées	 comprenant	 des	

molécules	 de	 CMH	 chargées	 en	 peptides	 antigéniques	 viraux	 sont	 transférées	 à	 la	membrane	

plasmique	des	CPA.	Ce	type	de	présentation	croisée	a	également	été	décrit	en	transplantation	et	

correspond	à	une	troisième	voie	de	présentation	antigénique	dite	«	semi-directe	»	(6).		

 

 

 
 
Figure	1	:	Dialogue		entre	les	voies	de	présentation	d’antigène	des	molécules	de	CMH	de	type	I	et	II	
(d’après	«	Specificity	of	T-cell	alloreactivity	»	par	Nathan	J.	Felix	and	Paul	M.	Allen,	Nature	review	
immunology)	
Initalement	 considérées	 comme	 n’ayant	 aucune	 interaction,	 il	 est	 maintenant	 établi	 qu’il	 existe	 un	
«crosstalk»	entre	 les	voies	de	présentation	peptidique	des	molécules	CMH	I	et	CMH	II.	Les	molécules	de	
CMH	 de	 classe	 I	 peuvent	 présenter	 des	 peptides	 d’origine	 extra-cellulaire	 par	 différents	 mécanismes,	
notamment	 le	 passage	 d’antigénes	 phagocytés	 du	 compartiment	 endocytaire	 au	 compartiment	
cytoplasmique.		
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Les	 molécules	 de	 CMH	 II	 peuvent	 présenter	 des	 antigènes	 cytosoliques	 via	 le	 processus	 d’autophagie.	
Ainsi	 les	 deux	 voies	 de	 présentation	 sont	 capables	 de	 présenter	 des	 peptides	 d’origine	 intra	 ou	 extra	
cellulaire.		

 

1-3	Réponse	lymphocytaire	T	
	
1-3-1	Lymphocytes	T	CD4+ 
 
Les	lymphocytes	T	CD4+	jouent	un	rôle	d’orientation	et	d’amplification	de	la	réponse	adaptative.	

Après	 une	 stimulation	 antigénique	 par	 les	 CPA,	 les	 lymphocytes	 T	 CD4+	 (dits	 «	 helper	 »	 ou	

«auxiliaires»)	naıf̈s	vont	devenir	effecteurs,	capables	de	reconnaıt̂re	de	nouveau	l’antigène	et	de	

produire	 des	 cytokines	 qui	 orienteront	 et	 amplifieront	 la	 réponse	 adaptative	 (7).	 Après	 une	

stimulation	 initiale	 et	 une	 phase	 d’amplification	 de	 la	 réponse,	 lorsque	 le	 stimulus	 initial	

disparaıt̂/diminue,	 la	 réponse	 spécifique	 diminue	 également	 mais	 persiste	 (phase	 de	

«contraction»).	 Lors	 d’une	 seconde	 stimulation	 (réintroduction	de	 l’antigène	 ou	 augmentation 
d’une	 stimulation	 persistante),	 cette	 population	 lymphocytaire	 mémoire	 spécifique	 sera	

mobilisable	plus	rapidement	(8).	

Il	est	possible	de	distinguer	plusieurs	sous	populations	de	lymphocytes	T	CD4	+	selon	leur	degré	

de	différenciation	(9,	10)	(figure	2)	:	

-	Naıv̈es	(N)	:	CD45RA+/CCR7+/CD27+/CD28+	

-	Central	mémoire	(CM)	:	CD45RO+/CCR7+	/CD27+/CD28+	

-	Effectrices	mémoires	(EM):	CD45RO+/	CCR7-/CD27+/-/CD28+	

-	Différenciation	tardive	(DT)	ou	effectrices	ou	T:	CD45RA+/CCR7-/CD27-/CD28-	
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Figure	 2	:	 stratégie	 d’immunophénotypage	 des	 lymphocytes	 T	 d’après	 Maecker	 Standardizing	

immunophenotyping	 for	 the	 Human	 Immunology	 Project.	 Nat	 Rev	 Immunol	 	 (11) les	 différentes	

populations	de	 lymphocytes	T	CD4+	et	CD8+	peuvent	être	 identifiées	en	 fonction	de	 l’expression	à	 leur	

surface	de	différentes	molécules	détectables	en	cytométrie	de	 flux.	Le	 tri	 successif	selon	 l’expression	de	

CD4	ou	de	CD8	puis	de	CCR7,	puis	de	CD45RA	permet	de	quantifier	les	proportions	respectives	des	8	sous-

populations	ainsi	déterminées. 

	

Selon	le	type	de	stimulus	initial,	sa	persistance	ou	disparition,	la	population	lymphocytaire	T	

CD4+	spécifique	d’un	antigène	sera	principalement	CM	ou	EM	ou	DT.	

	

On	peut	également	distinguer	des	sous	populations	lymphocytaires	T	CD4+	selon	le	type	de	

cytokines	sécrétées	:	

-	Population	«	TH1	»	(T	helper	type	1).	Elle	présente	comme	marqueurs	phénotypiques	IL12R,	

IFNγR,	 et	 CXCR3.	 Elle	 est	 induite	 par	 IL12,	 se	 différencie	 sous	 le	 contrôle	 des	 facteurs	 de	

transcription	 T-bet	 (surtout),	 STAT4	 et	 STAT1,	 et	 produit	 de	 l’IL2,	 IFNγ	 et	 TNFα.	 Elle	 oriente	

vers	une	réponse	cellulaire	cytotoxique	médiée	par	les	lymphocytes	CD8+,	et	une	activation	de	la	

lyse	 intramacrophagique	 (par	 induction	d’iNOS)	de	pathogènes	 intracellulaires	 (classiquement	

Leishmania	major,	Listeria	monocytogenes,	Mycobacterium	spp).	
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-	 Population	 «	TH2	»	 (T	helper	 type	2).	 Elle	présente	 comme	marqueurs	phénotypiques	 IL4R,	

IL33R,	CCR4,	 IL17RB,	CRTH2.	Elle	est	 induite	par	IL4,	 IL25,	 IL33	et	 IL15,	se	différencie	sous	 le	

contrôle	 des	 facteurs	 de	 transcription	 GATA3	 surtout,	 mais	 aussi	 STAT6,	 DEC2	 et	 MAF,	 et	

produit	 surtout	de	 l’IL4,	 IL5,	 IL13,	 IL10.	Elle	oriente	vers	 i)	une	réponse	adaptative	humorale,	

permettant	 l’éradication	 de	 pathogènes	 extracellulaires	 pouvant	 également	 s’intégrer	 dans	 ii)	

une	réponse	allergique	et	participer	au	recrutement	de	polynucléaires	éosinophiles.		

	

-	Population	«	TH17	»	(T	helper	type	17).	Elle	présente	comme	marqueurs	phénotypiques	IL23R,	

CCR6,	IL1R,	CD161,	est	induite	par	IL23,	IL21,	TGFβ,	IL1-β,	IL6,	et	se	différencie	sous	le	contrôle	

des	 facteurs	 de	 transcription	 STAT3,	 RORα	 et	 RORγ.	 Elle	 oriente,	 par	 la	 production	 d’	 IL17A,	

IL17F,	 IL21,	 IL22,	CCL20,	vers	une	réponse	 inflammatoire	avec	 recrutement	de	polynucléaires	

neutrophiles,	 impliquée	 dans	 l’immunité	 protectrice	 contre	 des	 bactéries	 pyogènes	

extracellulaires,	 certains	 champignons	 pathogènes,	 et	 différentes	 maladies	 inflammatoires	 et	

auto-immunes	(12,	13).	

	

-	Population	«	Treg	»	(lymphocytes	T	regulateurs).	Cette	population	sera	étudiée	plus	en	détail	

au	chapitre	«	 tolérance	».	Elle	présente	comme	marqueur	phénotypique	 l’expression	 élevée	de	

CD25	(IL2-R)	et	de	FoxP3.	Elle	est	induite	par	IL10	et	TGFβ.	Elle	oriente	la	réponse	immunitaire	

vers	une	tolérance	périphérique	par	la	production	de	TGFβ,	d’IL10	et	l’induction	d’apoptose.		

	

-	 Population	 TH9.	 Cette	 population	 proinflammatoire	 est	 induite	 par	 une	 stimulation	

cytokinique	 par	 TGFβ	 (via	 le	 facteur	 de	 transcription	 PU.1),	 IL4	 (via	 GATA-3	 et	 IRF-4)	 et	

IL1/IL25.	Sa	production	d’IL9	est	associée	 à	 la	physiopathologie	de	 l’asthme	et	de	pathologies	

auto-immunes	(14).	

	

-	Population	“FTH”	(Follicular	T	helper).	Cette	population	présente	dans	les	organes	lymphoıd̈es	

secondaires	dans	les	centres	germinatifs	(sur	le	site	de	rencontre	CPA	et	LB)	est	caractérisée	par	

l’expression	du	marqueur	phénotypique	CXCR5.	Elle	est	induite	par	IL6,	IL21	et/ou	IL27	et	IL12,	

via	 l’activation	 de	 STAT3,	 4,	 1	 et	 les	 facteurs	 de	 transcription	 BCL6,	 IRF4,	MAF	 et	 BATF.	 Elle	

oriente	 la	réponse	 lymphocytaire	B	(activation	et	différenciation),	 la	production	d’anticorps,	 la	

permutation	de	classe	d’anticorps,	et	la	maturation	d’affinité	par	mutation	somatique	(15).		
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1-3-2	Lymphocytes	T	CD8+	 
 
Les	 lymphocytes	 T	 CD8+	 sont	 la	 «	main	 armée	 »	 de	 l’immunité	 adaptative	 cellulaire.	 Ils	 sont	

stimulés	par	des	peptides	présentés	par	une	molécule	du	CMH	I.	Une	cellule	T	CD8+	naıv̈e	est	

initiée	 à	 un	 antigène	 par	 une	 CPA.	 Lors	 de	 la	 seconde	 rencontre	 antigénique	 (présentation	

peptide-CMH	I	par	une	cellule	pathologique)	 le	 lymphocyte	T	CD8+	pourra	selon	son	degré	de	

différenciation	 soit	 produire	 des	 cytokines	 soit	 avoir	 une	 activité	 cytolytique.	 La	 réponse	

(prolifération,	 différenciation,	 fonction)	 peut	 être	 amplifiée	 par	 une	 réponse	 T	 CD4+	 TH1	

concomitante	et	colocalisée.		

Il	est	possible	de	distinguer	différentes	sous	populations	de	lymphocytes	T	CD8+	en	fonction	de	

leur	degré	de	différenciation	(16-18)	figure	2:	

Naıv̈es	(N)	:	CD45RA+/CCR7+/CD27+/CD28+	

Central	mémoire	(CM)	:	CD45RO+/CCR7+	/CD27+/CD28-		

Effectrices	mémoires	(EM)	:	CD45RO+/	CCR7-/CD27+/CD28+/-	

Différenciation	tardive	(DT)	ou	effectrices	ou	T:	CD45RA+/CCR7-/CD27-/CD28-	

	

Selon	 le	 type	 de	 stimulus	 initial	 et	 sa	 chronologie	 (exposition	 unique,	 intermittente,	 répétée,	

limitée	 dans	 le	 temps	 ou	 persistante),	 la	 population	 T	 CD8+	 spécifique	 d’un	 antigène	 sera	

principalement	 CM	ou	EM	ou	DT.	 Selon	 son	degré	 de	 différenciation	 la	 population	CD8+	 aura	

comme	 fonction	 la	 production	 de	 cytokines	 pro	 TH1	 (IL2,	 IFNγ,	 TNFα)	 ou	 la	 cytolyse	

(production	de	granzyme,	perforine)	(19,	20).	Plus	récemment,	une	nouvelle	sous	population	T	

CD8+	aux	propriétés	régulatrices	a	été	décrite.	Caractérisées	phénotypiquement	par	l’expression	

de	CD25+	et	de	FoxP3+,	ces	cellules	ont	une	action	dépendant	principalement	du	contact	entre	

les	cellules	(21).	
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1-4	Principe	de	l’alloréactivité	lymphocytaire	T		
 

L’immunité	peut	se	définir	comme	l’ensemble	des	mécanismes	qui	permettent	à	un	organisme	à	

la	 fois	 de	 reconnaitre	 le	 soi	 et	 le	 tolérer	 et	 de	 reconnaıt̂re	 le	 non	 soi	 et	 le	 rejeter.	 Les	

dysfonctionnements	possibles	de	ce	système	sont	soit	de	reconnaıt̂re	le	soi	comme	non	soi	avec	

le	risque	de	générer	de	l’auto-immunité,	soit	de	ne	pas	reconnaıt̂re	le	non	soi	au	risque	de	laisser	

se	développer	une	maladie	infectieuse,	néoplasique	ou	allergique.	 

On	 peut	 définir	 le	 soi	 comme	 ce	 qui	 est	 accepté	 par	 le	 système	 immunitaire.	 Cette	 définition	

suppose	un	ensemble	de	signaux	cellulaires	qui	font	qu’une	cellule	est	acceptée	par	le	système	

immunitaire	d’un	organisme.	

On	 peut	 considérer	 différents	 «non	 soi»,	 i)	 le	 non	 soi	 exogène	 provenant	 de	 pathogènes,	

d’allogreffe	 ou	 de	 xénogreffe,	 ii)	 le	 non	 soi	 endogène	 avec	 des	 autoantigènes	 modifiés	 (néo-	

autoantigènes)	par	exemple	pour	les	cellules	cancéreuses,	infectées	par	un	virus,	sénescentes	iii)	

les	situations	de	«	soi	manquant	»	avec	un	défaut	d’expression	de	certaines	molécules	inhibant	la	

destruction	de	la	cellule.	 
 

1-4-1	Reconnaissance	du	soi	et	du	non	soi	 
 

Le	soi	manquant	ou	identité	d’espèce		
Trois	mécanismes	mènent	à	l’élimination	des	cellules	:	

-	 Le	 défaut	 d’expression	 de	molécules	 HLA	 induit	 un	 défaut	 d’inhibition	 de	 la	 cytotoxicité	 de	

cellules	NK	amenant	à	la	destruction	de	la	cellule	cible.	 

-	Le	défaut	d’inhibition	du	système	du	complément	:	la	fraction	C3	du	complément	se	dépose	à	la	

surface	de	 toutes	 les	cellules	d’un	organisme.	Alors	que	 les	cellules	autologues	ou orthologues	
(même	 espèce)	 inhibent	 la	 C3-convertase	 par	 l’expression	membranaire	 de	molécules	 comme	

CD46	ou	CD55,	les	cellules	hétérologues	n’ont	pas	ce	système	d’inhibition	de	la	C3	convertase	ce	

qui	aboutit	à	leur	lyse	cellulaire	et/ou	leur	phagocytose	par	activation	du	complément. 

-	Le	défaut	d’expression	d’acide	sialique	:	l’acide	sialique	est	un	hydrocarbure	pouvant	s’intégrer	

à	des	glycolipides	et	des	glycopeptides	membranaires.	Les	molécules	SIGLELS	exprimées	par	les	

cellules	dendritiques,	macrophages	ou	polynucléaires	neutrophiles,	reconnaissent	les	molécules	

comprenant	 de	 l’acide	 sialique.	 Les	 cellules	 (cellules	 infectées,	 cancéreuses,	 sénescentes)	

n’exprimant	 pas	 d’acide	 sialique	 sont	 interprétées	 comme	 «pathogènes»	 et	 phagocytées.	 Le	

CD22	est	une	molécule	analogue	du	SIGLELS	exprimée	par	les	lymphocytes	B	(LB),	qui	permet	

d’inhiber	l’activation	de	LB	autoréactifs.		
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Identité	individuelle-le	système	d’alloantigène		
L’histocompatibilité	est	une	notion	introduite	par	Snell	et	Gorer	en	1930,	qui	propose	l’existence	

de	 molécules	 provoquant	 un	 rejet	 de	 greffe	 par	 un	 organisme	 receveur	 de	 même	 espèce	

génétiquement	 distinct	 (allogreffe).	 Différents	 systèmes	 antigéniques	 participent	 à	 l’identité	

d’un	 individu	 :	 le	 système	 ABO-Rhésus,	 les	 antigènes	 majeurs	 d’histocompatibilité	 (CMH	 ou	

HLA)	et	les	antigènes	mineurs	d’histocompatibilité	(liés	au	polymorphisme	protéique	associé	en	

partie	 au	 chromosome	 Y).	 La	 contrainte	 ABO-rhésus	 étant	 toujours	 respectée	 (identité	 ou	

compatibilité	donneur	receveur)	elle	ne	participe	pas	en	pratique	à	l’alloréactivité.	 

Dans	 le	 cadre	 des	 transplantations	 d’organe	 solide,	 il	 existe	 le	 plus	 souvent	 au	 moins	 une	

incompatibilité	 HLA	 qui	 génère	 une	 réponse	 alloimmune	 intense,	 témoignant	 du	 fort	 pouvoir	

immunogène	 des	 molécules	 du	 CMH.	 L’allotransplantation	 iso-HLA	 génère	 une	 réponse	

alloimmune	 de	 moindre	 intensité	 mais	 réelle	 (GVH	 chez	 les	 patients	 allogreffés	 de	 cellules	

souche	HLA	compatible).	 
 

Comment	une	cellule	allogénique	est-elle	reconnue	comme	telle	?		
Les	cellules	d’un	même	organisme	ont	en	commun	un	pool	de	molécules	membranaires	uniques	

qui	 définissent	 son	 unicité.	 Une	 cellule	 présente	 à	 sa	 surface	 deux	molécules	 de	 chacune	 des	

séries	alléliques	de	chaque	classe	du	CMH,	soit	12	allèles	différents	pour	les	molécules	de	classes	

I	et	II.	Etant	donné	le	polymorphisme	important	du	CMH	il	est	très	peu	probable	que	deux	sujets	

(non	jumeaux)	présentent	la	même	combinaison	de	molécules	du	CMH.	

	Chaque	molécule	va	présenter	à	la	surface	un	pool	de	peptides	endogènes	dépendant	:		

-	de	l’affinité	de	la	molécule	de	CMH	et	du	peptide,		

-	du	 fond	génétique	(polymorphisme	protéique	et	pool	peptidique	 issu	du	renouvellement	des	

protéines	domestiques),		

-	 de	 la	 modification	 du	 turn-over	 des	 peptides	 domestiques	 présentés	 par	 une cellule	 selon	
qu’elle	est	dans	son	 état	basal	ou	en	situation	pathologique	(«stress»,	carcinogénèse,	 infection,	

etc...).		
 

C’est	 la	 diversité	 des	 complexes	 CMH-peptides	 présentés	 à	 la	 surface	 cellulaire	 qui	 va	 définir	

l’identité	d’un	sujet.	Dans	un	contexte	d’allogreffe	 isoHLA,	 les	alloantigènes	sont	des	antigènes	

mineurs	 liés	 au	 polymorphisme	 des	 protéines	 endogènes,	 ou	 à	 l’incompatibilité	 sur	 le	 sexe	

(antigènes	liés	à	la	présence	du	chromosome	Y).	 

En	face	de	cette	cible	potentielle,	le	répertoire	lymphocytaire	T	du	receveur	:	la	double	sélection	

thymique	a	permis	de	supprimer	les	cellules	T	ne	reconnaissant	pas	les	CMH	du	soi	et	étant	trop	

autoréactives.	Mais	 elle	 n’a	 pas	 «cherché	 à	 empêcher»	 la	 génération	de	T-Cell	Receptor	 (TCR)	

capables	 de	 reconnaıt̂re	 des	 complexes	 CMH-peptides	 allogéniques	 (situation	 artificielle	 à	
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laquelle	 l’organisme	 n’est	 à	 priori	 pas	 préparé).	 Ainsi	 le	 pourcentage	 de	 lymphocytes	 T	

alloréactifs	 avant	 toute	 stimulation	alloimmune	est	de	 l’ordre	de	10-30%	(6).	 Il	 peut	 s’agir	de	

populations	 lymphocytaires	 ayant	 une	 autre	 vocation	 (lymphocytes	 spécifiques	du	CMV	ayant	

une	réactivité	croisée	avec	une	molécule	de	CMH	allogénique)	ou	de	lymphocytes	naıf̈s	n’ayant	

pas	encore	rencontré	d’antigène	spécifique	dans	le	contexte	CMH	autologue	(22).	 

Formellement,	 on	 peut	 considérer	 trois	 cas	 de	 figures	 selon	 que	 l’immunogénicité	 sera	 liée	

principalement	(23,	24)	:		

-	 à	 la	 molécule	 CMH	 et	 peu	 au	 peptide	 (interaction	 dégénérée	 avec	 le	 peptide	 soulignant	 la	

possibilité	 pour	 un	 TCR	 de	 reconnaıt̂re	 un	 nombre	 limité	 de	 complexes	 peptide-CMH	

allogéniques	ou	du	soi	(polyspécificité)),		

-	au	peptide	et	peu	à	la	molécule	CMH	(interaction	hautement	spécifique	du	peptide,	notamment	

quand	les	deux	molécules	de	CMH	sont	similaires)		

-	au	complexe	CMH-peptide	(figure	3).		
 

                                      
	

Figure	 3	:	 Reconnaissance	 par	 les	 lymphocytes	 T	 de	 complexes	 CMH-peptide	 conventionnel	 et	
allogénique	 (d’après	 «	 Specificity	 of	 T-cell	 alloreactivity	 »	 par	Nathan	 J.	 Felix	 and	Paul	M.	 Allen,	
Nature	review	immunology).		
a)Plusieurs	 TCR	 peuvent	 reconnaıt̂re	 à	 la	 fois	 des	 complexes	 peptide-CMH	 du	 soi	 et	 peptide-CMH	
allogénique,	bien	que	ces	TCR	n’aient	pas	rencontré	d’alloantigéne	pendant	leur	développement	thymique.	
b)	La	 reconnaissance	 conventionnelle	par	 le	TCR	du	 complexe	peptide-CMH	se	 fait	 à	 la	 fois	par	 contact	
avec	 le	peptide	et	 la	molécule	de	CMH.	L’alloreconnaissance	peut	se	 faire	selon	plusieurs	modalités	non	
exclusives	 en	privilégiant	 la	 reconnaissance	du	peptide	ou	de	 la	molécule	 ou,	 de	manière	 analogue	 à	 la	
reconnaissance	conventionnelle,	avec	une	interaction	avec	le	complexe	peptide-CMH	allogènique.		
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Dans	tout	 les	cas,	cette	 interaction	CMH-peptide	est	déterminée	par	 le	polymorphisme	CMH.	 Il	

touche	le	site	de	fixation	du	peptide	et	induit	une	différence	de	configuration	spatiale	entre	deux	

complexes	 peptide-CMH	 (CMH	 du	 soi	 et	 CMH	 allogénique	 par	 exemple)	 présentant	 un	même	

peptide.	Cette	différence	est	graduelle	allant	de	la	modulation	à	l’extinction	du	signal	d’activation	

du	TCR.	 Il	 touche	 également	 les	zones	de	contact	TCR-CMH	et	peut	ainsi	moduler	 l’interaction	

TCR	et	CMH.	Ainsi	un	TCR	modérément	afin	pour	une	molécule	CMH	du	soi	peut	l’être	beaucoup	

plus	pour	une	molécule	CMH	allogénique.	 

Si	 la	 sélection	 thymique	 encadre	 l’affinité	 des	TCR	pour	 les	molécules	du	CMH	du	 soi,	 elle	 n’a	

évidemment	pas	anticipé	celle	pour	les	molécules	CMH	du	greffon,	qui	peut	avoir	une	amplitude	

de	variabilité	plus	importante.	

Enfin	 l’état	d’activation	de	 la	 cellule	présentant	 l’alloantigène	 conditionnera	 l’orientation	de	 la	

réponse	immune	spécifique.	 
 

In	vivo,	on	distingue	trois	formes	d’initiation	des	lymphocytes	alloréactifs	(figure	4):	

-	Initiation	directe:	peptide	du	donneur	présenté	par	une	CPA	du	donneur	avec	une	molécule	

CMH	allogénique.	

	

-	 Initiation	 indirecte	 :	 peptide	 du	 donneur	 présenté	 par	 une	 CPA	 du	 receveur	 avec	 une	

molécule	 CMH	 du	 soi.	 Dans	 ce	 cas	 la	 source	 peptidique	 inclut	 des	 fragments	 cellulaires	 ou		

membranaires	 de	 cellules	 du	 greffon,	 capturés	 par	 endocytose	 ou	 phagocytose	 de	 cellules	

mourantes.	

Il	 est	 classiquement	 admis	 que	 les	 lymphocytes	 T	 CD4+	 allostimulés	 auront	 une	 orientation	

principalement	TH1	(25)	et	vont	donc	contribuer	et	amplifier	 la	réponse	T	CD8+.	Ces	derniers	

seront	ensuite	capables	de	reconnaıt̂re	l’antigène	présenté	par	le	CMH	allogènique	et	de	détruire	

la	cellule	allogènique.		

Ces	 deux	 modalités	 de	 reconnaissance	 classiques	 respectent	 un	 des	 aspects	 de	 la	 restriction	

CMH:	les	peptides	présentés	par	des	molécules	soit	de	CMH	I	soit	de	CMH	II	sont	reconnus	soit	

par	des	lymphocytes	T	CD8+	soit	par	des	lymphocytes	T	CD4	+.	

	

-	Initiation	semi-directe	:	où	des	cellules	dendritiques	(DC)	du	receveur	vont	présenter	à	leur	

membrane	des	fragments	membranaires	de	cellules	du	greffon	contenant	des	molécules	de	CMH	

du	donneur.	Enfin,	 la	présentation	d’antigènes	peut	se	faire	par	des	cellules	présentatrices	non	

professionnelles,	notamment	par	les	cellules	endothéliales	(26)	ou	épithéliales.		
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  Figure	4	:	les	différentes	voies	de	la	présentation	allogénique		
                      d’	après	Herrara	et	al.	(27)  
	

	

1-4-2	Tolérance	 
 
Cliniquement	la	tolérance	se	définit	comme	l’acceptation	d’allogreffe	sans	immunosuppresseur.	

Immunologiquement	cela	correspond	à	l’absence	de	réponse	immune	contre	un	antigène.	Cette	

absence	de	réponse	peut	s’expliquer	par	différents	mécanismes	:	

-	 l’action	des	 lymphocytes	T	régulateurs	 (Treg)	qui	 contre-balancent	 la	 réponse	effectrice	 in	

situ.	Elle	dépend	du	ratio	Treg/T	effecteur	et	de	 la	 fonctionnalité	de	chacune	de	ces	deux	sous	

populations.	 

-	 l’ignorance	(anergie)	 :	absence	de	réponse	effectrice	pouvant	 être	 liée	 à	 i)	une	présentation	

d’antigène	sans	cosignal	(par	DC	immature/non	activée	ou	tolérogène)	ou	ii)	à	une stimulation	
antigénique	trop	importante.	

-	la	sanctuarisation	ou	absence	de	présentation	de	l’antigène	:	soit	par	dissimulation	(stratégie	

d’échappement	du	CMV)	soit	par	absence	de	recrutement	des	cellules	spécifiques	sur	le	site	cible	

(tolérance	induite	par	l’inhibition	CXCR3,	dans	des	modèles	de	transplantation	pulmonaire)(28)	

.	 

Les	 Treg	 sont	 des	 acteurs	 importants	 de	 la	 tolérance.	 On	 distingue	 les	 lymphocytes	 T	 CD4+	

régulateurs	 centraux	 (ou	 naturels)	 formés	 tôt	 dans	 le	 thymus	 dont	 la	 spécificité	 est	

principalement	 orientée	 vers	 des	 autoantigènes,	 et	 des	 lymphocytes	 T	 CD4+	 régulateurs	

périphériques,	 formés	 après	 une	 exposition	 antigénique	 conditionnée	 par	 le	

microenvironnement	 cytokinique.	 Leur	 spécificité	 antigénique	 n’est	 pas	 réduite	 aux	 auto-

antigènes.	Pour	cette	population	il	est	possible	que	le	statut	«régulateur»	ne	soit	pas	stable	dans	

le	temps.		

Le	 rôle	 des	 Treg	 dans	 des	 maladies	 autoimmunes	 ou	 inflammatoires	 digestives	 a	 été	 mis	 en	

évidence	 dans	 différents	 modèles	 animaux	 avec	 déplétion	 en	 Treg.	 Leur	 phénotype	 est	
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caractérisé	par	une	expression	membranaire	importante	de	CD25	et	du	facteur	de	transcription	

FoxP3.	 La	 différenciation	 à	 partir	 de	 cellules	 T	 CD4+	 naıv̈es	 est	 orientée	 par	 la	 production	

(notamment	par	les	CPA)	d’IL2	et	TGF	β	et	l’absence	(absolue	ou	relative)	de	cytokines	orientant	

vers	d’autres	fonctions	(absence	d’IL12,	IL17,	IL6,	IL4,	etc...).	Le	facteur	de	transcription	FoxP3	

permet	la	régulation	positive	de	CD25	et	CTLA4	et	négative	de	cytokines	proTH1.		

	

Les	mécanismes	d’action	des	Treg	sont	multiples	:		

- production	cytokinique	paracrine	de	TGF	β	et	IL10	inhibant	les	lymphocytes	effecteurs,		

- inhibition	de	la	fonction	effectrice	par	interaction	métabolique	(production	d’adénosine,	

de	 catabolites	 du	 tryptophane,	 d’augmentation	 de	 l’AMPcyclique	 intracellulaire	 par	

transfert	intercellulaire),		

- interaction	 cellulaire	 directe	 inhibitrice	 de	 la	 maturation/activation	 des	 CPA	 (CTLA4-

B7),		

- interaction	 déplétante	 avec	 la	 population	 T	 effectrice	 par	 cytolyse	 et	 la	 production	 de	

Perforine-Granzyme,		

- compétition	 entre	 les	 Treg/lymphocytes	 T	 effecteurs	 in	 situ,	 pour	 l’accès	 à	 la	 cible	 et	

l’utilisation	des	cytokines.	

Il	 a	 également	 été	mis	 en	 évidence	 une	 population	 de	 lymphocyte	 T	 CD8+	 CD28-	 Foxp3+	 qui	

aurait	des	propriétés	régulatrices	similaires.	
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2-	Dysfonction	chronique	du	greffon	(CLAD)		
 
En	 transplantation	 pulmonaire,	 l’évolution	 des	 techniques	 chirurgicales	 et	 les	 progrès	

concernant	 le	 management	 péri-opératoire	 ont	 permis	 d’améliorer	 sensiblement	 la	 survie	 à	

court	terme.	Cependant	la	survie	à	long	terme	reste	décevante	avec	une	survie	à	10	ans	autour	

de	27%,	ce	qui	fait	de	la	transplantation	pulmonaire	l’intervention	avec	la	moins	bonne	survie	à	

long	terme,	comparée	aux	autres	transplantations	d’organe	solide	comme	le	rein	(58%),	le	foie	

(70%),	le	cœur	(56%),	le	pancréas	(77%),	ou	l’intestin	(44%)	(29).	Or	la	dysfonction	chronique	

du	 greffon	 ou	 CLAD	 affecte	 50%	 des	 patients	 à	 5	 ans.	 Depuis	 longtemps,	 le	 syndrome	 de	

bronchiolite	 oblitérante	 (BOS, Bronchiolitis	 obliterans	 Syndrome)	 était	 considéré	 comme	 la	

seule	manifestation	de	 la	dysfonction	chronique	du	greffon	 (30).	Cependant,	depuis	2011,	une	

nouvelle	 entité	 nosologique	 est	 caractérisée,	 appelée	 le	 Restrictive	 Allograft	 Syndrome	 (RAS).	

Dans	 l’article	princeps de	Sato,	 la	probabilité	de	développer	un	CLAD	à	5	ans	est	de	50%,	35%	

avec	un	phénotype	BOS,	15%	avec	un	phénotype	RAS. 

 

2-1-	Manifestations	cliniques	et	fonctionnelles	
 

2-1-1	le	syndrome	de	bronchiolite	oblitérante 
 

Le	syndrome	ventilatoire	obstructif	survient	plusieurs	années	après	la	transplantation	et	est	la	

conséquence	de	l’oblitération	des	petites	voies	aériennes	ou	BOS.	La	bronchiolite	oblitérante	fut	

décrite	pour	la	première	fois	en	1984	(université	de	Stanford)	chez	un	patient	transplanté	cœur-

poumon	 qui	 avait	 une	 diminution	 progressive	 du	 volume	 maximal	 expiré	 en	 une	 seconde	

(VEMS).	La	biopsie	transbronchique	a	révélé	un	dépôt	fibromyxoıd̈e	intraluminal	et	un	infiltrat	

d’eosinophiles	 dans	 la	 sous-muqueuse	 bronchique.	 Ces	 lésions	 anatomiques	 contribuent	 à	

l’apparition	du	BOS	qui	se	définit	par	une	obstruction	progressive	des	voies	aériennes	associée	à	

une	détérioration	de	la	fonction	respiratoire.	Il	existe	également	une	atteinte	vasculaire,	qui	est	

la	 forme	 la	 moins	 fréquente	 et	 la	 moins	 morbide,	 caractérisée	 par	 une	 athérosclérose	 de	 la	

vascularisation	pulmonaire	(31).	

Le	BOS	aboutit	 à	 la	perte	du	greffon,	à	une	insuffisance	respiratoire	terminale	et	à	terme	à	une	

indication	 de	 re-transplantation	 (32).	 Si	 certains	 facteurs	 de	 risques	 sont	 suspectés	 ou	

confirmés,	les	mécanismes	du	BOS	sont	encore	mal	connus.	Il	n’existe	aucun	marqueur	précoce	

prouvé	qui	en	permettrait	un	diagnostic	et	une	prise	en	charge	précoce.		
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Figure	5	:	Mesure	de	volumes	pulmonaires	et	radiographie	de	patients	atteints	de	bronchiolite	
oblitérante.		
(A)	Mesures	du	VEMS,	de	la	capacité	vitale	forée	(CVF)	et	de	la	capacité	pulmonaire	totale	(CPT)	chez	un	
patient	atteint	de	BOS.	On	observe	la	diminution	rapide	et	franche	du	VEMS	avec	une	stabilité	de	la	CPT	
caractéristiques	(B)	Radiographie	pulmonaire	(diminution	des	vaisseaux	en	périphérie)	et	(C)	Scanner	
thoracique	d’un	patient	atteint	de	BOS	(piégeage	expiratoire).	D’après	M.	Sato,	JHLT	2011,	Vol13	issue	7,	
pages	735-742.		
 
 
 
	
2-1-2-	Le	syndrome	allogenique restrictif 
 

De	 récentes	 publications	 ont	 identifié	 un	 syndrome	 restrictif,	 appelé	 RAS	 (Restritive	 allograft	

syndrome)	qui	correspond	à	un	autre	groupe	de	dysfonction	chronique	du	greffon	(30).	Du	à	un	

processus	fibrosant	intra-parenchymateux,	il	se	traduit	par	une	diminution	des	volumes	expirés	

maximaux	et	une	diminution	de	la	capacité	pulmonaire	totale	(CPT)	(Figure	6).	Le	diagnostic	est	

établi	 par	 l’existence	 d’un	 syndrome	 restrictif	 associé	 à	 des	 lésions	 parenchymateuses	 se	

traduisant	 par	 un	 syndrome	 interstitiel	 radiologique	 (Figure	 6).	 Ce	 syndrome	 restrictif	

semblerait	corrélé	avec	l’inflammation	et	le	processus	fibrotique,	pouvant	à	terme	contribuer	à	

la	dysfonction	chronique	du	greffon.	Le	diagnostic	d’un	RAS	chez	un	patient	est	associé	à	un	plus	

mauvais	pronostic.		

	

	

	

	

	

 



	 27 

 
Figure	6	:	Mesures	de	volumes	pulmonaires	et	radiographie	d’un	patient	atteint	d’un	RAS.		
(A)	Mesures	du	VEMS,	de	la	CVF	et	de	la	CPT	chez	un	patient	atteint	de	RAS.	On	obserbe	la	diminution	de	
tous	 les	volumes	pulmonaires	y	compris	 la	CPT	(B)	Radiographie	pulmonaire	et	 (C)	Scanner	 thoracique	
d’un	 patient	 atteint	 de	 RAS.	 On	 observe	 les	 opacités	 parenchymateuses	 bilatérales	 diffuses	 et	 non	
systématisées,	 alvéolaires	 et	 interstitielles	 caractéristiques	 dans	 le	 contexte	 de	 transplantation	
pulmonaire.	D’après	M.	Sato,	JHLT	2011,	Vol13	issue	7,	pages	735-742.		
 
	
2-1-3-	arbre	décisionnel	de	diagnostic	clinique	du	CLAD		
	

Dans	 le	 contexte	de	définition	 récente	du	CLAD,	Verleden	 et	 al	proposent	une	définition	 et	 un	

algorithme	 clinique	 (Figure	 7)	 de	 diagnostic	 du	 CLAD	 afin	 de	 faciliter	 les	 démarches	

diagnostiques	permettant	d’éliminer	les	nombreux	diagnostics	différentiels	correspondant	à	des	

causes	spécifiques	de	dysfonction	du	greffon	(33).	
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Figure	7	:	Algorithme	clinique	devant	une	dysfonction	du	greffon	pulmonaire	d’après	Verleden	A	
new	classification	system	for	chronic	lung	allograft	dysfunction.	J	Heart	Lung	Transplant	
forced	expiratory	volume	in	1	second	(FEV)	;	forced	vital	capacity	(FVC)	;	acute	lung	allograft	dysfunction	
(ALAD)	;	 chronic	 lung	 allograft	 dysfunction	 (CLAD);	 bronchiolitis	 obliterans	 syndrome	 (BOS)	;	
azithromycin-responsive	allograft	dysfunction	(ARAD)	;	restrictive	allograft	syndrome	(RAS).	 
 

2-2-	Rôle	de	l’immunité	innée		
 

2-2-1-	Reconnaissance	des	molécules	exogènes	et	endogènes	
 

	 Les	 poumons	 sont	 continuellement	 exposés	 à	 l’environnement.	 L’immunité	 innée	 est	

donc	 continuellement	 stimulée	 par	 des	 pathogènes,	 allergènes	 et	 polluants.	 Le	 système	

immunitaire	 inné	 reconnaît	 les	 « pathogen	 associated	 molecular	 patterns »	 (PAMPs)	 par	

l’expression	 d’un	 large	 éventail	 de	 « pathogen	 recognition	 receptors »	 (PRRs).	 Parmi	 eux,	 les	

« Toll	Like	Receptors »	(TLR),	représentent	une	famille	de	13	membres	exprimés	par	les	cellules	

hématopoïetiques	ou	parenchymateuses	impliqués	dans	la	reconnaissance	des	pathogènes	(34). 

TLR2,	 TLR4	 et	 TLR9,	 impliqués	 dans	 la	 reconnaissance	 bactérienne	 ou	 virale,	 seraient	

susceptibles	de	participer	au	développement	du	CLAD	(35,	36). 

	 Les	 infections	 bactériennes,	 virales	 ou	 fongiques	 sont	 connues	 comme	 un	 facteur	 de	

risque	de	rejet	chronique	dans	le	développement	du	CLAD	(37-39).	La	colonisation	Aspergillaire	
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est	 un	 facteur	 de	 risque	 de	 BOS	 (40),	 tout	 comme	 la	 colonisation	 de	 novo	 de	 pseudomonas	

aeruginosa	(41).	 

	 Outre	 les	 pathogènes,	 les	 TLR	 peuvent	 être	 les	 cibles	 d’endotoxines	 présentes	 dans	 le	

liquide	 gastrique	 des	 patients	 transplantés	 pulmonaires	 présentant	 un	 reflux	 gastro-

oesophagien	(RGO). 

	 Aussi,	les	polluants	sont	connus	comme	des	activateurs	de	l’immunité	innée	(42),	et	des	

travaux	récents	mettent	en	évidence	une	relation	entre	la	pollution	liée	au	trafic	et	le	risque	de	

développer	un	CLAD	(43). 

	 La	 durée	 d’ischémie	 froide	 du	 greffon	 et	 l’ischémie	 reperfusion	 sont	 connus	 comme	

déterminants	pour	la	survie	à	long	terme	après	une	transplantation	pulmonaire	(44).			 

	 Les	molécules	exogènes	et	endogènes	activent	l’inflammation	et	libèrent	des	cytokines	et	

des	chimiokines	activant	l’immunité	innée. 

 

2-2-2-	Activation	des	cellules	épithéliales	bronchiques		 
 

	 L’épithélium	 bronchique	 est	 la	 première	 ligne	 de	 défense	 contre	 les	 pathogènes,	

particules,	 polluants	 ou	 allergènes.	 Les	 cellules	 épithéliales	 bronchiques	 (CEB)	 expriment	 un	

large	éventail	de	TLR	(45),	ou	autres	PRR	tels	que	les	NOD-Like	Receptor		(NLR),	ou	RIG-I-Like	

Receptor	(RLR)	(46),	et	elles	sont	en	première	ligne	en	cas	d’agression.	Leur	impact	majeur	dans	

l’immunité	pulmonaire	 (47)	est	ainsi	 clairement	établi.	Dans	 le	 contexte	de	 la	 transplantation,	

les	 CEB	 peuvent	 sécréter	 des	 cytokines	 pro-inflammatoires,	 chémokines	 et	 facteurs	 de	

croissance	par	des	stimuli	allo-dépendants	et	allo-independants	(48).		

	 Parmi	ces	molécules	:	 

- Il-8	:	associée	à	l’infiltration	alvéolaire	des	neutrophiles	dans	le	poumon	transplanté	(49) 

- Il-1	 alpha	:	 produite	 après	 une	 infection	 à	 pseudomonas	 aeruginosa,	 responsable	 de	

l’activation	fibroblastique	(50)				 

- CCL-2	:	chemoattractant	des	monocytes,	dont l’expression est augmentée	chez	les	patients	

développant	un	CLAD. 

- CXCL9-	 CXCL10	:	 chémoattractants	 les	 monocytes,	 produits	 au	 cours	 du	 rejet	 aigu	 et	

ayant	un	effet	inflammatoire	sur	le	greffon	(51)	

 

 

 

 

 

 



	 30 

2-2-3-	Rôle	des	Polynucléaires	Neutrophiles							
 

	 Plusieurs	 études	 rapportent	 un	 taux	 élevé	 de	 neutrophiles	 dans	 les	 lavages	 broncho-

alvéolaires	 (52),	 expectorations	 (53)	 et	 biopsies	 pulmonaires	 (54),	 de	 patients	 transplantés	

développant	 un	 CLAD. L’Il-8	 est	 le	 médiateur	 permettant	 le	 recrutement	 et	 l’activation	 des	

neutrophiles	 après	 la	 transplantation	 pulmonaire.	 Or	 l’Il-8	 peut	 être	 sur-exprimée	 en	 cas	 de	

RGO,	d’infections,	ou	lors	de	l’exposition	aux	polluants.	La	persistance	locale	des	neutrophiles	et	

de	 leurs	produits	de	sécrétion	 induisent	des	dommages	épithéliaux,	précédant	 la	 formation	de	

cicatrices	 caractéristiques	 du	CLAD,	 faisant	 de	 l’infiltration	 alvéolaire	 par	 des	 neutrophiles	 un	

biomarqueur	prédictif	du	CLAD	(55). 

Les	 neutrophiles	 sont	 ainsi	 historiquement	 associés	 au	 développement	 du	 CLAD.	

Cependant	 l’usage	 d’azithromycine,	 un	 antibiotique	 macrolide	 ayant	 des	 propriétés	 anti-

inflammatoires	 notamment	 en	 cas	 d’inflammation	 à	 neutrophiles	 a	modifié	 la	 nosologie	 de	 la	

dysfonction	chronique	en	améliorant	la	fonction	respiratoire	de	certains	patients	présentant	une	

altération	 des	 volumes	 expirés	 maximaux	 (56),	 et	 amenant	 ainsi	 la	 définition	 d’un	 nouveau	

phénotype	de	dysfonction	pulmonaire	appelé	« azithromycin	responsive	allograft	dysfunction »	

(ARAD)	ou	« neutrophilic	 reversible	 allograft	 dysfunction »	 (NRAD),	 qui	 se	 distingue	du	CLAD	

(Figure	7). 

 

2-2-4-	Rôle	des	cellules « Natural	Killer » 
 
Les	 cellules	 NK	 sont	 associées	 au	 rejet	 aigu	 et	 au	 CLAD	 en	 transplantation	 pulmonaire	 (57).	

L’activation	 des	 cellules	 NK	 peut	 être	 dépendante	 des	 anticorps	 (58)	 via	 les	 recepteurs	

membranaires	CD16,	CD32	et	CD56,	mais	aussi	indépendante	des	anticorps	via	le	recepteur	de	

chimiokine	CX3CR1	présent	sur	les	cellules	NK	(59).		

De	plus,	l’épithélium	en	condition	de	stress	est	capable	d’activer	les	cellules	NK	via	le	recepteur	

NKG2D	(60).	Une	fois	activées	les	cellules	NK	peuvent	libérer	un	large	arsenal	cytotoxique	(61)	:		

-	protéines	cytolytiques	:	granzymes	A,	B,	perforine,	fasL,	TRAIL	

-	cytokines	:	TNF	alpha,	IFN	gamma	

Enfin,	 lors	 du	 rejet	 chronique	 les	 cellules	NK	 ont	 une	 propension	 à	migrer	 dans	 les	 poumons	

(62).	

	

2-2-5-	Rôle	des	Macrophages	et	Eosinophiles	
 
Le	 rôle	 des	macrophages	 dans	 le	 développement	 du	 CLAD	 est	 suggéré	 par	 la	 réduction	 de	 la	

dysfonction	du	greffon	après	avoir	bloqué	leur	infiltration(63).	 
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Des	travaux	récents	montrent	une	association	entre	les	éosinophiles	et	la	dysfonction	du	greffon	

(64).	Les	éosinophiles	peuvent	participer	au	développement	du	CLAD	par	 la	 libération	de	ROS	

(destruction	du	greffon),	ou	TGF-beta	(remodelage	aberrant)	(65-67). 

																																																																																																												 

2-3-Rôle	de	l’immunité	adaptative		
 

2-3-1-	Immunité	Th1	 
 
	 Le	 développement	 de	 la	 réponse	 immunitaire	 cellulaire	 alloimmune	 (et	 auto	 immune)	

repose	généralement	sur	la	migration	des	cellules	présentatrices	de	l’antigène	dans	les	organes	

lymphoïdes	secondaires	où	elles	rencontrent	et	activent	les	lymphocytes	T. 

	 Le	 rôle	 de	 l’immunité	 Th1	 dans	 le	 développement	 du	 CLAD	 est	 suggéré	 par	

l’augmentation	des	cellules	Th1	ou	 le	niveau	des	cytokines	ou	granzymes	B	dans	 le	sang	ou	 le	

LBA	des	patients	developpant	un	BOS	(68).	De	plus,	l’inhibition	des	lymphocytes	T	cytotoxiques	

par	 HLA-G	 a	 été	 suggérée	 chez	 les	 patients	 stables	 (69).	 Cette	 alloreconnaissance	 implique	

principalement	une	présentation	indirecte	des	CMH	I	et	II	du	donneur	(70). 

 

2-3-2- Immunité	Th17 
 
L’agression	 des	 tissus	 par	 l’ischémie,	 la	 défaillance	 primaire	 du	 greffon,	 l’infection	 ou	 les	

réactions	 allo-immunes	 modifient	 l’accessibilité	 des	 domaines	 protéiques	 antigéniques.	

L’autoimmunité	 joue	 un	 rôle	 de	 plus	 en	 plus	 évident	 dans	 le	 développement	 du	 CLAD:	 les	

épitopes	normalement	masqués	peuvent	être	exposés	au	système	immunitaire	conduisant	à	une	

réponse	 autoimmune.	 En	 effet	 l’expression	 de	 Col(V),	 un	 antigène	 du	 collagène,	 spécifique	 de	

l’intensité	de	la	réponse	T,	est	corrélé	à	l’incidence	et	la	sévérité	du	BO,	en	raison	d’une	réponse	

autoimmune	anti-Col(V)	dépendante	de	Il-17.	De	plus,	l’immunité	Th17	est	liée	à	l’inflammation	

chronique	et	aux	neutrophiles	dans	le	poumon.	Dans	la	transplantation	pulmonaire,	l’immunité	

Th17	favorise	la	dysfonction	chronique	du	greffon	par	la	fibrose	des	voies	aériennes,	l’induction	

des	BALT,	le	chimiotactisme	des	neutrophiles	et	l’expansion	des	autoanticorps	(71).	

 
2-3-3-	Rôle	des	cellules	régulatrices	
 

Le	 rôle	des	Lymphocytes	T	 régulateurs	dans	 le	développement	du	CLAD	sera	détaillé	dans	un	

chapitre	spécifique	(Cf	ci-dessous). 
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2-3-4-	Immunité	humorale	 
 

L’association	 entre	 l’immunité	 humorale	 et	 le	 développement	 du	 CLAD	 est	 bien	 documentée.	

L’accumulation	des	cellules	B	est	observée	dans	les	tissus	pulmonaires	des	patients	développant	

un	 CLAD	 (72).	 La	 présence	 d’antigènes	 spécifiques	 du	 donneur	 (DSA),	 est	 corrélée	 au	

developpement	 du	 BOS	 (73),	 et	 les	 thérapies	 ciblant	 les	 DSA	 diminuent	 l’incidence	 de	 la	

dysfonction	chronique	(74).	Les	anticorps	anti	Col(V)	et	anti	K	alpha1	tubuline	ont	été	associés	

au	processus	de	BOS,	indépendamment	des	DSA	(75).	

Les	 anticorps	 anti-greffon	 induisent	 une	 activation	 du	 système	 du	 complément	 et	 une	

dégradation	 du	 tissu	 pulmonaire.	 Le	 polymorphisme	 de	 la	 proteine	 CD59	 régulatrice	 du	

complément	 a	 été	 associé	 au	 développement	 du	 BOS	 (76)	 suggérant	 que	 la	 régulation	 de	

l’activation	 du	 complément	 peut	 contrôler	 le	 développement	 du	 CLAD.	 L’activation	 du	

complément	 a	 été	 largement	 étudiée	 comme	 potentiel	 marqueur	 de	 rejet	 humoral,	 via	 le	

marquage	du	composant	C4d. 

L’activation	 répétée	 de	 réactions	 immunitaires	 induit	 une	 destruction	 des	 tissus	 et	 une	

dégradation	 des	 processus	 de	 réparation	 de	 l’épithélium.	 Ces	 mécanismes	 sont	 difficilement	

contrôlables	 par	 l’immunosupression	 et	 un	processus	 de	 remodelage	 aberrant	 de	 l’epithélium	

prend	place	et	conduit	finalement	à	la	perte	de	fonctionnalité	du	greffon. 

 

La	 figure	 8	 résume	 les	 mécanismes	 physiopathologiques	 du	 CLAD.	 Les	 facteurs	 de	 risques	

endogènes	 (CMH	 missmatch,	 agression	 du	 greffon,	 auto-antigène)	 ou	 exogènes	 (infection,	

polluants,	 allergènes)	 conduisent	 à	 une	 activation	 du	 système	 immunitaire	 inné	 et	 adaptatif	

après	transplantation	pulmonaire.	L’exposition	continue	à	l’environnement	et	le	développement	

de	 l’autoimmunité	 favorisent	 la	persistance	de	 l’inflammmation	et	de	 l’agression	des	 tissus.	La	

destruction	 du	 greffon	 et	 les	 processus	 de	 blessure/cicatrisation	 favorisent	 le	 remodelage	 du	

greffon	pulmonaire	et	le	développement	du	CLAD. 
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Figure	8	:	mécanismes	physiopathologiques	du	CLAD	d’après	PJ	Royer	Chronic	Lung	Allograft	

Dysfunction.	Transplantation	2016	 (77) 

 
 
 
 

2-4	Les	biomarqueurs	dans	le	CLAD	
 
Le	diagnostic	tardif	du	CLAD	incite	à	valider	des	biomarqueurs	précoces	issus	des	connaissances	

sur	 la	 physiopathologie	 du	 CLAD.	 En	 effet	 les	 nombreuses	 études	 humaines	 et	 animales	 ont	

démontré	 l’importance	 des	 interactions	 entre	 récepteurs	 /	 cytokines	 /	 chimiokines	 dans	 la	

pathogénèse	de	la	dysfonction	du	greffon.		

Plusieurs	biomarqueurs	potentiels	ont	ainsi	été	proposés	dans	le	CLAD	:	Il-6,	Il-8,	Il-17	,	Il-18,	Il-

23,	Il-13,	IFN-Gamma,	TGF-beta,	pH,	acides	biliaires,	trypsine	(en	cas	de	RGO),	et	TLR.	

Aujourd’hui,	aucun	de	ces	biomarqueurs	résumés	dans	la	figure	9,	n’a	d’implication	en	pratique	

clinique,	et	des	études	complémentaires	sont	nécessaires	afin	de	clarifier	au	mieux	l’importance	

de	chacun.	
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3-	Lymphocytes	T	régulateurs	en	transplantation	pulmonaire	
 
 

L’existence	de	lymphocytes	T	capables	d’inhiber	les	réponses	immunitaires	et	inflammatoires	a	

été	proposée	dans	les	années	1970.	Les	Tregs	sont	depuis	les	années	2000	identifiés	comme	une	

sous-population	 cellulaire	 très	 importante	 dans	 de	 nombreuses	 pathologies:	 allergies,	

pathologies	 auto-immunes,	 infections	 virales,	 parasitaires	 et	 bactériennes,	 cancer,	 rupture	 de	

tolérance,	et	dans	différentes	situations	inflammatoires:	polyarthrite	rhumatoïde,	sclérodermie,	

myopathie,	athérosclérose.	Ils	font	d’ailleurs	partie	des	candidats	prometteurs	dans	le	cadre	de	

protocoles	 de	 thérapie	 cellulaire	 (78,	 79)	 et	 sont	 des	 cibles	 potentielles	 dans	 le	 traitement	de	

plusieurs	cancers	(80,	81).	De	nombreuses	études	ont	été	menées	afin	d’une	part	d’identifier	les	

marqueurs	 spécifiques	 de	 ces	 lymphocytes	 T	 régulateurs	 et	 d’autre	 part	 d’en	 connaıt̂re	 les	

mécanismes	de	régulation. 

	 

3-1-Identification		
 

Plusieurs	 études	 ont	 mis	 en	 évidence	 l’existence	 de	 lymphocytes	 T	 régulateurs	 induits	 en	

périphérie	 de	 phénotype	 CD4+	 CD25hi	 CD127low	 présentant	 un	 développement	 et	 une	 activité	

régulatrice	dépendante	de	l’expression	du	facteur	de	transcription	FoxP3	(82,	83). 

Plus	 récemment,	 d’autres	 études	 ont	 démontré	 que	 l’expression	 de	 ce	 marqueur	 n’était	 pas	

suffisante	pour	générer	des	Tregs	 stables	 et	 fonctionnels	 et	que	 l’analyse	de	population	Tregs	

CD4+	devait	s’appuyer	sur	l’étude	épigénétique	du	gène	codant	FoxP3	(84,	85). 

Jusqu’à	maintenant,	le	marquage	standard	CD127,	CD25	et	FoxP3	était	utilisé	pour	quantifier	les	

Tregs	circulants	(11).	 

Le	groupe	de	Sakagushi	a	montré	que	ces	 lymphocytes	T	CD4+	CD25hi	FoxP3+,	pouvaient	 être	

subdivisés	en	trois	sous-populations,	les	Tregs	mémoire	(mTregs),	les	Tregs	naifs	(nTregs)	et	les	

non-Tregs	 (non-Tregs)	 qui	 expriment	 différentiellement	 les	 marqueurs	 FoxP3	 et	 CD45RA	 et	

présentent	des	activités	régulatrices	différentes	(86,	87)	:	 

- naïves	Treg	(nTreg)	:		TCD45RA+	CD45RO-	Foxp3low	CD25+	CD127lo	

- memory	Treg	(mTreg)	:	TCD45RA-	CD45RO+Foxp3high	CD25+	CD127lo	

- non	Treg	(non-Treg)	:		TCD45RA-	CD45RO-	Foxp3low	CD25+	CD127lo	

	

La	Figure	10	résume	 la	 stratégie	d’identification	des	 sous	populations	de	Tregs	chez	 l’homme.	

Les	nTregs	sont	caractérisés	par	une	faible	expression	des	molécules	de	Tregs	effecteurs	(CTLA-

4,	 Lag3,	GITR,	 Il-10,	 Il-35,	 granzyme-B)	 comparés	 au	mTregs	 (14-34).	Helios	 est	 un	marqueur	
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d’identification	des	Treg	stables	et	probablement	des	Treg	dérivés	du	thymus	chez	l’homme.	Une	

fois	 activés,	 les	 nTreg	 se	 différencient	 en	 CD45RO+	mTreg	 et	 surexpriment	 des	molécules	 de	

Tregs	effecteurs	(88),	comme	CD27	(89),	CD39,	CTLA-4,	GITR,	Lag3,	et	HLA-DR	(90).	

Il	 est	ainsi	maintenant	clairement	établi	que	 les	Treg	humains	peuvent	se	diviser	en	plusieurs	

sous-ensembles	dépendants	de	leur	état	d’activation/différenciation	et	de	leur	localisation	mais	

de	plus	amples	analyses	et	investigations	restent	nécessaires	afin	de	trouver	des	marqueurs	plus	

spécifiques	des	ces	sous-ensembles	(91).	

	

	

				 	

							

	

  Figure	10	:	identification	des	sous	ensemble	de	Treg	humains	
   D’après	Braza	et	al.	2015	(92)	
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3-2-	Tolérance	et	effet	immunosupresseur	
 
En	 transplantation	 rénale,	 un	 sous-groupe	 de	 patients	 (appelé	 «	tolérant	»)	 tolèrent	 leurs	

greffons	 sans	 l’utilisation	 de	 traitement	 immunosupresseur	 (93).	 Il	 a	 été	 démontré,	 dans	 ce	

contexte,	 une	 fréquence	 plus	 importante	 de	 Tregs	 circulants, notamment	 des	 Treg	 avec	 une	

déméthylation	du	FoxP3	(87).	L’augmentation	des	mTreg	n’est	retrouvée	que	chez	 les	patients	

tolérants.	Ces	mTreg	expriment	davantage	CD39	et	GITR	et	ont	donc	des	propriétés	supressives	

plus	importantes. 

 

Les	Tregs	peuvent	être	la	cible	des	composants	de	l’immunité	innée	et	acquise	afin	de	réguler	les	

exacerbations	 inflammatoires	 et	 promouvoir	 la	 tolérance	 du	 greffon.	 Plusieurs	 mécanismes	

supresseurs	médiés	par	les	Tregs	ont	été	identifiés,	résumés	dans	la	figure	9.	Les	Tregs	peuvent	

inhiber	l’inflammation	par	la	production	de	cytokines	immunosuppressives	(Il-10,	TGFbeta	et	Il-

35)	 (94),	 l’expression	 de	 molécules	 inhibitrices	 telles que CTLA-4	 (95)	 et	 par	 la	 libération	

d’adénosine	par	la	voie	de	CD39-CD73	(96).	 

 

 

 

																			  
 

  figure	11	:	fonctions	immunosupressives	des	Tregs	humains	
   D’après	Braza	et	al.	2015	(92)	
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Quelle que	soit	la	population	Treg	étudiée,	ses	capacités	régulatrices	dépendent	de	mécanismes	

divers	:	cytolyse	et	inhibition	dépendantes	du	contact	des	lymphocytes	T	effecteurs,	induction	de	

leur	apoptose,	arrêt	de	leur	cycle	cellulaire,	blocage	de	la	co-stimulation	et	de	la	prolifération	des	

cellules	dendritiques	(97),	induction	d’un	environnement	anti-inflammatoire	via	la	sécrétion	de	

cytokines	telles	que	l’IL-10	ou	le	TGF-ß	(98),	dégradation	de	l’ATP	extra	cellulaire	en	adénosine	

décrite	 pour	 sa	 fonction	 immunomodulatrice	 (99).	 Enfin,	 l’activité	 basale	 de	 la	 cellule	 T	

régulatrice	 elle-même,	 c’est	 à	 dire	 principalement	 son	 activité	 mitochondriale	 permettant	 la	

synthèse	 d’ATP	 intracellulaire	 influence	 les	 capacités	 régulatrices	 des	 cellules	 CD4+	 CD25hi	

FoxP3+	(100). 
 

3-3-	Treg	et	CLAD	
 
Les	 Treg	 regroupent	 une	 grande	 diversité	 de	 populations	 cellulaires	 immunosupressives	

caractérisées	 par	 des	 mécanismes	 d’action	 et	 une	 ontogénèse	 spécifiques.	 Des	 études	 ont	

montré	 une	 corrélation	 entre	 la	 présence	 de	 Treg	 dans	 le	 greffon	 pulmonaire	 ou	 le	 sang	 et	

l’absence	 de	 dysfonction	 chronique	 (55).	Plus	 spécifiquement,	 c’est	 la	 balance	 Th17/Treg	 qui	

pourrait	déterminer	 l’évolution	du	greffon.	En	effet	des	modèles	murins	ont	montré	une	down	

régulation	»	de	l’immunité	Th17	par	transfert	adoptif	au	profit	des	cellules	Treg	(101).	De	plus,	

la	plasticité	est	une	caractéristique	des	Treg,	et	un	environnement	inflammatoire	peut	favoriser	

une	 différenciation	 en	 cellules	 Th17	 (102).	 Ainsi	 l’IL-6,	 facteur	 important	 de	 la	 balance	

Th17/Treg,	est	connu	comme	marqueur	de	la	dysfonction	chronique	(66).	Ainsi	également,	des	

études	 ont	 proposé	 de	 stimuler	 l’activité	 des	 Treg	 et	 de	 moduler	 la	 balance	 Th17/Treg.	 Par	

exemple	 des	 études	 ont	montré	 une	 amélioration	de	 la	 fonction	 respiratoire	 chez	 les	 patients	

atteints	 de	 CLAD	 traités	 par	 photophérèse	 extracorporelle,	 dont	 l’efficacité est	 suposée	 liée	 à	

l’induction	de	Treg	CD4+	CD25+	(103).	A	contrario,	les	traitements	immunosupresseurs,	dont	on	

pense	qu’ils	altèrent	les	Treg	et	affectent	la	balance	Th17/Treg,	favorisent	le	développement	de	

la	dysfonction	chronique	(104). 

	 En	outre,	 parallèlement	 aux	Treg,	 des	B	 regulateurs	 (Breg),	 produisant	de	 l’Il-10	 et	 du	

TGF	 beta,	 ont	 recemment	 été	 caractérisés.	 Dans	 un	 modèle	 murin,	 ils	 sont	 impliqués	 dans	

l’inhibition	du	développement	de	la	bronchiolite	oblitérante	(105).	Le	challenge	reste	de	définir	

l’impact	de	ces	populations	régulatrices	dans	le	développement	du	CLAD	afin	de	développer	des	

thérapies	immunosuppressives	(106).	 
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4-	COhort	in	Lung	Transplantation 
 

La	 physiopathologie	 du	 CLAD	 est	 encore	 largement	 inconnue	 et	 a	 finalement	 peu	 été	

étudiée,	essentiellement	en	raison	de	la	rareté	des	malades	atteints	et	de	la	difficulté	d’accès	à	

des	 prélèvements,	 et	 faute	 d’étude	 prospective	 longitudinale	 permettant	 d’identifier	 des	

événement	biologiques	précoces.	La	cohorte	COLT	(Cohort	in	Lung	Transplantation)	a	vocation	

a	 répondre	à	 ces	 limitations,	 en	offrant	 aux	 centres	participants	 l’infrastructure	de	 recherche	

clinique	 nécessaire	 aux	 études	 multicentriques	 longitudinales	 prospectives,	 et	 en	 facilitant	

l’accessibilité	à	des	prélèvements	provenant	de	transplantés		pulmonaires	à	des	laboratoire	de	

recherche	intéressés	par	la	biologie	de	la	transplantation	pulmonaire.	

La	cohorte	COLT,	coordonnée	par	le	CHU	de	Nantes,	consiste	en	la	mise	en	commun	d’une	

biocollection	associée	au	recueil	prospectif	par	les	centres	participants	des	données	cliniques	et	

fonctionnelles	des	malades	dans	une	base	commune.	

	

4-1	–	protocole	COLT		
 
 

COLT	 consiste	 en	 la	 mise	 en	 commun	 par	 les	 centres	 participants	 des	 données	 cliniques,	

biologiques,	 fonctionnelles	 et	 radiologiques	 des	 malades,	 recueillies	 de	 façon	 prospective,	

homogène	et	standardisée	dans	une	base	de	données	commune,	associée	à	 la	réalisation	d’une	

biocollection	 comprenant	 des	 échantillons	 d’ARN	 sanguin	 et	 de	 tissus,	 de	 biopsies	 de	 tissus,	

d’ADN	,	de	sérum	et	de	plasma,	 instituée	dans	 le	cadre	du	Centre	de	Ressource	Biologiques	du	

CHU	de	Nantes.	 

L’objectif	 de	 cette	 cohorte	 est	 de	 réaliser	 une	 étude	 longitudinale	 du	 développement	 du	

CLAD	chez	des	patients	transplantés	pulmonaires	suivis	sur	10	ans	après la	transplantation,	dans	

le	but	d’identifier	et	de valider	de	nouveaux	biomarqueurs	du	développement	du	CLAD.	L’étude	

COLT	implique	tous	les	centres	de	transplantation	Français.	Elle	s’ouvre	depuis	2012	à	l’Europe,	

avec	un	centre	en	Belgique.	 

Les	patients	inclus	après	avoir	été	informés	et	avoir	donné	leur	consentement	éclairé	signé	

pour	la	bicocollection,	sont	revus	à	la	date	de	la	transplantation,	à	1	et	à	6	mois	après	la	greffe,	

tous	 les	 6	 mois	 pendant	 5	 ans	 et	 tous	 les	 ans	 pour	 5	 ans	 supplémentaires.	 Lors	 de	 la	

transplantation	un	prélèvement	sanguin	du	donneur	et	du	receveur	sont	réalisés,	et	une	biopsie	

de	poumon	natif	stockée.	A	chaque	visite	de	suivi,	un	prélèvement	sanguin	est	réalisé	(figure	

10).	 Un	 surnageant	 d’expectoration	 induite,	 un	 condensat	 d’air	 exhalé	 ou	 du	 liquide	 et	 des	

cellules	 de	 lavage	 broncho-alvéolaire	 sont	 obtenus	 selon	 les	 habitudes	 des	 équipes	 dans	 le	



	 39 

cadre	 du	 suivi	 systématique	 des	 transplantés	 pulmonaires,	 ou	 en	 cas	 de	 suspicion	 de	 rejet,	

d’infection	pulmonaire	ou	de	CLAD.		

 

 
  figure	12	:	les	différentes	visites	du	protocole	COLT		
 

 

4-2	–	Base	de	données		
 
 

Une	base	de	données	COLT,	 regroupant	 toutes	 les	 informations	nécessaires	à	 l’étude	a	été	

créée	à	partir	du	portail	de	gestion	«	INTEGRALIS	»,	actuellement	en	place	à	Nantes,	en	ajoutant	

les	rubriques	et	items	spécifiques	à	la	cohorte	COLT	et	en	disséminant	cette	base	sur	les	autres	

centres	 participants.	 Chaque	 patient	 peut	 y	 être	 entré	 comme	 dans	 un	 cahier	 d’observation	

(Case	 Report	 Form,	 CRF)	 classique.	 Toutes	 les	 informations	 requises	 par	 le	 protocole	 sont	

présentes	dans	la	base	COLT.	Elle	comprend	les	données	nécessaires	pour	confirmer	le	respect	

du	protocole	et	 toutes	 les	données	nécessaires	aux	analyses	statistiques,	ainsi	que	 les	données	

permettant	de	déceler	les	écarts	majeurs	au	protocole.	

	 Les	données	cliniques,	fonctionnelles	et	biologiques,	ainsi	que	les	résultats	scientifiques,	

obtenus	 de	 façon	 prospective,	 sont	 entrés	 en	 temps	 réel	 par	 les	 assistants	 et	 infirmiers	 de	

recherche	clinique	(ARC	et	IRC)	dans	la	base	de	données	COLT.		 

Les	 paramètres	 qui	 nécessitent	 une	 interprétation	 médicale	 sont	 recueillis	 sur	 support	

papier	par	les	médecins	investigateurs	au	cours	du	suivi	régulier	des	patients.		Ces	données	sont	

ensuite	entrées,	contrôlées	puis	validées	sur	COLT	par	les	ARC	et	IRC	habilités	à	implémenter	la	

base	de	données.	 

 

En	ce	qui	concerne	l’infrastructure	technique	de	la		base	COLT,	un	serveur	est	mis	en	place,	

afin	 de	 garantir	 un	maximum	 d’accessibilité	 et	 de	 performance	 sur	 l’utilisation	 de	 la	 base	 de	

données,	 compte	 tenu	du	 fait	 qu’il	 est	 accessible	 par	 tous	 les	 centres	 investigateurs	 du	projet	

COLT.	Ce	serveur	est	hébergé	dans	un	DataCenter	qui	apporte	toutes	les	garanties	en	termes	de	

sécurité	et	de	vitesse	d’accès.	Des	comptes	d’accès	verrouillés	sont	délivrés	à	chaque	personne	

participant	à	COLT	et	 chargée	de	rentrer	ou	de	monitorer	 les	données.	Des	profils	utilisateurs	

spécifiques	 sont	 créés	 pour	 les	 médecins	 investigateurs,	 les	 ARC	 et	 IRC	 chargés	 de	 saisir	 les	
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données	scientifiques	et	les	ARC	de	la	promotion	(lecture	seule	des	données,	sans	possibilité	de	

saisie).	

Le	 codage	 des	 patients	 est	 fait	 de	 la	manière	 suivante.		 La	 première	 lettre	 du	 nom,	 la	

première	lettre	du	prénom,	et	la	date	de	naissance	sont	les	seules	informations	qui	figurent	dans	

la	base	de	données	et	qui	permettent	de	rattacher	à	posteriori	le	CRF	au	patient.	Le	responsable	

de	la	recherche	est	également	tenu	de	rendre	anonyme	tous	les	documents	qu’il	pourrait	avoir	

en	sa	possession	(compte-rendus	d’examens	d’imagerie,	de	biologie…)	qui	seraient	joints	au	CRF.	

Des	comités	d’adjudication,	réunissant	les	cliniciens	de	chaque	centre,	avec	les	imageries	

et	 les	 épreuves	 fonctionnelles	 des	 patients	 transplantés	 pulmonaires	 suivis	 prospectivement,	

permettent	des	classer	les	patients	selon	leurs	phénotypes	stables,	BO	ou	RAS.	

 

														  
        figure	13	:	schématisation	de	la	méthodologie	du	protocole	COLT	
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OBJECTIFS	
 
	
	 Ainsi,	sur	la	bases	de	ces	données,	notre	étude	consiste	à	caractériser	phénotypiquement	

et	 fonctionnellement	 les	 lymphocytes	 T	 régulateurs	 chez	 les	 patients	 inclus	 dans	 la	 cohorte	

COLT	présentant	un	CLAD	comparés	aux	patients	présentant	une	fonction	stable	de	leur	greffon	

pulmonaire	(STA)	au	cours	des	différentes	visites	de	suivi.	Cette	étude	sera	étendue	à	la	visite	V0	

avant	la	greffe	et	la	perspective	d’intégrer	les	visites	jusqu’au	rejet	chronique	nous	permettra	de	

mieux	 comprendre	 la	 cinétique	 de	 cette	 réponse	 T	 régulatrice	 aux	 cours	 des	 épisodes	 de	

stabilité,	de	rejet	aigu	et	de	rejet	chronique.	
	 Cette	 analyse	 comprendra	 ainsi	 des	 données	 phénotypiques,	 épigénétiques	 et	

fonctionnelles	portant	sur	les	différentes	sous-populations	T	régulatrices	concourant	à	définir	et	

valider	 l’existence	 d’un	 biomarqueur	 prédictif	 spécifique	 du	 rejet	 chronique	 d’allogreffe	

pulmonaire	(CLAD).	Dans	un	second	temps	 
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II- IMMUNOMONOTORING DES LYMPHOCYTES T EN 
TRANSPLANTATION PULMONAIRE 
 

	 	
High regulatory T cells rate after lung transplantation is associated with 

Bronchiolitis Obliterans Syndrome 
 
Maxim Durand1,2,3*, Philippe Lacoste2,3*, Carole Brosseau1,2, 3, Eugénie Durand2, 3, Jennifer 
Loy2, 3, Pierre J Royer2, 3, Antoine Magnan2, 3, Sophie Brouard1, 3 & COLT Consortium 

 

1 ITUN-INSERM U1064, Nantes, France 
2 l’institut du thorax, INSERM U1087/CNRS U6291, Nantes, France 
3 University of Nantes, Nantes, France 
*M.D. and P.L. contributed equally to this report 
 
Key words: Lung Transplantation, Bronchiolitis obliterans, Lymphocytes, Regulatory T cells 
 
Rationale: 
Although immunosuppressive drugs and surgical technics dramatically improved acute 
rejection management after lung transplantation, the irreversible chronic lung allograft 
dysfunction remains a therapeutic challenge for long-term survival. For Bronchiolitis 
Obliterans Syndrome, the main form of chronic dysfunction, both immune mechanisms 
involved and predictive biomarkers have to be better defined. 
 
Objectives 
The COhort in Lung Transplantation, initiated in order to understand the pathophysiology of 
chronic lung allograft dysfunction, gave us the opportunity to analyse the T lymphocyte 
profile of the patients from the transplantation to the bronchiolitis obliterans syndrome 
occurrence. 
 
Methods 
First the T cell profile of 6 stable and 8 patients with bronchiolitis obliterans syndrome was 
investigated before transplantation, 1 to 6 months after transplantation, at the lung dysfunction 
diagnosis and 6 months before. PBMCs were analysed by flow-cytometry with the “classical” 
T-cells markers: CD3, CD4, CD25, CD45RA, and FoxP3. CXCR3, CCR6, CD39, CD73 
CD15s and PD1 were also added to go deeper in the helper (Th) and regulatory T cell (Treg) 
subsets.  
 
Measurements and main results 
T cell profile monitoring highlights an increase in FoxP3+ Treg proportion 1 to 6 months post-
transplantation in bronchiolitis obliterans syndrome patients compared to stable patients 
(3,36% and 0,85% respectively, p<0,005). We validated this profile on 37 stable and 24 
bronchiolitis obliterans syndrome patients (1,61% and 3,18% respectively, p<0,001). These 
regulatory T cells denote a memory phenotype with an expression of CD25, CD45RA, PD1 
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and CD39. The bronchiolitis obliterans syndrome-free survival is significantly increased in 
patients with a low proportion of regulatory T cells early after transplantation (41% and 75% 
in hiTregs and lowTregs respectively, p<0,01).  
 
Conclusions 
In conclusion, we identify regulatory T cell profile as new potential predictive biomarker of 
bronchiolitis obliterans syndrome as early as 1 to 6 months after lung transplantation. 
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1-Introduction  
 

Lung transplantation is a well-established treatment of end-stage pulmonary diseases. Despite 

the improved surgical technics and the use of immunosuppressive drugs, relatively low 

survival rates of 50% after 5 years are still reported (2).  The major limitation to long-term 

survival relates to the development of chronic lung allograft dysfunction (CLAD) in its 

Bronchiolitis Obliterans Syndrome (BOS) form with fibrous obliteration of bronchioles (33). 

BOS development has long been associated with various immunologic and non-immunologic 

factors (107-110). It is defined by an irreversible decline in lung function compared to the 

maximum post-transplantation and affects 50% of lung-transplanted patients within the 5 

years after transplantation. This clinical surrogate marker will occur after BOS has already 

developed (111), so that both immune mechanisms involved and predictive biomarkers have 

to be better defined to allow diagnosis prior to BOS development and design new therapies.  

 

The initial description of suppressor T cells in the 1970s (112) was refined in the 1990s with 

the identification of a distinct CD4+ CD25+T cell subset able to regulate inflammatory 

immune responses (113, 114). This regulatory T cell subpopulation (Tregs) was later 

characterized by the expression of FOXP3, a central transcription factor necessary for their 

survival and suppressive function (82, 83, 115). Tregs encompass a wide diversity of 

immunosuppressive populations characterized by specific ontogeny or mechanisms of action 

(116). The recent identification of Tregs able to express T-helper–associated transcription 

factors and to secrete pro-inflammatory cytokines, raises the question of their heterogeneity 

and stability, under chronic inflammation or immunosuppressive therapy (117, 118). 

Sakaguchi’s group show in 2009, that human FoxP3+ Tregs were composed of three 

phenotypically and functionally distinct subpopulations:  CD45RA+ FoxP3lo naïve Tregs 

(nTregs), and CD45RA- FoxP3hi memory Tregs cells (mTregs), both of which were 

suppressive in vitro, and cytokine-secreting CD45RA- FoxP3lo non suppressive T cells (non-

Tregs){Sakaguchi:2010fc}. The proportion of the three subpopulations differed between cord 

blood, aged individuals, and patients with immunological diseases. 

 

Although the function of Treg subsets in clinical transplantation has not been fully clarified, 

they are believed to suppress the effector CD4+ and CD8+ T cells alloreactivity, and thereby 

contribute to the allograft survival (91, 119-121). Understanding mechanisms of graft 
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maintenance in humans is a matter of great interest, particularly in lung transplantation, 

because the long-term survival of patients is threatened by chronic rejection.  

The COLT (Cohort in Lung Transplantation), initiated in order to understand the 

physiopathology of CLAD, gave us the opportunity to follow the immune profile of the 

patients from the lung transplantation to the BOS occurrence. Then, here we investigate the 

longitudinal profile of Tregs in the peripheral blood of lung transplant recipients (LTR) 

included in the COLT cohort. We compared LTR developing BOS with stable patients, we 

analysed the T cell proportions and phenotypes, focusing on Tregs in order to identify a 

possible specific early biomarker of BOS. 
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2-Material and methods 
 
Patients and study design 
The University Hospital Ethical Committee of Nantes and the Committee for the Protection of 

Patients from Biologic Risks approved this study. All patients who participated in this study 

gave informed consent. Blood samples were selected from LTR included in the multicentric 

longitudinal cohort COLT (COhort in Lung Transplantation, NCT00980967). COLT consists 

in monitoring LTR during 5 years from transplant in order to detect predictive factors of 

CLAD. Pulmonary function tests, clinical data and blood were collected at inclusion before 

transplantation (Visit 0, V0), the day of transplantation (V1), one-month later (V2) and every 

six months after transplantation up to 5 years (V3 to V12). 

The criteria for stability (STA) or bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) were described in 

detail elsewhere (33). STA and BOS phenotypes were confirmed by an adjudication 

committee of clinicians and researchers upon pulmonary function tests, computerized 

tomography, and after elimination of confounding factors in line with the charter 

ISHLT/ERS/ATS (27). 

A total of 61 age and sex-matched LTR from COLT were included in this study, and a 

summary of the clinical data is presented in Table 1. For each patient, 4 time points were 

analyzed: the visit at the inclusion before TP, one to six months after transplantation (samples 

of V2 and V3 were analyzed together), 18 months after transplantation for stable patients and 

the visit for which CLAD was diagnosed and 6 months before CLAD for BOS patients.  

The lymphocyte profile of 6 stable (STA) and 8 BOS patients was investigated on those 4 

time points, then we validated the V2-V3 profile on 37 stables and 24 bronchiolitis obliterans 

syndrome patients. Each patient has a minimum of 3 years of follow-up. 
 

Cytometry, and Cell Sorting 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were isolated by Ficoll-Paque (GE Healthcare, 

Marolles-en-Hurepoix, France) gradient centrifugation, frozen and stored at the Centre de 

Ressources Biologiques (CRB) of Nantes. PBMC were rapidly thawed by placing cryovials at 

37°C, washed and stained. The following antibodies and reagents were used for flow 

cytometry and cell sorting: CD3-BUV 395; CD4 V500; CD25 BUV737; CD45RA PerCP 

Cy5,5; FoxP3-PE; CD39 PE-CF 594; CXCR5 Alexa 647; CXCR3 BV421; CCR6 FITC; 
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CD73 BV605; PD1 PE-Cy7; CD15s BV71; CD45RA-PE; CD4 FITC (BD Biosciences), 

CD25-Alexa Fluor 647. 

Dead cells were excluded using the Zombie NIR™ Fixable Viability kit (BioLegend, London, 

UK) for imunomonitoring and DAPI for cell sorting. 

 

Secretion assay 
For this assay, CD4+ CD25- and CD8+ T cells were sorted, plated 1.106/mL and activated for 

5 hours with 50 ng/mL PMA, 1 µg/mL. Supernatants were recovered and cytokines secretion 

was measured by immunoassay (ProcartaPlex Human Th1/Th2/Th9/Th17/Th22/Treg 

Cytokine Panel, eBioscience) according to manufacturer recommendations.  

 
Statistical Analyses 

We compared patient group characteristics using chi-squared testing as appropriate. Categoric 

variables were compared using the Fisher exact test. For continuous variables, comparisons 

were performed using the Student t test or Mann–Whitney test, whenever appropriate. 

Differences were defined as statistically significant for a p value < 0.05. Correlations were 

analyzed using linear regression. All statistical analysis was performed using GraphPad Prism 

software (version 6). 
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3-Results  

 
 
Table 1: demographic characteristics and clinical data 
 

Clinical data 

Demographic characteristics and clinical data of the 37 stable (STA) and the 24 BOS LTR are 

compared in table 1. None of the usual risk factor of CLAD is different between the two 

groups. We can note that there is no difference concerning the presence or grade of acute 

Demographic characteristics Groups p-value
STA BOS

Participants, n 37 24

Recipent gender, n (%)
Male 22 (59) 11 (46) 0,4305
Female 15 (41) 13 (54)

Recipient age (yr), median (min-max) 40 (16-63) 47 (15-65) 0,2179

Donor gender, n (%)
Male 22 (59) 11 (46) 0,4305
Female 15 (41) 13 (54)

Donor age (yr), median (min-max) 38 (14-60) 49 (14-68) 0,0164

Pretransplant diagnosis, n (%)
CF 20 (54) 6 (25) 0,0347
Emphysema/COPD 7 (19) 7 (29) 0,5343
PAH 2 (5) 2 (8) > 0,9999
IPF 4 (11) 6 (25) 0,1714
Other 4 (11) 3 (13) > 0,9999

Transplant type, n (%)
Bilateral 31 (83) 17 (71) 0,3377
Single 3 (8) 4 (17) 0,4178
Lobar 1 (3) 2 (8) > 0,9999
Heart Lung 2 (6) 1 (4) 0,5559

Inschemic time (min), median (min-max) 292 (110-267) 260 (176-415) 0,3678

Induction agent, n (%)
Basiliximab 14 (38) 3 (13) 0,0418
Thymoglobulin 11 (30) 17 (70) 0,0034
None 12 (32) 4 (17) 0,2373

IS therapy, n (%)
Steroids 36 (97) 21 (88) 0,2904
Tacrolimus 17 (46) 6 (25) 0,1142
Cyclosporine 15 (40) 17 (71) 0,035
MMF 17 (46) 13 (54) 0,6051

Acute cellulars rejections, n (%)
Ever A1 grade 14 (38) 7 (29) 0,5859
Ever ≥A2 grade 8 (21) 4 (17) 0,7488
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cellular rejection episodes. There are more patients treated by thymoglobulin and 

cyclosporine among BOS LTR, and more patients treated by Basiliximab in STA group. 

 

Gating strategy 

 

 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure 1: Flow cytometric gating strategy 

 
Figure 1 represents our flow cytometric gating strategy. Tregs are CD25hi FoxP3+ circulating 

CD4+ T cells. Naive Tregs are CD45RA+ FoxP3lo, and memory Tregs are CD45RA- FoxP3+. 

Expression of CXCR5, CXCR3 and CCR6 permits to detail the CD4+ subsets : Th1, Th17, 

memory and follicular helper. 
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9. Follicular helper T cells 



	 50 

No difference in the effector T cell profile between STA and BOS in the longitudinal 
immunomonitoring 
 

 
 
 
Figure 2 : longitudinal T cell immunomonitoring between 6 stable patients (STA) and 8 patients with 
Bronchiolitis Obliterans Syndrome (BOS) 
A- % CD4+ among T cells 
B- % CD8+ among Tcells 
C- Ratio CD4/CD8 among Tcells 
D- % naive CD45RA+ among CD4+ Tcells 
E- % memory CD45RA- among CD4+ Tcells 
 
 
Longitudinal analysis of the proportion of the common T cells subpopulations: CD4 + (A) 

and CD8+ (B) proportions, CD4/CD8 ratio (C), naive (D) and memory (E) CD4+, do not 

show any significant difference between the STA and BOS patients from transplantation to 

CLAD occurrence (figure 2).  
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Increased proportion of FoxP3+ Tregs 1 to 6 month post transplantation in BOS 
patients 
 

 

	
Figure 3 : Tregs profile analysis and characterisation 
A- longitudinal analysis between 6 STA and 8 BOS 
B-C- focus on 1 to 6 month post-transplantation period between 37 STA and 24 BOS : proportion of Treg among 
CD4+ Tcells (B) and Tregs/ CD4+CD25- Tcells ratio (C) 
D- Percentage of mTregs among CD4+ T cells between 6 STA and 8 BOS at 1or 6 months post-transplantation 
E- Mean fluorescence intensity of CD25, FoxP3, CD39, PD1, CD15 positive cells on Tregs between 6 STA and 
8 BOS at 1 or 6 months post-transplantation 
 
 
The longitudinal immunomonitoring shows an increase in Treg proportion in the 6 first 

months after transplantation in peripheral blood of patients developing a BOS at 4 years 

(figure 1A). This particular Treg profile 1 to 6 months post transplantation was validated on a 

larger number of LTR: 37 STA and 24 BOS (figure 1B). This Treg proportion increase 

induces a significant difference in the ratio Tregs/CD4+ effector cells between STA and BOS 

in favour of the regulatory mechanisms (figure 1C). Within Tregs, memory Tregs, a 

subpopulation with high suppressive capabilities, are increased in proportion in BOS vs. STA 

(figure 1D). The mean fluorescence intensity of CD25, FoxP3, CD39, PD1 and CD15s at 1 or 

6 months after TP was not different between STA (n = 6) and BOS (n = 8). 
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Increased survival without BOS in patients with a low proportion of Tregs early after 
transplant. 
 

  
 
Figure 4 : relationship between Tregs and BOS  
A- %Treg / BOS occurrence time 
B- ROC curve (BOS free survival/Treg proportion) 
C- Kaplan-Meier survival curve of BOS free survival depending on % Treg 
D- Kaplan-Meier survival curve of AR free survival depending on % Treg  
 
 
No correlation was shown between Treg proportions 1 to 6 months after transplantation and 

the time when BOS occurred (figure 4A). Nevertheless, hiTreg proportion, up to 2,08 % 

among CD4+ T Cells, is significantly associated with a gain of BOS-free survival compared 

to blood loTregs proportion after lung transplantation (figure 4B, 4C).  There is no 

association between this Treg proportion and AR free survival (figure 4D). 
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4- Discussion  
 

The irreversible chronic lung allograft dysfunction remains a therapeutic challenge for the 

long-term graft survival after lung transplantation. Mechanisms involved in Bronchiolitis 

Obliterans Syndrome (BOS), the main form of CLAD, have to be refined in order to prevent 

and/or treat it. Here we investigated the T cell profile and the possible role of suppressive 

Tregs in BOS development. Monitoring didn’t show any significant difference between BOS 

and STA LTR in the proportions of naïve, memory CD4+ T cells and CD8 T cells subsets. 

We highlight an increase in FoxP3+ Treg proportion 1 to 6 months post-transplantation in 

BOS compared to STA (0,85% and 3,36% in STA and BOS respectively, p<0,005), validated 

on 37 STA and 24 BOS additional patients (1,61% and 3,18% in STA and BOS respectively, 

p<0,001). The survival without BOS is significantly increased in patients with a low 

proportion of Tregs 1 to 6 months post-TP. This is the first longitudinal study highlighting an 

increase in FoxP3+ Treg proportion early after transplantation in the peripheral blood of 

patients who will declare a BOS compared to STA. This finding offers a potential cellular 

biomarker that could be useful in early prediction of BOS and provides potential insight into 

the mechanism of chronic lung allograft dysfunction.  

 As far as BOS is considered as the result of chronic rejection, our results may appear 

at least challenging. Tregs, involved in the resolution of inflammation by secreting 

immunosuppressive IL-10, induce a long-term tolerance in various models of solid organ 

transplantation. In a murine model of heart transplantation, CD4+ CD25+ cells were 

necessary and sufficient for long-term graft survival (122). In the context of lung 

transplantation several studies were interested in monitoring Tregs after lung transplantation. 

 Bhorade et al. (123) demonstrated a lower percentage of CD4+ FoxP3+ cells in the 

bronchoalveolar lavage (BAL) fluid in LTR who subsequently  develop BOS compared with 

those who remained stable, during acute rejection episodes. No difference was observed in 

peripheral blood. The Bhorade et al. hypothesis is that higher percentage of Tregs among 

BAL CD4+ cells during AR episodes may protect against development of BOS. Circulating T 

cells may not reflect the local immune response at the graft site, whereas T cells in the lung 

may have a more critical role in determining graft outcome. Accordingly Neujahr et al. (124) 

demonstrated increased frequency of BAL CD4+ FoxP3+ cells during acute lung allograft 

rejection, but BOS was not examined. Recently, Greenland and al (125) found that BAL 

frequencies of donor-reactive T cells, including Tregs, increase during acute cellular rejection. 
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Satoda et al. (126) recently revealed that FoxP3 in peripheral blood cells is upregulated in the 

early phase of rejection in a porcine model. Taken together these results indicate that FoxP3+ 

Tregs may not be associated with immunologic quiescence but rather recruited to the allograft 

as a consequence of allograft inflammation. Acute rejection episodes are a risk factor of BOS. 

In the inflammatory context of acute rejection Tregs would be recruited to try to maintain a 

functional organ despite alloreactive immune responses. The high blood proportion of Tregs 

we found at early stage of BOS could therefore reflect the need of even more Tregs to prevent 

lung loss.  

 

However other studies suggested a decrease in Tregs identified by expression of CD4 and 

CD25 in peripheral blood of patients with BOS compared with those who remain stable (55, 

127). In LTR, Meloni et al. monitored the CD4+ CD25+ population in blood, and found them 

decreased in BOS compared to healthy recipients and normal volunteers and showed that the 

proportion of CD4+ CD25+ was inversely correlated with the development of BOS after 

transplantation (127). Nakagiri et al. found that the frequency of Tregs in peripheral blood 

was positively correlated with improved early lung function, 3 weeks and 3 months after lung 

transplantation but were not interested in BOS occurrence. However, these studies did not 

integrate last Tregs phenotypes such as FoxP3 and Treg subpopulations markers and conclude 

on regulatory T cells profiles contaminated by activated CD4+ T cells in a non-longitudinal 

analysis. Then differences between these studies and our results could come from these partial 

phenotypic analysis at a different time points after transplantation.  

 

 Our results question the Treg function in the context of LT and chronic inflammation. 

Suppressive function of Tregs may not be stable over time, especially under chronic 

inflammation. Animal models of autoimmunity show the ability of FoxP3+ Tregs to switch to 

nonregulatory FoxP3+ pathogenic T cells (128-130). In experimental transplantation 

stimulation of the TIM-1 and OX40 pathways can deprogram Tregs and favor their 

conversion into inflammatory T cells, promoting allograft rejection (131, 132). So, the link 

between circulating Tregs and chronic lung inflammation is not clear and simple due to the 

plasticity of Tregs. A study of immune responses in explanted human kidney grafts 

emphasized the importance of the inflammatory environment, with a break in B cell tolerance 

and the production of high levels of IL-6, IL-1ß and TGF-ß, three combined cytokines that 

can reprogram Tregs into pathogenic TH17-like cells (133).  
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 Conclusion  

 

There is a growing interest in studying Treg in organ transplantation: operational tolerance, 

long-term maintenance, acute rejection, and chronic dysfunction. But there is no consensus 

about the link between Tregs and BOS occurrence. We have shown that there is an increase of 

Treg proportions with a memory phenotype early after lung transplantation for patients who 

will declare a BOS. This particular profile is associated with a gain in BOS-free survival in 
hiTregs proportion lung recipients. In this with way, because it occurs in the six months after 

lung transplantation, peripheral blood Treg profile could be a possible biomarker of BOS 

development. 
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 III-DISCUSSION 	
 
  
	 Notre	travail	vise	à	étudier	le	profil	 immunitaire	des	patients	transplantés	pulmonaires	

dans	le	contexte	du	CLAD.	Grâce	à	la	biocollection	de	la	cohorte	COLT,	les	PBMC	ont	été	analysés	

par	cytométrie	de	flux	avec	les	marqueurs	«	classiques	»	d’analyse	des	lymphocytes	T	:	CD3,	CD4,	

CD25,	CD45RA,	et	FoxP3.	CXCR3,	CCR6,	CD39,	CD73	CD15s	et	PD1	ont	été	ajoutés	pour	l’analyse	

des	 sous	 population	 T	 helper	 et	 T	 régulateurs.	 Cette	 étude	 ne	 montre	 aucune	 différence	

significative	entre	les	patients	qui	développent	un	BOS	dans	les	4	ans	post-TP	et	les	STA	dans	les	

proportions	des	populations	T	CD4+	et	CD8+	globales.	Nous	avons	 identifié	une	augmentation	

des	 Tregs	 FoxP3+	 1	 à	 6	mois	 post-TP	 chez	 les	 BOS	 comparés	 aux	 STA	 (STA	-	 0,85%	 et	 BOS	 -	

3,36%,	p<0,005).	 Cette	différence	 a	 été	 validée	 sur	33	patients	 STA	et	25	patients	BOS	 (STA	 -	

1,61%	 et	 BOS	 -	 3,18%,	 p<0,001).	 L’analyse	 des	 sous-populations	 de	 Tregs	 démontre	 que	

l’augmentation	 des	 Tregs	 chez	 les	 BOS	 est	 principalement	 due	 à	 une	 augmentation	 des	 sous-

populations	mémoires	CD45RA-	et	CD39+.	Enfin,	 tandis	que	ces	populations	ne	permettent	pas	

de	prédire	la	survie	sans	rejet	aigu,	la	survie	sans	BOS	est	augmentée	significativement	chez	les	

patients	présentant	un	faible	taux	de	Tregs	1	à	6	mois	post-TP	(hiTregs	-	41%	et	lowTregs	-		75%,	

p<0,01).	C’est	à	notre	connaissance,	 la	première	étude	montrant	une	augmentation	du	taux	de	

FoxP3+	Treg	 (principalement	Treg	mémoire	 (CD45RA-	 and	CD39+)),	 précocement	 après	 la	TP,	

chez	les	patients	qui	développeront	un	BOS	comparés	aux	patients	stables.	

	

	

	
	 Localisation	

	

	 L’étude	de	Bhorade	et	 al.	 	 trouve	un	 taux	moins	élevé	de	 lymphocytes	T	CD4+	FoxP3+	

dans	les	LBA	des	patients	transplantés	pulmonaires	en	rejet		aigu	 qui	 vont	 développer	 un	 BOS	

comparés	 aux	patients	 stables.	 L’analyse	des	 lymphocytes	T	CD4+	FoxP3+	 circulants	n’est	pas	

différente	 entre	 les	 groupes	 dans	 cette	 étude.	 Celle-ci	 suggère	 ainsi	 que	 les	 lymphocytes	 T	

circulants	 ne	 sont	 pas	 le	 reflet	 de	 la	 réponse	 immunitaire	 au	 niveau	 du	 greffon,	 où	 les	

lymphocytes	T	peuvent	avoir	un	rôle	essentiel.	L’hypothèse	de	cette	étude	est	qu’un	taux	élevé	

de	 lymphocyte	 T	 FoxP3+	 dans	 les	 LBA	 durant	 les	 épisodes	 de	 rejets	 aïgus	 peut	 protéger	 le	

greffon	vis-à-vis	du	BOS	en	favorisant	le	retour	à	un	état	d’équilibre.	

	 Une	des	limitations	de	l’utilisation	des	cellules	circulantes	comme	biomarqueur	est	donc	

que	ce	compartiment	cellulaire	peut	ne	pas	indiquer	ce	qui	se	passe	au	niveau	cellulaire	dans	le	

greffon	 lui-même.	 Les	 patients	 greffés	 pulmonaires	 sont	 parfois	 soumis	 à	 une	 surveillance	

bronchoscopique	 régulière	 permettant	 le	 recueil	 de	 nombreux	 prélèvements,	 mais	 cette	
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surveillance	 invasive	 est	 de	moins	 en	moins	 systématique.	 Dans	 cet	 esprit,	 Neujahr	 et	 al	 ont	

réalisé	une	étude	de	transplantés	pulmonaires	qui	ont	pu	bénéficier	d’une	série	de	fibroscopies	

de	surveillance	durant	la	première	année	post-transplantation	(124).	Les	patients	étant	en	rejet	

aigu	 lors	 de	 leur	 première	 biopsie	 ont	 d’abord	 été	 identifiés,	 et	 la	 fréquence	 de	 leurs	 cellules	

CD4+FoxP3+		dans	le	LBA	a	été	comparée	à	celle	des	patients	stables	et	quiescents.	Pendant	la	

première	année	après	la	transplantation,	une	corrélation	a	été	retrouvée	entre	le	score	de	rejet	

cumulé	(somme	de	tous	 les	épisodes	de	rejet	par	grade	histologique)	et	 la	 fréquence	moyenne	

des	 cellules	 FoxP3+	 dans	 les	 LBA.	 Des	 résultats	 parallèles	 ont	 été	 publiés	 en	 transplantation	

rénale	avec	une	association	retrouvée	entre	l’ARNm	de	FoxP3+	urinaire	et	le	rejet	aigu	cellulaire,	

prédictif	 de	 la	 réponse	 à	 l’augmentation	 des	 immunosuppresseurs	 standards	 (134,	 135).	 Les	

modèles	 murins	 vont	 aussi	 dans	 ce	 sens.	 Même	 s’il	 apparaît	 que	 les	 Tregs	 pulmonaires	 sont	

activés	 en	 réponse	 au	 rejet	 aigu,	 peu	 d’éléments	 sont	 connus	 au	 sujet	 des	 capacités	 de	 ces	

cellules	à	contrôler	le	rejet	chronique,	ni	si	elles	peuvent	représenter	un	biomarqueur	prédictif	

de	BOS.	Les	chimiokines	CXCL9,	CXCL10,	et	CXCL11	sont	élevées	chez	 les	patients	BOS	et	dans	

un	modèle	murin	de	BOS	rendant	plausible	l’hypothèse	selon	laquelle	les	Treg	migreraient	dans	

le	poumon	dans	un	but	de	protection	contre	le	BOS.	Au	total,	ces	différentes	études,	sur	les	PBMC	

ou	 sur	 les	 BAL,	 ces	 différentes	 hypothèses,	 mettent	 la	 localisation,	 la	 migration	 des	 Treg	 au	

centre	des	discussions	et	des	perspectives.	

Pour	 autant	 rappelons	 que	 les	 Treg	 sont	 issus	 de	 la	 moelle	 osseuse	 et	 que	 leur	 migration	

sanguine	est	nécessaire	avant	d’infiltrer	leur	organe	cible,	de	sorte	qu’une	détection	dans	le	sang	

pourrait	refléter	leur	pertinence	in	situ.		

	
	 Fonction		
	 	

	 Nos	 résultats	 posent	 la	 question	 de	 la	 fonction	 des	 Treg	 dans	 le	 contexte	 de	 TP	 et	

d’inflammation	 chronique,	 qui	 apparaît	 d’autant	 plus	 difficile	 à	 résoudre	 que	 leur	 fonction	

suppressive	 n’est	 pas	 stable	 au	 cours	 du	 temps	 notamment	 lors	 de	 situations	 inflammatoires	

chroniques.	 De	 plus	 des	 études	 récentes	 posent	 l’hypothèse	 de	 exFoxP3	 pathogènes	 pouvant	

être	induits	au	cours	de	phénomènes	d’inflammation	chronique.		

La	plasticité	des	Treg	 rend	 le	 lien	 entre	Treg	 circulants	 et	 inflammation	 chronique	du	 greffon	

pulmonaire	difficile	à	établir	simplement.	C’est	ainsi	qu’il	faut	prendre	en	compte	non	seulement	

la	transcription	du	facteur	FoxP3,	mais	le	contexte	dans	lequel	il	est	présent.	Par	exemple,	il	est	

concevable	 que	 tous	 les	 Treg	 produits	 n’ont	 pas	 la	 même	 capacité	 ni	 la	 même	 signification	

pronostique.	 Les	 patients	 qui	 présentent	 un	 taux	 important	 de	 Treg	 produits	 et	 migrant	

naturellement,	auraient	un	meilleur	pronostic	que	les	patients	dont	les	greffons	sont	infiltrés	par	

des	Treg	induits.	Par	ailleurs,	on	peut	souligner	que	FoxP3	peut	être	exprimé	par	les	Treg	et,	de	

façon	 plus	 récente,	 par	 les	 non-Treg	 activés	 (136).	 Il	 est	 ainsi	 possible	 que	 l’augmentation	 de	
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l’expression	de	FoxP3	n’est	pas	seulement	un	indicateur	de	l’activation	des	Treg,	mais	soit	aussi	

révélatrice	 de	 l’activation	 transitoire	 de	 cellules	 non-Treg.	 D’ailleurs	 des	 taux	 faibles	

d’expression	de	FoxP3	par	des	cellules	CD4+	CD25-	soumises	à	une	activation	non	spécifique	ont	

été	observés	in	vitro	(137).	De	plus,	il	a	été	décrit	des	cellules	CD4+CD25-,	activées	et	exprimant	

FoxP3,	 fonctionnellement	 distinctes	 de	 véritables	 Treg	 (défaut	 des	 capacités	 suppressives,	

capacité	 de	 production	 d’IFNgamma,	 et	 TNFalpha)	 (138).	 Ainsi,	 chez	 l’homme,	 on	 peut	

considérer	que	FoxP3	est	un	biomarqueur	pronostique	approprié,	sans	pour	autant	éclairer	les	

mécanismes	 d’action.	 C’est	 en	 ce	 sens	 que	 l’étude	 de	 la	 méthylation	 du	 promoteur	 de	 FoxP3	

prend	 tout	 son	 intérêt	 (139).	 En	 effet	 des	 études	 (140,	 141)	 montrent	 que	 l’état	 de	

méthylation/déméthylation	 du	 promoteur	 de	 FoxP3	 et	 des	 gènes	 régulateurs	 associés	 est	

strictement	 régulé,	 et	 	 lié	 à	 la	 fonction	 des	 Treg.	 Par	 exemple	 en	 transplantation	 rénale,	 les	

patients	«	Tolérants	»	présentent	un	taux	plus	élevé	de	cellules	T	avec	déméthylation	de	FoxP3	

par	 rapport	 aux	 autres	 patients	 (87).	 La	 constitution	 de	 l’épigénome	 d’une	 part	 et	 du	

transcriptome/protéome	d’autre	part,	sont	2	processus	complémentaires	et	synchronisés	ayant	

pour	résultat	la	production	de	Treg	complètement	fonctionnels.	

	
	 Bien	 que	 les	 résultats	 de	 la	 transplantation	 pulmonaire	 restent	 en	 deçà	 des	 autres	

transplantations	 d’organes	 solides,	 il	 existe	 une	 vraie	 disparité	 entre	 les	 receveurs,	 avec	 une	

grande	proportion	de	patients	présentant	heureusement	une	fonction	respiratoire	adéquate	et	

durable.	 De	 plus	 en	 plus	 de	 données	 vont	 dans	 le	 sens	 de	 l’importance	 de	 la	 régulation	

immunologique	permettant	un	meilleur	fonctionnement	du	greffon	chez	ces	patients.	Ce	concept	

de	 régulation	 n’est	 probablement	 pas	 le	 résultat	 de	 l’action	 d’un	 sous-type	 de	 population	

cellulaire,	mais	probablement	une	accumulation	d’effets	complémentaires	et	synchronisés	entre	

les	Treg,	les	CPA,	et	les	cellules	non	Treg	ayant	des	capacités	régulatrices	par	leurs	capacités	de	

libération	d’IL-10.	
	 C’est	dans	ce	contexte	que	le	concept	de	recherche	translationnelle	pourrait	prendre	tout	

son	sens	avec	le	retour	au	modèle	animal,	après	ces	travaux	chez	l’homme.	En	effet,	un	modèle	

de	transplantation	pulmonaire	orthotopique	chez	la	souris	est	en	cours	de	développement	dans	

notre	équipe	(142),	et	permet	de	développer	un	CLAD	chez	50%	à	70%	des	souris	transplantées,	

en	14	à	28	jours.	Ce	modèle,	représentant	un	challenge	technique,	reste	reproductible	et	mimant	

la	pathologie	humaine.	De	plus	il	présente	de	nombreux	avantages	en	terme	d’outils	génétiques	

(souris	 knock-out),	 et	 de	 possibilités	 d’analyses	 (pulmonaires,	 épithéliales..).	 Ce	 modèle	

permettrait	de	valider	les	mécanismes	de	compréhension	d’une	signature	Treg,	ou	MMP9	(Pain	

&	Royer	et	al.,	en	révision),	ou	Breg	(Brossaud	et	al.,	en	préparation)	retrouvés	chez	 l’homme.	

Pour	l’analyse	des	Treg,	il	contribuerait	à	affiner	la	compréhension	concernant	la	fonction	et	la	

localisation-migration	des	cellules	au	cours	du	CLAD.	
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	 PERSPECTIVES	
	
	 Au	 total,	 plusieurs	 pistes	 peuvent	 nous	 permettre	 de	 continuer	 à	 étudier	 les	 Treg	 en	

transplantation	pulmonaire,	en	accentuant	 la	recherche	sur	 la	compréhension	de	nos	résultats	

du	point	 de	 vue	 de	 la	 fonction	 et	 de	 la	 localisation.	 Pour	 cela,	 l	‘étude	 de	 la	 déméthylation	 du	

promoteur	Fox-P3	est	déjà	en	cours,	et	un	modèle	de	transplantation	pulmonaire	chez	la	souris	

est	en	développement	dans	notre	équipe.	C’est	éléments	doivent	nous	permettre	de	continuer	à	

comprendre	 les	 mécanismes	 régulant	 les	 Treg	 dans	 le	 CLAD	 et	 de	 valider	 un	 nouveau	

biomarqueur.	

	 Il	serait	séduisant	d’avoir	une	signature	biologique	prédictive	du	CLAD	à	la	fois	dans	les	

cellules	circulantes	et	dans	les	LBA	des	patients	transplantés	pulmonaires,	relative	aux	Treg	ou	

aux	 chimiokines	 qui	 les	 régulent,	 afin	 d’identifier	 les	 patients	 à	 risque	 de	 développer	 un	BOS.	

Mais	une	fois	une	telle	signature	validée,	la	question	reste	de	savoir	qu’en	faire	en	pratique	chez	

un	patient.	Cette	signature	Treg,	précoce,	présente	dans	les	6	mois	post-transplantation,	est-elle	

simple	 à	 appliquer	 en	 clinique	dans	un	but	de	prédiction	du	BOS	?	Ces	patients	pourraient	 en	

effet	 bénéficier	 d’un	 protocole	 de	 «	désescalde	»	 des	 immunosuppresseurs	 ou	 d’allègement	 de	

leur	surveillance.	En	effet,	 la	baisse	du	 traitement	 immunosuppresseur,	 chez	des	patients	bien	

identifiés	pourrait	améliorer	 leur	survie	en	baissant	 l’incidence	et	 la	sévérité	de	complications	

comme	les	coronaropathies,	syndromes	métaboliques,	et	autres	cancers.	

	 D’autre	part,	que	faire	chez	les	patients	porteurs	d’une	signature	de	mauvais	pronostic	?	

La	 majorité	 des	 patients	 transplantés	 pulmonaires	 sont	 traités	 avec	 3	 immunosuppresseurs	

(typiquement	un	 inhibiteur	de	calcineurine,	un	 inhibiteur	du	cycle	cellulaire	et	 la	prednisone).	

Les	dosages,	notamment	de	 l’inhibiteur	de	 calcineurine,	 sont	 souvent	plus	élevés	que	dans	 les	

transplantations	 rénales	 et	 hépatiques.	 De	 plus,	 l’addition	 de	 traitements	 n’est	 souvent	 pas	

efficace	 et	 se	 fait	 au	 prix	 de	 l’augmentation	 de	 risque	 d’infection	 et	 des	 conséquences	

systémiques	 de	 ces	 traitements.	 On	 peut	 supposer	 que	 les	 patients	 porteurs	 d’une	 signature	

Treg	 de	 mauvais	 pronostic	 pourront	 être	 candidats	 à	 des	 thérapeutiques	 moins	

conventionnelles.	 La	 photophérèse	 extracorporelle	 (PEC)	 en	 est	 un	 exemple.	 Cette	 technique	

consiste	à	traiter	les	PBMC	avec	un	agent	intercalant	d’ADN	et	de	soumettre	les	cellules,	dans	un	

circuit,	aux	rayons	UV.	Ces	cellules	apoptotiques	sont	ensuite	réinjectées	au	patient	et	stimulent	

des	Treg	 induits	 (143).	Des	 travaux	préliminaires	montrent	que	chez	 les	patients	exposés	à	 la	

PEC	la	progression	de	la	BO	serait	ralentie	(144).	
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 Introduction 

 Bilateral lung transplantation is considered as a therapeutic option for patients with 

end-stage cystic fibrosis. The use of extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) for 

intraoperative cardiopulmonary support has gained interest in recent years. The objective is 

to study the results of per-operative Extra Corporeal support (CardioPulmonary Bypass 

(CBP), ECMO) needed in bilateral lung transplantation for cystic fibrosis (CF) patients in 

frame of the Cohort in Lung Transplantation (COLT) study. 

 Patients and methods 

 Patients were included from 12 lung transplantation centers in the frame of COLT, a 

prospective cohort of lung transplant recipients.  

 Results 

 From October 2009 to june 2012, 129 patients underwent bilateral lung 

transplantation for CF, in regular waiting list. 66 patients were transplanted Off Pump, 44 

patients needed CBP, and 19 ECMO. The mean follow up is of  4,5 years. Peroperative 

ECMO is associated with the risk of PGD, duration of invasive ventilation and ECMO post 

transplantation. There is no significative difference in term of survival at 1 year and 4 years 

with 94% and 88% of Kaplan-Meier actuarial survival for Off pump group, 84% and 79% for 

ECMO and 93% and 77% for CPB. 

 Conclusion 
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 There is no significative difference in term of survival at 1 year and 4 years between 

Off pump, CPB or ECMO group.  

 
Key words : lung transplantation – extra corporeal support -  cystic fibrosis 
 
 1- Introduction 
 
 
 
  Lung transplantation (LT) is considered a valid therapeutic option in the treatment of 

advanced end-stage lung disease. Important advances have been made in the perioperative 

management of the patients undergoing LT with improved outcomes and acceptable rates of 

primary graft dysfunction (PGD) and postoperative complications. Although LT is frequently 

performed off-pump, circulatory support is necessary in 30% to 40% of patients who undergo 

LT 1. Pulmonary support is most frequently necessary in recipients with significant pulmonary 

hypertension, right ventricular dysfunction, or who are unable to tolerate single-lung 

ventilation during LT, all frequent signs of advanced, end-stage lung disease.  

 Cardiopulmonary bypass (CPB) is the standard and most familiar modality used for 

intraoperative cardiorespiratory support during lung transplantation (LTx). The theoretical 

benefit of providing controlled low-pressure reperfusion is obviously counterbalanced by the 

inflammatory response leading to coagulopathy, neutrophil activation, and complement 

activation due to the number of blood-activating surfaces, including plastic tubing, a 

reservoir, and suction lines. That’s why the use of cardiopulmonary bypass (CPB), even if it 

has been shown to be a safe method of intraoperative management, remains controversial 
2,3. 

 The use of extracorporeal membrane oxygenation (ECMO) for intraoperative 

cardiopulmonary support has gained interest in recent years. To avoid the potential 

complications of CPB, many groups have begun replacing CPB with intraoperative ECMO 

when mechanical circulatory support is required. Using ECMO for intraoperative circulatory 

support has the potential to decrease bleeding (due to lower heparin doses), PGD, and other 

complications associated with the activation of blood components and inflammation. In 

addition, the use of ECMO in patients with severe PGD and acute rejection after transplant 

has been documented with good results 4-7ECMO is a valuable tool in lung transplantation 

providing the potential to bridge patients to transplantation, to replace CPB with at least 

equal results and to overcome severe postoperative complications with favourable survival. 

 

 Most of the study about lung transplantation assistance are monocentric and with only 

one year follow up, and not focus on one etiology. The objective is to study the mid-term (4 

years of follow up) results of per-operative extra corporeal support (CBP, ECMO) needed in 
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bilateral lung transplantation for cystic fibrosis (CF) patients in frame of the Cohort in Lung 

Transplantation (COLT) study. 

 

 

 

 

 

 2- Patients and methods 

 
 2-1 COLT database 

 
 COhort in Lung Transplantation consists in sharing clinical and biological data of 

included patients in each center, collected in a database dedicated to COLT. This 

prospective cohort is built to discover early risk factors and therapeutic targets for chronic 

lung allograft dysfunction but it offers the opportunity to study the long term impact of 

perioperative procedures. COLT started in september 2009 and gathers the 11 French lung 

transplantation centers and since 2012 the center of Brussels. 

 

 2-2 Population  

 
 All transplanted patients are prospectively included in COLT at inclusion (V0). Data 

are collected the day of transplant (V1), at one (V2) and six (V3) months and every six 

months during 5 years. Data considered for the present paper are the following : recipient 

and donnor caracteristics, per and post-transplantation data, survival. 

 To reduce the risk of bias due to confounding factors only cystic fibrosis patients with 

first bilateral lung transplanted (lung retransplanted patients were excluded). We excluded 

patients who (1) were transplanted in high emergency or (2) underwent concomitant liver or 

heart transplantation (3) were colonized with Burkholderia cenocepacia. 

 
  

 

 2-3 Extra-corporeal Support 

 
Cardio-Pulmonary Bypass technique 

Before cannulation, patients were fully heparinized and CPB was instituted with an activated 

clotting time (ACT) greater than 480 seconds.  
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The traditional CPB system consists in drainage cannula in right atrium, venous reservoir, 

pump, oxygenator, arterial filter, and injection cannula in ascendant thoracic aorta. Before 

arterial cannulation, circuit is filled with priming composed of colloide or cristalloide solution 

and Heparin. CPB activate inflammation, coagulation, elevate pulmonary resistance, 

fibrinolysis, inflammation. 
 

ECMO 

Before cannulation, patients received 5000 IU of intravenous unfractionated heparin. Most of 

canula are in vinyle polychlorure or silicone, and préhéparinised. 

ECMO permits to improve oxygenation using veino-veinous canulation (V-V ECMO) or veino-

arterial canulation (V-A ECMO), with elements in series : drainage cannula, centrifugal pump, 

oxygenator (to oxygenate and eliminate CO2), reinjection cannula. 

Cannulation sites and type of cannulae were selected on the basis of surgeon preference 

and type of procedure. 

 

 

 2-4 Stastistical analysis 
 

 Categoric variables were compared using the Fisher exact test. For continuous 

variables, comparisons were performed using the Student t test or Mann–Whitney test, 

whenever appropriate. A One –way ANOVA is used to compare median between the 3 

groups. Survival curves were plotted using the Kaplan–Meier product limit method and 

compared with the log-rank test. We used GraphPad Prism software (GraphPad Software 

Inc, San Diego, Calif) to conduct all statistical analyses.  
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3- Results 
 
 COLT represents 75% of the real activity of lung transplantation in France (because 

of inclusion criteria and patients consents) during the same period. From October 2009 to 

june 2012, 129 patients underwent bilateral lung transplantation for CF : 66 patients were 

transplanted Off Pump, 44 patients needed Cardio Pulmonary Bypass, and 19 ECMO. 

Included patients were transplanted in 8 french centers : Bordeaux (n=9), Grenoble (n=5), 

Lyon (n=12), Marseille (n=24), Nantes (n=10), Hôpital Européen Georges Pompidou (n=9), 

Strasbourg (n=12), Suresnes (n=48). 3 centers did not performed lung transplantation of 

cystic fibrosis patients. 

 

 The mean follow up is 4,5 +/- 1,8 years. 

 
 
 
 
 3-1 Patients characteristics 
 
 
 The recipients characteristics are summarized in table 1. 129 bilateral lung 

transplantations were performed and the intra-operative support were Off pump in 66 cases, 

44 CPB and 19 ECMO. Pre-transplantation data were similar between groups concerning 

baseline characteristics, ventilation support and parameters, arterial gaz parameters, 

bacterial and aspergillus colonization and pre transplantation renal function. 
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Off Pump 
(n=66) CPB (n=44) ECMO (n=19) p 

Recipients characteristics 

age 30 +/- 9,5 28,5+/- 9,5 29,6 +/- 9,4 ns 
sex ratio (H/F) 0,53 0,48 0,37 ns 
BMI (kg/m2) 18,2 +/- 2 18 +/- 1,7 18,8 +/- 3,2 ns 
NIV (n,(%)) 45 (68%) 29 (66%) 13 (68%) ns 
long term O2 
therapy 63 (95%) 42 (95,5%) 18 (95%) ns 
FEV-1 (% pred) 24 +/- 7 23 +/- 5,8 21 +/- 5 ns 
TLC (% pred) 108 +/- 28 93 +/- 26 86,6 +/- 21 ns 
SaO2 (%) 90 +/- 15 93 +/- 5,2 92 +/- 3,4 ns 

pH 
7,42 +/- 
0,04 

7,42 +/- 
0,03 7,41 +/- 0,04 ns 

PaO2 (mmHg) 
66,5 +/- 
14,8 

65,5 +/- 
17,2 67,6 +/- 14 ns 

PaCO2 (mmHg) 46,8 +/- 9,5 
49,7 +/- 
11,7 56,1 +/- 15,2 ns 

Days on waiting 
liste (median) 85 136,5 30 ns 

Staphyloccocus 
(n, (%)) 24 (36%) 14 (32%) 6 (32%) ns 
P. aeruginosa 
(n,(%)) 48 (73%) 29 (66%) 16 (84%) ns 
Aspergillus 
(n,(%)) 19 (29%) 21 (48%) 8 (42%) ns 
rénal failure (n, 
(%)) 0 (0%) 0 (0%) 0 (0%) ns 

Donors characteristics 

age 38 +/- 15 43 +/- 14 48 +/- 12 ns 

sex ratio (H/F) 0,54 0,5 0,42 ns 

tabacco (n, (%)) 24 (36,4%) 16 (36,4%) 9 (47,4%) ns 
intensive care 
(days) 3 +/- 2,8 2,7 +/- 2,5 3 +/- 2,9 ns 

PaO2/Fi02 416 +/- 75 429 +/- 91 379 +/- 91 ns 
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Table 1 : Recipients and donors pre transplantation data : Parametric continuous 

variables are expressed as mean standard deviation and were compared with the Student t 

test. Categoric variables were compared with the Fisher exact test. BMI : Body Mass index, 

NIV : Non Invasive Ventilation, FEV-1 : Forced Expiratory Volume in 1 second, TLC : Total 

Lung Capacity. 

 
 
 3-3 Per and post transplantation data 
 
 Concerning per-transplantation data (table 2), the cold ischemic times did not differ 

between groups. The intra operative requirement of blood products (packed red blood cells 

and fresh frozen plasma) did not significantly differ between group. 

 There are more patients transplanted with post transplantation Primary Graft 

Dysfunction (PGD) and ventilation time in ECMO group compared to off pump group and to 

CPB group.  

  

 
                       Table 2 :  Intraoperative data and early post-transplant outcomes  
 
 
  
per and post 
transplantation 
data 

Off Pump 
(n=66) CPB (n=44) 

ECMO 
(n=19) p 

Ischémic time 1 
(min) 277 +/- 85 264 +/- 88 224+/- 75 ns 
Ischémic time 2 
(min) 337 +/- 75 319 +/- 93 347 +/- 75 ns 
Blood 
transfusion 
(units) 4,3 +/- 2 6,8 +/- 4,7 8,2 +/- 4 ns 
Plasma 
transfusion 
(units) 3,9 +/- 1,4 5,4 +/- 4,5 7,6 +/- 4,4 ns 
pleural 
adhesions 
(n,%) 18 (27%) 17 (39%) 9 (47%) ns 
Primary Graft 
Dysfunction 
(n,%) 18 (27%) 16 (36%) 15 (79%) 

p<0,0001*** 
OP/ECMO            
 

Reoperation for 
bleeding (n,%) 1 (1,5%) 8 (18%) 3 (16%) 

p=0,035* OP/ECMO 
p=0,027** OP/CPB 

ventilation 
(days, median) 1 1 6,5 p=0,039* 
dialysis (n,%) 2 (3%) 6 (13,6%) 1 (3%) ns 
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 3-4 post transplantation ECMO 
 
 14 patients who need ECMO in post transplantation period in each groups (intra 

operative support : Off pump or CardioPulmonary Bypass or ECMO). There are 6 V-V ECMO 

(3 Avalon) and 8 V-A ECMO. According to the  number of PGD, there are more patients in 

ECMO group who need a post transplantation support (n=10) during 6,2 +/- 4,4 days 

(median=4), compared to CPB group (n=2),  and OP group (n=2). 

 
 
 
 
 
 
 3-5 Survival  
 

  

 The 1 year end 4 years Kaplan-Meier survival curves were not different between the 

groups figure 1 and 2. 
 

  

 
 Figure 1  Kaplan-meier survival curves for 1 year 

For cystic fibrosis patients transplanted in regular waiting list 
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month 0 6 12 
Off Pump  % 100 95,5 94 
n (patients at 
risk) 66 64 63 
CPB          % 100 97,7 93 
n 44 44 42 
ECMO       % 100 89,5 84 
n 19 18 17 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
       
 

Figure 2  Kaplan-meier survival curves for 4 years 
For cystic fibrosis patients transplanted in regular waiting list 

 
 

                   
 
                              
 
 
 
Year 0 1  2  3  4  
Off Pump  % 100 94 92 88 88 
n (patients at 
risk) 66 63 62 59 59 
CPB          % 100 93 84 84 77 
n 44 42 38 38 35 
ECMO       % 100 84 79 79 79 
n 19 17 16 16 16 
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4- Discussion 
 
 
 LT is frequently performed off-pump, circulatory support is necessary in 30% to 40% 

of patients who undergo LT 1. Pulmonary support is most frequently necessary in recipients 

with significant pulmonary hypertension, right ventricular dysfunction, or who are unable to 

tolerate single-lung ventilation during LT, all frequent signs of advanced, end-stage lung 

disease.  

 In this study we review results of per-operative extra corporeal support (CBP, ECMO) 

needed in bilateral lung transplantation for cystic fibrosis (CF) patients in frame of the Cohort 

in Lung Transplantation (COLT) study with a long follow up of 4 years. This cohort is 

homogeneous (bilateral lung transplantation, cystic fibrosis) and multicentric and represent 

75% of the real activity of lung transplantion of cystic fibrosis patients in France (because of 

inclusion criteria and patients consents). Furthermore, this cohort include 129 patients with 

cystic fibrosis in a recent and short period (2009-2012), with a 4 years follow up, which are 2 

originals elements because in litterature, most of the study about lung transplantation 

assistance are monocentric and with a one year follow up. 

 

 Historically, CPB was the mechanical support system of choice because it had proved 

successful in cardiac surgery for decades and more recently in lung transplantation as well 
8,9. However, the use of an extracorporeal mechanical support system, is not without risk. 

There is important evidence associating CPB use with increased PGD, prolonged 

mechanical ventilation, a higher rate of bleeding complications and transfusions, and an 

increased rate of neurologic complications 1,3,10,11. The large blood-activating surfaces 

present in the CPB tubing, venous reservoir, oxygenator, and cardiotomy suction have been 

associated clinically and experimentally with profound activation of the coagulation cascade 

and inflammatory system 12. In addition, CPB use requires high doses of intravenous heparin 

to prevent thromboembolism. Further data, including those from the International Society for 

Heart and Lung Transplantation working group on lung PGD, have suggested that CPB can 

be directly linked to worse postoperative outcomes and higher rates of PGD13,14.  

In litterature, results of CPB per transplantation are disappointing because there is a 

selection bias of severe patients15. Nagendran have analyze the results of lung 

transplantation off pump versus with CPB, by studying selection of 14 study. This work 

demonstrate the contradictories data, with 6 studies indicating superiority of Off pump 

transplantation, and 6 studies with no significative difference. This review show the impact of 

confusing factors like transplantation etiology. In our work, all patients were cystic fibrosis 
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patients. To summarize, Nagendran indicates that CPB is must be used for patients with 

pulmonary arterial Hypertension, but there is no argument for using systematically CPB and 

confirm the efficacy of ECMO as a safe intraoperative support. 

 

 To avoid the potential complications of CPB, many groups have begun replacing CPB 

with intraoperative ECMO when mechanical circulatory support is required. The ECMO 

circuit is simpler than the CPB circuit, has less blood-tubing interface surface area, has less 

blood-air interface, and lacks a cardiotomy reservoir, all of which lead to a theoretic decrease 

in activation of a systemic inflammatory response. Aigner and colleagues 16 suggested that 

ECMO can be utilized with results that are at least comparable with CPB, and ECMO’s 

versatility allowed them to simplify the management of complex patients by maintaining the 

same system utilized intraoperatively in the postoperative period. Preliminary data regarding 

the utility of ECMO relative to CPB is varied. A study by Bittner and colleagues12 in 2006 

suggested that ECMO use led to higher rates of blood product transfusions, as well as worse 

1-year survivals. A more recent report from Ius and coworkers17 in 2012 demonstrated lower 

blood product transfusion rates and improved survivals at 3, 9, and 12 months in the ECMO 

group relative to the CPB group.  

 More recently, Toronto’s team show significant advantages of ECMO over CPB for 

both intraoperative and early post-transplant outcomes. Patients undergoing LTx who were 

supported intraoperatively with ECMO demonstrated a shorter duration of mechanical 

ventilation, had shorter ICU and hospital length of stay, and required less blood products 

during the perioperative period when compared with matched recipients who were supported 

with conventional CPB. But their results compare CPB versus ECMO for patients 

transplanted at different period of time. In this study, the Kaplan–Meier survival curves did 

not differ at one year of follow up. 

 

 The current report show, first of all the same recipients and donor caracteristics. 

Concerning per transplantation data, there is no significative difference of transfusion and 

dialysis (Off pump, CPB, ECMO). We recognize that there is a potential for selection bias for 

ECMO group due to the fact that ECMO is probably use in more hemorrhagic patients. The 

advantage of ECMO, is that it is easy to use per and post transplantation if necessary, with 

the same system. Also, transplantation centers using CPB, use this support more 

systematically, while ECMO is used electively, for example for PGD, and permit to maintain 

assist support post operatively. 

 

  

 Limitations :  
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 Patients selected were included in a reserch cohort (COLT), and the data depend on 

filling online database by each center. In addition, this is a multi centric study with all the 

variabilities between centers. 

 

 

 

 
 Generally, concerning per-transplantation assistance, C.Aigner (Vienna) indicate in 

comments of Nagendran analysis, that keys to successful outcome are : the familiarity of the 

entire team with one approach and attention to details in coagulation management, 

substitution of blood products, hemodynamic management and technical issues. This 

consensual conclusion correspond with our results, which are results of 8 differents french 

lung transplantation teams, with, for each team, their habits and own experience. Indeed, 

there is no significative difference in term of survival, at 4 years between the differents Extra 

corporeal support (Off pump, CPB, ECMO) in lung transplantation. 
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