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Introduction 

I. Transplantation rénale 

A. Contexte et indications 

Les reins sont des organes vitaux ayant pour rôle principal la filtration du sang pour répondre 

aux besoins physiologiques de l’organisme. Leurs capacités d’élimination et de réabsorption 

permettent l’adaptation qualitative et quantitative des urines en eau, sucres, acides aminés 

et autres éléments essentiels à l’homéostasie cellulaire tel le sodium et les bicarbonates. Ils 

régulent ainsi dans l’organisme de nombreux paramètres incluant la volémie intra- et extra 

cellulaire, l’équilibre acido-basique et le métabolisme phospho-calcique. Ils ont également un 

rôle endocrinien, notamment responsables de 90% de la production d’érythropoïétine, une 

hormone de croissance permettant la différenciation des précurseurs érythrocytaires en 

érythrocytes (Gueutin et al., 2012). L’insuffisance rénale chronique et son évolution vers une 

insuffisance rénale terminale est une pathologie dont l’incidence croissante de ces dernières 

décennies la place parmi les principales causes de mortalité et de perte d’années de vie à 

travers le monde, touchant près de 10% de la population mondiale soit 800 millions 

d’individus (Hashmi et al., 2023; Kovesdy, 2022). La définition clinique de l’insuffisance rénale 

chronique varie mais elle peut être définie par un débit de filtration glomérulaire inférieur à 

60 mL/min, un taux d’albumine supérieur à 30 mg par gramme de créatinine, associés à 

d’autres anomalies au niveau de la structure ou de la fonction rénale pendant plus de 3 mois 

(Hashmi et al., 2023). Une insuffisance rénale terminale est définie par un débit de filtration 

glomérulaire inférieur à 15 ml/min. Les causes d’insuffisance rénale sont multiples mais les 

principales sont l’âge, le diabète, l’hypertension, les maladies vasculaires et glomérulaires 

(Hashmi et al., 2023; Kovesdy, 2022). Il n’existe pas de traitements curatifs de la perte de 

fonction rénale qui est irréversible. Les principaux traitements visent à diminuer les facteurs 

de risque pour retarder la dégradation de la fonction rénale, incluant des traitements 

antihypertenseurs, hypolipémiants, ainsi que des recommandations sur le mode de vie 

(apports en sodium, protéines, contrôle du diabète, tabagisme), qui permettront de ralentir 

la dégradation des reins, mesurée principalement par le débit de filtration glomérulaire et la 

protéinurie. Toutefois, si l’insuffisance rénale progresse au stade terminal (grade V) et/ou est 

associée à d’autres facteurs aggravants (ex : acidose métabolique sévère, hyperkaliémie, 
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péricardite), le patient se verra indiquer une thérapie de suppléance rénale à long terme 

(Hashmi et al., 2023; Kovesdy, 2022).  

Il existe deux principales méthodes de suppléance rénale utilisant une membrane semi-

perméable pour la filtration et l’épuration du sang, la dialyse péritonéale para-corporelle et 

l’hémodialyse extracorporelle. Dans la première l’injection d’un dialysat à l’aide d’un cathéter 

souple dans l’espace péritonéal permet d’utiliser les propriétés filtrantes du péritoine pour 

l’épuration du sang par un gradient osmotique entre le sang et le dialysat qui est 

progressivement éliminé. L’hémodialyse utilise un dialyseur pour filtrer le sang à l’extérieur 

du corps et le réinjecter ensuite. Ces deux méthodes permettent la prise en charge rapide des 

patients avec de nombreuses modalités, pouvant être réalisées en continue ou discontinue, 

adaptées en fonction des caractéristiques du patient (âge, comorbidité, sévérité de la maladie, 

hospitalisation ou soins ambulatoires) et des ressources (financières, équipement, formation) 

(Fleming, 2011; Villa et al., 2015). Ces thérapies sont cependant couteuses et sont associées à 

une perte de la qualité de vie des patients par rapport à une transplantation rénale considérée 

à ce jour comme le traitement de référence de l’insuffisance rénale permettant non 

seulement un gain de qualité de vie mais aussi de temps de survie (Jansz et al., 2018). 

La transplantation rénale est indiquée pour les patients en dialyse ou la nécessitant, contre-

indiquée en cas de cancer métastasé et d’infection non résolue. Le patient ayant émis la 

volonté d’être transplanté est informé des risques et préparé pour la transplantation. Le corps 

médical effectuera une batterie de tests en fonction de l’historique de santé du patient et 

s’assurera notamment de sa motivation et de son observance aux traitements 

immunosuppresseurs nécessaires à la stabilité du greffon. Les principales limites de la greffe 

sont la durée que le candidat pourra passer en liste d’attente, une fois greffé en l’absence de 

complications chirurgicales, les effets indésirables liés aux traitements immunosuppresseurs 

(IS) et la survenue possible d’une insuffisance rénale pouvant mener à la perte du greffon 

(Anglicheau et al., 2019).   

B. Risques de perte du greffon 

1) Risques de perte du greffon non liés à un rejet 

En transplantation rénale, les deux causes d’une perte du greffon avec une incidence 

comparable sont la mort du receveur avec un greffon fonctionnel ou la défaillance du greffon 
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nécessitant un retour en dialyse ou une nouvelle transplantation (Christophe Legendre et al., 

2014; Van Loon et al., 2020). Considérant ces deux possibilités, sur la période de 2005 à 2008 

le taux de survie des greffons en Europe étaient de 91% après 1 an, 77% après 5 ans et 56% 

après 10 ans de transplantation (Gondos et al., 2013). Les causes du décès des receveurs avec 

un greffon fonctionnel sont principalement la survenue d’infections, de cancers ou de 

maladies cardiovasculaires. La défaillance du greffon quant à elle peut résulter de nombreux 

paramètres d’origine non-immunologique et immunologique, variant notamment en fonction 

de leur moment de survenue après la greffe (Christophe Legendre et al., 2014; Van Loon et 

al., 2020). Concernant les risques non immunologiques, à court terme après la greffe une 

insuffisance rénale aigu pourra résulter d’un défaut fonctionnel du greffon (défaut de 

remplissage post-opératoire, problèmes hémodynamiques liés à une insuffisance cardiaque, 

déshydratation extracellulaire) ou d’une obstruction des voies urinaires ou vasculaires au 

niveau du greffon. La néphrotoxicité de certains traitements médicamenteux pris dans la 

cadre de la greffe, particulièrement les inhibiteurs de la calcineurine pourront entraîner une 

insuffisance rénale aigu ou à long terme une dysfonction chronique du greffon. Les 

traitements IS pourront également favoriser la survenue de néphropathies virales pouvant 

être causées par plusieurs agents infectieux notamment le virus BK et le cytomégalovirus 

(Anglicheau et al., 2019; Christophe Legendre et al., 2014).  

Les risques immunologiques de perte du greffon concernent en premier lieu la résurgence de 

néphropathies auto-immunes initiales à l’origine de la greffe. Plusieurs glomérulonéphrites 

primaires présentent un haut risque de récidive après la greffe avec une prévalence allant de 

3 à 15% pour les néphropathies à IgA, glomérulonéphrites extra-membraneuses et 

membranoprolifératives et la hyalinose segmentaire et focale (Lim et al., 2019). Leur 

physiopathologie est mal définie mais elle implique plusieurs types de cellules immunitaires 

dans la production de facteurs circulants, auto-anticorps et complexes immuns responsables 

d’une toxicité au niveau glomérulaire (Canaud et al., 2012). Ces glomérulonéphrites peuvent 

également récidiver secondairement à une pathologie systémique, lupus ou syndrome 

hémolytique et urémique par exemple. Ce dernier était une contre-indication à la greffe, 

responsable dans 80% des cas d’une résurgence de la glomérulopathie. L’apparition des 

thérapies ciblant la protéine C5 du complément (eculizumab) permet désormais un accès à la 

greffe pour les patients atteints de ce syndrome (Lim et al., 2019). 
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2) Réponse allo-immune envers le greffon 

Une greffe de tissu ou de cellules est dite autologue quand le matériel biologique greffé 

provient du soi, allogénique quand il provient d’un autre individu de la même espèce et 

xénogénique lorsqu’il provient d’une autre espèce. Contrairement à d’autres types de greffes 

comme celles de cellules souches hématopoïétiques, d’os ou de peau, la transplantation 

rénale sera de nature allogénique (Jayne & Tyndall, 2004; Klaus & Pongsomboon, 1985; 

Triplett & Schow, 1996). Dans ces conditions le principal risque en transplantation rénale est 

la survenue d’une réponse allo-immune du receveur, dirigée contre l’organe du donneur et 

définie comme un rejet.  

a) Complexe Majeur d’Histocompatibilité et allo-antigènes 

Le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) est une protéine transmembranaire 

hétérodimérique responsable de la présentation de résidus peptidiques autologues et 

allogénique appelés antigènes à la surface de nos cellules. Le CMH de classe I est exprimé à 

une densité variable par l’ensemble des cellules de l’organisme et permet le reflet de la 

protéosynthèse de la cellule par la présentation d’antigènes intracellulaires à l’issus de leur 

traitement par le protéasome. Le CMH de classe II en l’absence d’inflammation est exprimé 

par les cellules présentatrices d’antigènes professionnels (APC) comprenant les cellules 

dendritiques (DC), monocytes/macrophages et les lymphocytes B (LB). Il permet le reflet de 

l’environnement cellulaire par la présentation d’antigènes extracellulaires traités au niveau 

de l’endosome (Charles A Janeway et al., 2001). Ces protéines sont le produit de plusieurs 

gènes codants pour HLA-A, -B et -C pour le CMH I, HLA-DP, -DQ et -DR pour le CMH de classe 

II (HLA : human leukocye antigen), présentant le plus haut degré de polymorphisme 

interindividuel parmi les gènes de l’organisme (Charles A Janeway et al., 2001; L. A. Sherman 

& Chattopadhyay, 1993). De ce fait les protéines du HLA responsables de la présentation 

d’antigènes constituent également des allo-antigènes majeurs dans l’immunisation de l’hôte 

envers son greffon (L. A. Sherman & Chattopadhyay, 1993; Snanoudj et al., 2019).  

b) Organes lymphoïdes secondaires 

Les organes lymphoïdes secondaires (OLII) sont le lieu où se rencontre l’ensemble des 

antigènes tissulaires et des acteurs de la réponse immune adaptative. Les OLII systémiques 

incluant la rate et les ganglions lymphatiques ainsi que les OLII associés aux muqueuses 

partagent des structures communes avec des zones para-corticales riches en lymphocytes T 
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(LT) et des zones corticales contenant les follicules riches en LB (Stranford & Ruddle, 2012). 

Les OLII comportent un réseau de vaisseaux formées par les cellules fibroblastiques 

réticulaires (CFR) dans lesquels circulent les cellules et qui par la sécrétion de cytokines 

chimioattractives entraînent la formation de différentes zones, grâce à ces chimiokines et 

l’expression de leurs récepteurs par les cellules ciblées (Stein & Nombela-Arrieta, 2005; 

Stranford & Ruddle, 2012). Les DC ont un rôle de transit entre les tissus où elles captent les 

antigènes et sont activées et les OLII où elles présentent les antigènes (Tiberio et al., 2018). La 

migration vers les OLII des DC et des LT dans les zones para-corticales est dépendante de leur 

expression en CCR7 en réponse aux chimiokines CCL19 et CCL21 sécrétées par les CFR (Stein 

& Nombela-Arrieta, 2005; Stranford & Ruddle, 2012; Tiberio et al., 2018). La migration des LB 

vers les follicules est permise par leur expression de CXCR5 en réponse à la chimiokine CXCL13 

sécrétée par les DC folliculaires (Stein & Nombela-Arrieta, 2005; Stranford & Ruddle, 2012). 

c) Lymphocytes T 

i. Activation des Lymphocytes T 

La réponse allo-immune et le processus de rejet dépendent de la réponse immune adaptative 

avec l’activation des LT et LB du donneur. Après une transplantation, une réaction 

inflammatoire notamment liée au processus d’ischémie-reperfusion entrainera une 

expression accrue du CMH par les cellules du greffon ainsi que de signaux de dangers (DAMPs : 

damage-associated molecular patterns) capables d’activer les DC du donneur et du receveur 

via leur TLR (toll like receptors) qui migreront vers les OLII (Kim et al., 2008; Todd & Palmer, 

2017). Les LT naïfs qui s’y trouvent via leur récepteur (TCR) reconnaissent les antigènes 

exogènes présentés par les DC du donneur, indirectement via les DC du receveur, ou de façon 

semi-directe par l’expression sur les DC du receveur de protéines entières du CMH du donneur 

(Brown et al., 2011; Golding & Singer, 1984; L. A. Sherman & Chattopadhyay, 1993). Les LT 

CD8 cytotoxiques sont activés via le CMH de classe I et les LT CD4 auxiliaires (Th) via le CMH 

de classe II (Harper et al., 2015). Si un TCR reconnaît une molécule du CMH avec une affinité 

suffisante, la synapse immunologique se met en place et peut aboutir à l’expansion clonale du 

lymphocyte, c’est-à-dire la prolifération et l’acquisition de fonctions effectrices du LT naïf 

spécifique de l’allo-antigène présenté. Pour se faire, plusieurs signaux sont nécessaires aux LT 

(Dustin, 2014). Le premier est apporté par la liaison forte et prolongée entre le CMH sur les 

APC et le complexe TCR/CD3 porté par le clone LT qui lui est spécifique. Une telle liaison est 

permise grâce à la complémentarité entre les structures 3D constituées par le CMH, l’antigène 
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(épitope) et le TCR (paratope). Elle est renforcée par la liaison du CD8 et du CD4 aux CMH I et 

II, respectivement (Dustin, 2014). Un deuxième signal est apporté par les molécules de 

costimulation avec l’interaction entre le CD28 et le CD80/CD86 exprimés respectivement par 

les LT et les DC. Il permet de compléter le premier signal sans quoi les LT subissent une anergie 

et entrent en apoptose (Schwartz, 2003). Ces interactions au niveau transmembranaire 

activent dans les LT les kinases Fyn, Lck et ZAP-70, entraînant une cascade de phosphorylation 

aboutissant à l’activation de la phospholipase C gamma 2 (PLC2) et la production de 

diacylglycérol (DAG) et d’inositol triphosphate (IP3) (Dustin, 2014). Le DAG active les facteurs 

de transcription AP-1 et NF-B (D. Wang et al., 2004). L’IP3 entraine un influx de calcium dans 

le cytoplasme permettant l’activation par la calcineurine qui elle-même induit la 

déphosphorylation du facteur de transcription NFAT, permettant sa translocation dans le 

noyau (Rao et al., 1997). Les signaux I et II permettent également via la voie de la 

Phosphoinositide-3-Kinase (PI3K) l’activation du complexe protéique mTORC1 (mammalian 

target of rapamycin complex 1) impliqué dans la prolifération des LT (Pollizzi & Powell, 2015). 

Ces voies de signalisation entraînent la production de protéines, telle que l’interleukine 2 (IL-

2), nécessaires à la survie, la prolifération et l’acquisition des fonctions effectrices des LT 

pendant leur expansion clonale, (Hwang et al., 2020) (figure 1). 
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Figure 1 : voies de signalisations induites lors de l’activation des LT. D’après (Pollizzi & Powell, 2014). Sont représentées les 
principales voies de signalisation induites par l’activation des LT partant du TCR et de ses corécepteurs activant les voies de 

la PLC2, PI3K, PKC et MAPK aboutissant à l’activation des facteurs de transcriptions NF-B, AP-1 et NFAT.   

Le signal apporté par le TCR ainsi que celui de cytokines de l’environnement est nécessaire à 

l’acquisition des fonctions effectrices des LT naïfs lors de leur expansion clonale (Hwang et al., 

2020). L’IL-2 et l’IL-12 sont nécessaires aux LT CD8 pour l’expression de Granzyme et de 

Perforine leur conférant leurs propriétés cytotoxiques (Curtsinger et al., 1999). Les LT CD4 

pourront acquérir différents profils impliqués dans autant de types de réponses. Les Th1 sont 

induits par l’interféron- (IFN-) et l’IL-12 et sont mobilisés dans la réponse contre les agents 

infectieux intracellulaires. Les Th2 sont induits par l’IL-4 et l’IL-2 et sont impliqués dans les 

réponses antiparasitaires et les processus allergiques. Les Th17 sont induits par le TGF-
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(Transforming Growth Factor beta) et l’IL-6 et sont impliqués dans la réponse aux agents 

infectieux extracellulaires notamment bactériens et fongiques. Les LT régulateurs (Treg) sont 

induits en l’absence d’IL-6 par le TGF- et l’IL-2 et permettent notamment de réguler  

l’activation des autres cellules lymphocytaires (Zhu & Paul, 2010). Suite à leur expansion 

clonale les LT acquièrent des propriétés effectrices permettant la réponse contre leur antigène 

spécifique. Le processus de contraction clonal est alors favorisé par la disparition de l’antigène 

responsable de la réponse immune. Il entraîne la mort de la majorité des LT effecteurs par 

apoptose et la persistance de LT mémoires à long terme (Beverley, 2008). 

ii. Processus inflammatoire médié par les LT 

Suite à leur activation dans les OLII, la migration des LT effecteurs et mémoires se fait par 

l’expression de récepteurs tels que CXCR3 et CCR5 répondant aux chimiokines sécrétées au 

niveau des centres inflammatoires que constitue le greffon (Kim et al., 2008; Mackay & Rosen, 

2000; Segerer et al., 2001). La reconnaissance de leur antigène spécifique présenté par les 

cellules du greffon associée à des corécepteurs permet l’activation des LT et l’acquisition de 

leurs mécanismes effecteurs incluant la cytotoxicité et la production de cytokines pro-

inflammatoires (Cornell et al., 2008; Nankivell & Alexander, 2010). L’activation des LT CD8 

entraîne la dégranulation de vésicules chargées en perforine, Granzyme A et B par exocytose, 

ainsi que la production de Fas ligand qui active le récepteur Fas à la surface des cellules cibles. 

Ces mécanismes entraînent l’apoptose et la mort des cellules du greffon (Halle et al., 2017). 

Les LT peuvent également produire localement du TNF- (Tumor Necrosis Factor alpha) dont 

la liaison aux cellules tubulaires épithéliales du greffon exprimant le récepteur du TNF- induit 

leur apoptose (Al-Lamki et al., 2001; Imagawa et al., 1991). Le rejet cellulaire a des 

manifestations vasculaires avec des infiltrats au niveau sub-endothéliale et dans l’intima de 

LT CD4, CD8 et de macrophages qui entraînent la lyse des cellules endothéliales (endartérite) 

(Cornell et al., 2008). Les LT allo-réactifs entraînent également la rupture de la membrane 

basale des cellules épithéliales tubulaires où ils s’accumulent et induisent une 

dédifférenciation des cellules épithéliales en myofibroblastes, favorisant une fibrose des tissus 

tubulaires (Nankivell & Alexander, 2010). Ces lésions se manifesteront à terme cliniquement 

par une dysfonction du greffon et une atrophie des tubules rénaux (Bonsib et al., 2000). 
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d) Lymphocytes B 

i. Rôle des lymphocytes B dans la réponse allo-immune 

Nous reviendrons en détail plus loin dans ce manuscrit sur l’ontologie et l’activation des LB 

(cf. chapitre II). Dans les follicules primaires des OLII, les LB peuvent reconnaître via leur 

récepteur (BCR) un allo-antigène spécifique et interagir avec un LT CD4 follicular helper (TFH) 

partageant cette spécificité. Ce double signal aboutira à la formation de follicules secondaires 

ou centres germinatifs dans lesquels les LB prolifèrent et se différencient en cellules 

productrices d’anticorps, plasmocytes et en LB mémoires. Une étude récente a permis de 

mettre en évidence un mode d’activation dit direct-inversé, faisant intervenir les LT CD4+ du 

donneur dans la coactivation de LB allo-réactifs du receveur (Charmetant et al., 2022). Dans 

la réponse allo-immune et le processus de rejet, les LB sont responsables de la réponse 

humorale envers le greffon notamment via la production d’anticorps spécifiques du donneur 

(DSA : donnor specific antibody). Les anticorps allo-spécifiques participants au rejet humoral 

peuvent être de plusieurs natures et avoir diverses manifestations suivant leur moment 

d’apparition. Avant la greffe, des anticorps préformés peuvent se trouver dans le sérum du 

receveur. Ces anticorps sont principalement anti-HLA, possiblement anti-ABO ou dirigés 

contre des antigènes présentés par les cellules endothéliales du donneur tels que le récepteur 

à l’angiotensine de  type 1 (AT1R), l’endothéline de type A, ou des agglutinines froides (Dragun 

et al., 2016; Lefaucheur et al., 2019). Ces anticorps peuvent résulter d’un évènement 

immunisant tel qu’une grossesse, une transfusion sanguine ou des transplantations 

antérieures (Colvin & Smith, 2005; Cornell et al., 2008; Nankivell & Alexander, 2010). Des 

anticorps anti-HLA peuvent se former après la greffe, de novo, et être associés à un risque 

important de rejet notamment en cas de mauvaise observance du traitement IS (Aravind 

Cherukuri et al., 2019). 

Il a été montré que les LB en tant que cellules APC exprimant le CMH II peuvent également 

participer à l’activation des LT CD4 dans de nombreuses pathologies (Rastogi et al., 2022). Cela 

a également été démontré en transplantation rénale dans des cas de rejets aigus n’impliquant 

pas la réponse humorale, où des infiltrats de LB dans les greffons présentaient un phénotype 

activé avec une forte expression de HLA-DR à proximité de LT CD4 (Tsai et al., 2006; Zarkhin 

et al., 2008). 
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ii. Processus inflammatoire du rejet humoral 

Les allo-antigènes sont exprimés par plusieurs types cellulaires dans le greffon notamment par 

les cellules endothéliales vasculaires à la surface desquelles les DSA viennent se fixer. Les 

anticorps induisent un effet toxique envers leur cellules cibles via plusieurs mécanismes, en 

premier lieu le complément (Colvin & Smith, 2005). Le système du complément appartient à 

l’immunité innée et peut être activé par plusieurs voies (classique, alternative, lectines) 

(Walport, 2001). Dans le cas d’un rejet humoral, les anticorps activent la voie classique du 

complément. Cette voie fait intervenir de nombreuses protéines activées et clivées en sous-

produits intermédiaires de différents rôles. Elle passe par l’activation de C1, un hétérotrimère 

(C1q, C1r, C1s) qui permettra la formation de la C3 convertase (C4b2a), qui active C3 amenant 

à la formation du complexe d’attaque membranaire entraînant la lyse des cellules cibles. Cela 

aura pour conséquence le détachement des cellules endothéliales de la membrane basale, 

leur nécrose et le développement de thromboses (Colvin & Smith, 2005; Walport, 2001). Lors 

de cette cascade d’activation, le C4b peut être inactivé en CD4d. Par la formation de liaisons 

covalentes avec les cellules cibles, le C4d peut être retrouvé pendant plusieurs jours dans 

l’espace vasculaire du greffon, représentant ainsi un élément diagnostic du rejet humoral en 

transplantation rénale (Colvin & Smith, 2005; Feucht et al., 1993; C Legendre et al., 2023). Les 

protéines C5a et C3a produites en parallèle également sont des anaphilatoxines aux 

propriétés chimiotactiques qui entraînent le recrutement de polynucléaires neutrophiles, 

mastocytes et macrophages qui entretiennent la réaction inflammatoire induite par le 

complément. L’ensemble de ces acteurs peuvent générer un bouleversement de 

l’homéostasie des cellules endothéliales dont la production de cytokines et facteurs de 

croissances tels que le FGF (fibroblast growth factor) entraînent la prolifération des cellules 

endothéliales. Egalement le facteur tissulaire qui favorise le développement de 

microangiopathie thrombotiques dans le greffon (Benzaquen et al., 1994; Colvin & Smith, 

2005; Saadi et al., 1995). A l’instar du complément, les anticorps via leur fragment Fc peuvent 

également recruter des cellules cytotoxiques telles que les cellules NK (natural killers) et les 

macrophages qui reconnaissent l’anticorps via le FCRIIA (CD16) entraînant un effet 

cytotoxique médié par les anticorps dit ADCC (antibody mediated cytotoxicity) (Gómez Román 

et al., 2014; Lamarthée et al., 2023; Legris et al., 2016). 
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e) Considération du risque allo-immun 

En transplantation rénale, plusieurs paramètres influent le risque de réponse allo-immune 

envers le greffon (Bestard et al., 2022). Contrairement aux donneurs à critère standard (âge 

<50ans), les donneurs à critères élargis (âge >50ans avec hypertension artérielle (HTA), 

créatininémie >133µmol/L, état de mort cérébrale) et les donneurs à cœur arrêté 

représentent un nombre croissant de donneurs. Ces donneurs possèdent des paramètres 

physiologiques défavorables qui altèrent la fonction du greffon et favorisent également son 

immunogénicité (Kim et al., 2008). Comme évoqué dans la partie précédente, 

l’immunogénicité du greffon est favorisée par les dommages liés à l’ischémie-reperfusion, 

augmentés chez les donneurs à cœurs arrêtés et par des périodes d’ischémie froide trop 

importantes (Todd & Palmer, 2017). Ces donneurs à haut risques sont associés à une survie 

réduite du greffon (Montero et al., 2021).  

L’histocompatibilité (compatibilité entre les antigènes tissulaires) entre donneur et receveur 

est un paramètre qui favorise l’absence de réponse allo-immune. Elle est recherchée pour les 

antigènes du système ABO hautement immunogènes, impératif dans le cas d’un donneur à 

cœur arrêté (Anglicheau et al., 2019). La compatibilité des molécules du CMH est aussi de 

première importance. Plusieurs études ont montré que plus le taux de compatibilité entre les 

molécules du CMH diminue plus la durée de vie du greffon diminue également (Williams et 

al., 2016). La compatibilité du CMH peut désormais être déterminée de façon hautement 

résolutive à l’aide de plusieurs méthodes. Des méthodes de typage sérologiques qui utilisent 

des anticorps dirigés contre une multitude d’allotypes du CMH et des méthodes moléculaires 

réalisées par séquençage direct ou l’utilisation d’amorces ou de sondes spécifiques de 

séquences nucléotidiques (Althaf et al., 2017). Des méthodes bio-informatiques permettent 

également désormais de mesurer la compatibilité des molécules du CMH au niveau structurel 

et dans les interactions physico-chimiques des protéines. En considérant l’épitope et le 

paratope fonctionnel du CMH et de l’allo-anticorps qui lui est spécifique, on détermine entre 

donneur et receveur un taux d’épitopes non compatibles dit charge épitopique ou « epitope 

load »  (Duquesnoy, 2006; Niemann et al., 2021; Snanoudj et al., 2019).  

Le test du « cross-match » (XM) permet la détection chez le receveur avant la greffe 

d’anticorps allo-spécifiques du donneur. Ce test est réalisé in vitro par la mise en contact des 

LT et des LB du donneur et du sérum du receveur puis la mesure de la lyse des cellules en 
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présence de complément (CDC-XM) et/ou de la fixation d’anticorps à leur surface mesurée par 

cytométrie (FCXM)  (Bhaskaran et al., 2022). Un CDC-XM positif envers les cellules T ou B 

représente une contre-indication absolue à la greffe (Bestard et al., 2022; Bhaskaran et al., 

2022). Cependant un test de cross-match négatif n’exclut pas la présence d’anticorps allo-

spécifiques pouvant être la cause de rejet.  

Pour les patients en attente de greffe ainsi que post-greffe, la mesure régulière de la formation 

d’anticorps anti-HLA est nécessaire. Elle est réalisée par des tests mesurant la réactivité des 

anticorps du receveur envers un panel de molécules du CMH représentatif de la population 

de donneurs potentiels. Ces tests de criblage d’anticorps ont été réalisés traditionnellement 

par cytotoxicité à partir de cellules exprimant le CMH provenant de 30 à 40 donneurs 

potentiels. Il permet une approximation du risque de « cross-match » positif mesuré par le 

score PRA (panel-reactive antibody). Des tests plus modernes se font sur phase solide par 

ELISA ou via la plateforme Luminex® utilisant des billes SAB (single-antigen beads) portant les 

antigènes du CMH dits « non-acceptés » sélectionnés parmi la population générale. La 

spécificité des anticorps trouvée par ces tests permet de mesurer le PRA calculé (cPRA). Ce 

score permet de déduire la sensibilité d’un receveur potentiel envers la population générale 

et est utilisé dans l’allocation d’organes (Althaf et al., 2017; Bhaskaran et al., 2022).  Dans le 

cas d’individus possédants des anticorps allo-spécifiques avec ou sans « cross-match » positif, 

une procédure de désensibilisation peut être effectuée (Stegall et al., 2006). Ces techniques 

ont permis la création du « cross-match » virtuel (VXM), une méthode in silico cumulant le 

typage du CMH des donneurs au criblage des anticorps du receveur. Elle permet un gain de 

temps important dans la prédiction des résultats de « cross-match » et dans l’allocation 

d’organes (Althaf et al., 2017; Bhaskaran et al., 2022). En parallèle des anticorps, une 

considération croissante dans la gestion du risque allo-immun est le criblage des LT et LB 

mémoires allo-réactifs. Leur criblage s’est montré efficace comme outil de prédiction de 

réponses allo-immunes médiées par les LT et LB. Cette méthode pourrait à terme être 

également effectué en clinique (Bestard et al., 2021; Luque et al., 2019). 
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C. Prise en charge du risque immunologique 

1) Les rejets 

Il existe en transplantation rénale plusieurs types de rejets classés cliniquement selon leur 

temps de survenue après la greffe ainsi que selon le mode de réponse allo-immune : cellulaire 

(médiée par les LT) humorale (médiée par les anticorps), ou mixte mêlant ces deux modes (C 

Legendre et al., 2023). L’ensemble de ces critères a été décrit dans la première classification 

de Banff en 1993 qui est régulièrement mise à jour (Roufosse et al., 2018; Solez et al., 1993). 

a) Le rejet hyper-aigu 

Sa survenue a lieu dans les minutes voire les heures qui suivent la transplantation. Ce rejet est 

de nature humorale et est défini par la présence chez le receveur de DSA préformés entrainant 

une thrombose généralisée des artères du greffon et une anurie irréversible nécessitant le 

retrait de la greffe (transplantectomie) (C Legendre et al., 2023; Nankivell & Alexander, 2010). 

Ce type de rejet est devenu rare depuis l’instauration systématique du test de « cross-match » 

permettant la détection chez le receveur d’anticorps préformés susceptibles de générer un tel 

rejet (Patel & Terasaki, 1969). Il peut toutefois survenir en cas d’erreur de « cross-match », 

d’incompatibilité ABO accidentelle ou d’anticorps allo-réactifs non spécifiques du CMH (C 

Legendre et al., 2023). 

b) Le rejet aigu 

Il se caractérise par une insuffisance rénale aigue survenant généralement dans les 3 premiers 

mois de la greffe. Une biopsie rénale est nécessaire pour le diagnostiquer et préciser sa nature. 

Le rejet aigu cellulaire se défini par des lésions de différents grades comprenant une 

inflammation de l’interstitium cortical non fibreux et des foyers de tubulite, d’artérite, jusqu’à 

une nécrose de la paroi artérielle. Le rejet aigu humoral se caractérise par la détection de DSA 

(anti-HLA ou non) et de lésions de différents types : artérite, microangiopathie thrombotique 

nécrose tubulaire, et la preuve d’une interaction entre anticorps et endothélium comprenant 

un dépôt de C4d sur les capillaires paratubulaires, une inflammation microvasculaire et/ou 

l’expression de transcrits/marqueurs d’activation endothéliale (C Legendre et al., 2023). Un 

tableau clinique similaire au rejet aigu survenant plus de 3 mois après la greffe sera dit rejet 

aigu tardif. Il peut être causé par une modification de l’immunosuppression liée au 

développement de cancers ou d’infections ou d’une mauvaise observance du patient au 
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traitement IS et est associé à un mauvais pronostic du fait de sa détection souvent tardive (Eid 

et al., 2014; C Legendre et al., 2023; Nankivell & Alexander, 2010). 

c) Le rejet chronique 

Il se manifeste cliniquement après le 3ème mois de transplantation par la dégradation 

progressive de la fonction rénale associée à l’apparition ou l’aggravation d’une HTA et d’une 

protéinurie. Comme dans le rejet aigu, la biopsie permet de préciser sa nature. Le rejet 

chronique actif humoral est défini de façon similaire au rejet aigu par la présence de DSA 

associée à une preuve d’interaction d’anticorps avec l’endothélium comprenant le dépôt de 

C4d sur les capillaires paratubulaires, une inflammation au niveau microvasculaire et 

l’expression de transcrits/marqueurs d’activation endothéliale et des lésions histologiques de 

type glomérulopathie, multilamellation de la membrane basale des capillaires péri-tubulaires 

et fibrose intimale artérielle récente. Le rejet chronique actif cellulaire, comme le rejet aigu, 

est classé en différents grades comprenant l’association d’une inflammation totale de 

l’interstitium cortical, d’une inflammation au niveau de zones de fibrose, d’atrophie tubulaire, 

de foyers de tubulites et des lésions vasculaires de type artérites dans les grades supérieurs 

(C Legendre et al., 2023). 

d) Rejets infracliniques 

Lors de biopsies chez des receveurs présentant une fonction rénale normale, il est possible de 

constater des lésions caractéristiques de rejets humoraux et/ou cellulaires. Ces rejets ont été 

décrits comme rejets infracliniques et présentent le même tableau clinique que ceux cités 

précédemment à l’exception d’une fonction rénale normale (C Legendre et al., 2023; Rush & 

Gibson, 2019). La biopsie des tissus rénaux est nécessaire pour détecter ce type de rejet mais 

elle ne peut pas être pratiquée régulièrement, c’est pourquoi des méthodes non invasives 

sont développées pour détecter efficacement l’apparition ou l’absence de ces lésions par la 

mesure de biomarqueurs sanguin et urinaires (Crespo et al., 2017; Danger et al., 2023; Zhang 

et al., 2019). 

2) L’immunosuppression  

La considération des risques de réponse allo-immune par les cliniciens permet de minimiser 

le risque de rejet notamment par l’allocation d’organes entre individus les plus 

histocompatibles possibles. Cependant une histocompatibilité totale est rarement atteinte et 

des traitements IS ciblant les différentes étapes de la réponse allo-immune sont nécessaires 
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pour minimiser le risque de rejet. Ces traitements IS sont toutefois des traitements lourds 

utilisant des principes actifs aux fenêtres thérapeutiques étroites, de possibles interactions 

médicamenteuses et de nombreux effets indésirables. Le protocole d’immunosuppression 

varie dans les différents centres selon les pratiques et est adapté en fonction du risque de 

réponse-allo immune ainsi que des facteurs de comorbidité et des pathologies associées qui 

pourraient être aggravées par certains traitements IS (Anglicheau et al., 2019).  

 

Figure 2 : cibles des différents types de traitements IS dans l’activation des LT. D’après (P. F. Halloran, 2004). Représentation 
des signaux induits lors de l’activation des LT par une cellule présentatrice d’antigène ainsi que de leur effet dans la cellule 
avec interaction de chacune des classes d’IS au niveau de ces voies.  

a) Traitement d’induction 

Les traitements d’induction consistent en une forte immunosuppression par différents 

principes actifs durant 3 à 14 jours au début de la transplantation qui sera ensuite maintenue 

par d’autres agents thérapeutiques. Ces traitements d’induction ont permis de 

significativement réduire la survenue du rejet notamment chez les sujets à haut risque allo-

immun (Bunnapradist & Takemoto, 2005; Cai & Terasaki, 2010; Laftavi et al., 2014).  

Ces thérapies visent à éliminer les cellules responsables d’une éventuelle réponse allo-

immune envers le greffon. L’alemtuzumab est un anticorps monoclonal humanisé dirigé 

contre le CD52, exprimé par plusieurs leucocytes principalement les LT et LB mais également 
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les cellules NK et monocytes. Une fois fixé, il induit une cytotoxicité via son fragment Fc et une 

déplétion durable des cellules cibles (Hanaway et al., 2011; Waldmann, 2002). Les globulines 

anti-thymocytes sont des anticorps polyclonaux issus de l’immunisation d’animaux, 

généralement de lapins, à l’aide de thymocytes humains. Elles seront dirigées contre une 

multitudes d’antigènes thymiques induisant une déplétion durable des LT et des LB 

(Hardinger, 2006).  

Le basiliximab est un anticorps monoclonal chimérique ciblant la sous unité  du récepteur de 

l’IL-2 (IL2RA ou CD25). Son mode d’action n’est pas déplétant mais permet d’inhiber la fixation 

de l’IL-2 à son récepteur et donc la prolifération des LT lors de la réponse allo-immune. Il est 

utilisé en thérapie d’induction en transplantation rénale pour les sujets présentant un faible 

risque allo-immun (Al Najjar et al., 2006; Nashan et al., 1997). 

b) Traitement d’entretien 

Le traitement d’entretien est appliqué dès le début de la transplantation et destiné à être 

maintenu sur toute la période de greffe, avec des adaptations et réductions de traitements 

quand celles-ci sont faisables ou nécessaires. Selon la pratique courante, il comporte un 

inhibiteur de la calcineurine, un agent antiprolifératif et des corticostéroïdes qui sont souvent 

arrêtés lors du suivi du patient (R. A. Lee & Gabardi, 2012).  

i. Les inhibiteurs de la calcineurine (CNI) 

Cette classe de médicaments, avec la cyclosporine A et le tacrolimus, représente la clef de 

voute des traitements IS de maintenance en transplantation rénale (Sayegh & Carpenter, 

2004). La cyclosporine A est un peptide cyclique fongique de 11 acides aminés isolé à partir 

du Tolypocladium inflatum (Borel et al., 1976). Le tacrolimus est un antibiotique de la famille 

des macrolides isolé à partir de la bactérie streptomyces tsukubaensis (Kapturczak et al., 

2004). Ces deux molécules se lient dans le cytoplasme à des protéines dites immunophilines, 

la cyclophiline dans le cas de la cyclosporine A et la protéine FKBP12 (FK506-binding protein 

12) pour le tacrolimus. Ces complexes se fixent ensuite à la calcineurine, inhibant son activité 

de déphosphatase et la translocation du facteur de transcription NFAT dans le noyau, 

induisant l’expression de gènes impliqués dans l’activation des LT dans la réponse allo-

immune (Bram et al., 1993). Les CNI sont responsables de nombreux effets indésirables dont 

la survenue paradoxale d’une néphrotoxicité (Wu et al., 2018). Une méta-analyse a montré 

que l’usage du tacrolimus par rapport à la cyclosporine A permet une meilleure survie du 
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greffon et une incidence réduite de rejet aigu (Webster et al., 2005). Bien que ces observations 

n’aient pas été retrouvées dans d’autres études (Woodward et al., 2005), l’usage a 

progressivement favorisé l’utilisation du tacrolimus pour les thérapies d’entretien (Hricik, 

2015). 

ii. Agents antiprolifératifs 

L’azathioprine est l’un des premiers principes actif IS utilisés. C’est un dérivé de l’imidazole 

dont l’activité dépend de sa métabolisation au niveau hépatique et cytoplasmique en 

plusieurs analogues de thiopurines (Anstey & Lear, 1998). Ces composés ont une activité 

myélosupressive inhibant la prolifération des LT et des LB et le nombre de monocytes 

circulants par l’inhibition d’enzymes impliquées dans la synthèse de novo d’acide nucléique 

(Aarbakke et al., 1997; R. A. Lee & Gabardi, 2012). L’azathioprine entraîne également 

l’apoptose spécifique des LT par blocage de l’activation de Rac 1 induite par le signal de co-

stimulation du CD28 (Tiede et al., 2003). L’acide mycophénolique (MPA) est un dérivé actif des 

pro-drogues mycophénolate mofetil et mycophénolate sodium. Le MPA est un puissant 

inhibiteur spécifique et réversible de la inosine-5’-monophosphate déshydrogénase de type 

II, une enzyme clef dans la synthèse de l’ADN, nécessaire à la prolifération des LB et des LT 

activés. Le MPA régule également l’expression de protéines d’adhésion importantes pour le 

recrutement des lymphocytes et des monocytes au niveau des centres d’inflammation 

(Allison, 2005; Staatz & Tett, 2014). Des études ont montré dans les années 90 que le MPA 

permettait de réduire l’incidence du rejet aigu par rapport à l’azathioprine, favorisant ainsi 

son utilisation (P. Halloran et al., 1997). Cependant, des études ultérieures n’ont pas montré 

de meilleurs résultats du MPA par rapport à l’azathioprine en terme de survie du greffon et 

du patient ni de l’incidence de cancers (Clayton et al., 2012; Schold & Kaplan, 2009). 

iii. Corticostéroïdes 

Les glucocorticoïdes font partie des premiers IS utilisés dans la prévention du rejet en greffe 

rénale avec la méthylprednisolone et le prednisone, les deux glucocorticoïdes les plus utilisés. 

Ils ont un effet IS mais également anti-inflammatoire et immunomodulateur. Après leur 

entrée dans la cellule, ils interagissent avec leur récepteur (GR) induisant son activation. Le GR 

a des effets dans le cytoplasme et dans le noyau où il interagit avec les éléments de réponse 

aux corticoïdes induisant la suppression ou l’expression de plusieurs gènes codants 

notamment de cytokines. Il inhibe également l’activité des facteurs de transcription AP-1 et 
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NF-B au niveau nucléaire et cytoplasmique. L’ensemble de ces effets se traduit notamment 

par l’inhibition de l’expression des cytokines pro-inflammatoires (ex : IL-1, IL-2, IL-6, IL-8, TNF-

) et de la prolifération des LB et des LT par arrêt du cycle cellulaire et induction de l’apoptose 

(De Bosscher et al., 2003; Necela & Cidlowski, 2004). Leur utilisation à long terme 

s’accompagne d’effets indésirables nombreux incluant la survenue d’infections, HTA de 

problèmes métaboliques (hyperlipidémie, diabète) et endocriniens (Buchman, 2001). Certains 

centres effectuent un arrêt précoce des corticostéroïdes chez les receveurs à faible risque 

immunologique sur la base d’études montrant chez eux une réduction des effets indésirables 

sans risque accru de rejet (Thomusch et al., 2016).  

iv. Inhibiteurs de mTORC 

Le sirolimus est un antibiotique de la famille des macrolides issu de la bactérie streptomyces 

hygroscopicus et l’everolimus, un analogue semi-synthétique du sirolimus (Schuler et al., 

1997). Ces deux molécules, comme le tacrolimus, forment un complexe avec la FKBP12 qui 

interagit et inhibe les complexes mTORC1 et mTORC2 impliqués dans la croissance cellulaire 

et la prolifération et dans la survie cellulaire, permettant d’inhiber l’expansion clonale des LT 

activés (Fantus et al., 2016; Pollizzi & Powell, 2015). L’utilisation de ces deux molécules est 

envisagée comme remplacement des CNI en cas de forte toxicité rénale. Ces deux molécules 

permettent un effet bénéfique sur la survenue de cancers et d’infections au cytomegalorvirus 

et virus BK (Pascual et al., 2017). Toutefois, des études comparants les 2 types de traitements 

ont montré une augmentation de la protéinurie et une incidence accrue du rejet aigu avec les 

inhibiteurs de mTOR par rapport aux CNI (Ekberg et al., 2007; Flechner et al., 2011; Holdaas 

et al., 2011; Rostaing et al., 2015). 

v. Inhibiteurs de co-stimulation 

Le belatacept (LEA29Y) est une protéine de fusion reliant le fragment Fc d’une 

immunoglobuline (Ig) de type G1 à la protéine CTLA4 (cytotoxic T-lymphocyte-associated 

protein 4) ou CD152. La molécule CTLA4 est exprimée par les LT et agit dans la synapse 

immunologique en interagissant avec le CD80 et CD86 des APC pour diminuer l’activation des 

LT, induite par l’interaction du CD28 avec CD80/86. Le belatacept a également été envisagé 

comme alternative aux CNI pour minimiser leurs effets indésirables. Des études ont montré à 

1 an et à 3 ans post-transplantation une meilleure gestion des risques cardiovasculaire et 

métabolique par le belatacept associé à une meilleure fonction rénale qu’avec les CNI 
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(Charpentier et al., 2013; Rostaing et al., 2013; Vanrenterghem et al., 2011). D’autres études 

ont toutefois permis de montrer que l’usage du belatacept par rapport aux CNI entrainait un 

risque accru de rejet aigu, de survenue d’infections virales et de syndromes 

lymphoproliferatifs (Lombardi & François, 2022). 

c) Traitement du rejet 

Les traitements d’induction et de maintenance ne permettent pas systématiquement la 

prévention des rejets qui sont également favorisés par le manque d’observance à leur 

traitement des patients. En parallèle d’une adaptation des thérapies de maintenance, le rejet 

cellulaire est traité par l’injection (IV) de méthylprednisolone (250-500mg) pendant 3 à 5 jours. 

Suivant le type de lésions, une thérapie déplétante des LT est instaurée, le plus couramment 

par 5 à 7 doses de globulines anti-thymocytes en IV (1-1,5mg/kg) (Cooper, 2020; Kung et al., 

2021; Noguchi et al., 2020). Le traitement du rejet humoral vise à neutraliser les anticorps 

allo-spécifiques par des échanges plasmatiques ou plasmaphérèse permettant l’élimination 

des DSA du sérum du patient. Egalement par l’injection IV d’immunoglobulines aux propriétés 

anti-inflammatoires et immunomodulatrices agissant sur plusieurs aspects de la réponse 

immune innée et adaptative (Jordan et al., 2009). Le traitement comprend également 

l’injection de rituximab, un anticorps monoclonal anti-CD20 permettant la déplétion des LB 

du patient (Cooper, 2020). D’autres thérapies peuvent parfois y être associées visant la 

signalisation de l’IL-6 (ex : tocilizumab) importante dans la génération des plasmocytes (Jordan 

et al., 2020), ou visant le système du complément (ex : eculizumab) (Böhmig et al., 2018). 

 

Figure 3 : frise chronologique d’appartition des traitement IS utilisés en transplantation rénale. D’après (Nelson et al., 2022). 
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3) Les limites de la prise en charge du risque immunologique 

a) Stagnation de l’amélioration de la survie des greffons 

L’arrivée dans les années 90 (figure 3) des principes actifs IS utilisés dans la prise en charge 

moderne du risque immunologique en transplantation rénale a permis de réduire 

considérablement la survenue de rejets aigus chez les patients transplantés. En France, sur les 

périodes de 1985-1989, 1990-1994, 1995-1999, 2000-2004 et 2005-2009, la survie des 

greffons à 1 an était de 82,7%, 85,9%, 90,1%, 92,0% et 92,5% et à 5 ans de 66,4%, 73,5%, 

79,8%, 80,7% et 78,5%. Ces chiffres reflètent une très bonne survie à court terme, toutefois 

sur la période de 1993-2016 la survie à 10 ans était de 76,3% dans le cas de donneurs vivants 

contre 61,4% dans le cas de donneurs décédés (Rapports d’activité de l’Agence de la 

biomédecine). Une étude de la survie des greffons en Europe a également permis de mettre 

en évidence pendant la période de 2000 à 2015 une diminution des améliorations de la survie 

du greffon à 1 an et une stagnation de leur survie à 5 ans par rapport aux périodes 

précédentes. Cet état de fait reflète un besoin d’innovation dans la prise en charge des 

patients transplantés, notamment pour la survie du greffon à long terme (figure 4) (Coemans 

et al., 2018). 

 

Figure 4 : courbe de survie des greffons par décennie en années de transplantation. D’après (Coemans et al., 2018). L’axe des 
ordonnées représente la survie (%) des greffons ne prenant pas en compte les morts avec greffon fonctionnel et des abscisses 
le nombre d’années de transplantation.  

b) Effets indésirables des traitements IS 

Ces traitements IS ont permis d’améliorer la survie des greffons mais sont également la source 

de nombreux effets indésirables pour les patients transplantés, pouvant altérer la survie du 
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greffon et du patient (tableau 1) (Katabathina et al., 2016). Les plus importants étant une 

néphrotoxicité aigu et chronique notamment induite par les CNI (Wu et al., 2018), des troubles 

cardiovasculaires et métaboliques (Chevallier et al., 2021; Podestà et al., 2022), la survenue 

d’infections et l’apparition de cancers (Cippà et al., 2015; Dantal & Soulillou, 2005; Wimmer 

et al., 2007). 

Tableau 1 : adapté de (Katabathina et al., 2016) 

 

c) Minimisation/arrêt des traitements IS 

Dans le but de préserver la fonction du greffon et la santé du receveur, de nombreux essais 

ont été fait pour réduire l’utilisation des IS. Ces réductions ont principalement porté sur les 

CNI et les corticostéroïdes. L’arrêt précoce des corticostéroïdes 1 semaine après la greffe, 

associé à une thérapie d’induction chez les sujets qui présentent un faible risque immunitaire 

a donné des résultats positifs sur l’incidence des effets indésirables notamment liés au diabète 

(Brar & Nader, 2014; Thomusch et al., 2016). Aujourd’hui, près de 30% des patients 

transplantés rénaux ne reçoivent pas de corticostéroïdes (Hart et al., 2019; Wojciechowski & 

Wiseman, 2021). 

Certaines études ont visé à remplacer dès le départ ou convertir l’usage des CNI par d’autres 

agents thérapeutiques tels quel les inhibiteurs de mTORC et le belatacept. toutefois leurs 

résultats ne permettent pas de dégager un consensus quant à leur supériorité par rapport aux 

CNI en terme de survie du greffon ou de tolérabilité (Ekberg et al., 2007; Flechner et al., 2011; 

Holdaas et al., 2011; Lombardi & François, 2022; Rostaing et al., 2015). D’autres études ont 
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évalué les conséquences de réduction du dosage des CNI progressivement ou en fonction de 

la survenue d’effets indésirables et ont montré que l’exposition précoce (<6 mois) à des doses 

réduites de CNI permettait une amélioration de la fonction rénale et un risque réduit de perte 

du greffon (Cockfield et al., 2019; Sawinski et al., 2016). Cependant les essais cliniques avec 

un arrêt des CNI ont permis de montrer une augmentation de la survenue de rejets aigus et 

du développement de novo de DSA, nécessitant la reprise des CNI (E. Dugast et al., 2016; Hricik 

et al., 2015; Masset et al., 2022; Sawinski et al., 2016), bien que dans certains cas une 

amélioration de la fonction rénale a pu être observée (Sawinski et al., 2016). Ainsi, en absence 

de marqueurs biologiques fiables qui permettraient de sélectionner les patients à faible risque 

de rejet, il semble à l’heure actuelle que l’utilisation des CNI reste incontournable pour la 

gestion du risque immunologique en transplantation rénale. Seule la minimisation des CNI 

apporte des résultats dans la prévention simultanée de la dégradation de la fonction rénale 

et de la survenue de rejets. 

D. Tolérance 

Dans ce contexte, la tolérance immunitaire du greffon, qui se définit par l’absence à long 

terme de réponse destructrice du système immunitaire du receveur envers l’allogreffe sans le 

recours de thérapie IS, représente un scénario idéal. Depuis la description par Billingham et 

al. de l’induction de tolérance dans un modèle murin de greffe de peau, de nombreuses 

recherches ont essayé de développer des méthodes pour induire cet état de tolérance 

(Billingham et al., 1953). 

Le chimérisme consiste de façon concomitante à la transplantation chez le receveur de 

l’organe et la greffe de cellules souches hématopoïétiques du donneur. Cette stratégie, en 

greffant le système immunitaire du donneur, a pour but d’utiliser le processus de tolérance 

envers nos propres molécules du CMH (le « soi ») dans l’éducation thymique des LT pour 

empêcher qu’ils ne réagissent à ce même CMH présent sur les cellules du greffon (Pilat & 

Wekerle, 2010). Certains essais récents ont permis l’arrêt des traitements IS et l’absence de 

rejet chez des receveurs HLA incompatibles (K. W. Lee et al., 2020). Cette méthode est 

cependant très lourde pour les patients nécessitants une myéloablation et le risque de 

réponse de la greffe contre son hôte (GVHD : graft versus host desease) (Leventhal & Ildstad, 

2018; Pilat & Wekerle, 2010), même si des améliorations récentes des protocoles minimisent 

ce risque (Krieger et al., 2023). 
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Parallèlement à la réponse allo-immune, certaines cellules, LT, LB, cellules dendritiques et 

macrophages ont un phénotype dit régulateur et contrôlent la réponse allo-immune par la 

production de cytokines ou de protéines anti-inflammatoires ou immunomodulatrices (Wood 

et al., 2012). Ces dernières années, un intérêt particulier a été apporté à l’utilisation des Treg 

comme thérapie cellulaire dans plusieurs pathologies auto-immunes et en transplantation. 

Dans le but d’induire une tolérance dans le cadre de transplantation de cellules souches, ou 

d’organe avec la transplantation hépatique ou rénale, plusieurs essais cliniques sont en cours 

pour évaluer la sécurité et l’efficacité de Treg autologues polyclonaux ou donneur-spécifiques 

(Dudreuilh et al., 2023; Que & Li, 2021; Sawitzki et al., 2020), tout comme l’utilisation de 

cellules dendritiques tolérogéniques (Moreau et al., 2023). 

De façon surprenante, on recense dans la littérature l’existence de patients transplantés 

rénaux désignés comme tolérants opérationnels, c’est-à-dire présentant une fonction stable 

de leur greffon malgré l’arrêt de tout traitement immunosuppresseur pendant plus d’un an et 

ne présentant pas déficits immunitaires (S. Brouard et al., 2012; Massart et al., 2016; Roussey-

Kesler et al., 2006). Chez ces patients, l’arrêt des thérapies IS peut être spontané par manque 

d’observance ou résulter d’une décision médicale notamment dans le cas du développement 

d’un syndrome lymphoprolifératif (S. Brouard et al., 2012). En transplantation hépatique, 

plusieurs essais cliniques ont montré qu’il était possible d’arrêter l’IS avec un taux de succès 

d’arrêt des thérapies IS de 20 à 40% chez des patients sélectionnés avec un faible risque de 

rejet (Benítez et al., 2013; Branco et al., 2018; Clavien et al., 2017). En transplantation rénale, 

cet état de tolérance est très minoritaire avec une incidence estimée en Europe de 0,03% 

(Massart et al., 2016). Cependant cette estimation peut être sous-estimée de part une 

mauvaise estimation du nombre de patients non-observants aux traitements IS. Par ailleurs, 

les mécanismes associés à la tolérance opérationnelle rénale et hépatique semblent 

différents, faisant intervenir des mécanismes immunologiques distincts (Lozano et al., 2011). 

Malgré leur état de tolérance, ces patients demeurent immunocompétents et non sujets aux 

infections opportunistes (Ballet et al., 2006; S. Brouard et al., 2012). 

Les patients présentant une tolérance opérationnelle ont fait l'objet de nombreuses 

recherches au cours des dernières décennies dans le but de comprendre les mécanismes 

immunobiologiques liés à cette tolérance. En transplantation rénale, en absence d’accès à la 

biopsie, ces recherches se sont concentrées dans le compartiment sanguin des patients 
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tolérants. l’identification de biomarqueurs sanguins spécifiques de la tolérance permettrait 

d’identifier de potentielles patients susceptibles de bénéficier d'une minimisation 

potentiellement plus sûre de leur traitement IS, ou d’identifier des cibles pharmacologiques 

pour la mise en place de thérapies d'induction de tolérance (Baron et al., 2015; Danger et al., 

2017). 

Plusieurs études ont montrées chez les patients tolérants une augmentation de la fréquence 

des cellules Treg CD4+ CD127- CD25high FOXP3+ aux propriétés immunosuppressives (Braudeau 

et al., 2007; Braza et al., 2015; Durand et al., 2018), et une diminution des cellules Tfh PD-1high 

CCR7low (Chenouard et al., 2017). Une autre étude a montré que les cellules NK des patients 

tolérants présentaient une expression réduite de CD16 et de GZMA dans la sous-population 

de NK CD56dim associée à une altération de leur propriétés fonctionnelles in vitro (Dugast et 

al., 2017). Également, plusieurs études ont montré une activation altérée de la signalisation 

STAT6 associée à une expression réduite des ARN messagers (ARNm) de Myd88, TLR4, TLR5 

et SLC8A1 dans les cellules monocytaires des patients (Braudeau et al., 2008; Moraes-Vieira 

et al., 2010; Sagoo et al., 2010). Ces études témoignent donc d’un profil immun particulier, en 

faveur d’un contrôle de la réponse immune. Le compartiment des lymphocytes B a 

particulièrement été étudié et est celui qui a été décrit comme présentant le plus de 

particularités associées au phénotype de la tolérance opérationnelle  (M. Chesneau et al., 

2014; K. A. Newell et al., 2015; Kenneth A. Newell et al., 2010; Pallier et al., 2010; Silva et al., 

2012). Avant de décrire ces altérations, une description de l’ontologie et du développement 

des LB est nécessaire. 

II. Les lymphocytes B 

A. BCR et anticorps 

1) Structure 

Dans un contexte physiologique, les lymphocytes B représentent 5 à 15% des lymphocytes 

sanguins circulants. La réponse immune adaptative repose sur la reconnaissance spécifique 

d’un antigène permise par le TCR et le BCR à la surface des LT et des LB, respectivement. Le 

BCR est une immunoglobuline, ou un anticorps de surface qui porte la spécificité clonale du 

LB pour un antigène défini et permet son activation. La conformation des anticorps varie selon 

leur isotype et sous-classe. Classiquement en prenant l’exemple d’une IgG1, l’anticorps est 

défini comme une protéine polypeptidique d’environ 150kDa composée de deux chaînes 
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lourdes (H = Heavy ~50KDa) contenant 3 domaines constants (CH1, CH2, CH3) et un domaine 

variable (VH) ainsi que de deux chaînes légères (L = Light ~25KDa) avec un domaine constant 

(CL) et un domaine variable (VL) formant ainsi 4 chaînes maintenues entre elles par des liaisons 

covalentes (ponts disulfures) verticalement symétriques (figure 5) (George, 2000).  

 

Figure 5 : Structure d’un anticorps. D’après encyclopedia Britannica. Inc. Les chaînes lourdes (H) sont représentées en bleu et 
les légères (L)  en rose. Domaines variables : V, constants : C. 

La spécificité pour l’antigène est apportée par les domaines variables CL et VL avec une 

séquence en acides aminés comprenant des parties charnières conservées dites « framework 

» et 3 trois parties variables nommées CDRs pour « complementarity-determining regions » 

qui après repliement de la protéine formeront une structure en 3 dimensions unique appelée 

paratope et capable de fixer spécifiquement son épitope complémentaire sur un antigène. Le 

fragment d’anticorps composé des domaines CL, VL, VH et CH1 est appelé Fab (Fragment 

antigen binding) et est capable de lier l’antigène. Les domaines CH3 et CH2 des chaînes lourdes 

constituent la fraction cristallisable (Fc) de l’anticorps. Le Fc contient des régions capables de 

fixer et d’activer différents effecteurs du système immunitaire (ex : complément, FcR) et ainsi 

l’induction d’une réponse immunitaire dépendante des anticorps et du complément. Il permet 

également d’interagir avec le FcRn permettant un recyclage de l’anticorps et sa persistance 

dans l’organisme (George, 2000). Suivant le stade de maturation du LB, le BCR et les anticorps 

produits seront de différents isotypes et sous-classes dépendants de la nature de leurs chaînes 

lourdes : IgD ou   IgM ou , IgE ou  IgA ou  (sous-classes : IgA1, IgA2) et IgG ou  (IgG1, 
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IgG2, IgG3, IgG4). Les chaînes légères sont soit κ (kappa) soit λ (lambda) (George, 2000). En 

transplantation rénale, les sous-classes des Ig sont associées à des rejets humoraux différents, 

possiblement par leurs capacités variables de liaison au complément et de recrutement des 

cellules effectrices (Lefaucheur et al., 2016). 

 

 

Figure 6 : Les différents isotypes d’anticorps. D’après encyclopedia Britannica, Inc. 

2) Génération du BCR 

Concernant la spécificité des BCR aux antigènes portés par leur domaines variables, nous 

sommes génétiquement capables de produire une diversité du BCR de l’ordre de 1018 

permettant de reconnaître autant d’antigènes (Elhanati et al., 2015). Cette diversité du BCR 

résulte de la recombinaison somatique de segments de gènes codants pour les chaînes 

lourdes et légères qui le constituent. Pour les chaînes lourdes, le chromosome 14 comprend 

l’ensemble des exons codants pour les régions constantes des différentes classes d’Ig C, , , 

, , qui s’associent avec une partie variable issue de la recombinaison aléatoire d’exons de 3 

familles de gènes dits de variabilité (VH), de diversité (DH) et de jonction (JH) comprenant 

chacun plusieurs loci. Les chaînes légères  et  sont codées par des gènes situés sur le 

chromosome 2 et 22 respectivement, avec un exon constant (C, ) qui s’associe avec la partie 

variable issue de la recombinaison d’exons V, V et J, J (figure 7). La recombinaison 

somatique des segments V(D)J codants pour la partie variable des Ig est permise par un 

complexe enzymatique de 2 recombinases exprimées uniquement par les lymphocytes : RAG1 
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et RAG2 qui induisent la coupure entre chaque exon au niveau de séquences complémentaires 

de signal de recombinaison (RSS) permettant leur recombinaison ultérieure (figure 7) 

(Janeway et al., 2001; Schatz & Swanson, 2011).  

 

Figure 7 : Recombinaison des segments de gènes V(D)J et C permettant la génération d’une Ig. D’après (Janeway et al., 2001). 
Les segments de variabilité sont représentés en rouge, de diversité en vert, de jonction en jaune et constant en bleu. A gauche 
figure les différentes étapes de recombinaisons génétiques des segments codant les Ig jusqu’à leur expression en protéine.  

3) Signalisation du BCR 

La signalisation du BCR basale ou induite par un antigène constitue un signal central dans la 

biologie des LB ou signalosome régissant plusieurs voies de signalisations et facteurs de 

transcriptions similaires à la signalisation lors de l’activation des LT. La signalisation du BCR au 

niveau transmembranaire est permise par sa liaison aux corécepteurs CD79A et CD79B dont 

les motifs ITAM (immunoreceptor tyrosine-based activation motifs) seront phosphorylés par 

les kinases SRC membranaires telles que Lyn qui active la signalisation du corécepteur CD19 

dont découle l’activation de la voie PI3K-Akt sur laquelle nous reviendrons plus en détail dans 

la suite de ce travail (Saijo et al., 2003). Le CD79 active la kinase Syk permettant le recrutement 

et la formation des complexes de BLNK (B-cell linker protein) et BTK (Bruton’s tyrosine kinase) 

dont découlent l’activation de la PLC2 et la formation des seconds messagers DAG et IP3. 
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L’IP3 entraîne l’influx de calcium dans la cellule permettant l’activation de la calcineurine 

entrainant la translocation de NFAT dans le noyau (Ishiai et al., 1999; Winslow et al., 2006). Le 

DAG active la protéine kinase C  qui induit l’activation de la voie canonique de NF-B par la 

formation du complexe entre les protéines CARMA1, BCL10 et MALT1.  Ce complexe active le 

complexe de kinases IKK induisant la phosphorylation d’IB, permettant le passage de NF-B 

dans le noyau (Shinohara et al., 2007). Le DAG induit également l’activation de Ras dont 

découle l’activation de la voie des MAP-kinases (mitogen-activated protein) et la translocation 

de ERK dans le noyau, responsable de l’activation de plusieurs facteurs de transcription 

notamment du complexe AP-1 et Ets (Hollenhorst, 2012). 

B.  Ontogénèse lymphocytaire B 

1) Progéniteurs et précurseurs des cellules B 

Les LB sont issus des cellules souches hématopoïétiques (CSH) de la moelle osseuse (MO) dans 

laquelle ils subissent plusieurs stades d’évolution avant de passer dans la circulation 

périphérique. La signalisation dépendante du récepteur FLT3 exprimé par les CSH permet leur 

différenciation en progéniteurs lymphoïdes communs (PLC) (Harly et al., 2018). La maturation 

des PLC en LB dépend du microenvironnement de la MO notamment de la production de 

cytokines spécifiques par les cellules stromales. La chimiokine CXCL12 permet la formation de 

niches de différenciation de CSH et de PLC.  La signalisation induite par l’IL-7 entraîne des 

signaux de survie et de prolifération pour les précurseurs de LB (Tokoyoda et al., 2004).  

Les stades de maturations des LB sont pre-pro-B (précurseur – progéniteur), pro-B, pre-B, B 

immatures et B matures. Le stade pre-pro-B se caractérise par l’expression des facteurs de 

transcription EBF1 et E2A qui induisent l’expression de RAG1 et RAG2 et une première 

recombinaison µ DHJH. Ils permettront également l’expression de gènes participants à la co-

signalisation du BCR notamment CD79A, CD79B et CD19 ainsi que du facteur de transcription 

PAX5 (Boller & Grosschedl, 2014). La recombinaison viable d’un segment µ DHJH désigne le 

passage au stade pro-B pendant lequel EBF1 E2A et PAX5 bloquent l’expression de gènes 

impliqués dans d’autres lignées cellulaires. Ces protéines favorisent la recombinaison des 

segments µ VHDHJH ainsi que l’expression des protéines Vpre-B et 5 (Boller & Grosschedl, 

2014; Medvedovic et al., 2011). Cette chaîne lourde de type µ s’associe à Vpre-B et 5 faisant 

office de substitut de chaîne légère. Tous les 3 sont exprimés à la surface de la cellule en 

association avec CD79A et CD79B formant ainsi un pre-BCR correspondant au stade pre-B 
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(Bankovich et al., 2007). Si le pre-BCR exprimé est viable, sa signalisation induit une 

prolifération de la cellule avec une inhibition de l’expression de RAG1/2 et de l’accès aux 

allèles codants les chaînes lourdes stoppant ainsi leur recombinaison, un phénomène dit 

d’exclusion allélique (Galler et al., 2004). Les cellules issues de cette prolifération perdent 

l’expression de Vpre-B et 5 et expriment à nouveau RAG1/2 permettant la recombinaison 

des segments de chaînes légères commençants par les gènes  puis des gènes  si la 

recombinaison des premiers est infructueuse, aboutissant à la formation d’une IgM et d’un 

BCR complet exprimé à la surface des LB dits immatures (Melchers et al., 2007). 

2) Tolérance centrale 

Au cours de la genèse des LB, plusieurs mécanismes de contrôle dépendants de la 

fonctionnalité du BCR vont permettre l’élimination des LB ayant une réactivité contre les 

antigènes du soi. Avant de quitter la MO, les LB immatures sont testés sur leur auto-réactivité 

grâce aux autoantigènes présents dans l’environnement de différenciation. A ce stade les 

segments de gènes des chaînes légères restent ouverts et l’expression de RAG1/2 continue de 

façon à ce que les BCR auto-réactifs subissent un réarrangement et puissent perdre leur auto-

réactivité (Tiegs et al., 1993). Dans le cas où l’édition du BCR ne permet pas la génération d’un 

BCR viable non reconnu comme auto-réactif, la cellule entrera en apoptose, un phénomène 

dit de sélection négative ou délétion clonale (Nemazee, 2006). On estime que 50 à 70% des 

LB immatures produits sont auto-réactifs, soulignant le bénéfice du mécanisme de tolérance 

centrale. Cependant ce processus ne permet pas une élimination totale des LB auto-réactifs 

(Cashman et al., 2019; Goodnow et al., 1989). Les cellules ne reconnaissant pas d’auto-

antigènes perdent l’expression de RAG1/2 et l’accès aux gènes de chaînes légères sous l’effet 

possible d’un signal basal du BCR (Bannish et al., 2001; Nemazee, 2006). Ces cellules peuvent 

ensuite quitter la MO et rejoindre la circulation par chimio-attraction dépendante de la 

sphingosine 1 phosphate (S1P) et de leur expression de son récepteur S1PR, un mécanisme 

que les cellules lymphoïdes utilisent également pour sortir des OLII et recirculer en périphérie 

(Allende et al., 2010). 

3) Tolérance périphérique des LB transitionnels 

Une fois dans la circulation, les LB immatures sont considérés comme LB transitionnels 

possédants une courte durée de vie jusqu’à leur maturation dans les OLII où ils rejoindront les 

follicules. C’est à ce moment qu’intervient un premier phénomène de tolérance périphérique. 
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La fréquence des LB auto-réactifs diminue de ~40% à 20% après la sortie de la MO et avant 

l'entrée dans le pool de cellules LB matures naïves en recirculation (Wardemann & 

Nussenzweig, 2007). Les LB immatures auto-réactifs dont le BCR produit un fort signal, 

pouvant être induit particulièrement par des antigènes multivalents, subi une délétion clonale 

par induction d’un signal pro-apoptotique (Pillai & Cariappa, 2009; Russell et al., 1991; Yau et 

al., 2013). A ce stade, la reconnaissance d’un auto-antigène monovalent peut également 

produire un signal suffisant pour induire l’anergie de la cellule. L’anergie est un état où 

notamment l’expression et la signalisation du BCR sont altérées, empêchant la cellule auto-

réactive de proliférer et de survire à long terme (Andrews et al., 2013; Fulcher & Basten, 1994; 

Goodnow et al., 1988; Pillai & Cariappa, 2009). Ce processus découle également en partie 

d’une altération de la signalisation du récepteur BAFF dans les cellules anergisées, altérant 

leur capacité de survie (Lesley et al., 2004). Les LB transitionnels comprennent plusieurs sous-

types, principalement les T1 et T2 pouvant tous deux évoluer en LB matures naïfs. Le stade T1 

est le stade de LB circulants le plus précoce avec des cellules sensibles à l’apoptose; le stade 

T2 est plus mature et retrouvé principalement dans les follicules de la rate. Un stade T3 a été 

décrit dans la rate comme similaire au T2 et correspondant potentiellement à des cellules 

anergisées mais pas encore éliminées (Merrell et al., 2006). La génération de LB matures naïfs 

sera conditionnée par une faible signalisation du BCR ainsi que des signaux de survie 

provenant du facteur BAFF exprimé par les cellules dendritiques folliculaires. Le passage au 

stade de LB matures se distingue par une diminution d’expression d’IgM et d’une IgD de 

surface (Loder et al., 1999; Schiemann et al., 2001). 

C. Maturation et activation périphérique des LB 

1) Différentes populations de LB matures  

La principale population de LB qui réside dans les OLII est celle des LB dits folliculaires. Au 

niveau de la jonction entre les pulpes blanche et rouge de la rate, les LB de la zone marginale 

(MZ) se distinguent spatialement des LB folliculaires. La génération des LB de la zone 

marginale a lieu au stade immature avec une signalisation dépendante du récepteur Notch2 

(Descatoire et al., 2014; Pillai & Cariappa, 2009; Wen et al., 2005). Bien que leur fonction soit 

encore mal définie chez l’Homme, plusieurs études suggèrent que ces LB MZ sont impliqués 

dans la production d’anticorps IgM dans la réponse indépendante des LT (thymo-

indépendante) aux antigènes d’origine sanguine notamment de bactéries encapsulées  (Amlot 
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& Hayes, 1985; Mebius et al., 2004). Ces cellules peuvent transiter entre la zone marginale et 

folliculaire par un mécanisme dépendant de l’expression de S1P (figure 8), permettant le 

transport et la transmission de complexes immuns aux cellules dendritiques folliculaires  

(Arnon et al., 2013; Cinamon et al., 2008; Stein & Nombela-Arrieta, 2005). Les lymphocytes B1 

sont un dernier type de LB qui a largement été décrit chez la souris bien que leur équivalent 

humain soit mal défini (Descatoire et al., 2011). Ces cellules identifiées chez la souris par leur 

expression de CD5 ont une origine fœtale. Elles sont présentes principalement dans les cavités 

pleurale et péritonéale, et sont considérées comme participant à la réponse immunitaire 

innée à l’instar des LB de la zone marginale, en sécrétant des anticorps IgM dits naturels 

pouvant être générés en l’absence d’activation du BCR et dirigés notamment contre des 

antigènes bactériens et des antigènes du système ABO (Baumgarth, 2011; Haas et al., 2005). 

2) Activation des lymphocytes B 

a) Antigène thymo-indépendant 

Certains antigènes dits « thymo-indépendants » sont à même d’induire l’activation et la 

différenciation efficace de LB sans signaux additionnels des LT. Ces antigènes comme évoqués 

dans la section précédente sont liés aux réponses antibactériennes et autres agents infectieux 

comprenant des antigènes de grande taille de type polysaccharides et protéines 

polymériques. On distingue 2 types d’antigènes thymo-indépendants T1 et T2 (Möller, 2001). 

Les antigènes T1 tels que les lypopolysaccharides (LPS), qui sont en forte concentration, 

peuvent induire une activation et une prolifération polyclonale, c’est-à-dire de nombreux 

clones différents de LB. Cette activation est indépendante de la reconnaissance et de la 

signalisation du BCR et est induite par les TLR reconnaissant les motifs des antigènes 

responsables (Möller, 2001; Ruprecht & Lanzavecchia, 2006). Les antigènes T2 sont reconnus 

principalement par les LB de la zone marginale et B1. Ils comprennent les structures 

polysaccharidiques de grande taille et à motifs hautement répétitifs tels que les bactéries 

encapsulées (Mond et al., 1995). Plusieurs exemplaires du BCR peuvent se lier à ces motifs 

répétés auxquels se fixent également les récepteurs TLR des cellules myéloïdes notamment 

des DC présentes dans l’environnement et qui fournissent des signaux additionnels via les 

facteurs BAFF, APRIL ou TACI importants pour la génération et la survie des cellules 

plasmablastes induites lors de cette réponse thymo-indépendante (Balázs et al., 2002; Mond 

et al., 1995). 
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b) Antigène thymo-dépendant 

 

Figure 8 : follicule de la rate avec circulation des cellules selon l’expression de chimiokines et de leurs récepteurs. D’après  
(Stein & Nombela-Arrieta, 2005) ; MZM= macrophages de la zone marginales, MZB= LB de la zone marginale. 

Dans les OLII, les LB matures naïfs folliculaires sont attirés au niveau des zones corticales dans 

les follicules grâce à l’expression de CXCR5 en réponse à la chimiokine CXCL13 sécrétée par les 

DC folliculaires (FDC) (figure 8) (Stein & Nombela-Arrieta, 2005; Stranford & Ruddle, 2012). La 

reconnaissance par le BCR d’un antigène spécifique présenté par les FDC constitue un premier 

signal d’activation du LB. Ce signal induit l’expression de plusieurs gènes et de molécules de 

co-stimulation comme CD80 et CD86. Il induit également l’internalisation de l’antigène par le 

LB et sa présentation une fois traité au niveau intracellulaire par le CMH de classe II 

(Hoogeboom & Tolar, 2015). Ce signal induit également une augmentation de l’expression de 

CCR7, permettant le déplacement de la cellule à la marge du follicule et de la zone T en 

réponse à CCL19 et CCL21 (Stein & Nombela-Arrieta, 2005). Ce positionnement est également 

favorisé par l’expression du récepteur EBI2 (Kelly et al., 2011). Ce signal est toutefois 

insuffisant pour induire une réponse complète et entraine la mort prématurée des LB sans 

l’apport de signaux additionnels (Akkaya et al., 2018). Ces signaux sont apportés par les LT 

helpers CD4+ dont l’activation par un antigène similaire par les DC de la zone T entraine une 

diminution de l’expression de CCR7 et une augmentation de celle du CXCR5 permettant aussi 
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son déplacement à la marge des zones T et B en réponse à CXCL13 (figure 8) (Stein & Nombela-

Arrieta, 2005).  

La rencontre d’un LB et d’un LT activés par le même antigène dans cette zone permet la liaison 

du TCR et du CD4 du LT au CMH II du LB présentant l’antigène ainsi que la liaison entre le CD40 

exprimé le LB au CD40L (CD154) exprimé par le LT. Le CD40 est indispensable à la 

différenciation des LB pour lequel il induit, par une signalisation dépendante des protéines 

TRAF (tumor necrosis factor receptor-associated factor), des signaux de prolifération et de 

survie en activant la voie canonique et alternative de NF-B et l’expression de protéines anti-

apoptotiques de la famille de Bcl-2 telles que Mcl-1 et Bcl-xl (Elgueta et al., 2009). Les LT 

sécrètent également de l’IL-21 dont la liaison à son récepteur (IL21R, CD360) au niveau des LB 

induit l’activation de STAT1 et STAT3 au niveau intracellulaire et une cascade de signalisation 

nécessaire à la prolifération des LB et à leur différenciation en plasmocytes sécréteurs 

d’anticorps (Kuchen et al., 2007). La costimulation du BCR, du CD40 et de l’IL-21R dans les LB 

induit l’expression de plusieurs gènes impliqués dans la différenciation en cellules sécrétrices 

d’anticorps incluant Bcl-6, BLIMP-1 et AID (activation-induced cytidine deaminase) (Ettinger et 

al., 2005). L’interaction entre CD86 et CD28 exprimés par les LT ainsi qu’entre ICOSL exprimé 

par les LB et son récepteur ICOS exprimé par les LT induit l’activation de ces derniers et 

l’expression de facteurs de transcriptions tels que Bcl-6 et c-Maf nécessaires à leur 

différenciation en Lymphocytes TFH (follicular helper) (Bauquet et al., 2009; Choi et al., 2011).  

L’ensemble de ces signaux entraine dans les LB une diminution d’expression de CCR7 et une 

migration d’une partie des LB activés à la périphérie des follicules, migration permise par la 

signalisation du récepteur EBI2 (Gatto et al., 2011). Dans cette zone, les LB se différencient en 

plasmablastes qui continuent de proliférer pendant une courte période. Ces cellules 

productrices d’anticorps constituent la première phase de production d’anticorps dans la 

réponse humorale avec une absence de mutation dans les régions variables de leurs Ig et une 

courte durée de vie (MacLennan et al., 2003; Sze et al., 2000). Dans le même temps une autre 

partie des LB activés et de leurs TFH associés migrent à l’intérieur des follicules où ils continuent 

de proliférer et formeront un centre germinatif (GC) ou follicule secondaire. 

3) Commutation de classe 

Le processus de commutation de classe permet le changement d’isotype des régions 

constante des chaînes lourdes d’Ig exprimées par le LB. Comme le processus de mutation 
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hypersomatique, la commutation de classe est permise par l’enzyme AID exprimée dans les B 

activés de façon indépendante ou dépendante des LT (Muramatsu, Kinoshita, et al., 2000). La 

première classe d’anticorps produite est les IgM mais après recombinaison les LB pourront 

produire des IgE, des IgA ou des IgG. Ce processus n’a lieu qu’après la rencontre avec 

l’antigène par recombinaison de segments d’ADN guidés par des séquences répétitives dites 

de commutation ou « S » présentes au niveau des introns entre les régions JH et Cµ et à des 

positions similaires pour les autres isotypes à l’exception de C(Stavnezer et al., 2008). Durant 

leur transcription les résidus de cytosines au niveau de Sµ et SX sont désaminés par AID les 

convertissant en uracile, aboutissant à des cassures doubles brins de l’ADN de ces régions 

(Stavnezer & Schrader, 2006). Ces régions sont ensuite recombinée de façon non-homologue 

par une machinerie enzymatique également impliquée dans les recombinaison V(D)J 

(Costantini et al., 2007). La commutation de classe peut avoir lieu dans les centres germinatifs 

mais celle-ci a principalement lieu hors de ces zones (Roco et al., 2019). 

L’adaptation d’un isotype particulier de région constante lors de la commutation de classe 

dépend de l’environnement d’activation du LB. Les cytokines favorisent des changements de 

classe particuliers en induisant la transcription préférentielle de certaines régions constantes 

incluant les séquences de commutations qui les précèdent (Stavnezer et al., 2008). Lors de 

l’activation des LB, l’IL-21 produite par les LT CD4 favorise la commutation IgG1 et IgG3 (C1 et 

C3) (Avery et al., 2008). L’IFN- induit l’adoption de chaînes IgG2a et IgG3 (C2a et C3) (Collins 

& Dunnick, 1999). Le TGF- induit la  commutation en IgG2b et IgA (C2b et C) (Park et al., 

2005). L’IL-4 induit la transcription des régions IgG1 et IgE (C1 et C) et l’IL-5 favorise la 

transcription des régions IgA et IgG1 (C et C1) (Avery et al., 2008; R. Matsumoto et al., 1989; 

Messner et al., 1997).   

4) Centres germinatifs et mutation hypersomatique 

Les GC sont une zone dans les follicules primaires composée majoritairement de LB en 

prolifération ainsi que de FDC et de TFH nécessaires à leur différenciation. Les GC sont 

composés d’une zone dite sombre (dark zone), proche de la zone T, contenant des LB en 

prolifération avec une forte expression de CXCR4 dits centroblastes dont l’organisation est 

possible par les cellules stromales sécrétant la chimiokines CXCL12, et d’une zone claire (light 

zone) distante de la zone T comprenant des LB dits centrocytes au contact de TFH et de FDC 
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sécrétant la chimiokine CXCL13 attirant les LB exprimant CXCR5 (Allen et al., 2004; Bannard et 

al., 2013; Stein & Nombela-Arrieta, 2005) (figure 9). 

 

Figure 9 : représentation d’un centre germinatif avec circulation des cellules selon l’expression de chimiokines et de leur 
récepteurs (figure issue de (Stein & Nombela-Arrieta, 2005)) ; CC= centrocytes, CB= centroblastes. 

Durant cours de la prolifération des centroblastes, les segments de gènes codant pour les 

domaines variables des chaînes légères et lourdes sont ciblés par l’enzyme AID exprimée dans 

les LB activés. Pendant la phase de transcription de l’ADN, de la même façon que pour le 

processus de commutation de classe, AID induit la désamination des cytosines et leur 

conversion en uracile. Cette transformation active différents procédés de réparation de l’ADN 

et entraine la génération de mutations dans les zones ciblées par AID, un mécanisme dit de 

mutation hypersomatique (SHM) (Di Noia & Neuberger, 2007). Les mutations des régions 

variables et particulièrement celles ciblant les CDR induisent une variation d’affinité de la 

nouvelle Ig produite pour son antigène, positive ou négative. A l’issu de sa phase de 

prolifération, le centroblaste passe au stade de centrocyte et migre vers la zone claire où se 

trouvent les FDC (Allen et al., 2007; Bannard et al., 2013). Les centrocytes dont le BCR présente 

la plus grande affinité pour l’antigène reçoivent un signal de survie et une capacité accrue 
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d’internalisation et de présentation de l’antigène via le CMH II. Les TFH de la zone claire 

interagissent alors préférentiellement avec les centrocytes présentant un haut degré de CMH 

II auxquels ils fournissent un signal de survie permis par le CD40 et l’expression de ICOSL 

(Basso et al., 2004; D. Liu et al., 2015). Les centrocytes sélectionnés positivement par les TFH 

peuvent subir un nouveau cycle de maturation du BCR et ceux ne possédant pas un BCR viable 

ou suffisamment afin pour l’antigène sont éliminés par apoptose (Bannard et al., 2013; Gitlin 

et al., 2015; Victora et al., 2012).  

5) Plasmocytes  

A l’issue de leur maturation, une partie des LB se différencient en plasmocytes ou LB 

mémoires. Les cellules plasmocytaires productrices d’anticorps diffèrent des LB activés d’un 

point de vue morphologique et phénotypique notamment de par une répression d’expression 

de leur BCR et du CMH de classe II (Shapiro-Shelef & Calame, 2005). Leur génération dépend 

d’un ensemble de facteurs de transcription mutuellement réprimés et exprimés. L’évolution 

des LB dès leur génération est dépendante de l’expression de PAX5 qui régit notamment celle 

d’AID pendant l’activation des LB et dans les GC et inhibe celle du facteur de transcription XBP-

1 (Gonda et al., 2003; Shapiro-Shelef et al., 2003). La formation des GC est également 

dépendante de l’expression de Bcl-6 qui agit aussi comme répresseur de l’expression de 

BLIMP1 (Dent et al., 1997). Pendant la maturation des LB, une diminution d’expression de Bcl-

6 induite par l’activation du BCR et de CD40 permet l’expression de BLIMP1 nécessaire à la 

différenciation irréversible en plasmocytes et à leur sécrétion en anticorps (Allman et al., 

1996). BLIMP1 réprime l’expression de PAX5 et Bcl-6 induisant un arrêt de la prolifération et 

la production d’anticorps (Lin et al., 2002; Shaffer et al., 2002). La production d’anticorps est 

induite notamment par le facteur de transcription IRF4 impliqué aussi dans l’expression de 

BLIMP1, dans l’expression des chaînes légère d’Ig et par XBP1 impliqué dans l’activation de 

l’activité sécrétrice des Ig mise en place au niveau du réticulum endoplasmique et de l’appareil 

de Golgi (Eisenbeis et al., 1995; Ochiai et al., 2013; Shaffer et al., 2004). Les plasmocytes 

présents en périphérie disparaitront dans les semaines suivant leur génération et migreront 

dans la MO où ils deviendront des plasmocytes à longue durée de vie (Slifka et al., 1995). Cette 

localisation est permise par BLIMP1 induisant un profil chimiotactique particulier permettant 

leur migration et leur maintien dans la MO incluant l’expression de CXCR4 répondant au CCL12 

produit par les cellules stromales et de l’intégrine-41 qui se liera à la protéine VCAM1 
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exprimée à la surface des cellules épithéliales de la MO (Kunkel & Butcher, 2003). Leur 

persistante est permise par des facteurs favorisants leur survie (incluant BAFF, l’IL-5, CXCL12 

et le TNF-) et qui sont produits par les cellules de la MO (Cassese et al., 2003; O’Connor et 

al., 2004).  

6) LB mémoires 

Une autre partie des LB activés se différencie en LB mémoires définis comme des LB au repos 

ayant rencontré leur antigène, présentant une longue durée de vie et capables d’être réactivés 

en LB effecteurs en cas de rencontre avec le même antigène. Les LB mémoires sont 

hétérogènes et peuvent être générés après rencontre de leur antigène spécifique dans une 

réponse T-indépendante (Obukhanych & Nussenzweig, 2006), ou T-dépendante avec ou sans 

commutation de classe (Kurosaki et al., 2015). Dans le cas d’une réponse T-dépendante, une 

partie des LB peut se différencier tôt avant la formation de GC en cellules mémoires de faible 

affinité, avec l’apparition plus tardive de LB mémoires dérivés des GC, de plus forte affinité 

pour l’antigène et majoritairement commutés (Taylor et al., 2012). Il a été observé dans la 

zone clair des GC que les LB avec un BCR de plus faible affinité étaient préférentiellement et 

rapidement orientés vers une différenciation en LB mémoires, différentiation favorisée par 

une plus faible interaction avec les TFH et l’expression du facteur de transcription Bach2 

(Kometani et al., 2013; Shinnakasu et al., 2016). Après leur génération, les LB mémoires 

persistent dans la circulation, dans la MO et au niveau des OLII dans l’espace sub-capsulaire 

au contact des macrophages et des LTFH mémoires (Moran et al., 2018). Leur persistance est 

permise par un signal basal du BCR dépendant de la PLC2 et ne nécessitant pas la stimulation 

de l’antigène (Hikida et al., 2009; Maruyama et al., 2000). En cas de rencontre avec leur 

antigène, les LB mémoires se différencient rapidement en plasmocytes ou peuvent entrer à 

nouveau en phase de maturation dans les GC (Good & Tangye, 2007). A l’exception de 

réponses antivirales, les LB spécifiques d’antigènes monomériques nécessitent l’aide de LTFH 

mémoires pour leur réactivation (Kurosaki et al., 2015; Onodera et al., 2016). Il a été démontré 

en transplantation rénale, chez les patients hautement sensibilisés, une fréquence accrue de 

LB mémoires HLA spécifiques associés au développement et à la sévérité de rejets humoraux. 

avant transplantation et au cours de rejet humoraux, ces LB mémoires HLA spécifiques 

peuvent être détectés en l’absence de leurs DSA associés, soulignant la pertinence de leur 

évaluation pré-transplantation (Lúcia et al., 2015; Luque et al., 2019). 
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D. Diversité phénotypique des LB 

1) Marqueurs extracellulaires des principales populations de 
LB périphériques 

Comme décrit au cours de ce manuscrit, les différents stades de maturation des LB, à l’instar 

des autres cellules immunitaires, se distinguent par l’expression différentielle de marqueurs 

mesurables au niveau protéique notamment par cytométrie, incluant l’expression de CD19 et 

CD20 comme marqueurs caractéristiques des LB (Carsetti et al., 2022; Kaminski et al., 2012; 

Velounias & Tull, 2022). 

Tableau 2 : expression des marqueurs extracellulaires classiquement utilisés pour la distinction des principales populations de 
LB présentes en périphérie. Adapté de (Carsetti et al., 2022). 

 

A la sortie de la MO les LB transitionnels IgMhigh IgD+ sont caractérisés par une forte expression 

de CD24 et CD38 particulièrement au stade T1 et déclinant au cours de leur maturation. Ils 

acquièrent également l’expression de CD21, le récepteur 2 du complément pouvant participer 

au signalosome du BCR et à l’activation des LB au même titre que CD19 (Bemark, 2015; Anu 

Cherukuri et al., 2001). Les LB matures naïfs représentent la majorité des LB circulants, de 

l’ordre de 60 à 70% (Palanichamy et al., 2009; Weill et al., 2009). Ils sont caractérisés par une 

forte expression d’IgD et l’expression d’IgM et de CD21 (Carsetti et al., 2022; Kaminski et al., 

2012; Velounias & Tull, 2022). Les LB mémoires et les LB naïfs représentent la majeure partie 

des LB circulants et constituent un compartiment particulièrement hétérogène. Ils sont 
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notamment caractérisés par l’expression de CD27, un récepteur de la famille des TNF (TNFRS7) 

(Loenen et al., 1992). On distingue en premier lieu les LB mémoires n’ayant pas subi de 

commutation de classe également dits « unswitch », pouvant être IgM+ IgD+ ou IgMhigh IgDlow, 

et souvent identifiés comme des LB de la zone marginale impliqués dans la réponse T-

indépendante (Velounias & Tull, 2022; Weller & Descatoire, 2015). On observe également les 

LB mémoires « switch » ayant commuté de classe qui seront IgM- IgD- et pourront exprimer 

les isotypes d’Ig IgG, IgA ou IgE (Carsetti et al., 2022; Kaminski et al., 2012; Velounias & Tull, 

2022). Enfin les cellules productrices d’anticorps, plasmablastes et plasmocytes, sont 

caractérisées par une expression de CD19 et une perte de l’expression de CD20, associées à 

une forte expression de CD38 et CD27 (Kaminski et al., 2012). Cette perte d’expression de 

CD20 explique l’échec relatif des traitements avec des anticorps anti-CD20 (Rituximab) pour 

traiter les rejets chroniques médiés par les anticorps (Cooper, 2020). Les plasmablastes se 

différencient des plasmocytes par le fait que ce sont des cellules prolifératives et part une 

expression plus élevée de BCR et HLA-DR. Les plasmocytes sont également caractérisés par 

l’expression de CD138 (syndecan-1) et une perte d’expression de HLA-DR. Leur expression d’Ig 

est également perdu au niveau extracellulaire mais détecté en intracellulaire (Caraux et al., 

2010; González-García et al., 2006; Odendahl et al., 2005).  

Nous avons jusqu’ici décrit le rôle des LB dans la réponse allo-immune comprenant 

principalement la production d’anticorps ainsi que la présentation d’antigène. Certaines sous-

populations de LB particuliers ont été décrites comme associées à un environnement pro-

inflammatoire dans plusieurs pathologies. 

2) Lymphocytes B atypiques 

L’origine et le rôle des LB atypiques restent mal connus mais ils ont été largement décrits ces 

dernières années comme associés à des pathologies inflammatoires chroniques incluant les 

maladies auto-immunes et les infections (Gao & Cockburn, 2022; Karnell et al., 2017). Les LB 

atypiques sont un sous-type de LB mémoires qui contrairement aux LB mémoires classiques 

présentent une expression réduite de CD21 et une perte d’expression de CD27. C’est pourquoi 

ils peuvent également être décrits comme des LB double négatifs (DN) IgD- CD27- (Jenks et al., 

2018; Rincon-Arevalo et al., 2021). Les marqueurs les plus souvent utilisés pour les caractériser 

sont l’expression des marqueurs CD11c, FCRL4, FCRL5 et l’expression du facteur de 

transcription T-Bet (Holla et al., 2021; King et al., 2021; Sutton et al., 2021). Certaines études 
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montrent un niveau comparable de mutations hypersomatique par rapport aux LB mémoires 

classiques suggérant un stade-post GC  pour ces LB double négatifs (Holla et al., 2021; King et 

al., 2021; Sutton et al., 2021). Cependant d’autres études ont montré que les LB atypiques 

CD11c+ pouvaient être générés indépendamment de la formation de GC (Song et al., 2022). 

Des études suggèrent que les LB atypiques pourraient être des cellules en anergie car 

réagissant faiblement aux stimulations classiques du BCR et du CD40, avec une plus faible 

capacité à se différencier en plasmocytes (Isnardi et al., 2010; Jenks et al., 2018; H. Li et al., 

2016; Rubtsov et al., 2011; S. Wang et al., 2018). Cette hypothèse est également appuyée par 

l’expression dans ces cellules de plusieurs récepteurs inhibant l’activation des LB ; CD22, CD32, 

CD85, CD72, PDL1 (Isnardi et al., 2010; Jenks et al., 2018; H. Li et al., 2016; Rincon-Arevalo et 

al., 2021; S. Wang et al., 2018). Ces études ont montré également dans ces cellules une 

expression accrue du récepteur Fas (CD95) et une propension plus forte à entrer en apoptose 

en réponse au Fas-L et spontanément, un trait évocateur d’un phénotype anergique (Austin 

et al., 2019). Toutefois il a été montré que ces LB atypiques pouvaient être activés en présence 

d’IL-21 et par stimulation du TLR7 et TLR9 (Jenks et al., 2018; Rubtsov et al., 2011; S. Wang et 

al., 2018). De plus, une étude a observé que ces cellules avaient une expression accrue des 

gènes codants pour IRF4 et BLIMP1 et étaient des précurseurs de cellules productrices d’auto-

anticorps (Jenks et al., 2018). Une autre étude a également montré que ces LB atypiques 

étaient enrichis en clones auto-réactifs (S. Wang et al., 2018). Une étude récente a également 

montré que des patients transplantés rénaux ayant eu des épisodes de rejet humoral, en 

présence de DSA dans les 24 premiers mois de la transplantation, présentaient une population 

plus grande de LB atypiques T-bet+ CD11c+ (K. Louis et al., 2021). Ainsi, le phénotype des LB 

atypiques évoque des cellules mémoires anergiques mais capables de se différencier en 

cellules productrices d’anticorps impliquées dans la physiopathologie des maladies auto-

immunes.  

A l’inverse des LB atypiques, d’autres populations de LB peuvent acquérir des phénotypes 

particuliers avec l’expression de marqueurs et de cytokines leur conférant des propriétés 

immunomodulatrices de la réponse immunitaire. Ces LB sont définis comme des LB 

régulateurs (Breg) présentant différents phénotypes et impliqués dans diverses situations y 

compris en transplantation rénale chez les patients tolérants opérationnels (Oleinika et al., 

2019). 
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3) Tolérance opérationnelle et lymphocytes B 

Comme évoqué précédemment, plusieurs particularités associées au compartiment des LB 

ont été identifiées chez les patients tolérants (TOL). Plusieurs études ont notamment identifié 

une augmentation de la fréquence et de la valeurs absolue des LB dans le sang des TOL (S. 

Louis et al., 2006; K. A. Newell et al., 2015; Kenneth A. Newell et al., 2010; Pallier et al., 2010; 

Sagoo et al., 2010). Ces études soulignent également l’augmentation de populations de LB 

précoces notamment de LB naïfs (CD19+; CD20+; CD27−; IgM+; IgD+; CD24+; CD38+) et 

transitionnels (CD19+; CD20+; CD27−; IgM+; IgD+; CD24high; CD38high) (M. Chesneau et al., 2014; 

K. A. Newell et al., 2015; Kenneth A. Newell et al., 2010; Pallier et al., 2010; Silva et al., 2012). 

Associé à une diminution de la fréquence de plasmocytes (CD19+; CD38+; CD138+) dans le sang 

des TOL par rapport aux patients stables sous IS (STA), un défaut de différenciation de LB naïfs 

des TOL est observé après 6 jours de différenciation in vitro et à une réduction de l’expression 

des gènes codants pour IRF4, XBP1 et BLIMP1 par rapport aux LB des patients STA (M. 

Chesneau et al., 2014). Cette étude a également montré qu’après 6 jours de différenciation, 

les LB des TOL avaient un caractère pro-apoptotique avec une expression accrue de la caspase-

3 et une sous expression de gènes anti-apoptotiques par rapport aux LB des patients STA (M. 

Chesneau et al., 2014). Ce phénotype pro-apoptotique a été confirmé dans une autre étude 

montrant une expression forte d’annexine V à J0 dans les LB des TOL par rapport à ceux de 

volontaires sains (HV) (Le Berre et al., 2021).  

Par ailleurs, notre équipe a montré l’augmentation d’une population de LB aux propriétés 

régulatrices exprimant GZMB chez les TOL (Mélanie Chesneau et al., 2015b; Sailliet et al., 

2023). Cette population de Breg possède un phénotype de LB différencié avec une génération 

dépendante de l’IL-21 et des propriétés suppressives sur la prolifération des LT par un 

mécanisme contact dépendant et dépendant du GZMB (Mélanie Chesneau et al., 2015b, 2020; 

Sailliet et al., 2023). L’analyse en single Cell RNA sequencing des interactions 

ligands/récepteurs de LB GZMB+ mis en co-culture avec des LT activés a montré plusieurs 

ligands potentiels validés au niveau protéique,  exprimés par les LB GZMB+ et interagissants 

avec le LT. Ceux-ci incluent la lymphotoxine (LTA)(Sailliet et al., 2023). In vitro, l’inhibition 

de la LTA dans les LB GZMB+ est associée à une diminution de l’expression de GZMB et de leur 

activité suppressive sur les LT activés, suggérant le contrôle de la production de GZMB par les 

LTA (Sailliet et al., 2023). 
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Les TOL présentent par ailleurs une fréquence et une valeur absolue plus fortes de LB CD1d+ 

et de LB CD5+ par rapport aux patients STA et en rejet chronique (Pallier et al., 2010). Dans un 

modèle murin de colite, l’équipe de Bhan a été la première à montrer l'implication d’une 

population de LB exprimant un niveau élevé de CD1d et capable de réguler l'inflammation 

médiée par la réponse Th2 par le biais de la production d'IL-10 (Mizoguchi et al., 2002). Dans 

un modèle murin, une autre étude a mis en évidence la capacité d’une petite population 

splénique de LB CD1dhigh CD5+ à inhiber la réponse d'hypersensibilité par la production d'IL-

10. Ces Breg spléniques CD1dhigh CD5+ producteurs d'IL-10 ont été nommés « B10 » murins 

(Yanaba et al., 2008). Les LB CD1d+ et CD5+ identifiés par Pallier et al. dans le sang des TOL 

présentent un phénotype similaire à celui des B10 murins. Cependant, l’analyse du niveau 

d'expression de l'IL-10 dans les LB humains des TOL n’a pas été retrouvé différent entre les 

différents groupes de patients après stimulation CD40L, CD40L et CpG ou CD40L et anti-Ig 

(Pallier et al., 2010). 

Blair et al. ont montré que les LB transitionnels immatures CD19+ CD24high CD38high dans le 

sang périphérique de HV présentaient une plus grande capacité à produire de l'IL-10 après 

stimulation et étaient capables d’inhiber en co-culture la prolifération des LT de manière 

dépendante de l’IL-10 (Blair et al., 2010), ce qui a été confirmé dans d'autres études (Das et 

al., 2012; Flores-Borja et al., 2013). Cette population de LB immatures correspond à la 

population décrite dans plusieurs études comme étant augmentée dans le sang des TOL (M. 

Chesneau et al., 2014; K. A. Newell et al., 2015; Kenneth A. Newell et al., 2010; Pallier et al., 

2010; Silva et al., 2012). Également, ils ont constaté que 71% des LB CD1dhigh CD5+ étaient 

compris dans la population de LB CD19+ CD24high CD38high, indiquant qu’il s’agirait de la même 

population Breg (Blair et al., 2010; Pallier et al., 2010). Dans le but d’étudier le rôle de ces Breg 

dans la tolérance, Newell et al. ont montré après stimulation une expression supérieure d'IL-

10 par les LB transitionnels T1 et T2 chez les TOL par rapport par rapport aux HV et patients 

STA (Kenneth A. Newell et al., 2010). Chesneau et al. ont aussi constaté après 4 jours de 

culture de LB totaux une augmentation significative de la production d'IL-10 chez les TOL par 

rapport aux STA et HV (M. Chesneau et al., 2014). Ces résultats sont cohérents avec l’étude 

de Blair et al. (Blair et al., 2010), et ont été appuyés par Cherukuri et al. qui montre que les LB 

transitionnels présentent un ratio IL-10/TNF réduit chez les receveurs avec un rejet de leur 

greffon (Cherukuri et al., 2014, 2021). La diminution de la fréquence des LB transitionnels chez 
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des patients présentant un rejet ABMR avec DSA est aussi cohérent avec leur caractère 

régulateur chez les patients transplantés rénaux (K. Louis et al., 2022). De façon intéressante, 

Nova-Lamperti et al. ont montré une signalisation du BCR altérée dans les LB des TOL par 

rapport aux HV, avec une réduction de la phosphorylation d’ERK, l’effecteur final de la voie 

des MAP-kinases, associé à une réduction du niveau d'IgG1 dans le sérum des TOL, indiquant 

un défaut de différenciation de leur LB, cohérent avec l’étude de Chesneau et al.  (M. 

Chesneau et al., 2014; Nova-Lamperti et al., 2017). Leur étude souligne également que la 

stimulation du CD40 induit la production d'IL-10 dans les LB transitionnels des TOL et des HV, 

alors que la double stimulation BCR et CD40 entraîne une baisse de la production d'IL-10 chez 

les HV mais pas chez les TOL, indiquant que la signalisation altérée du BCR chez les TOL favorise 

l’expression d'IL-10 par les LB transitionnels (Nova-Lamperti et al., 2017). 

L’ensemble de ces études s’accordent pour montrer un nombre de LB totaux augmenté, 

particulièrement avec un phénotype précoce, pro-apoptotique, une capacité diminuée de 

différenciation et l’émergence de populations régulatrices via la production d’IL-10 et de 

GZMB. De nombreux travaux ont cherché à déterminer une signature biologique de la 

tolérance dans le but de comprendre les mécanismes de tolérance et possiblement de 

l’induire. Ces travaux se sont concentrés sur les cellules du sang périphérique (PBMC= 

Peripheral Blood Mononuclear Cells) des TOL du fait de l’absence de biopsies disponibles pour 

ces patients. Plusieurs groupes ont identifiés des signatures transcriptionnelles de la tolérance 

avec en commun l’expression de plusieurs marqueurs liés aux LB en cohérence avec 

l’augmentation de leur nombre chez les TOL (Braud et al., 2008; Sophie Brouard et al., 2007; 

Danger et al., 2012, 2017; Kenneth A. Newell et al., 2010; Roedder et al., 2015; Sagoo et al., 

2010). Parmi les transcrits liés aux LB retrouvés de façon récurrente dans les signatures 

transcriptionnelles de la tolérance figure TCL1A. 

III. TCL1A 

A. L’expression de TCL1A comme marqueur de la 

bonne fonction du greffon 

Le gène TCL1A (T cell leukemia lymphoma protein 1A) a été identifié pour la première fois 

comme un biomarqueur potentiel de la tolérance en transplantation rénale en étant 1,80 fois 

plus exprimé dans les PBMC de TOL par rapport par rapport aux HV (Sophie Brouard et al., 

2007). En 2010, Newell et al. ont montré que le gène TCL1A était en moyenne 2 fois plus 
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exprimé chez les TOL par rapport aux STA  (Kenneth A. Newell et al., 2010). Sagoo et al. ont 

également trouvé une augmentation significative de TCL1A chez les TOL par rapport aux STA 

et aux patients en rejet chronique (CR) et qu’il était le deuxième gène parmi les 170 gènes les 

plus différentiellement exprimés entre les groupes de patients (Sagoo et al., 2010). 

Logiquement, TCL1A figure parmi une signature de tolérance de 20 biomarqueurs, permettant 

de discriminer les TOL des STA avec une précision de 91,7 %, issue d’une méta-analyse 

regroupant les données transcriptomiques publiées alors (Baron et al., 2015). Cette signature 

a été restreinte en une signature composite de six gènes, dont TCL1A (avec AKR1C3, CD40, 

CTLA4, ID3 et MZB1) et deux paramètres cliniques, permettant de discriminer des patients 

TOL et STA (42 TOL ; 189 STA) avec une aire sous la courbe de 0,973 et des valeurs prédictives 

négatives et positives de 0,989 et de 0,800, respectivement (Danger et al., 2017). Une étude 

a souligné que les traitements IS (en particulier la prednisone et l'azathioprine) ont un impact 

sur l'expression des gènes liés aux LB et sur les sous-populations de LB, en particulier les 

cellules LB transitionnelles (Rebollo-Mesa et al., 2016). Bien qu'il ne soit pas exclu un rôle des 

LB transitionnels dans le processus de tolérance, cette étude suggère que l'augmentation des 

LB transitionnels chez les TOL peut être le résultat de l’absence de traitement IS chez ces 

patients, jouant sur la signature transcriptionnelle de la tolérance (Rebollo-Mesa et al., 2016). 

Pour répondre à cette question, une étude a tenté d'identifier une signature de la tolérance 

prenant en compte l'impact de l'immunosuppression à l'aide d'ajustements statistiques et 

rapportent qu’après correction le niveau d'expression de TCL1A peut encore être utilisé pour 

discriminer les TOL des patients non-TOL (Christakoudi et al., 2020). Outre son association au 

phénotype de tolérance, l’expression du gène TCL1A a également été identifiée comme 

surexprimé chez des STA durant les 6 premiers mois de greffe par rapports aux patients 

subissant un épisode de rejet (Viklicky et al., 2013). De même, une autre étude a rapporté une 

augmentation de l'expression du gène TCL1A dans les PBMC et les LB isolés pendant la période 

post-transplantation chez les STA, mais profondément réduite chez les patients en rejet aigu. 

Ils montrent également que l’expression de TCL1A possède une forte capacité de 

discrimination pour prédire l’épisode de rejet aigu (AUC = 0,86 ; P < 0,001) (Heidt et al., 2015). 

De façon similaire, une étude récente au sien de notre équipe a montré  que l’expression de 

TCL1A était diminuée chez des patients en état de rejet subclinique humoral, et que celle 

permettait l’identification de ces patients intégrée dans un score regroupant 2 gènes et 4 

paramètres cliniques (Danger et al., 2023). L’expression de TCL1A semble donc être un fort 
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marqueur prédicateur de la tolérance immunitaire et des épisodes de rejet après une 

allogreffe qui suggère son implication dans l’homéostasie de la réponse allo-immune. 

Cependant, la manière dont TCL1A pourrait être impliqué dans la régulation des LB et le 

maintien de la tolérance reste à déterminer. 

B. La protéine TCL1A 

1) Structure et interactions de la protéine TCL1A 

Chez l’Homme, TCL1A est une protéine de 14 kDa, de 114 acides aminés partageant 50% 

d’homologie avec la protéine TCL1A murine (Hoh et al., 1998; Künstle et al., 2002; Petock et 

al., 2001). Il s’agit d’une petite protéine intracellulaire non enzymatique agissant comme co-

activateur de la protéine kinase B ou Akt, une sérine thréonine kinase centrale dans la 

signalisation des LB avec des effets multiples sur leur prolifération, leur croissance et leur 

survie (Laine et al., 2000; Y. Pekarsky, 2000). TCL1A est composé d'un noyau hydrophobe 

entouré de deux feuillets  à 4 brins. Un feuillet est composé de brins plus courts (A-B et 

E-F) et l'autre de brins plus longs (C-D et G-H). Les deux feuillets sont reliés par une 

boucle longue et flexible entre les brins D et E, avec une organisation globale de type -

barrel (Petock et al., 2001). 

TCL1A contient un domaine d'homodimérisation dans ses brins C, qui est nécessaire pour la 

coactivation d'Akt. Une fois dimérisé, TCL1A peut lier les trois isoformes d'Akt grâce à une 

interaction entre les brins A, B, E et F et deux domaines PH d'Akt (Auguin et al., 2004; 

Laine et al., 2002; Petock et al., 2001). Dans les LB, la voie de signalisation d’Akt est déclenchée 

par l'activation des récepteurs à tyrosine kinase, en particulier le BCR qui induit une cascade 

de phosphorylation impliquant plusieurs agents. Cette signalisation aboutie au recrutement 

d’Akt à la membrane plasmique par la PI3K, et termine d’être complètement activé par la 

protéine 3-phosphoinositide-dépendante kinase 1 (PDK1), le complexe mTORC2 et d'autres 

kinases (figure 10) (Jacinto et al., 2006; Walker et al., 1998; Werner et al., 2010). Une fois 

activée, Akt se détache de la membrane et active plusieurs voies en aval. Sous forme 

d’hétérodimère TCL1A-Akt, TCL1A ne phosphoryle pas directement Akt mais facilite les 

interactions et la phosphorylation d'Akt à la membrane, bloquant son inactivation et 

favorisant sa translocation vers le noyau (figure 10) (Laine et al., 2000, 2002; Y. Pekarsky, 2000; 

Petock et al., 2001). 
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De plus, TCL1A interagit et régule de nombreuses voies de signalisation indépendamment 

d’Akt (Paduano et al., 2018). Les partenaires d'interaction de TCL1A connus comprennent 

l'ADN méthyltransférase A (DNMT3A) et DNMT3B (Palamarchuk et al., 2012), le récepteur 

tyrosine kinase-like orphan receptor 1 (ROR1) (Widhopf et al., 2014), et la heat shock protein 

70 (Hsp70) (Gaudio et al., 2013). Ces interactions indépendantes d’Akt ont un impact sur 

l'oncogenèse induite par TCL1A, mais elles sont également impliquées dans d'autres 

processus. 

 

Figure 10 : schéma de la signalisation intracellulaire impliquant la protéine TCL1A dans les lymphocytes B. D’après (Brinas et 
al., 2021). Les récepteurs tyrosines kinase induisent une cascade de phosphorylation impliquant notamment les enzymes Lyn 
et Syk conduisant à l'activation de PI3K. PI3K convertit PIP2 en PIP3 permettant le recrutement d'Akt à la membrane et son 
activation complète par mTORC2 et PDK1. Une fois phosphorylée, Akt active des cibles en aval, ce qui entraîne la survie, la 
croissance et la prolifération des cellules B. Les homodimères de TCL1A se complexent avec Akt pour augmenter ses effets. Au 
cours de la maturation des LB dans les GC, AID génère des cassures doubles de l'ADN induisant l'inactivation de CRTC2 par SIK 
via ATM et LKB1 inhibant l’expression de TCL1A. La surexpression de TCL1A pourrait conduire à l'augmentation de XBP-1 et 
AID et à long terme de BLIMP1 et IRF4, deux facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des LB et l'expression 
de l'IL-10. TCL1A altère aussi  l'expression de PTPROt via  l'inhibition d’AP-1. L’inhibition d’expression de PTPROt induit 
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l'expression de l'IL-10. Akt phosphorylé inactive également GSK3, ce qui favorise l'expression de l'IL-10 par l'intermédiaire de 
BLIMP1. 

2) Expression de TCL1A 

a) Physiologique et pathologique 

TCL1A a été identifié pour la première fois comme un oncogène impliqué dans les LT de 

leucémie (Russo et al., 1989; Virgilio et al., 1993, 1994). Le gène TCL1A a été découvert dans 

les thymocytes lors d’anomalies de réarrangements chromosomiques avec inversion ou 

translocation du gène de TCL1A avec le locus des chaînes / ou  du TCR. Ces réarrangements 

induisent sa surexpression par l'intermédiaire de l’expression constitutive du TCR et le 

développement de la leucémie (Narducci et al., 1997; Russo et al., 1989). Chez l’Homme, le 

gène codant pour TCL1A est situé sur le chromosome 14q32.1 et appartient à une famille 

composée de cinq gènes, TCL1A, TCL1B, TNG1, TNG2 et MTCP1 (Hallas et al., 1999; Yuri 

Pekarsky et al., 1999). Le gène TCL1A est exprimé au niveau fœtal dans le foie, la rate, les reins, 

et au cours de la vie dans les amygdales, les testicules et les lymphocytes du sang périphérique 

(Hallas et al., 1999; Narducci et al., 2002; Yuri Pekarsky et al., 1999). Dans des conditions 

physiologiques, TCL1A est impliqué dans l'embryogenèse et la lymphopoïèse (Narducci et al., 

2002). Seules les LT double positifs CD4+CD8+ au stade de thymocytes expriment TCL1A, qui 

est ensuite réprimé dans les LT matures (Virgilio et al., 1994). Dans les LB, l'expression de 

TCL1A est amorcée dans les cellules pro-B avec un pic d'intensité dans les cellules pré-B et 

persiste dans les LB naïves. Elle est également exprimée dans les LB des follicules primaires, 

mais fortement diminuée dans les LB de la zone marginale et dans les centre germinatifs et 

complètement réprimée dans les LB mémoires et les plasmocytes post-CG (Narducci et al., 

2000; Said et al., 2001; Virgilio et al., 1994), même si de faibles niveaux d'expression peuvent 

être détectés dans des plasmocytes différenciées in vitro (Said et al., 2001). L’expression de 

TCL1A est également détectée dans les cellules dendritiques plasmacytoïdes (Herling et al., 

2003). 

Le blocage de TCL1A dans des modèles d’animaux empêche le développement de l’embryon 

jusqu’au stade de la morula (Narducci et al., 2002). Cela entraîne également l’altération de la 

lymphopoïèse par une sensibilité accrue à l'apoptose des cellules immatures soumises à la 

sélection clonale positive et négative, soulignant le rôle majeur de TCL1A dans le 

développement des lymphocytes (Narducci et al., 2000). A l’inverse, la surexpression de TCL1A 

est associée au développement de tumeurs malignes de lymphocytes T et B. Des anomalies 



58 
 

d’expression de TCL1A peuvent également se produire dans les LB et conduire à de multiples 

types de lymphomes survenant aux stades pré-GC de différenciation (Aggarwal et al., 2009; 

Herling et al., 2007). Différents modèles murins ont été créés pour étudier le rôle de TCL1A 

dans l’oncogenèse des LB. Les souris transgéniques Eµ-TCL1A, dans lesquelles le gène TCL1A 

est contrôlé par un promoteur VH-IgH-Eµ et développant une augmentation de l'expression 

de TCL1A dans les LB immatures et matures, servent de modèle de leucémie lymphocytaire 

chronique B (B-CLL). Ces souris présentent une expansion polyclonale de LB CD5+ IgM+ B220int 

dans les tissus lymphoïdes primaires et secondaires à l'âge d'environ 4 et 8 mois (Bichi et al., 

2002; Dilillo et al., 2010; Kriss et al., 2012). 

b) Eléments régulant l’expression de TCL1A  

Les modalités d’expression anormale de TCL1A responsables de lymphomes et de sa 

répression physiologique dans les LB différenciés ne sont pas totalement comprises. L’étendu 

de ces mécanismes a récemment été revu par Stachelscheid et al. (Stachelscheid et al., 2021). 

La régulation physiologique et la surexpression pathologique de l’expression de TCL1A dans 

les LB pourraient avoir lieu au niveau transcriptionnel (Narducci et al., 2000; Virgilio et al., 

1994). Le facteur de transcription Nur77 peut réguler l'expression de TCL1A par l'intermédiaire 

de l'élément de réponse au NGF (nervous growth factor) avec un rétro-contrôle négatif qui 

dépend de la phosphorylation de Nur77 par Akt (Hiromura et al., 2006). Des sites de liaison au 

facteur de transcription Sp1 ont été identifiés dans la région promotrice de TCL1A et ont 

montré l’implication de ce facteur de transcription dans l’expression de TCL1A in vivo (French 

et al., 2003). D'autres mécanismes de régulation de TCL1A ont été proposés, comme la 

régulation par les microARN miR-29 et miR-181 (Efanov et al., 2010; Yuri Pekarsky et al., 2006) 

ou des modifications épigénétiques (Kuraishy et al., 2007; Yuille et al., 2001), mais l’ensemble 

de ces mécanismes ne suffit pas à expliquer complètement la répression physiologique de 

TCL1A ou sa surexpression pathologique. 

c) Le facteur de transcription CRTC2 

L’équipe de Kuraishy et al. a également identifié un élément de réponse au facteur de 

transcription CREB (cAMP response element-binding protein) dans la région promotrice de 

TCL1A. L'activation de CREB est médiée par l'AMPc et par l'activation de la PKA (Mayr & 

Montminy, 2001). Dans les cellules HEK293, l'expression de TCL1A est dépendante de l'AMPc. 

La surexpression de CREB par un transgène induit 3 fois plus de TCL1A. Ceci n'est pas observé 
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dans les cellules présentant une mutation de l’élément de réponse à CREB (Kuraishy et al., 

2007). Ce mode d’expression de TCL1A dépend de la coopération entre CREB et la protéine 

CRTC2 (transducer of regulated CREB protein 2) (Conkright et al., 2003). L'AICAR (un analogue 

de l'AMPc) induit la phosphorylation et l'inactivation de CRTC2, entraînant une répression 

dose-dépendante de l’expression de TCL1A, indiquant une collaboration entre CREB et CRTC2 

pour induire l'expression de la TCL1A. L’utilisation d’un siRNA ciblant CRTC2 induit une 

répression de 40 % de l’expression de TCL1A dans des cellules Nalm6. CRTC2 pourrait donc 

être impliqué dans la régulation physiologique et pathologique de TCL1A dans les LB (Kuraishy 

et al., 2007). Il est intéressant de noter que la stimulation du BCR et de CD40 induit la rétention 

cytoplasmique de CRTC2 et la répression de l’expression de TCL1A entrainant l'apoptose des 

cellules Ramos, alors que l'AMPc permet la translocation de CRTC2 vers le noyau, restaure 

l'expression de TCL1A et prévient l’apoptose de ces mêmes cellules (Kuraishy et al., 2007). Ces 

résultats suggèrent que l'expression de TCL1A dépend largement de la stimulation du BCR et 

du CD40. Sa répression induite dans les CG est dépendante dans une certaine mesure de la 

phosphorylation de CRTC2, avec une signalisation qui implique l'AMPc. 

C. Le rôle de TCL1A dans la survie des lymphocytes B 

1) PI3K-Akt dans la survie des LB  

La voie de signalisation PI3K-Akt a de nombreuses fonctions dans les LB, notamment de 

favoriser leur survie par le biais de plusieurs facteurs de transcription. Akt assure d'abord la 

phosphorylation de la protéine pro-apoptotique Bad, inhibant sa liaison et l’inactivation des 

protéines anti-apoptotiques de la famille Bcl-2, induisant un signal de survie (Dijkers et al., 

2000). Akt agit également directement sur la survie en régulant l'activité des facteurs de 

transcription de la famille Forkhead, FOXO1, FOXO3a et FOXO4 (Brunet et al., 1999; Burgering 

& Kops, 2002; Kane et al., 1999). Ces facteurs sont impliqués au niveau des cellules 

hématopoïétiques dans les signaux pro-apoptotiques en induisant l’expression des protéines 

Bim et Fas-L. Leur phosphorylation directe par Akt conduit à leur rétention cytoplasmique et 

à leur inactivation (Brunet et al., 1999; Burgering & Kops, 2002; Paik et al., 2007). Akt agit 

également sur la voie NF-B en phosphorylant la kinase IB, ce qui entraîne l'activation et la 

translocation de NF-B vers le noyau (Kane et al., 1999; Ozes et al., 1999; Romashkova & 

Makarov, 1999) et la transcription de facteurs anti-apoptotiques, notamment des protéines 

A-1 et Bcl-xl de la famille Bcl-2 (Dolcet et al., 2005). Les multiples voies de signalisation pro-
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survie et la coactivation de TCL1A sur Akt peuvent expliquer en partie l'impact de la 

surexpression de TCL1A dans l’oncogenèse des LB (Fulda, 2014; Virgilio et al., 1994; Yuille et 

al., 2001). Enfin Akt a été caractérisé comme induisant l'expression de la protéine anti-

apoptotique Mcl-1 après stimulation par l'IL-3, par une transcription dépendante de CREB (Du 

& Montminy, 1998; J.-M. Wang et al., 1999), et en inhibant la dégradation de Mcl-1 par 

l'inhibition de la Glycogen Synthase Kinase-3 (GSK-3), une enzyme également impliquée dans 

le métabolisme du glucose et le cycle cellulaire (Maurer et al., 2006). 

2) TCL1A permet l’expression de Mcl-1 et la survie des LB 
naïfs par une signalisation BCR dépendante 

L’équipe de Tabrizi et al. s’est intéressée au rôle de la signalisation du BCR dans l'apoptose des 

LB naïfs et mémoires. Après 2 jours de culture sans stimulation, les deux populations se 

dirigent vers une apoptose spontanée. La stimulation du BCR sauve les LB naïfs mais accroit 

l’apoptose des LB mémoires. Après stimulation du BCR des LB naïfs, ils détectent une 

augmentation du niveau d'ARNm de TCL1A et de Mcl-1 qui restent inchangés dans les LB 

mémoires. Au contraire, dans les LB mémoires, la stimulation du BCR induit l’expression de la 

galectine-1 qui induit l’expression de la protéine pro-apoptotique Bim en inhibant Akt. 

L’expression de TCL1A dans les LB mémoires à l’aide d’un transgène permet l'expression de 

Mcl-1 et la protection des LB mémoires vis-à-vis de l'apoptose (Tabrizi et al., 2009). Ce résultat 

indique que la survie des LB naïfs permise par Mcl-1 est dépendante de l’expression de la 

protéine TCL1A et nécessite une stimulation du BCR. Ce rôle de TCL1A sur la survie des LB naïfs 

est cohérent avec leur proportion accrue chez les TOL. Les cibles communes des voies PI3K et 

PLC2 comme p85-p70 S6 kinase et p65 NF-B sont activées de manière similaire dans les 

deux populations de LB, mais le flux de Ca2+ intracellulaire et la phosphorylation des MAP 

kinases ERK et JNK est plus prononcés dans les LB mémoires (Tabrizi et al., 2009). Ce résultat 

indique une signalisation distincte du BCR, réduite dans les LB naïfs par rapport aux LB 

mémoires, conduisant à l'expression de TCL1A et à la survie pour les premières et celle de la 

galectine-1 et à l'apoptose pour les secondes. Ces résultats font également écho à ceux de 

Nova-Lamperti et al. avec une signalisation du BCR et une phosphorylation d’ERK réduite dans 

les LB des TOL (Nova-Lamperti et al., 2017). 
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3) Renforcement de l’effet anti-apoptotique de la voie NF-B 

L’équipe de Perkarsky et al. a été la première à caractériser l’activation de la voie NF-B par 

TCL1A indépendamment d'Akt (Yuri Pekarsky et al., 2008). En effet, TCL1A interagit avec IB, 

participant au complexe IB-NF-B et permettant la séquestration et l'inactivation de NF-B 

dans le cytoplasme (Hayden & Ghosh, 2008; Ropars et al., 2009). TCL1A interagit également 

avec ATM (ataxia telangiectasia mutated), une protéine kinase activée lors de la génération 

de cassures d'ADN (Kastan & Bartek, 2004). Dans un modèle murin Eµ-TCL1A, la surexpression 

de TCL1A entraine une augmentation d'expression d’ATM, une protéine connue comme 

suppresseur de tumeur. Pendant la maturation des LB dans les GC, ATM est impliquée dans la 

suppression de l’expression de TCL1A lors du processus de réparation de l'ADN (Gaudio et al., 

2012; M. H. Sherman et al., 2010). Dans les souris Eµ-TCL1A, la hausse d'ATM est également 

associée à la diminution d’IB, ce qui pourrait résulter de la phosphorylation d’IB par ATM 

(Gaudio et al., 2012). ATM inhibe également l'apoptose dans la leucémie myéloïde aigue et le 

syndrome myélodysplasique en augmentant la dégradation d’IB, favorisant ainsi l'activation 

de NF-B (Grosjean-Raillard et al., 2009). L'interaction de TCL1A avec IB et ATM pourrait 

augmenter la dégradation d’IB médiée par ATM, ce qui pourrait expliquer en partie 

l'activation de NF-B indépendamment d’Akt, ce qui renforce encore son impact sur la survie 

des LB (Gaudio et al., 2012). 

D. TCL1A dans la différenciation des lymphocytes B 

1) Implication de TCL1A dans l’expression de facteurs de 
différenciation plasmocytaires 

L’expression d’AID est essentielle pour la commutation de classe (CSR) et l'hypermutation 

somatique (SHM) des Ig dans les LB (Muramatsu, Kazuo, et al., 2000). IRF4 et BLIMP1, sont 

deux protéines majeures impliquées dans la différenciation des LB en plasmablastes et en 

plasmocytes, qui régulent toutes deux l’expression de XBP-1, une autre protéine impliquée 

dans la réponse au stress du réticulum endoplasmique et dans la sécrétion d'Ig par les LB (Klein 

et al., 2003; Minnich et al., 2016; Shaffer et al., 2004). XBP-1 est aussi impliqué dans la 

signalisation du BCR et peut induire l'expression d'AID (Hu et al., 2009). Une forte activation 

de la voie PI3K-Akt dans les LB favorise leur différenciation précoce en cellules sécrétrices 

d'anticorps sans commutation de classe (Omori et al., 2006; Setz et al., 2018). Cette 

différenciation est influencée par l'activation d'Akt, qui induit l'expression de BLIMP1, agissant 
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comme un répresseur d'AID (Omori et al., 2006; Setz et al., 2018). Akt agit également en 

inactivant FOXO1, un facteur de transcription d'AID (Omori et al., 2006), et en induisant 

l’inhibition de la protéine ID2 qui inactive à son tour le facteur de transcription d’AID PAX5 

(Belletti et al., 2001; Gonda et al., 2003; Medvedovic et al., 2011). En utilisant le modèle de 

souris transgénique Eµ-TCL1A et une stimulation au LPS de 3 jours, Kriss et al. ont montré que 

les cellules CD5- B220+ de souris âgées de 2 mois surexprimant TCL1A augmentent leur 

expression de XBP-1, PAX5 et AID (Kriss et al., 2012). Cette augmentation est en accord avec 

l'augmentation de l'expression du gène Aicda, codant pour la protéine AID précédemment 

identifiée dans les souris Eµ-TCL1A (Shen et al., 2006). A 2 mois ces souris présentent une 

expression réduite d'IRF4 et de BLIMP-1 par rapport aux souris contrôles sauvages (ou wild 

Type (WT)). Après 8 mois, ces souris développent un phénotype oncogène de cellules B CD5+ 

B220+ avec une expression ectopique de PAX5 et une augmentation importante de 

l'expression d'IRF4 et de BLIM-1 par rapport aux souris WT. Cependant, malgré ce profil 

d’expression, ces souris n’acquièrent pas un phénotype de LB CD138+, suggérant un défaut 

tardif de leur différenciation. Ces cellules présentent en outre une expression accrue de XBP-

1 et d'AID par rapport aux cellules B CD5- B220+. De façon surprenante, après 8 mois, ces 

cellules B CD5+ B220+ présentent une réduction substantielle de l'expression d'Akt, avec une 

signalisation altérée du BCR devenant constitutivement actif, avec une phosphorylation de 

CD79A sans stimulation du BCR (Kriss et al., 2012). Ce dérèglement du BCR est cohérent avec 

les mécanismes d’oncogenèse médiés par TCL1A (Herling et al., 2009; Yan et al., 2006). Ce 

résultat peut être lié à la surexpression de XBP-1, puisque l'absence de XBP-1 est associée à 

un défaut de signalisation du BCR avec une réduction de la phosphorylation de CD79A, CD79B 

et Syk (Hu et al., 2009). En plus d'augmenter l'expression de XBP-1, TCL1A pourrait interagir 

directement avec XBP-1 renforçant son rôle dans le développement de B-CLL (Kriss et al., 

2012). Ainsi le développement de B-CLL médié par TCL1A commence par une augmentation 

de l'expression de XBP-1 et d'AID, évoluant à 8 mois vers des cellules malignes avec une 

augmentation de l'expression d'IRF4 et de BLIMP1, associée à une réduction de l'expression 

d'Akt, ce qui peut indiquer d'autres voies pour TCL1A que la coactivation d'Akt dans 

l’oncogenèse (figure 10) (Kriss et al., 2012). 
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2) Rôle de TCL1A dans les centres germinatifs 

Dans les GC, AID favorise la CSR et la SHM en générant des cassures d'ADN dans les cellules 

soumises à des taux élevés de prolifération (Muramatsu, Kazuo, et al., 2000). Les cassures 

double brin d’ADN réduisent l'association du facteur de transcription CRTC2 avec le 

promoteur de TCL1A et répriment l'expression de TCL1A (Kuraishy et al., 2007; M. H. Sherman 

et al., 2010). Ce processus repose sur l'activation par ATM de LKB1, une kinase médiant 

l'activation des protéines kinases activées par l'AMPc, y compris la kinase SIK, connue pour 

phosphoryler et inactiver CRTC2 (figure 10) (Kuraishy et al., 2007). CRTC2 induit l’expression 

de plusieurs gènes dans les GC, réprimés dans les LB post-GC, comprenant MYC et AID (Shaffer 

et al., 2004; M. H. Sherman et al., 2010), deux protéines surexprimées dans les souris TCL1A 

transgéniques (Kriss et al., 2012; Shen et al., 2006). L'inactivation de CRTC2 est nécessaire à la 

différenciation des plasmocytes CRTC2 car il inhibe l'expression de BLIMP-1 et favorise 

l'expression de facteurs de prolifération des LB tels que BCL6 (M. H. Sherman et al., 2010). Un 

effet similaire sur l'expression de BLIMP-1 a été identifié chez des souris Eµ-TCL1A CD5- B220+ 

de 2 mois (Kriss et al., 2012). Ces résultats confirment l'implication de TCL1A dans la 

prolifération des LB et soulignent la nécessité de sa répression pour permettre la 

différenciation des LB dans les GC. 

E. Lien entre TCL1A et l’IL-10 

1) La voie PI3K-Akt impliquée dans l’expression d’IL-10 

Dans les LB naïfs, la production d'IL-10 est initiée par la stimulation des TLR permettant ensuite 

une production robuste d'IL-10 par la stimulation du BCR et du CD40 (Lampropoulou et al., 

2008; M. Matsumoto et al., 2011; Yanaba et al., 2009). L'expression d'IL-10 par stimulation du 

TLR4 nécessite la présence du BCR et de Syk conduisant notamment à l'activation d'Akt 

(Schweighoffer et al., 2017). L'ajout de l'inhibiteur de la PI3K LY290042 ou de triciribine qui 

inhibe Akt réduit significativement la production d'IL-10 dans les LB in vitro. Les souris 

déficientes en PTEN (phosphatase and tensin homolog), un inhibiteur de la voie PI3K-Akt, 

présentent une proportion accrue de cellules B10 par rapport aux WT, associée à une 

hypersensibilité de contact significativement réduite et une proportion accrue de cellules T 

régulatrices dans les organes lymphoïdes (Matsushita et al., 2016). Ces données indiquent que 

la voie PI3K-Akt participe à l’expression d’IL-10 dans les LB et suggère que l'augmentation de 

l'expression de TCL1A pourrait favoriser le développement des cellules B10. Les mécanismes 
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par lesquels la voie PI3K-Akt peut promouvoir l'expression de l'IL-10 ne sont pas bien définis, 

car cette voie intervient sur de multiples facteurs connus pour moduler l'expression d’IL-10 

dans les LB notamment STAT3, IRF4, NFAT ou C-Maf (Jin et al., 2013; M. Liu et al., 2018; M. 

Matsumoto et al., 2011, 2014). La kinase GSK3 inhibée directement par la voie PI3K-Akt 

(Maurer et al., 2006), a été identifiée comme impliquée dans le développement de 

phénotypes régulateurs dans plusieurs types de cellules hématopoïétiques (Cheng et al., 2020; 

Hill et al., 2015). L'activité enzymatique de la GGTase est nécessaire pour une production d'IL-

10 dépendante du TLR9 dans plusieurs populations de LB (Bibby et al., 2020). Cette 

signalisation du TLR9 est dépendante de la protéine Ras et implique la voie PI3K-Akt. 

L'inhibition de la GGTase réduit l'expression d'IL-10 et augmente l'activation de la GSK3, tandis 

que l'inhibition directe de GSK3 restaure l'expression d'IL-10 dans les LB. L'inhibition de la 

GSK3 diminue l'expression de BLIMP-1, identifié comme un facteur de transcription important 

de l'IL-10 dans les cellules B10 activées (figure 10) (Y. H. Wang et al., 2019). Il est intéressant 

de noter que le complexe CREB/CRTC2 impliqué dans l'expression de TCL1A dans les LB 

participe également à l'expression de l’IL-10 dans les cellules dendritiques en réponse au 

zymosan et à la production autocrine de prostaglandine E2 (Alvarez et al., 2009). CRTC3 a 

également été identifié comme un facteur de transcription de l'IL-10 dans les macrophages 

(Clark et al., 2012; MacKenzie et al., 2013). 

2) La surexpression de TCL1A associée aux cellules B10 

Dilillo et al. ont montré sur les échantillons de 52 patients atteints de B-CLL, que l'expression 

de TCL1A était positivement corrélée à celle de l'IL-10. En outre, l'expression de TCL1A est 

significativement plus élevée dans les cellules B-CLL IL-10+ que dans les cellules B-CLL IL-10- 

des mêmes patients. La surexpression de TCL1A pourrait ainsi jouer un rôle dans l’expression 

d’IL-10 dans ces cellules (Dilillo et al., 2010). Ces mêmes auteurs ont étudié la production d’IL-

10 dans les cellules B-CLL obtenues à partir de souris Eµ-TCL1A. La majorité de ces cellules (50-

90%) provenant de souris âgées de plus de 12 mois produisent de l'IL-10, alors que la 

proportion de LB IL-10+ chez les souris WT au même âge n'augmente pas. In vitro ces cellules 

B-CLL ont des propriétés régulatrices, elles inhibent la production de TNF- par les 

macrophages en co-culture (Dilillo et al., 2010). Cependant, certaines souris Eµ-TCL1A 

conservent en vieillissant des fréquences et un nombre absolu de LB IL-10+ comparables aux 

WT, indiquant que l'expression de TCL1A seule n'est pas suffisante pour induire ce phénotype 
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B10 (Dilillo et al., 2010). Ces résultats indiquent qu'une expression persistante de TCL1A peut 

favoriser l'orientation des LB vers un phénotype régulateur par l'expression d'IL-10. Kriss et al. 

ont montré que les cellules CD5- B220+ de souris Eµ-TCL1A âgées de 2 mois et n'ayant pas 

encore développé un phénotype malin présentaient une expression réduite d'IRF4 et de 

BLIMP-1 par rapport à celles de souris WT après 3 jours de stimulation au LPS. En revanche, 

avec la même stimulation, les cellules CD5+ B220+ de souris âgées de 8 mois, correspondant 

au développement du phénotype B10 (Dilillo et al., 2010), présentent une expression accrue 

de ces deux facteurs de transcription par rapport aux souris WT, ce qui semble confirmer leur 

rôle dans l'expression d'IL-10. De manière surprenante, cette expression d’IL-10 pourrait être 

liée à la signalisation altérée du BCR constitutivement active et la diminution d'expression 

d'Akt. L'expression prolongée de TCL1A chez la souris est associée à une augmentation de 

l'expression d'IRF4, de BLIMP-1 et d'IL-10, selon un mécanisme qui ne nécessite pas 

nécessairement Akt (Kriss et al., 2012). 

3) Rôle de l’inhibition de PTPROt par TCL1A sur l’expression 
d’IL-10 

TCL1A interagit physiquement avec plusieurs facteurs du complexe transcriptionel AP-1, 

notamment c-Jun et c-Fos, et agit comme un inhibiteur du complexe AP-1 (Yuri Pekarsky et 

al., 2008). Par ce mécanisme, TCL1A inhibe aussi l'expression de la protéine PTPROt (truncated 

receptor-type protein tyrosine phosphatase), une phosphatase exprimée dans les LB naïfs et 

agissant comme suppresseur de tumeur dans les souris Eµ-TCL1A en régulant le signalisation 

du BCR par modulation de l'activité des kinases associées au BCR, Lyn, Syk et ZAP70 (Aguiar et 

al., 1999; Chen et al., 2006; Motiwala et al., 2010, 2011) (figure 10). Une équipe a étudié l'effet 

de l’inhibition de PTPROt dans les LB des souris Eµ-TCL1A en inactivant un seul allèle de 

PTPROt (knock-out hétérozygote [HET]) ou deux (knock-out homozygote [ROKO]) chez des 

souris WT et Eµ-TCL1A (Wakim et al., 2017). De façon surprenante, la production d’IL-10 est 

accrue dans les LB des souris HET/Eµ-TCL1A et encore plus élevée chez les souris ROKO/Eµ-

TCL1A par rapport aux souris WT/Eµ-TCL1A, suggérant que PTPROt inhibe l'expression d'IL-10. 

Dans les cellules tumorales, une expression plus élevée d'IL-10R1 a été observée chez les 

souris HET et ROKO/Eµ-TCL1A, ce qui est cohérent avec une phosphorylation plus élevée de 

STAT3 activé par le récepteur de l’IL-10 (Wakim et al., 2017). De plus ample études sont 

nécessaires pour comprendre comment l'expression de PTPROt peut influencer celle de l'IL-
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10, mais elle peut avoir un lien avec l’expression accrue d'IL-10 trouvée chez les souris Eµ-

TCL1A qui pourrait en partie résulter de la répression de PTPROt par TCL1A (Dilillo et al., 2010). 

Ainsi nous constatons que TCL1A pourrait participer à l'augmentation de la proportion de LB 

immatures observée chez les patients TOL, compte tenu de ses effets sur la survie, la 

prolifération et la croissance des LB. Dans les LB immatures des patients TOL, TCL1A pourrait 

favoriser l’émergence d’un phénotype régulateur par l’expression d'IL-10, par un mécanisme 

qui reste à déterminer, mais cohérent avec l’augmentation de LB immatures producteurs d’IL-

10 chez ces patients. Toutefois, la surexpression de TCL1A dans les LB des patients TOL peut 

également résulter d'une augmentation indépendante des LB immatures et naïfs, connus pour 

exprimer cette protéine. 

IV. Objectifs 

La compréhension des mécanismes immunologiques après transplantation a permis des 

avancées dans les traitements et la prise en charge des patients transplantés, résultant en une 

amélioration de la survie des greffons à court terme. Cependant, le besoin de réduire 

l’exposition aux IS des patients à plus long terme et la survenue de rejets chronique humoraux 

sans traitements permettant de les prévenir impliquent le besoin de mieux comprendre les 

mécanismes immunologiques impliqués dans la stabilité des greffons à long terme, 

notamment pour les patients sous IS (LTT) et sans IS (TOL). Ainsi, ces travaux permettraient de 

mettre au point des biomarqueurs afin d’identifier les patients transplantés qui pourraient 

bénéficier d’un arrêt des traitements IS et assurer un meilleur suivi des LTT. L’objectif de ce 

travail est donc une amélioration de la compréhension des mécanismes allo-immuns chez les 

patients transplantés à long terme incluant les patients TOL. 

Dans ce sens, nous avons vu que les patients tolérants présentaient un profil spécifique de LB 

associé à une expression augmentée du gène TCL1A. Son profil d’expression chez les patients 

transplantés rénaux suggère l’implication de TCL1A dans leur réponse allo-immune et nous 

savons également que TCL1A est un acteur moléculaire majeur dans l’homéostasie des LB. Par 

un phénotypage exhaustif par cytométrie spectrale des PBMC de patients tolérants et de 

patients transplantés sous traitements IS présentant également une longue période de 

stabilité de leur greffon, nous allons déterminer si l’expression de TCL1A dans les LB des 

patients tolérants représente un facteur nécessaire à l’acquisition de la tolérance et de ses 
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propriétés. Nous étudierons également les caractéristiques du système immunitaire associées 

à une stabilité du greffon à long terme et l’influence des traitements IS dans ce contexte, qui 

pourrait permettre l’identification de biomarqueurs associés à un faible risque de rejet et à 

une stabilité du greffon à long terme. 
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A. Résumé de l’article 

Les patients tolérants (TOL) sont des patients transplantés rénaux présentant une fonction 

stable de leur greffon, en absence d’IS. Les études précédentes ont montré qu’ils présentent 

une plus grande fréquence et valeur absolue de LB sanguins avec un phénotype pro-

apoptotique, une capacité réduite de différenciation et une expression accrue d’IL-10. TCL1A, 

qui a été montrée dans les LB comme inhibant l’apoptose et associées à l’expression de 

facteur de transcriptions impliquées précocement dans la différenciation des LB, est 

également surexprimé dans le sang des patients TOL. 

Dans cet article, notre objectif a été de déterminer si l’expression de TCL1A dans les LB des 

TOL était associée à une population particulière de LB et dans quelle mesure elle pouvait être 

impliquée dans l’homéostasie des LB. 

A partir d’échantillons de PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cells) d’une cohorte de 8 TOL, 

10 receveurs stables à 1 an de greffe (STA), 6 receveurs stables à long terme (>10 ans de greffe) 

et 10 volontaires sains (HV), nous avons réalisé un phénotypage de leur LB par cytométrie 

spectrale (32 marqueurs). 

Cette analyse nous a permis de confirmer une fréquence et valeur absolue accrue de LB ainsi 

qu’une fréquence accrue de LB TCL1A+ dans le sang des patients TOL. De plus, le compartiment 

des LB naïfs pouvait être segmenté sur la base de l’expression de TCL1A en 2 populations, 

TCL1Ahigh et TCL1Alow, avec une fréquence accrue de LB TCL1Alow chez les TOL par rapport aux 

STA et LTT. En utilisant les LB de 6 nouveaux HV chez qui la population TCL1Alow était 

également présente, la caractérisation transcriptionnelle des populations TCL1Alow en 

comparaison des TCL1Ahigh a révélé un profil pro-apoptotique, une empreinte de la 

signalisation d’IL-10, un défaut de différenciation et des capacités migratoire accrues chez les 

LB naïfs TCL1Alow. L’émergence d’une telle population de LB TCL1Alow est cohérente avec 

l’environnement tolérogène observé chez les patients TOL et pourrait participer au contrôle 

de l’homéostasie des cellules B chez ces patients. 
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B. Introduction 

After kidney transplantation, lifelong immunosuppression (IS) prevents the risk of graft 

rejection and maintains graft survival (Pascual et al., 2002). Unfortunately, chronic IS is 

associated with important side effects, including risks of opportunistic infections, cancers and 

nephrotoxicity (Apel et al., 2013; Gonwa et al., 2001; Rabbani et al., 2023). Concomitantly, the 

literature reports rare cases of solid organ recipients with long-term graft stability without any 

IS (Brouard et al., 2012; Massart et al., 2016; Ramos et al., 1995; Roussey-Kesler et al., 2006), 

designated as “operationally tolerant” (TOL) (Ballet et al., 2006; Brouard et al., 2012; Roussey-

Kesler et al., 2006). 

Several studies reported an increase in the frequency of total peripheral B-cells (CD19+ CD20+) 

in the blood of TOLs compared to HVs and other transplanted patient groups (Chesneau et al., 

2014; Newell et al., 2010, 2015; Pallier et al., 2010; Sagoo et al., 2010), which was associated 

with an increase in the frequency and absolute number of early B-cell phenotypes, including 

transitional (IgD+ CD27- CD24high CD38high) and naive (IgD+ CD27- CD24+ CD38+) B-cells, and a 

decrease in the frequency of plasma cells (CD27high CD38high CD138+) (Chesneau et al., 2014; 

Newell et al., 2010, 2015; Pallier et al., 2010; Silva et al., 2012). Accordingly, TOLs display more 

IL-10+ transitional B-cells (Blair et al., 2010) that express a higher level of IL-10 (Newell et al., 

2010) with an increased blood IL-10/TNF ratio (Cherukuri et al., 2014, 2021). Finally, after in 

vitro differentiation, naive B-cells from TOLs display higher expression and production of IL-

10 than those from HVs and non-TOLs, which is associated with a defect in B-cell 

differentiation and an increase in the expression of apoptosis markers (Chesneau et al., 2014; 

Le Berre et al., 2021). Interestingly, this increase in total B-cell frequency in blood from TOLs 

is also associated with a higher expression of transcripts of TCL1A, a specific B-cell marker 

(Azim et al., 2023; Baron et al., 2015; Braud et al., 2008; Brouard et al., 2007; Danger et al., 

2017; Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010), which was also found to be increased in the 

blood of rejection-free patients compared with patients with acute and subclinical rejection 

(Danger et al., 2023; Heidt et al., 2015; Viklicky et al., 2013). 

TCL1A is an intracellular nonenzymatic protein of 114 amino acids that acts as a coactivator of 

Akt kinase and is involved in other pathways in the cytoplasm and nucleus (Laine et al., 2000; 

Paduano et al., 2018; Pekarsky, 2000). Its overexpression in blood from TOLs is consistent with 

its main expression in early transitional and naive B-cells, where it acts as a hub molecular 
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actor notably favoring B-cell survival following BCR stimulation (Tabrizi et al., 2009). To date, 

TCL1A in kidney transplant patients has only been described at the transcriptional level and 

not at the protein level (Azim et al., 2023; Baron et al., 2015; Brouard et al., 2007; Danger et 

al., 2017; Heidt et al., 2015; Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010; Viklicky et al., 2013). In this 

article, we performed exhaustive blood B-cell phenotyping to investigate whether TCL1A 

protein expression may be associated with specific recipients’ clinical conditions. We showed 

that not only its transcript but also the TCL1A protein is overexpressed in B-cells from TOLs. 

Moreover, we showed that two populations of early B-cells can be discerned based on TCL1A 

protein expression and that TOLs had an increase in a naive B-cell population with a TCL1Alow 

level, which we further characterized. 

C. Patient and Methods 

1) Study population 

This noninterventional research project involved 24 adult kidney transplant recipients 

followed up in Nantes, Angers, Necker and Saint-Louis Hospital and for whom data were 

prospectively collected in the multicenter DIVAT database approved by the CNIL (DR-2025-

087 N°914184, 15/02/2015; ClinicalTrials.gov recording NCT02900040) and the French 

Ministry of Higher Education and Research (file 13.334-cohort DIVAT RC12_0452, 

www.divat.fr). Written consent was obtained from all patients. The clinical and research 

activities being reported are consistent with the principles of the declarations of Istanbul and 

Helsinki and in line with the good practice recommendations of the University Hospital of 

Nantes. Normal renal function was defined as proteinuria below 0.5 g/24 h and a glomerular 

filtration rate (Modification of Diet in Renal Disease) over 40 mL/min. DSA monitoring was 

performed according to the center’s standard of care. STAs were defined as patients with 

normal renal function at 1 year post-transplantation, and LTTs were defined as patients with 

normal renal function for more than 5 years post-transplantation. TOLs were defined as kidney 

transplanted patients with normal renal function and no IS for more than 1 year (Roussey-

Kesler et al., 2006). HVs from the French Blood Institute were included thanks to the 

agreement CPDL-PLER-2018 180. All individual group clinical characteristics are listed in Table 

1. 
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2) PBMC phenotyping by spectral cytometry 

All resources and reagents are listed in Supplementary Table 1. Peripheral blood mononuclear 

cells (PBMCs) were obtained from blood samples collected in EDTA tubes after density 

centrifugation. PBMCs were frozen in 1 mL of 10% fetal bovine serum in DMSO and stored at 

-150 °C until experimentation. PBMCs were thawed at room temperature using serum-free 

thawing solution according to the manufacturer’s instructions and incubated in complete 

RPMI 1640 medium at room temperature for 1 hour. PBMCs were first stained with viability 

fixable dye (Live/Dead Blue). Extracellular labeling was performed in running buffer (RB): PBS 

with 5% m/v bovine serum albumin (BSA) and 2x10-3 M EDTA. Intracellular labeling was 

performed in permeabilization buffer (PB): sterile water with 5% PermWash after fixation and 

permeabilization for 30 minutes using Cytofix. Fluorescence-conjugated antibodies are listed 

in supplementary Table 2. Following intracellular labeling, cells were analyzed using a Cytek 

AURORA spectral flow cytometer (configuration: 5L 16UV-16V-14B-10YG-8R). 

Data treatment and analyses were performed using OMIQ software (Dotmatics, 

www.dotmatics.com). Following compensation, the same gating strategy was applied for each 

individual to remove debris, doublets, dead cells, and auto fluorescent cells and to identify 

each PBMC population (Figure S1). A quality control algorithm named PeacoQC was used, 

allowing the removal of remaining aberrant events in the dataset (Emmaneel et al., 2022). An 

internal control was used in each batch of labeling and used to perform a normalization 

process of the final dataset called CytoNorm, allowing us to correct potential batch effects 

(Van Gassen et al., 2020). A final cell subsampling using 10,000 cells per sample was performed 

to ensure good comparability between individuals. The absolute number of PBMC subtypes 

was obtained as the product of their frequency and leukocyte concentration in Giga/L. We 

proceeded to perform supervised and unsupervised analyses of B-cells. The latter uses fit-SNE 

dimensional reduction to allow a two-dimensional representation of B-cell marker expression 

and the Flow-SOM algorithm to clustered B-cells according to B-cell marker expression. 

3) TCL1Ahigh/low naive B-cell RNA isolation and gene 
expression 

PBMCs were obtained from the “buffy coat” following the same protocol as mentioned above. 

An enrichment of naive CD19+ CD27- B-cells was performed using negative selection on 

magnetic columns according to the manufacturer’s instructions (B-cell isolation Kit II and CD27 
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MicroBeads; Miltenyi Biotech, Gladbach, Germany). The MARIS method was used to recover 

total RNA following sorting of intracellular labeled cells (Hrvatin et al., 2014). Staining was 

performed with cell concentrate at 25 million/mL. After viability die labeling (Fixable Viablity 

Dye eFluor450) and extracellular labeling, fixation and permeabilization were realized using 

Cytofix in the presence of 1:100 RNasin Plus RNase Inhibitor (RNasin) and washed using PB 

1:25 RNasin, which was also used for intracellular labeling. Cells were then washed using RB 

1:100 RNasin and resuspended in RB 1:25 RNasin for sorting. Cells were sorted on a FACSAria 

sorter (BD Biosciences) using FACSDiva software. A gating strategy was applied to sort 

TCL1A/IgDlow and TCL1A/IgDhigh populations in live early B-cells (CD19+ CD27- CD21+) (Figure 

S6). Cells were collected in tubes that were precoated with SVF and supplemented with 5 mL 

of RB 1:25 RNAsin. Cells were washed and resuspended in 150 µL of Proteinase K buffer for 

further RNA extraction using the miRNeasy FFPE Kit (Qiagen, Hilden, Germany). During this 

step, we incubated the mix at 56 °C for 3 hours instead of 15’ at 56 °C and 15’ at 80 °C, as 

indicated by the manufacturer (Hrvatin et al., 2014). The quantity and quality of total RNA 

were measured by spectrometry (NanoPhotometer® NP80, Implen, Inc.) and electrophoresis 

(Caliper, Life Sciences, Inc.), respectively. 

NanoString Technology (NanoString Technologies, Seattle, WA, USA) was used to measure the 

expression of the 594 genes provided in the nCounter Human Immunology v2 Panel according 

to the manufacturer’s instructions and using 100 ng of total RNA with an RNA integrity number 

superior to 5. NanoString nSolver software (v 4.0) was used to normalize gene expression 

using the geometric mean of stable reference genes and to identify differentially expressed 

genes between TCL1Alow and TCL1Ahigh B-cells. Gene set enrichment analysis (GSEA) was 

performed using the Broad Institute’s GSEA software to identify enriched gene sets from the 

“curated gene sets” molecular signature database (MSigDB) (Subramanian et al., 2005). 

4) Single-cell transcriptomic analysis of TCLA1low B-cells 

To characterize the transcriptome of TCL1Alow B-cells, we analyzed a single-cell RNA 

sequencing (scRNA-seq) dataset of PBMCs from 3 STA and 3 TOL kidney transplant patients 

(accessible at https://www.ebi.ac.uk/ena/browser/home, accession project number 

PRJEB60962). Using Azimuth v0.4.6 and Seurat v4, we selected B-cells and TCL1A-expressing 

B-cells in the TOLs and STAs (Figure S10B). TCL1Alow and TCL1Ahigh B-cells were separated from 

the latter using an arbitrary cutoff expression of 1.5 (Figure S10C). Differential expression 
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analysis of each subset between TOLs and STAs was performed using the FindMarkers() 

function from Seurat with a p value threshold set at 0.05 and a log2-fold fold change (log2FC) 

threshold set at 0.5. 

5) Statistical analysis 

Group comparisons were performed using nonparametric Mann–Whitney and Kruskal–Wallis 

tests with Dunn’s post hoc tests for two and multigroup comparisons, respectively. Frequency 

and absolute values of cells are analyzed with median and 95% IC. Analyses were performed 

using GraphPad Prism v.9 (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 
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Table 1: Individual groups clinical data table. * p-value significantly different; A Kruskal-Wallis/Dunn’s multiple comparison test was significantly different between STA/LTT and STA/TOL because times post-
transplantation was matched between TOL and LTT in a comparability purpose. B Kruskal-Wallis/Dunn’s multiple comparison test was significantly different between HV/LTT and HV/TOL. C Kruskal-Wallis/Dunn’s 
multiple comparison test was only significantly different betwee 

  Healthy Volunteers (HV)  Stable patients at 1 year (STA)  
Long term Stable patients >5 

years (LTT) 
 Tolerant patients (TOL) comparison 

 

 n= 10  n= 10  n= 6  n= 8  

Missing 

information 
n %  n %  n %  n % p-value 

Male/Female recipients 0 5/5 50.00/50.00  5/5 50.00/50.00  3/3 50.00/50.00  5/3 62.50/37.50 0.6179 

Allograft rank 0            0.0634 

First 

 

   10 100.00  6 100.00  6 75.00  

Second    0 0.00  0 0.00  2 25.00  

Initial disease 0                NA 

Undetermined etiology 

 

   1 10.00  0 0.00  3 37.00  

Chronic glomerulonephritis    3 30.00  2 33.33  2 26.00  

Chronic interstitial nephritis, urinary, and others 

malformations 
   6 60.00  2 33.33  3 37.00  

Vascular renal diseases     0 0.00  0 0.00  0 0.00  

Diabetes     0 0.00  2 33.33  0 0.00  

History of diabetes  0    2 20.00  2 33.33  1 12.5 0.7338 

History of cardiovascular disease  0    2 20.00  0 0.00  2 25.00 0.8323 

History of malignancy  0    1 10.00  1 16.66  1 12.5 0.8579 

Male/Female donor  0    7/3 70.00/30.00  5/1 83.33/16.66  3/5 37.50/62.50 0.1786 

Deceased /Live donor 0    7/3 70.00/30.00  6/0 100.00/0.00  5/3 62.50/37.50 0.7845 

HLA-A-B-DR mismatches 0                NA 
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0     0 0.00  0 0.00  3 37.50  

<4     3 30.00  2 33.33  2 25.00  

>3     7 70.00  4 77.77  3 37.50  

Depleting induction 0                0.7137 

Non-depleting or none     7 70.00  3 50.00  5 62.50  

Depleting     3 30.00  3 50.00  3 37.50  

Immunosuppression at sampling 0                 NA 

CNIs     10 100.00  6 100.00  0 0.00  

Cyclosporine A     2 20.00  2 33.33  0 0.00  

Tacrolimus     8 80.00  4 66.66  0 0.00  

mTOR inhibitor     0 0.00  0 0.00  0 0.00  

Antiproliferative agents     8 80.00  5 83.33  0 0.00  

Steroid     5 50.00  0 0.00  0 0.00  

Reject before prelevement 0    2 20.00  1 16.66  2 25.00 0.8080 

Positive DSA during the first year 0    2 20.00  0 0.00  0 0.00 0.1162 

Reason for IS withdrawal (medical or non 

compliance) 
0          2/6 25.00/75.00  

Time post-transplant (month) 0    12.00   148.50   228.50  0.0002*,A 

Time without immunosuppression (month) 1          145.00   

Recipient Age 0 37.00   48.00   57.50   54.50  0.0105*,B 

Cold ischemic time (minutes) 0    803.5   1163.0   1073  0.5122 

Donor Age (years) 1    46.00   26.50   20.00  0.0083*,C 

eGFR at sampling (MDRD; mL/min/1.73m2) 0    56.30   59.45   64.70  0.6786 
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D. Results 

1) An increased frequency of total B-cells and TCL1A+ B-cells 
in TOLs 

We performed extensive phenotyping of PBMCs (Figure S1) from HVs (n=10), STAs (n=10), 

LTTs (n=6), and TOLs (n=8) using spectral cytometry (Table 1). TOLs were compared to STAs 

representing the main group of immunosuppressed recipients for whom tolerance induction 

is highly needed, to LTTs with a comparable transplantation period but who were 

immunosuppressed and to HVs who were not immunosuppressed but had no transplantation. 

Altogether, we analyzed a total of 54,652,724 cells. We did not find any significant difference 

in the frequency and absolute number of the main peripheral blood cells, e.g., CD11c+ CD14+ 

monocytes, CD3- CD19- CD14- CD16- CD11c+ dendritic cells, CD16+ CD56+ NK cells and CD3+ T 

cells, between the TOL group and the other groups (Figures 1 and S2). In agreement with 

previous studies, we found a significant increase in the frequency and absolute number of 

total CD19+ CD20+ B-cells in blood from TOLs compared with STAs and the other groups to a 

lesser extent (frequency p= 0.0241 vs. STAs, 0.0887 vs. HVs and 0.0698 vs. LTTs) (Figures 1 and 

S2). 
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Figure 1 : Main PBMCs population frequencies. Frequency median (%) in total PBMCs for each individuals groups of A : 
Monocytes (CD11c+ CD14+). B : Dendritic cells (CD3- CD19- CD11c+ CD14- CD16-). Frequency median (%) in total Lymphoid Cells 
for each individual groups of C : NK cells (CD16+ CD56+). D : T cells (CD3+). E : B-cells (CD19+CD20+). The bars indicate the 
median, and each point represents a single individual. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–
Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. 
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Accordingly, we further investigated the B-cell compartment (Figure S3). No significant 

difference in CD24high CD38high transitional and IgD+ CD27+/IgD- CD27+ memory B-cell 

frequency was observed between the TOL group and the other groups (Figure 2A, 2C and 2D). 

We found an increase in the IgD+ CD27- naive B-cell frequency in TOLs (p= 0.0168) (Figure 2B), 

which was associated with a decrease in the frequency of differentiated B-cells in TOLs 

compared with LTTs only, for the frequencies of IgA+ and IgG+ B-cells (p= 0.0256 and 0.0064, 

respectively) (Figure 2E and 2F). In accordance with previous mRNA results, the higher 

frequency of naive B-cells in TOLs compared to LTTs was also associated with a significantly 

higher frequency of B-cells expressing the TCL1A marker in total B-cells from TOLs (median: 

60.7%; IC95: [5.95-81.50]) compared to LTTs (17.3%; IC95: [10.70-45.00]; p= 0.0220), whereas 

only a trend was found compared with HVs and STAs (p= 0.4067; >0.9999; respectively) (Figure 

2G). Whereas TCL1A+ B-cells were increased in TOLs, the level of TCL1A expression within the 

TCL1A+ B-cells, assessed by MFI, was comparable between the different patient groups (Figure 

2H). We then compared the transcriptome of TCL1A+ B-cells between 3 TOLs and 3 STAs from 

a scRNAseq PBMC dataset. A total of 169 TCL1A+ B-cells were analyzed. We did not observe 

any significantly differentially expressed genes between TOLs and STAs in TCL1A+ B-cells. 
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Figure 2 : B-cell subpopulations frequencies. Frequency median (%) in total B-cells for each individuals groups of A : Naive B-
cell (IgD+ CD27-), B : Transitional B-cell (CD24high CD38high), C : Unswitch memory B-cell (IgD+ CD27+), D : Switch memory B-cell 
(IgD- CD27+), E: IgA+ B-cell, F : IgG+ B-cell, G : TCL1A+ B-cells. H : TCL1A fluorescent mean median (%) in TCL1A+ B-cells for each 
individuals groups. The bars indicate the median, and each point represents a single individual. The P values were calculated 
using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. 

2) A TCL1Alow naive B-cell population overrepresented in 
TOLs 

Unsupervised clustering of B-cells identified 13 clusters within total B-cells from all individuals 

(Figure S4) that may be categorized into three IgD+ CD27- early B-cell clusters (Clusters 1-3), 4 

IgD+ CD27+ unswitched memory B-cell clusters (Clusters 4-7) and 6 IgD- CD27+ switch memory 

B-cell clusters (Clusters 8-10 IgA+; Clusters 11-13 IgG+) (Figure S4A). The 3 early B-cell clusters 

represent all CD27- IgD+ CD24+ CD38+ naive B-cells and include CD27- IgD+ CD24high CD38high 

transitional B-cells in Cluster 3. TCL1A expression was limited to these 3 early B-cell clusters, 
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with lower expression of TCL1A in the first cluster, so-called TCL1Alow, compared to Clusters 2 

and 3 (TCL1Ahigh) (p <0.05) (Figure 3D). The TCL1Alow cluster also harbored reduced expression 

of IgD, CD24, CD38, CD9, CD25 and HLA-DR (p <0.05) compared to the TCL1Ahigh subset 

(Clusters 2+3) (Figure S4D). 

Interestingly, a significantly increased proportion of TCL1Alow naive B-cells (Cluster 1) was 

found in the total B-cells of TOLs (37.5%) compared to those of STAs (8.47%; p= 0.0016) and 

LTTs (9.09%; p= 0.0079) and to a lesser extent of HVs (Figures 3A and S5). Accordingly, a 

significant decrease in the TCL1Ahigh B-cell frequency (Clusters 2 and 3) was observed in the 

total B-cell population of TOLs (22.64%) compared to STAs (49.05%; p= 0.0499) (Figure 3B), 

leading to a significantly higher TCL1Alow/TCL1Ahigh ratio in TOLs than in STAs (p<0.0001) 

(Figure 3C). 
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Figure 3 : Distribution of early B-cell populations based on TCL1A expression. Frequency median (%) in total B-cells for each 
individuals groups of A : cluster 1 (TCL1Alow), B : cluster 2+3 (TCL1Ahigh). C : Ratio of TCL1Alow vs TCL1Ahigh clusters frequency 
for each individuals groups. D : Scatter Plot representation of TCL1A and IgD expression in the early B-cell clusters (1-3)  for 
each individuals groups. The bars indicate the median, and each point represents a single individual. The P values were 
calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test 
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3) The TCL1Alow naive B-cell population harbored defective 
expression of genes involved in B-cell survival and 
differentiation and an increase in migratory and IL-10-
related markers. 

To deeply characterize B-cells with a naive TCL1Alow phenotype, we sorted TCL1Alow and 

TCL1Ahigh B-cells from blood from 6 HVs based on TCL1A/IgD expression (Figure S6). Gene 

expression was analyzed in these two B-cell subtypes with a predefined “immunology panel” 

of 594 genes using the NanoString hybridization-based method. Of these 594 genes, 270 were 

expressed among cells. Thirty genes were differentially expressed in the TCL1Alow population 

compared with the TCL1Ahigh population (adjusted p value < 0.10), with 7 upregulated and 23 

downregulated genes (Figures 4A, 4B, S7, S8 and S9). We first observed a downregulation of 

genes involved in the BCR signalosome, PTPN22 (log2-fold change and p value: -0.372; 

0.0547), MS4A1 (-0.282; 0.0334), CD79A (-0.262; 0.0334), and PTPRC (CD45RA) (-0.184; 0.052) 

and increased expression of ZAP70 (0.764; 0.0334). Among the top differentially expressed 

genes, we observed increased expression of CCR7 (0.528; 0.0167) and SELL (0.446; 0.0539) in 

the TCL1Alow population, both of which are involved in B-cell migration. The TCL1Alow 

population also harbors dual expression of two major antiapoptotic proteins in B-cells: 

increased expression of BCL2 (0.479; 0.0334) and reduced expression of MCL1 (-0.305; 

0.0334). Additionally, in the TCL1Alow population, we observed global downregulation of the 

NF-B pathway, which is also involved in B-cell survival, including CHUK (-0.332; 0.0334), 

NFKB1 (-0.305; 0.0821), BCL10 (-0.165; 0.0334), and PSMD7 (-0.164; 0.0838), downregulation 

of genes involved in antigen processing and presentation (CTSS (-0.248; 0.0547) and HLA-DRA 

(-0.139; 0.069)), and downregulation of genes involved in germinal center (GC) formation and 

B-cell differentiation (IL21R (-0.347; 0.0992), TCF4 (-0.343; 0.0684), B7RP1 (ICOSL), (-0.286; 

0.0821), and IL16 (-0.206; 0.0447)). According to GSEA, we identified only one gene set 

significantly enriched in TCL1Alow compared to TCL1Ahigh (nominal p value <5%) corresponding 

to the reactome interleukin 10 signaling gene set (M27605; normalized enrichment score: 

1.565; nominal p value: 0.022), evoking an imprint of IL-10 signaling in the TCL1Alow B-cell 

population (Subramanian et al., 2005). 
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Figure 4 : Differential RNA expression in TCL1Alow and TCL1Ahigh B-cell populations. A: HeatMap representation of normalized 
expression for each genes found differentially expressed (adjusted p-value < 0.1) between TCL1Alow and TCL1Ahigh B-cell 
population in 6 Healthy Volunteers. The upper part contain genes up regulated and the lower part genes down regulated in 
the TCL1Alow population. B: Protein–protein interaction network of differentially expressed genes in TCL1Alow Vs TCL1AHigh 
populations. Upregulated genes are represented in red, down-regulated genes in blue. C: GSEA analysis of an IL-10 signaling 
gene set with gene expression data from TCL1Alow and TCL1Ahigh B-cells population obtained from 6 HV. Enrichment score is 
the level to which the analyzed gene set is increased in our genes data base. 
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We also assessed the transcriptomic profile of TCL1Alow B-cells from 3 TOLs and 3 STAs using 

a scRNAseq PBMC dataset. TCL1A+ B-cells were segmented into TCL1Alow and TCL1Ahigh subsets 

based on TCL1A expression (Figure S10B and S10C). Only 44 TCL1Alow cells were identified (20 

in TOLs, 24 in STAs) with no differentially expressed genes between TOLs and STAs. Altogether, 

our results highlighted the increase in a TCL1Alow naive B-cell population in TOLs, with a 

transcriptomic profile associated with a defect in survival and differentiation, increased 

migratory properties and IL-10 imprinting. 

E. Discussion 

Operational tolerance in kidney transplantation represents an ideal condition for recipients 

with an important need to understand this condition and how it can be promoted. Through 

an exhausted blood phenotypic analysis, we confirmed the increased frequency and absolute 

number of total B-cells in TOLs compared with non-TOL patients and HVs (Chesneau et al., 

2014; Newell et al., 2010, 2015; Pallier et al., 2010; Sagoo et al., 2010). We highlighted a 

decreased frequency of switch memory IgA+/IgG+ B-cells in TOLs compared to LTTs, consistent 

with our previous study showing an increased frequency of switch memory B-cells compared 

to naive B-cells in very long-term stable patients (>25 years) (Dujardin et al., 2021). Conversely, 

we highlighted that TOLs have the highest frequency of naive B-cells (CD27- IgD+ CD24+ CD38+), 

in accordance with our previous studies (Chesneau et al., 2014; Newell et al., 2010, 2015; 

Pallier et al., 2010; Sagoo et al., 2010; Silva et al., 2012), and we reported for the first time a 

higher frequency of B-cells expressing the TCL1A protein in TOLs. This finding is consistent 

with the fact that the TCL1A transcript is one of the most increased transcripts in TOL (Azim 

et al., 2023; Baron et al., 2015; Braud et al., 2008; Brouard et al., 2007; Christakoudi et al., 

2020; Danger et al., 2017; Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010). Our unsupervised analysis 

of the B-cell compartment revealed that early B-cells (CD27- IgD+) can be divided into two 

populations based on the expression of TCL1A. The TCL1Alow subset is characterized by 

reduced expression of IgD, CD24, CD38, CD9, and HLA-DR compared to the TCL1Ahigh subset. 

Distribution analyses revealed a significantly increased frequency of the TCL1Alow subset in 

TOLs compared to STAs and LTTs and to a lesser extent than in HVs. The emergence of such a 

TCL1Alow naive B-cell subset in TOLs has not been described thus far. 

We previously reported that after 6 days of differentiation in vitro, B-cells from TOLs display 

proapoptotic behavior with higher caspase-3 levels and fewer antiapoptotic genes than B-cells 
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from STAs (Chesneau et al., 2014). This finding was confirmed by higher Annexin V expression 

on Day 0 in B-cells from TOLs (Le Berre et al., 2021). Conversely, we previously reported a 

reduced frequency of CD38+ CD138+ plasma cells after 6 days of in vitro differentiation in TOLs 

compared to STAs that was associated with decreased expression of the early differentiation 

transcription factors XBP1, BLIMP-1 and IRF4 (Chesneau et al., 2014). Interestingly, TCL1A in 

naive B-cells is known to prevent their apoptosis through Mcl-1 expression following BCR 

stimulation (Tabrizi et al., 2009). Moreover, in an Eµ-TCL1A murine model, prolonged TCL1A 

expression in B-cells induced the expression of transcription factors mandatory for B-cell 

differentiation, notably XBP1, IRF4 and BLIMP-1 (Kriss et al., 2012). Hence, the emergence of 

such a TCL1Alow naive B-cell subset in TOLs is consistent with a proapoptotic behavior 

associated with reduced differentiation capacities previously demonstrated in B-cells from 

TOLs. 

We further characterized this naive TCL1Alow IgDlow B-cell subset at the transcriptomic level 

and showed that these cells display a proapoptotic profile, a reduced differentiation ability 

and an IL-10 imprint, consistent with previous observations on TOL B-cells (Chesneau et al., 

2014; Le Berre et al., 2021; Nova-Lamperti et al., 2017). According to their low frequency, we 

investigated the transcriptomic profile of early TCL1Ahigh IgDhigh vs. TCL1Alow IgDlow B-cells in 6 

HVs. TCL1Alow B-cell subsets show a transcriptional profile with opposite expression of two 

well-known antiapoptotic proteins, an increase in BCL2 and a decrease in MCL1. This result is 

consistent with the low TCL1A expression and its role in Akt coactivation. Indeed, the PI3K-Akt 

pathway has been demonstrated to induce Mcl-1 expression, and TCL1A expression has been 

shown to be critical for naive B-cell survival following BCR stimulation by induction of Mcl-1 

expression (Tabrizi et al., 2009; Wang et al., 1999). TCL1Alow IgDlow B-cells are also associated 

with reduced expression of PTPN22, a phosphatase that acts to dampen BCR signaling and 

whose depletion in chronic lymphocytic leukemia (CLL) induces B-cell apoptosis after antigen 

stimulation (Negro et al., 2012). In addition, we identified decreased expression of several NF-

B pathway components involved in B-cell apoptosis. CHUK has been shown to participate in 

the degradation of the proapoptotic protein Bad following BAFF stimulation (Enzler et al., 

2006). NFKB1 favors neutralization of the proapoptotic protein Bim following TLR4 stimulation 

(Banerjee et al., 2008). BCL10, which is involved in apoptotic processes, has been shown to 

favor B-cell survival following BCR stimulation through NF-B activation (Tian et al., 2005). 
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Additionally, downregulation of PSMD7, a 19S proteasome subunit involved in several 

carcinomas, induces cell apoptosis (Shi et al., 2018). Moreover, we observed a downregulation 

of CTSS, coding for Cathepsin S, whose inhibition promotes Bim expression at the post-

translational level (Seo et al., 2018). In addition to CTSS, we found reduced expression of HLA-

DRA, which also showed a decreased protein level in the TCL1Alow population. Both proteins 

are highly implicated in antigen processing and presentation by B-cells (Guo-Ping et al., 1999; 

Pesando & Graf, 1986). Moreover, the TCL1Alow subset harbored decreased expression of 

cellular factors involved in T-dependent B-cell activation, GC formation and B-cell 

differentiation, including B7RP1 (ICOSL), which is involved in T-B-cell interactions in GC and 

plasma cell generation (Liu et al., 2015); IL21R, whose signaling is required in T-dependent B-

cell activation and plasma cell differentiation (Kuchen et al., 2007); IL16, which acts as a 

chemotactic factor for Tfh and dendritic cells (Kaser et al., 2000); and TCF4, which is required 

for B-cell differentiation in GC and notably activates Blimp-1 and Xbp-1 expression (Wöhner 

et al., 2016). Altogether, this transcriptomic profile reflects a proapoptotic character and a 

reduced propensity for activation and differentiation in the TCL1Alow naive B-cell population. 

This finding is consistent with previous observations on TOL B-cells (Chesneau et al., 2014; Le 

Berre et al., 2021) and the fact that this TCL1Alow population is increased in blood from TOLs. 

Consistent with a TCL1A/IgDlow phenotype, we observed a downregulation of several BCR 

signaling factors, including PTPN22, MS4A1 (CD20), CD79A and PTPRC (CD45RA), in the sorted 

TCL1Alow population. These results are consistent with a recent study showing a higher 

frequency of B-cells with early phenotypes in TOLs, which was associated with the 

downregulation of genes related to alloimmune pathways, notably CD79A, HLA-A and LYN, in 

these cells (Bae et al., 2023). In addition to this BCR signalosome downregulation, based on 

GSEA, we observed a significant enrichment of IL-10 reactome signaling, indicating an imprint 

of IL-10 signaling in the TCL1Alow B-cell subset. Interestingly, Nova-Lamperti et al. reported 

reduced BCR signaling based on ERK phosphorylation in B-cells from TOLs compared to HVs 

with higher expression and production of IL-10 in total B-cells of TOLs compared to HVs (Nova-

Lamperti et al., 2017), consistent with our previous observations of increased IL-10 expression 

and production in TOL B-cells on Day 4 of differentiation (Chesneau et al., 2014). This 

decreased BCR signaling and increased propensity for IL-10 expression in TOLs are concordant 
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with our findings on the TCL1Alow population showing a reduced BCR signalosome and an 

increase in the IL-10 reactome, which may suggest tolerogenic behavior in this population. 

We also found increased expression of ZAP70 in TCL1Alow B-cells, which is involved in T-cell 

receptor signaling and is also expressed physiologically in some peripheral human B-cell 

subsets (Nolz et al., 2005). High expression of both TCL1A and ZAP70 has been shown to be a 

predictor of progressive CLL disease in B-cells with unmutated immunoglobulin variable chain 

regions. Surprisingly, here, increased ZAP70 expression was associated with the TCL1Alow 

subset (Herling et al., 2009; Wiestner et al., 2003). It has been shown that ZAP-70 expression 

in B-cells induces CCR7 and CD62L expression and enhances B-cell migration to CCL21 (Calpe 

et al., 2011). Consistently, we found increased expression of both CCR7 and CD62L (SELL) in 

the TCL1Alow subset, suggesting enhanced migratory capacities. This observation needs to be 

validated at the protein level since the TCL1A/IgDhigh sorted subset may contain a small portion 

of transitional B-cells, shown to variously express CCR7 and CD62L according to their 

transitional subset (Meyer-Bahlburg et al., 2008; Zhang et al., 2021). However, this result 

suggests an increased capacity of this population to transit from the periphery to tissues, 

which in the context of renal transplantation is a mandatory parameter if this population does 

participate in tolerance maintenance since this phenomenon notably occurs at the tissue 

level. Further characterization of TCL1Alow B-cells in TOLs using scRNA-seq revealed no 

difference in the TCL1Alow B-cell subset between TOLs and STAs. 

To conclude, from a large phenotypic study, we highlighted the emergence of a naive TCL1Alow 

IgDlow B-cell subset increased in the blood of TOLs. Their characterization at the transcriptomic 

level provides evidence of a proapoptotic profile, a reduced differentiation ability, an IL-10 

imprint and increased migratory abilities. 

An increased proportion of such B-cell compartments in patients who develop tolerance may 

contribute to maintaining fine control of B-cell homeostasis, favoring long-term graft stability. 

Further characterization of these cells and confirmation at a functional level may provide 

important insight into the understanding of operational tolerance and B-cell biology. 

F. Supplementary data 
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Supplementary Figure 1: Gating strategy applied to select A : singlets, lives and not auto fluorescent PBMCs, B : monocytes 
(CD11c+ CD14+) and dendritic cells (CD3- CD19- CD14- CD16- CD11c+), C : T (CD3+) and B-cells (CD19+ CD20+), D : NK cells (CD16+ 
CD56+). 
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Supplementary Figure 2: Main PBMCs pollutions absolute values. Absolute number median (Giga/L) for each individuals 
groups of A : Monocytes (CD11c+ CD14+), B : Dendritic cells (CD3- CD19- CD11c+ CD14- CD16-), C : T cells (CD3+), D : NK cells 
(CD16+ CD56+), E : B-cells (CD19+CD20+). The bars indicate the median, and each point represents a single individual. The P 
values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. 
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Supplementary Figure 3: Gating strategy applied in total B-cells to select Naive B-cell (IgD+ CD27-), Unswitch memory B-cell 
(IgD+ CD27+), Switch memory B-cell (IgD- CD27+), Transitional B-cell (CD24high CD38high),  IgA+ B-cell, IgG+ B-cell, TCL1A+ B-cells.. 
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Supplementary Figure 4: Cleusteurization of B-cells. A : Fitsne representation of the total B-cells of the individuals of the cohort colored according to their cluster identified by FlowSom. B : HeatMap representation of 
each B-cell markers expression in the 13 B-cells clusters of Healthy Volunteers. C : Fitsne representation of the total B-cells of the individuals of the cohort colored according to their expression of B-cells markers. D :  
Contour Plot representation of B-cell markers expression in the 3 early B-cells clusters for each individuals groups-
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Supplementary Figure 5: HeatMap representation of the frequency median (%) of the 13 B-cell clusters for each individuals groups. Asterisks 
correspond to the significance of cluster median frequency differences in each group compared to TOL (*: p<0.05; **: p<0.01). 

 

Supplementary Figure 6: Gating strategy in a representative healthy individuals for the sorting of TCL1A low and TCL1Ahigh populations with 
representation of cells before sorting and post sort of TCL1Alow and TCL1Ahigh populations.  
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Supplementary Figure 7: Representation of the expression variation for each genes found differentially express in the TCL1Alow population 
compared with TCL1Ahigh population. In yellow the up-regulated genes and in blue the down regulated genes in the TCL1Alow compared to the 
TCL1Ahigh population. Each histogram indicate the mean of expression variation and bars the standard deviation in the 6 healthy individuals. 
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Supplementary Figure 8:  Normalized median expression of mRNA genes found up-regulated in TCL1Alow population compared with TCL1Ahigh 

population. The bars indicate the median, and each point represents a single individual. The P values were calculated using nonparametric 
Wilcoxon test. 
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Supplementary Figure 9: Normalized median expression of mRNA genes found down-regulated in TCL1Alow compared with TCL1Ahigh population. The bars indicate the median, and each point represents a single individual. 
The P values were calculated using nonparametric Wilcoxon test.
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Supplementary Figure 10: TCL1A+ B-cells transcriptome study in a PBMC scRNAsequ dataset of 3 TOL and 3 STA. A: Frequency 

median (%) in total B-cells of TCL1A+ cells. The bars indicate the median, and each point represents a single individual. The P 

value was calculated using Mann-Witney test. B: Violin representation of TCL1A RNA expression level in TCL1A+ B-cells in STA 

and TOL. C: Ridge Plot representation of TCL1A RNA expression level in TCL1Alow and TCL1Ahigh B-cells in STA and TOL. 
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Resource or Reagent Provider 

Cytofix #554655 BD Bioscience 

Fixable viability dye: Live/Dead Blue ThermoFisher 

Fixable Viablity Dye: eFluor450 eBioscience 

Lymphocyte separation medium Eurobio-scientific 

miRNeasy FFPE Kit Qiagen 

Naive CD19+ CD27- B-cells enrichment:  

B-cell isolation kit II; CD27 microbeads 
Miltenyi 

PermWash # 51-2091K2 BD Bioscience 

RNasin Plus RNase inhibitor Promega 

RPMI 1640 Invitrogen 

Serum-free thawing solution Cellular Technology Limited 

Supplementary Table 1: Listing of resources and reagents used in this work. 
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Target Fluorochrome Clone Name Provider 

CD11b1,A PCPCy5.5 ICRF44 Biolegend 

CD11c1,A BUV661 B-ly6 BD Biosciences 

CD1231,A AF647 9F5 BD Biosciences 

CD1381,A BUV737 MI15 BD Biosciences 

CD1411,A BB515 1A4 BD Biosciences 

CD1411,A SparkBlue550 63D3 Biolegend 

CD158a1,A BV711 HP-3E4 BD Biosciences 

CD158b1,A BUV563 CH-L BD Biosciences 

CD158e11,A BV750 DX9 BD Biosciences 

CD159a1,A BV650 131411 BD Biosciences 

CD159c1,A BUV615 134591 BD Biosciences 

CD161,A BUV496 3G8 BD Biosciences 

CD191,A BUV805 SJ25C1 BD Biosciences 

CD192,A FITC HIB19 BD Biosciences 

CD201,A PacificOrange HI47 Thermo Fisher 

CD212,A PE-CF594 B-ly4 BD Biosciences 

CD241,A PEDz594 ML5 Biolegend 

CD252,A PE AF700 CD25-3G10 Thermo Fisher 

CD271,A APC M-T271 Biolegend 

CD272,A PE-Cy7 1A4CD27 Beckman Coulter 

CD31,A PE-Cy5 HIT3a BD Biosciences 

CD381,A APC-Fire810 HIT2 Biolegend 

CD451,A PerCP 2D1 Biolegend 
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CD561,A APCF750 5.1H11 Biolegend 

CD91,A BV510 M-L13 BD Biosciences 

GZMB1,B PE GB11 BD Biosciences 

HLA-DR1,A PE Fire810 L243 Biolegend 

IgA1,A FITC Polyclonal Jackson Immuno Research 

IgD1,A AF700 IA6-2 Biolegend 

IgD2,A PE IA6-2 BD Biosciences 

IgG1,A BV605 G18-145 BD Biosciences 

IgM1,A BV570 MHM-88 Biolegend 

IL-101,B BV421 JES3-9D7 Biolegend 

Ki671,B BUV395 B56 BD Biosciences 

PD-11,A BV785 EH12.2H7 Biolegend 

TCL1A1,B PE-Vio770 REA289 Miltenyi 

TCL1A2,B APC REA289 Miltenyi 

Supplementary Table 2: Listing of antibodies used for cytometry labeling. 1Used for spectral 

cytometry PBMC phenotyping; 2used for TCL1Alow/high populations sorting; Aextra cellular 

labelling; Bintra cellular labelling. 
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A. Résumé de l’article 

En transplantation rénale, des progrès ont été fait pour réduire l’usage des thérapies IS 

cancérigènes et néphrotoxiques mais celles-ci restent obligatoires pour la prévention de rejets 

du greffon. Dans ce contexte, les receveurs conservant une stabilité de leur greffon à long 

terme (>10 ans) représente un défi clinique avec l’usage obligatoire des thérapies IS pour 

garantir la stabilité du greffon et la gestion de leurs effets indésirables. Quelques rares 

patients dits tolérants sont parvenue à des temps de stabilité de leur greffon similaires sans 

cependant recevoir de thérapies IS. L’objectif de notre étude est de dresser le portrait globale 

du système immunitaire de ces deux groupes de patients présentant une stabilité de leur 

greffon à long terme avec et sans IS et trouver si ils présentent ou non des similitudes. 

Le phénotypage des PBMC a été réalisé par cytométrie spectrale en utilisant deux panels de  

marqueurs pour l’étude des cellules T, B, NK, monocytes et cellules dendritiques. Les PBMC 

de 34 individus ont ainsi été étudiées, incluant 6 receveurs présentant une stabilité prolongée 

de leur greffon sous IS (LTT), 8 sans IS (TOL), 10 récemment transplantés (STA) et 10 

volontaires sains (HV). 

Les LB ont constitués le compartiment de cellules présentant le plus de variations entre les 

LTT et les TOL, avec une diminution du nombre total de LB et un phénotype principalement 

de LB mémoire chez les LTT, et inversement une augmentation des LB totaux avec un 

phénotype principalement naïf chez les TOL. De plus, les LB des LTT présentent une fréquence 

accrue de LB mémoires double négatifs (IgD- CD27-) CD11c+. Ces LB CD11c+ présentent 

également un phénotype d’exhaustion similaire à celui retrouvé chez les patients atteins de 

maladie auto-immunes chroniques, évoquant chez les patients LTT une situation 

d’inflammation chronique. Nos résultats semblent souligner chez ces patients l’importance du 

maintien des thérapies IS ainsi que des précautions nécessaires dans la minimisation de ces 

dernières.  
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B. Introduction 

Kidney transplantation is the treatment of choice for end-stage renal disease, but its 

management still needs to be improved to increase long-term graft survival (Coemans et al., 

2018). The requirement of life-long immunosuppressive drugs (ISs) is responsible for 

important side effects, including infection, malignancy and nephrotoxicity, which may 

contribute to chronic allograft dysfunction (Fishman, 2007; Ojo et al., 2003; Pascual et al., 

2002; Wimmer et al., 2007). Having recipients achieve tolerance, defined as graft stability, 

without requiring ISs represents an end goal in the field of solid organ transplantation. 

Although numerous trials to reduce the use of ISs in kidney transplantation have progressed, 

they still remain indispensable to prevent graft rejection in the majority of recipients (Brar & 

Nader, 2014; Dugast et al., 2016; Masset et al., 2022). The study of immune cell homeostasis 

in patients achieving long-term graft stability under IS treatment may provide important 

insights to understand the immune conditions that prevent rejection events. We previously 

performed a phenotyping analysis focused on T and B-cells in a cohort of stable recipients 

under IS with middle-, long-term and very long-term posttransplantation times. This work 

highlighted that a prolonged graft stability period under IS was associated with a reduced B-

cell frequency and acquisition of a memory phenotype (Dujardin et al., 2021). However, more 

work is needed to further explore regulatory or inflammatory immune cell populations, which 

may be of interest to understand the immune profile of these patients. 

Operationally tolerant patients (TOLs) are rare kidney recipients that achieve long-term stable 

function without IS treatment and represent the archetype of kidney transplant patients with 

a low risk of rejection. We and others identified several specificities in immune cells from TOLs, 

especially in their B-cells. TOLs exhibit increased numbers of total B-cells (Chesneau et al., 

2014; Newell et al., 2010, 2015; Pallier et al., 2010; Sagoo et al., 2010), associated with  

decreased frequencies of plasma cells (CD20- CD38+ CD138+) and increased frequencies of 

transitional (CD24high CD38high) and naive (IgD+ CD27-) B-cell populations (Chesneau et al., 

2014; Newell et al., 2010, 2015; Pallier et al., 2010; Silva et al., 2012). Several studies also 

revealed that there is an increased frequency of Granzyme B+ (GZMB) B-cells and regulatory 

CD4+ CD127- CD25high FOXP3+ T cells with enhanced suppressive properties (Braudeau et al., 

2007; Braza et al., 2015; Chesneau et al., 2015), a decrease in the frequency of PD-1high CCR7low 

follicular helper T cells (Chenouard et al., 2017), and a reduced expression level of CD16, 
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perforin, and GZMA in CD56dim NK cells, impairing their functional capacities (Dugast et al., 

2017) in the blood of TOLs. Herein, our aim was to further characterize the immune blood 

phenotype of patients with long-term posttransplantation time (LTTs) to decipher whether 

LTTs and TOLs share immune features. To this end, we compared a group of LTTs to TOLs, 

stable patients at 1 year posttransplantation (STAs) and healthy volunteers (HVs), in which we 

performed exhaustive phenotyping of their peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) by 

spectral cytometry using two panels of markers allowing the study of B-cells, T cells, NK cells, 

dendritic cells (DCs) and monocytes. While the TOL B-cell phenotype reflects a relative 

immune regulation profile, those from LTTs may conversely trigger chronic immune system 

activation, in which IS maintenance is by far highly recommended. 

C. Materials and Methods 

1) Study population 

This research project was noninterventional and included 34 adult kidney transplant recipients 

that were monitored at the Angers, Nantes, Necker and Saint-Louis hospitals. Reported clinical 

and research activities are consistent with the principles of the declarations of Istanbul and 

Helsinki and in line with the good practice recommendations of the University Hospital of 

Nantes. Written consent was obtained from all patients, and data were deposited 

prospectively into the multicenter DIVAT database approved by the French Ministry of Higher 

Education and Research (file 13.334-cohort DIVAT RC12_0452, www.divat.fr) and the CNIL 

(DR-2025-087 N°914184, 15/02/2015; ClinicalTrials.gov recording NCT02900040). Normal 

renal function was defined as proteinuria below 0.5 g/24 h and a glomerular filtration rate 

(Modification of Diet in Renal Disease) over 40 mL/min. DSA monitoring was performed 

according to the center’s standard of care. LTTs were defined as patients with normal renal 

function for more than at least 5 years posttransplantation. STAs were defined as patients 

with normal renal function at 1 year posttransplantation. TOLs were defined as kidney 

transplant patients with normal renal function and no IS treatment for more than 1 year 21. 

HVs from the French Blood Institute were included thanks to the agreement CPDL-PLER-2018 

180. 

 

 

http://www.divat.fr)/
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2) Spectral cytometry 

All antibodies of Panel 1 (T, B, NK, DC, monocytes) and 2 (T cells) are listed in Supplementary 

Tables 2 and 3, respectively. PBMCs were obtained by density centrifugation from blood 

samples collected in EDTA tubes (Sigma–Aldrich, St. Louis, MO). PBMCs were frozen in 1 mL 

of 10% fetal bovine serum in DMSO and stored at -150 °C until experimentation. PBMCs were 

thawed at room temperature using serum-free thawing solution according to the 

manufacturer’s instructions (Cellular Technology Limited, Cleveland, CA) and then incubated 

in complete RPMI 1640 medium (Invitrogen, Carlsbad, CA) at room temperature for 1 hour. In 

both panels, PBMCs were first stained with viability fixable dye (Live/Dead Blue; Thermo 

Fisher, Waltham, CA). Extracellular antibody labeling was performed in running buffer (RB), 

PBS with 5% m/v bovine serum albumin (BSA) and 2x10-3 M EDTA. Intracellular antibody 

labeling for Panel 1 was performed in permeabilization buffer (PB) including 5% PermWash (# 

51-2091K2, BD bioscience, Franklin Lakes, CA) after fixation and permeabilization for 30 

minutes using Cytofix buffer (# 554655, BD Biosciences). For Panel 2, permeabilization was 

performed in 10% PermBuffer 10X (# 00-8333-56, Invitrogen, Waltham, Massachusetts, USA) 

after fixation and permeabilization for 30 minutes using Fix/Perm reagents following the 

manufacturer’s instructions (# 00-5223-56, # 00-5123-43, Invitrogen). Cells were analyzed 

using a Cytek AURORA spectral flow cytometer (configuration: 5 L 16UV-16 V-14B-10YG-8R). 

 

Data analyses were performed using OMIQ software (Dotmatics, www.dotmatics.com). After 

data compensation, the same gating strategy was applied for each individual to remove 

debris, doublets, dead cells, and autofluorescent cells (figure S1A). The PeacoQC algorithm 

was used as a quality control data process, removing the remaining aberrant events in the 

dataset (Emmaneel et al., 2022). In Panels 1 and 2, an internal HV control was applied to the 

CytoNorm normalization process to correct potential batch effects (Van Gassen et al., 2020). 

For each group of cells, final cell subsampling was performed according to their relative 

numbers to ensure suitable comparability between individuals, and individuals with not 

enough cells were excluded. For total PBMCs, 100,000 cells per sample were required. For B-

cells, monocytes and NK cells, final cell subsampling was performed using 10,000 cells per 

sample. For DCs, 2,000 cells per sample were used. For T cells, 50,000 cells per sample were 

used in Panel 1 and 30,000 T cells were used in Panel 2. We performed supervised and 

unsupervised analyses in each cell group. The latter uses Fit-SNE dimensional reduction to 
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allow a two-dimensional representation of cell marker expression and the Flow-SOM 

algorithm to cluster cells. 

3) Statistical analysis 

Group comparisons were performed using nonparametric Kruskal–Wallis tests with Dunn’s 

multigroup comparisons tests, and intragroup comparisons were performed using 

nonparametric Wilcoxon paired tests. Analyses were performed using GraphPad Prism v.9 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). 

D. Results 

1) Patient description 

The clinical characteristics of the 34 individuals are displayed in Supplementary Table 1. 

Whereas posttransplantation times were not different between TOLs and LTTs, they were 

significantly lower in the STA (p= 0.0068 and 0.0004 compared to LTTs and TOLs, respectively). 

Recipient age was not different between TOLs, LTTs and STAs (3 p values >0.1), while the ages 

of HVs were significantly lower than those of LTTs (p= 0.0303) and TOLs (p= 0.0346). At the 

time of sampling, LTTs were all treated with calcineurin inhibitors (ratio cyclosporine 

A/tacrolimus: 2/4), 5 of 6 received antiproliferative agents, and none had received steroids or 

mTOR inhibitors. STAs were treated with CNIs (ratio cyclosporine A/tacrolimus: 2/8) at the 

time of sampling, none received mTOR inhibitors, 5/10 received only anti-proliferative agents, 

2/10 only steroids and 3/10 received both anti-proliferative agents and steroids. 

2) LTTs show a B-cell imbalance in favor of differentiated B-
cell subpopulations 

We found an increase in the CD56low CD16- NK cell population in LTTs compared to HVs and 

TOLs (p=0.0289 and 0.0230, respectively), a decrease in the frequency of CD123+ plasmacytoid 

DCs compared to STAs (p=0.0162), and an increase in the frequencies of GZMB+ T cells, 

monocytes and DCs compared to STAs and HVs (Figure S2 to S18). Finally, LTTs displayed a 

similar frequency and absolute number of total B-cells (CD19+ CD20+) as STAs and HVs (Figure 

S19 to S21). Within the B-cell compartment, we found a significant decrease in the frequency 

of naive B-cells (IgD+ CD27-) associated with a higher frequency of IgA+ and IgG+ B-cells in LTTs 

vs. STAs and TOLs (Figure S22). Despite low levels in peripheral blood (~5%), we report a 

significantly increased frequency of IgD- CD27- B-cells, considered double negative (DN) 

memory B-cells (Y. Li et al., 2021), in LTTs compared to STAs and TOLs (p= 0.0383 and 0.0107, 
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respectively) (Figure 1A) and a significant increase in plasmablasts-plasma cells (CD24- 

CD38high) frequency in LTTs compared to TOLs (p= 0.0316) (Figure 1B). Taken together, these 

data show a more differentiated B-cell phenotype in the blood from LTTs compared to the 

other groups of transplanted recipients, particularly TOLs. 

3) LTTs possessed a higher frequency of CD11c+ B-cells with 
an IgD- CD27- DN memory phenotype, class switch BCR 
expression and exhausted phenotype 

We then analyzed the expression of markers associated with the homeostasis and activation 

of B-cells, including PD-1, CD25 (IL2RA), GZMB and the integrins CD11b and CD11c. We 

observed a more activated phenotype in B-cells from STAs compared to the other groups and 

in particular TOLs, with a significantly increased frequency of B-cells expressing PD-1 (p= 

0.0022 in STAs vs. TOLs) (Figure 1C) and CD25 (p= 0.0104, 0.0088 vs. HVs and TOLs, 

respectively) (Figure 1D). We observed a higher frequency of B-cells expressing GZMB in TOLs, 

in accordance with our previous results (Chesneau et al., 2015), and in LTTs than in HVs (p= 

0.0732, p= 0.0534) (Figure 1E). LTTs displayed a significantly increased frequency of CD11b+ B-

cells (p= 0.0112 and 0.0451 compared to HVs and TOLs, respectively) (Figure 1F) and a higher 

frequency of CD11c+ B-cells compared to the other groups (p= 0.0110, 0.0458, 0.0116 

compared to HVs, STAs and TOLs, respectively) (Figure 1G and 1H). Given this increase in 

CD11c+ B-cells in LTTs (median of 36.55% vs. 10.85%, 10.34%, and 10.50% in HVs, STAs and 

TOLs, respectively), we looked at their distribution in the different B-cell subpopulations. The 

increase in CD11c+ B-cells in LTTs was mainly due to IgD- CD27- CD11c+ DN memory B-cells, IgD- 

CD27+ CD11c+ switch memory B-cells, and, to a much lesser extent, IgD+ CD27- CD11c+ naive 

B-cells (Figure 2). No difference was found in transitional B-cells or plasmablasts-plasma cells 

between groups (Figures S23A and S23B). 
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Figure 1 : B-cell compartment phenotyping. Frequency Median (%) in total B-cells for each individuals groups of A : double 
negative memory (IgD- CD27-), B : plasmablasts-plasma cells (CD24- CD38high). C : PD-1+ cells, D : CD25+ cells, E : GZMB+ cells, 
F : CD11b+ cells, G : CD11c+ cells. Each single individual values are indicating by the points and medians are indicating by the 
bars. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. H 
: A scatterplot representation of CD11c expression in each groups of the cohort using 4 representative individuals. 
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Figure 2 : CD11c+ B-cell repartition in B-cell subpopulations based on IgD and CD27 expression. Frequency median (%) of 
CD11c+ B-cells in total B-cells for each individuals groups in A : naive compartment (IgD+ CD27-), B : unswitch memory 
compartment (IgD+ CD27+), C : switch memory compartment (IgD- CD27+), D : double negative memory compartment (IgD- 
CD27-). Each single individuals values are indicating by the points and medians are indicating by the bars. The P values were 
calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test using LTT group as control. 
E : A scatterplot representation of IgD and CD27 expression in CD11c+ B-cells in each groups of the cohort using 4 
representative individuals. 

Whereas equivalent frequency of nonswitch IgA- IgG- CD11c+ and switch IgA+ and IgG+ CD11c+ 

B-cells were found in LTTs, LTTs were enriched in switch IgA+ and IgG+ CD11c+ B-cells compared 

to the other groups (Figure 3A and 3B), and a significantly higher level of nonswitch IgA- IgG- 

CD11c+ cells was found in LTTs compared to HVs (p= 0.0267) (Figure 3C). CD11c+ nonswitch B-

cells in LTTs were mostly represented in the IgDlow IgMlow and IgDlow IgMhigh compartments 

(Figure S1 and S24), suggesting that CD11c+ B-cells in LTTs were mainly in the switch class B-

cell compartment and that CD11c+ nonswitch class B-cells mostly exhibited downregulated 

expression of IgD.  
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Figure 3 : CD11c+ B-cell repartition in IgA+ and IgG+ B-cell compartments. Frequency median (%) of CD11c+ B-cells in total B-
cells for each individuals groups in A : IgA+ B-cells, B : IgG+ B-cells, C : IgA- IgG- B-cells. The bars indicate the median, and each 
point represents a single individual. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn 
multiple comparisons test using LTT group as control. 

We further characterized the CD11c+ B-cells in the different groups of patients and HVs, 

looking at the GZMB+, CD11b+, PD-1+ and CD25+ cell frequencies in CD11c+ B-cells. No 

differences were observed in the PD-1+, CD11b+ and GZMB+ cell frequencies between LTTs and 

the other groups (Figure 4A, 4B and 4C). In contrast, CD11c+ B-cells from LTTs displayed a 

lower frequency of CD25+ cells than those from STAs (p= 0.0078) (Figure 4D). 
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Figure 4 : Frequency of cells expressing markers relevant in B-cell activation and regulation in CD11c+ B-cells. Frequency 
median (%) in CD11c+ B-cells in each individual groups of A : GZMB+ cells, B : CD11b+ cells, C : PD-1+ cells, D : CD25+ cells. Each 
single individual values are indicating by the points and medians are indicating by the bars. The P values were calculated using 
nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test using LTTs group as control. 

To complete this analysis, we also compared CD11c+ to CD11c- B-cells in each group. We found 

that the GZMB+ cell frequency was increased in CD11c+ (vs. CD11c-) B-cells in each group but 

not significantly in LTTs (Figure 5A), suggesting that the increase in GZMB+ B-cell frequency 

observed in the total B-cells of LTTs may also be due to CD11c- B-cells. CD11b+ cells were 

mainly present in the CD11c+ B-cell compartment, representing approximately 5% of CD11c+ 

B-cells compared to 1% of CD11c- B-cells (Figure 5B). We found a significantly higher frequency 

of PD-1+ cells in CD11c+ (vs. CD11c- B-cells) in all groups of patients. This higher frequency is 

associated with a significant decrease in the frequency of CD25+ cells in CD11c+ (vs. CD11c- B-

cells) only in LTTs (Figure 5C and 5D). Altogether, these data show that LTTs possess a higher 

frequency of CD11c+ B-cells with an IgD- CD27- DN memory phenotype, class switch BCR 

expression and an exhausted CD25- PD-1+ phenotype. We also reported upregulated 

expression of CD19 and downregulated expression of CD38 in the CD11c+ (vs. CD11c-) B-cells 

from all groups (figure 5E and 5F). 
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Figure 5 : CD11c+ vs CD11c- differential expression of markers relevant in B-cell activation and regulation. Median in CD11c+ 
and CD11c- B-cells in each individual groups of A : GZMB+ cells frequency (%), B : CD11b+ cells frequency (%), C : PD-1+ cells 
frequency (%), D : CD25+ cells frequency, E : CD19 expression (MFI), F : CD38 expression (MFI). Each single individual values 
are indicating by the points and medians are indicating by the bars. Intra-groups P values were calculated using nonparametric 
paired t test (Wilcoxon). 
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E. Discussion 

We previously reported that very long-term stable recipients >25 years posttransplantation 

possessed a reduced frequency of total and naive B-cells and an increased frequency of switch 

memory (CD27+ IgD- IgM-) B-cells compared with patients with a shorter posttransplantation 

time (Dujardin et al., 2021). In the present study, we confirmed this phenotype in enrolled 

LTTs compared to the other groups. Accordingly, we investigated the B-cell compartment in 

LTTs. Whereas all the groups of patients and HVs display comparable frequencies of nonswitch 

(IgD+ CD27+) and switch memory (IgD- CD27+) B-cells, only LTTs exhibited an increased 

frequency of IgD- CD27- DN memory B-cells and CD11c+ B-cells. Moreover, whereas CD11c+ B-

cells in others largely belong to the switch memory compartment (IgD- CD27+), CD11c+ B-cells 

in LTTs belong mainly to the DN (IgD- CD27-) compartment and only secondarily to the switch 

memory B-cell compartment. The origin and role of DN memory and CD11c+ B-cells are still 

incompletely understood but have been increasingly described in recent years as expressing 

the T-bet marker and associated with chronic inflammatory disorders, including 

autoimmunity, infections and immunosenescence (Karnell et al., 2017; Y. Li et al., 2021). 

Interestingly, these CD11c+ B-cells display high expression of CD19 and low expression of 

CD38, which make this population comparable with the CD19high CD21- CXCR5- CD11c+ DN 

population predominantly found in blood from patients with systemic lupus erythematosus 

(SLE) and with IgD- CD27-, CD21- CD27-, CD21- CD38- DN B-cells reported in blood from patients 

with primary Sjögren’s syndrome (pSS) (Jenks et al., 2018; Rincon-Arevalo et al., 2021). Not 

surprisingly, we found a general increase in the frequency of GZMB+ B-cells in CD11c+ cells 

compared to CD11c- B-cells from the different groups of patients. Indeed, GZMB as CD11c is a 

marker of differentiated B-cells, which is consistent with the increased frequency of 

differentiated B-cells in LTTs (Chesneau et al., 2020; Sailliet et al., 2023). LTTs also display 

higher frequency of IgA+ and IgG+ CD11c+ B-cells than other groups. Since CD11c+ B-cells with 

a switch class represented approximately 2/3 of total CD11c+ B-cells, they likely contribute to 

the increased frequency of IgA+ and IgG+ total B-cells also found in LTTs. Regarding nonswitch 

class B-cells, the distribution of CD11c+ B-cells in LTTs was higher in the IgDlow compartment, 

suggesting an IgM memory phenotype of CD11c+ nonswitch B-cells in these patients, which 

also coincides with the increase in differentiated B-cells in these patients. Thus, the frequency 

of CD11c+ B-cells harboring a DN class switch memory phenotype were increased in LTTs, in 
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accordance with the activated phenotype of CD11chigh T-bet+ B-cells in SLE patients (S. Wang 

et al., 2018). 

Interestingly, while CD11c+ B-cells from LTTs present a decreased frequency of CD25+ (IL2RA) 

cells compared to their counterparts CD11c- B-cells, CD11c+ B-cells from LTTs also displayed 

an even lower frequency of CD25+ cells compared to STAs CD11c+ B-cells. In addition, more 

PD1+ CD11c+ B-cells than PD1+ CD11c- B-cells were observed in LTTs. These results may suggest 

a progressive exhaustion of CD11c+ B-cells over a long period of IS treatment, which is 

consistent with several studies in which CD11c+ B-cells appear to have an exhausted 

phenotype (Isnardi et al., 2010; Jenks et al., 2018; H. Li et al., 2016; Rincon-Arevalo et al., 

2021). Notably, upregulated expression of PD-1 and downregulated expression of IL2RA 

mRNA were observed in the CD11c+ B-cells of SLE patients (Jenks et al., 2018; Rincon-Arevalo 

et al., 2021). This finding also coincides with the fact that CD11c+ B-cells fail to express CD25 

in vitro in response to BCR or CD40 triggering (Isnardi et al., 2010; Jenks et al., 2018; H. Li et 

al., 2016) in HVs (H. Li et al., 2016) and SLE (Jenks et al., 2018), common variable 

immunodeficiency (CVID) or rheumatoid arthritis (RA) patients (Isnardi et al., 2010). CD11c+ 

B-cells have also been found to be associated with the expression of several inhibitory 

molecules, including CD22, CD32, CD85, CD72, PDL1 and CD95 (Fas) (Isnardi et al., 2010; Jenks 

et al., 2018; H. Li et al., 2016; Rincon-Arevalo et al., 2021; S. Wang et al., 2018). This finding 

supports the fact that CD19high CD11c+ memory B-cells from patients with HIV, RA or CVID are 

more susceptible to FasL-induced apoptosis or more prone to spontaneous apoptosis than 

their CD19low CD11c- counterparts (Austin et al., 2019; Isnardi et al., 2010). Altogether, CD11c+ 

B-cells from LTTs share a common profile with those observed in the blood from patients with 

chronic inflammatory diseases, suggesting that CD11c+ B-cells from LTTs are exhausted cells. 

Interestingly, despite their exhausted profile, CD11c+ B-cells in the literature are also 

responsive to TLR7 and TLR9 innate stimuli and are able to proliferate and secrete antibodies 

both in mice and humans (Hao et al., 2011; Isnardi et al., 2010; Jenks et al., 2018; Rubtsov et 

al., 2011). In mice, these CD11c+ B-cells that are induced following chronic activation of TLR7 

also express CD11b (Rubtsov et al., 2011). This observation is consistent with our findings that 

CD11b expression is restricted to CD11c+ B-cells also observed in SLE patients (S. Wang et al., 

2018). We also report an increased frequency of plasmablasts-plasma cells in the blood from 

LTTs. Additionally, CD11c+ DN memory B-cells in SLE patients express more PRDM1 and IRF4, 
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2 genes involved in plasma cell generation, and are associated with active disease and 

autoantibody secretion (Jenks et al., 2018; S. Wang et al., 2018). Similarly, the frequency of 

DN CD11c+ memory B-cells is increased in pSS patients and express high levels of autoreactive 

antibodies (Saadoun et al., 2013). 

CD11c+ B-cells are also named “Age-associated B-cells”, as they are increased with age in mice 

and in humans in physiological and pathological situations (Golinski et al., 2020; Hao et al., 

2011; Rubtsov et al., 2011). A recent study revealed the frequency of CD11c+ B-cells in a cohort 

of kidney transplant patients before and after 3 years of transplantation (L. Wang et al., 2021). 

The CD11c+ B-cell frequency at 3 years posttransplantation was similar to the frequency found 

in HVs and higher than that before transplantation. This finding is consistent in our analysis 

with the similar frequency of CD11c+ B-cells in STAs (1 year) and HVs. They also show that this 

increased frequency is more important in recipients above 50 years of age (L. Wang et al., 

2021). Nevertheless, no such association and no correlation was found between CD11c+ B-cell 

frequency, age and time posttransplantation in our cohort of patients regardless of their 

clinical status, suggesting another explanation for the increased frequency of CD11c+ B-cells 

in LTTs only. 

We report an increase in the CD11c+ memory B-cell population in immunocompromised 

patients with long-term graft stability, whereas this population is 3 times lower in TOLs and 

patients with short-term graft stability. Further analysis is obviously needed to elucidate the 

role of this particular B lymphocyte population in the blood of LTT patients, but the current 

findings clearly suggest the maintenance of a chronic inflammatory immune response 

contained by immunosuppressive drugs. Studies carried out on malaria and HIV patients with 

impaired immune responses support this hypothesis since CD11c+ B-cell frequency is 

increased in these pathologies and drops after malaria resolution or after the initiation of 

effective antiretroviral therapy in HIV patients (Moir et al., 2008; Sundling et al., 2019). In liver 

transplantation, studies have shown that the beneficial effect of IS withdrawal was positively 

correlated with posttransplant time (Benítez et al., 2013; Feng et al., 2012). In renal 

transplantation, studies have clearly shown failure of IS withdrawal in patients less than 6 

years posttransplantation (Brar & Nader, 2014; Dugast et al., 2016; Ekberg et al., 2007; Masset 

et al., 2022). The results of these studies and ours do not suggest better IS weaning capacities 
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in long-term kidney recipients but rather support previous studies highlighting immunological 

differences in liver and kidney transplant patients (Dumontet et al., 2016; Lozano et al., 2011).  

In conclusion, our study highlighted that these LTTs are clearly different from TOLs from an 

immunological point of view and that it might be wise to monitor these B-cell populations with 

an exhausted phenotype, which are indicative of a chronic inflammatory state and can be 

reactivated in the event of treatment modification. 

F. Supplementary data 

 

Supplementary Table 1 :  Individual groups clinical data table. * p-value significantly different; A Kruskal-Wallis/Dunn’s multiple 
comparison test was significantly different between STA/LTT and STA/TOL because times post-transplantation  was matched 
between TOL and LTT in a comparability purpose. B Kruskal-Wallis/Dunn’s multiple comparison test was significantly different 
between HV/LTT and HV/TOL. C Kruskal-Wallis/Dunn’s multiple comparison test was only significantly different between 
STA/TOL. 
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Supplementary Table 2 : A: Listing of panel 1 antibodies used for cytometry labeling, B : Listing of panel 2 antibodies used for 
cytometry labeling. A extra cellular labelling; B intra cellular labelling. 
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Supplementary figure 1 : PBMCs and B-cells gating strategies. Gating strategy applied to select A : singlets, lives and not auto 
fluorescent PBMCs, B : B-cells (CD19+ CD20+), C : B-cells sub-populations. 
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Supplementary figure 2 : Monocytes and Dendritic Cells (DCs) gating strategies in each groups of the cohort using 4 
representative individuals. Monocytes (upper panel) expressed CD14 and CD16 with the following monocytes sub-population 
separation: classical monocytes  CD14high CD16-, intermediate monocytes CD14+ CD16+, non-classical monocytes CD14low 
CD16+. DCs are CD14- CD16- with the following sub-population separation: conventional DC1 (cDC1) CD141+, conventional DC2 
(cDC2) CD141- and plasmacytoid DC (pDC) CD123+. 

 

Supplementary figure 3 : Monocyte compartment supervised phenotyping. Frequency median in total monocytes cells for each 
individuals groups of A : classical monocytes (%) (CD14high CD16-), B : intermediate monocyte (%) (CD14+ CD16+). C : non-
classical monocyte (%) (CD14low CD16+). D : GZMB+ monocyte (%). The P values were calculated using nonparametric ANOVA 
(Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. 
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Supplementary figure 4 : Dendritic cells (DCs) compartment supervised phenotyping. Frequency median in total DCs for each 
individuals groups of A : conventional DC1 (%) (CD141+), B : conventional DC2 (%) (CD141-). C : plasmacytoid DC (%) (CD123+). 
D : GZMB+ DCs frequency (%). The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn 
multiple comparisons test. 

 

Supplementary Figure 5 : Unsupervised clusterization of monocytes. A : Fitsne representation of the total monocytes of the 
individuals of the cohort colored according to their cluster identified by FlowSom. B : HeatMap representation of each 
monocytes markers expression in the 7 monocytes clusters of Healthy Volunteers. 
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Supplementary figure 6 : Frequency of all monocytes clusters. A-G Frequency median (%) in total monocytes cells for each 
individuals groups of  the 7 monocytes clusters. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) 
with the Dunn multiple comparisons test. H : HeatMap representation of the frequency median (%) of the 7 monocytes clusters 
for each individuals groups. 
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Supplementary Figure 7 : Unsupervised clusterization of Dendritic Cells (DCs). A : Fitsne representation of the total DCs of the 
individuals of the cohort colored according to their cluster identified by FlowSom. B : Fitsne representation of the total DCs of 
the individuals of the cohort colored according to their expression of DCs markers. C : HeatMap representation of each DCs 
markers expression in the 6 monocytes clusters of Healthy Volunteers. 
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Supplementary figure 8 : Frequency of all Dendritic Cells (DCs) clusters. A-F Frequency median (%) in total DCs for each 
individuals groups of the 6 DC clusters. G : GZMB expression (MFI) for each individuals groups of  the 6th DC cluster. The P 
values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. H : HeatMap 
representation of the frequency median (%) of the 6 DC clusters for each individuals groups. 
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Supplementary figure 9 : NK cells gating strategies in each groups of the cohort using 4 representative individuals. NKs 
expressed CD56 and CD16 with the following NKs sub-populations separation: CD56high CD16-, CD56+ CD16-, CD56+ CD16+, 
CD56- CD16+. 

 

Supplementary figure 10 : NK cells compartment phenotyping. Frequency median in total NKs for each individuals groups of 
A : NKs CD56high CD16- (%), B : NKs CD56+ CD16- (%), C : NKs CD56+ CD16+ (%), D : NKs CD56- CD16+ (%), The P values were 
calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. 
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Supplementary Figure 11 : Unsupervised clusterization of NKs. A : Fitsne representation of the total NKs of the individuals of 
the cohort colored according to their cluster identified by FlowSom. B : HeatMap representation of each NKs markers 
expression in the 11 clusters of Healthy Volunteers. 
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Supplementary figure 12 : Frequency of NKs clusters. A-H Frequency median (%) in total NKs cells for each individuals groups 
of clusters 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 9. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn 
multiple comparisons test. I : HeatMap representation of the frequency median (%) of the 11 NKs clusters for each individuals 
groups. 



167 
 

 

Supplementary figure 13 : T cells compartment phenotyping. Median in total T cells (CD3+) for each individuals groups of A 
(panel1): GZMB+ cells frequency (%), B (panel 1): PD-1+ cells frequency (%), C (panel 1): PD-1 expression (MFI), E (panel 2): CD4+ 
cells frequency, F (panel 2): CD8+ cells frequency. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) 
with the Dunn multiple comparisons test. 
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Supplementary figure 14 : T cells compartment phenotyping in panel 2 markers. Frequency median in total T cells (CD3+) for 
each individuals groups of A : CD4+ CD45RA- CCR7+ (%), B : CD4+ CD45RA- CCR7- (%), C : CD4+ CD45RA+ CCR7- (%), D : CD4+ 
CD45RA+ CCR7+ (%), E : CD8+ CD45RA- CCR7+ (%), F : CD8+ CD45RA- CCR7- (%), G : CD8+ CD45RA+ CCR7- (%), H : CD8+ CD45RA+ 
CCR7+ (%), I : CD4+ CD25high CD127low (%), J : FOXP3+ (%), K : CD8+ CD28- (%). The P values were calculated using nonparametric 
ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. 
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Supplementary Figure 15 : Unsupervised clusterization of CD4 T cells. A : Fitsne representation of the total CD4 T cells of the 
individuals of the cohort colored according to their cluster identified by FlowSom. B : HeatMap representation of each T cell 
markers expression in the 11 clusters of Healthy Volunteers. 
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Supplementary figure 16 : Frequency of CD4 T cells clusters. A-H Frequency median (%) in total CD4 T cells for each individuals 
groups of clusters 1, 2, 4, 5, 6, 7, 8, 11. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the 
Dunn multiple comparisons test. I : HeatMap representation of the frequency median (%) of the 11 CD4 T cell clusters for each 
individuals groups. 
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Supplementary Figure 17 : Cleusteurization of CD8 T cells. A : Fitsne representation of the total CD8 T cells of the individuals 
of the cohort colored according to their cluster identified by FlowSom. B : Fitsne representation of the total CD8 T cells of the 
individuals of the cohort colored according to their expression of T cells markers. C : HeatMap representation of each T cell 
markers expression in the 9 clusters of Healthy Volunteers. 
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Supplementary figure 18 : Frequency of CD8 T cells clusters. A-H Frequency median (%) in total CD8 T cells for each individuals 
groups of clusters 1, 2, 3, 4, 6, 7, 8, 9. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the 
Dunn multiple comparisons test. I : HeatMap representation of the frequency median (%) of the 9 CD8 T cell clusters for each 
individuals groups. 
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Supplementary Figure 19 : Unsupervised clusterization of PBMCs A : Fitsne representation of the total PBMCs of the individuals 
of the cohort colored according to their cluster identified by FlowSom. B : HeatMap representation of each PBMCs markers 
expression in the 5 PBMCs clusters of Healthy Volunteers. 

 

Supplementary Figure 20 : Unsupervised analysis of the main PBMCs population frequencies. Frequency median (%) in total 
PBMCs for each individuals groups of A : T cells (CD3+), B : NK cells (CD16+ CD56+), C : Monocytes (CD11c+ CD14+), D : Dendritic 
cells (CD3- CD19- CD11c+ CD14- CD16-) E : B-cells (CD19+CD20+). The bars indicate the median, and each point represents a 
single individual. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple 
comparisons test. 

 

Supplementary Figure 21 : Unsupervised analysis of the main PBMCs population absolute value. Absolute value median 
(Giga/L) in total PBMCs for each individuals groups of A : T cells (CD3+), B : NK cells (CD16+ CD56+), C : Monocytes (CD11c+ 
CD14+), D : Dendritic cells (CD3- CD19- CD11c+ CD14- CD16-) E : B-cells (CD19+CD20+). The bars indicate the median, and each 
point represents a single individual. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn 
multiple comparisons test. 
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Supplementary figure 22 : Supervised analyses of the B cell compartment. Frequency median (%) in total B cells for each 
individuals groups of A : naive B cells (IgD+ CD27 -), B : IgA+ B cells, C : IgG+ B cells. The bars indicate the median, and each 
point represents a single individual. The P values were calculated using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn 
multiple comparisons test. 

 

Supplementary figure 23 : CD11c+ cells frequency median in transitional B-cells and plasmablasts-plasma cells. A : Frequency 
median (%) in transitional B-cells of CD11c+ B-cells. B : Frequency median (%) in plasmablasts-plasma cell of CD11c+ B-cells. 
Each single individual values are indicating by the points and medians are indicating by the bars. The P values were calculated 
using nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test. 
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Supplementary figure 24 : CD11c+ B-cell repartition in unswitch class B-cells. Frequency median (%) of CD11c+ B-cells in total 
B-cells for each individuals groups in A : IgDlow IgMlow B-cells, B : IgDhigh IgMlow B-cells, C : IgDhigh IgMhigh B-cells, D : IgDlow 
IgMhigh B-cells. The bars indicate the median, and each point represents a single individual. The P values were calculated using 
nonparametric ANOVA (Kruskal–Wallis) with the Dunn multiple comparisons test using LTT group as control. 
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Discussion et Perspectives 

Les deux études de ce travail ont donc permis de mettre en évidence des différences 

phénotypiques parmi les patients TOL et LTT. Cependant, certaines limites peuvent être 

discutées. 

I. Limites rencontrées dans nos deux études 

Nos deux études se basent sur des analyses de cytométrie spectrales réalisées chez 4 groupes 

d’un total de 34 individus. Bien que nous ayant permis de mettre en avant des variations de 

de plusieurs phénotypes de LB entre ces différents groupes, ce nombre d’individus est 

relativement faible et nécessite une validation de nos résultats sur de nouveaux sujets. A 

cause de la rareté des patients TOL, cette validation n’a pas pu être faite durant ce travail mais 

est en préparation.  

Ces études ne présentent pas non plus de tests fonctionnels des 2 populations de LB que nous 

avons identifiées qui seront nécessaires pour valider nos hypothèses. Les LTT présentent une 

fréquence de LB CD11c+ de l’ordre de 30%. Bien qu’à l’instar des TOL nous disposions de peu 

de matériel biologique relatif à ces patients, cette population pourrait être suffisamment 

importante chez ces patients pour permettre leur tri et leur manipulation pour des tests 

fonctionnels. L’analyse transcriptionelle des populations TCL1Alow et TCL1Ahigh a été réalisée 

par un tri intracellulaire basée sur l’expression des protéines TCL1A et IgD. Pour procéder à 

des tests fonctionnels la limitation est de devoir s’affranchir de l’expression de TCL1A pour le 

tri des deux populations car elle nécessite la perméabilisation et la mort des cellules. Après 

enrichissement des LB naïfs IgD+ CD27-, nous procéderons à un tri se basant sur des marqueurs 

extracellulaires, les plus utiles à la segmentation des 2 populations afin de pouvons isoler ces 

deux populations vivantes et procéder à des tests fonctionnels. Nous avons déjà essayé de 

trier les populations TCL1Alow et TCL1Ahigh en nous basant sur leur expression différentielle 

d’IgD et de CD24, les 2 marqueurs les plus utiles à la segmentation des populations TCL1Alow 

et TCL1Ahigh. A partir d’un échantillon de volontaire sain, nous avons obtenu suffisamment de 

cellules pour procéder à un test de différenciation in vitro des 2 populations. Cependant suite 

à ce tri, le marquage de contrôle de l’expression intracellulaire n’a pas montré une différence 

d’expression de TCL1A aussi marquée entre les deux populations par rapport au tri 

intracellulaire. Nous savons chez les volontaires sains que la fréquence de LB TCL1Alow peut 
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varier et il est possible que réitérer cette expérience chez un nombre suffisant de sujets puisse 

permettre un tri satisfaisant chez certains d’entre eux. De plus, la caractérisation 

phénotypique des cellules TCL1Alow et la validation des molécules mises en évidence dans 

l’analyse transcriptomique devraient nous permettre d’identifier d’autres marqueurs 

permettant d’améliorer la discrimination des cellules TCL1Alow. 

Nous n’avons également pas pu déterminer le profil transcriptomique des populations 

TCL1Alow et TCL1Ahigh chez les patients LTT et TOL car cette analyse nécessite une quantité de 

cellules B en inadéquation avec le matériel biologique que nous sommes à même de pouvoir 

collecter. Il est toutefois possible que la caractérisation de cette population TCL1Alow chez de 

nouveaux volontaires sains nous apporte des pistes d’études et la mise à jour de marqueurs 

que nous pourrons ensuite tester chez les patients tolérants. Finalement, nous n’avons pas 

non plus analysé en détail la population de LB CD11c+ augmentés chez les LTT par manque 

d’échantillons de ces patients. Cependant, les LTT n’étant pas rares et la forte proportion de 

cette population chez les patients LTT devrait être suffisante pour permettre une 

caractérisation transcriptomique et fonctionnelle et à partir de nouveaux échantillons.  

II. Etude de la population de LB naïfs TCL1Alow chez 
les patients tolérants 

Cette étude a permis de confirmer les résultats de nos précédentes études concernant la 

conditions spécifiques des LB des patients tolérants à savoir une augmentation de leur 

fréquence et de leur valeur absolue associée à une  proportion accrue de LB naïfs par rapport 

aux autres groupes de patients (M. Chesneau et al., 2014; Newell et al., 2010; Pallier et al., 

2010; Sagoo et al., 2010; Silva et al., 2012). Nous avons également mis en évidence pour la 

première fois une augmentation chez les patients tolérants de LB TCL1A+. Ce résultat confirme 

ainsi à l’échelle protéique l’augmentation du transcrit TCL1A dans le sang de ces patients 

(Azim et al., 2023; Baron et al., 2015; Braud et al., 2008; Brouard et al., 2007; Christakoudi et 

al., 2020; Danger et al., 2017; Newell et al., 2010; Sagoo et al., 2010). L’analyse non supervisée 

des LB des patients de cette cohorte nous a de plus permis de constater une segmentation 

des LB naïfs (IgD+ CD27-) basée sur l’expression de TCL1A et l’émergence d’une population de 

LB naïfs TCL1Alow accrue chez les patients tolérants. Cette population TCL1Alow se distingue 

également par une expression réduite des marqueurs IgD, CD24, CD38, CD9, CD25 et HLA-DR 

par rapport aux LB TCL1Ahigh. Cette population TCL1Alow étant également présente dans une 
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moindre mesure que chez les patients tolérants chez les volontaires sains, nous avons 

entrepris le tri de cette population chez 6 nouveaux volontaires sains pour étudier son profil 

transcriptionel. L’étude transcriptionelle de cette population TCL1Alow vs TCL1Ahigh chez de 

nouveaux volontaires sains a permis de mettre en évidence un profil transcriptomique pro-

apoptotique en cohérence avec le rôle anti-apoptotique de TCL1A dans les LB (Tabrizi et al., 

2009; J.-M. Wang et al., 1999), ainsi qu’avec le caractère pro-apoptotique observé dans les LB 

des patients tolérants (M. Chesneau et al., 2014; Le Berre et al., 2021). L’analyse 

transcriptionelle montre également dans la population TCL1Alow l’expression réduite de 

plusieurs gènes impliquées dans l’activation et la différenciation T-dépendante des LB 

notamment B7RP1, IL21R, IL16 et TCF4 (Kaser et al., 2000; Kuchen et al., 2007; Liu et al., 2015; 

Wöhner et al., 2016). Cela est cohérent avec l’implication de TCL1A dans la différenciation des 

LB dont l’expression induite de façon prolongée a été observée comme favorisant l’expression 

de AID ainsi que des facteurs de transcription BLIMP1, XBP1 et IRF4 (Kriss et al., 2012). Cela 

coïncide aussi avec la capacité réduite de différenciation en plasmocytes et d’expression de 

ces mêmes facteurs de transcription observés lors de la différenciation in vitro des LB des 

patients tolérants (M. Chesneau et al., 2014). L’analyse GSEA de l’ensemble des gènes 

exprimés différentiellement entre les populations TCL1Alow et TCL1Ahigh montre l’expression 

augmenté d’acteurs impliqués dans la signalisation de l’IL-10, incluant IL-10RA dans la 

population TCL1Alow suggérant une sensibilité accrue de cette population à la régulation via 

l’IL-10 allant également dans le sens de cellules pro-tolérantes. L’analyse transcriptomique de 

la population TCL1Alow révèle aussi une expression accrue de CCR7 et SELL (CD62L), des 

marqueurs impliqués dans le trafic et l’adressage des LB aux organes lymphoïdes secondaires, 

ce qui pourrait suggérer une capacité accrue de la population TCL1Alow à transiter de la 

périphérie vers les tissus lymphoïdes (Calpe et al., 2011). Pour finir nous avons observé dans 

cette population au niveau protéique et transcriptomique une altération de la signalisation du 

BCR comprenant une diminution de l’expression d’IgD, PTPN22, MS4A1, CD79A et PTPRC ainsi 

qu’une diminution de marqueurs impliquées dans la présentation d’antigène incluant HLA-DR 

et CTSS et une réduction de l’expression de CD25 (IL2RA). Ce phénotype est particulièrement 

évocateur de LB en état d’anergie ou d’exhaustion (Andrews et al., 2013; Fulcher & Basten, 

1994; Goodnow et al., 1988; Pillai & Cariappa, 2009). Ce phénotype pourrait expliquer leur 

caractère pro-apoptotique ainsi que leur capacité réduite à se différencier. Une population de 

LB naïfs avec un tel phénotype et en si forte proportion chez les patients tolérants irait dans 
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le sens d’un compartiment de LB ne prenant pas part à la réponse allo-immune et/ou qui 

participe à la juguler, favorisant ainsi l’état de tolérance. 

Pour tester cette hypothèse et ses différents aspects sur cette population de LB naïfs TCL1Alow, 

nous procéderons à la validation à l’échelle protéique de l’ensemble des marqueurs que nous 

avons identifiés ainsi que de nouveaux pouvant participer à notre hypothèse. Ces tests seront 

réalisés d’abords sur de nouveaux volontaires sains possédants une proportion de LB TCL1Alow 

suffisante pour permettre son étude. Les résultats qui en découlerons permettront de préciser 

nos hypothèses pour ensuite pourvoir les tester chez de nouveaux patients tolérants. Ces 

premiers tests seront réalisés par cytométrie spectrale à partir de PBMC totales. Nous 

utiliserons un panel d’anticorps comprenant un pool de marqueurs pour la définition des 

principales populations de LB et la population TCL1Alow auxquels s’ajouterons nos marqueurs 

d’intérêts. Nous procéderons également à un tri des populations TCL1Alow et TCL1Ahigh utilisant 

la même méthode que dans notre étude. A partir de celui-ci nous pourrons explorer plusieurs 

voies d’intérêt par Western-Blot. Nous testerons ensuite nos hypothèses par des tests 

fonctionnels suite au tri des populations TCL1Alow et TCL1Ahigh vivantes pour leur mise en 

culture.  

Etant donné l’hypothèse d’une population anergique à faible capacité de différenciation, nous 

comptons mesurer par cytométrie l’expression des marqueurs impliqués dans la 

différenciation T-dépendante des LB (ex : IL-21R, ICAM3, ICOSL) pour constater à l’échelle 

protéique s’ils sont également diminués dans la population TCL1Alow. Nous testerons 

également l’expression de marqueurs associés à l’anergie des LB tels que CD22, CD72, CD95 

dont l’augmentation d’expression pourrait refléter un été d’anergie. La mesure de l’expression 

de BAFFR pourra également être intéressante dans notre hypothèse. Sa forte expression dans 

les LB de patients transplantés stables a notamment été associé une plus forte probabilité de 

dysfonction du greffon à long terme (Thibault-Espitia et al., 2012), et sa diminution a été 

décrite comme participant à la tolérance périphérique des LB immatures (Lesley et al., 2004). 

Sa diminution dans les LB TCL1Alow irai dans le sens d’une population pro-tolérante. Pour 

comparer la capacité de différentiation des populations TCL1Alow et TCL1Ahigh
 nous les trierons 

sur la base d’expression de marqueurs extra cellulaires et procéderons à leur différenciation 

in vitro. Après marquage préalable d’un marqueur de prolifération intracellulaire, les cellules 

seront mises en culture pendant 4 jours en présence d’IL-2, de Fab’2 anti-BCR, de CD40L et de 
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CpG ODN, puis lavées et cultivées jusqu’à 6 jours en présence d’IL-2, IL-4 et IL-10 (M. Chesneau 

et al., 2014; Le Gallou et al., 2012). Avant mise en culture ainsi qu’à 4 et 6 jours, une partie des 

cellules sera mise en tampon de lyse pour extraction de l’ARNm et analyse transcriptomique 

par technologie NanoString. L’autre partie des cellules sera marquée pour une étude de leur 

phénotype par cytométrie spectrale en utilisant le panel  de marqueurs décris précédemment. 

De cette façon nous pourrons tester au niveau protéique et transcriptomique les capacités 

d’activation, de prolifération et de différenciation de ces deux populations. La capacité des 

cellules à se différencier est mesurée par la fréquence de LB différenciés CD38high CD27high a 

Jx et par l’expression de facteurs de transcription impliqués dans la différenciation des LB (ex : 

XBP1, BLIMP1, IRF4) (M. Chesneau et al., 2014). Nous nous attendons à observer selon nos 

hypothèses au niveau fonctionnel et de leur phénotype étudier à chaque étape une capacité 

réduite de prolifération et de différenciation dans la population TCL1Alow. 

Pour étudier le profil apoptotique de la population TCL1Alow nous analyserons par cytométrie 

l’expression de la caspase-3 et de l’annexine V dans les LB à J0 et l’expression accrue de ces 

marqueurs dans les LB TCL1Alow validerai l’hypothèse d’une population pro-apoptotique.  Plus 

encore, mesurer l’expression de ces deux marqueurs au cours des tests fonctionnels de 

différenciation des populations TCL1Alow et TCL1Ahigh nous permettra de mieux apprécier le 

caractère pro-apoptotique de cette population une fois les cellules activées. Nous avons déjà 

constaté lors de la différenciation in vitro de LB naïfs de volontaires sains que l’expression de 

TCL1A était associée à une expression réduite de la caspase-3 pouvant suggérer de son 

expression accrue dans les LB TCL1Alow. Nous trierons également les populations TCL1Alow et 

TCL1Ahigh selon la même méthode que dans notre étude pour cette fois ci mesurer par 

Western-Blot l’activation des différentes voies de l’apoptose et notamment celles impliquant 

TCL1A incluant la voie PI3K-Akt et l’activation de la voie NF-B impliquées dans l’apoptose et 

liée à TCL1A, dont nous avons observé l’expression diminué de plusieurs acteurs dans la 

population TCL1Alow, ainsi que l’activation des protéines de la famille Bcl-2 (Tabrizi et al., 

2009). 

Nous mesurerons l’expression de CCR7 et CD62L pour constater si leur expression est 

également augmentée  au niveau protéique dans la population TCL1Alow. Il a été observé dans 

le cas de LB anergisés un processus d’exclusion des follicules primaires par une expression 

soutenue de CCR7 et une diminution de l’expression de CXCR5 les relocalisant à la bordure de 
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la zone T. Ceci est cohérent avec l’expression accrue de CCR7 des LB TCL1Alow et nous 

mesurerons également si dans ce sens l’expression de CXCR5 est diminuée dans cette 

population. De façon à mesurer les capacités migratoires de la population TCL1Alow nous 

pourrions également procéder à des tests de mobilisation des populations TCL1Alow et 

TCL1Ahigh triées par une méthode de Transwell avec dépôts des cellules dans les inserts 

déposés dans des puits contenant un cocktail de cytokines. Nous pourrions également utiliser 

des anticorps neutralisant de certains récepteurs chimiotactiques notamment CCR7 pour 

tester son rôle dans la migration des cellules (Mcheik et al., 2019). 

Nous évaluerons également le caractère régulateur de la population TCL1Alow. Cette 

population accrue chez les patients tolérants pourrait avoir des propriétés régulatrices 

pouvant provenir d’une capacité accrue de production de cytokine immunorégulatrice ou de 

propriété suppressives. Nous savons que l’expression de TCL1A pouvait être associée à 

l’expression d’IL-10 dans les LB (D. J. Dilillo et al., 2013; David J. Dilillo et al., 2010). Bien que 

la population TCL1Alow montre une expression réduite de TCL1A et une signalisation altérée 

du BCR des études ont montrées chez les patients tolérants une expression accrue d’IL-10 

dans des LB présentant un phénotype similaire (Nova-Lamperti et al., 2017). Par des tests in 

vitro d’induction de LB B10 sur 2 jours en présence de CPG ODN et de CD40L nous pourrions 

évaluer si la population TCL1Alow possède ou non une plus grande propension à l’expression 

et la production d’IL-10 (Chenouard et al., 2015). Nous pouvons également envisager de tester 

le caractère régulateur de cette population au travers de ses capacités suppressives par une 

co-culture de chacune des populations de LB triées en présence de cellules T CD4+ CD25- et 

mesurer si la population TCL1Alow inhibe la prolifération des LT (Mélanie Chesneau et al., 

2020). Il est possible qu’un effet tolérogène soit apporté par une plus grande capacité de cette 

population en réponse à des signaux régulateurs tels que ceux de l’IL-10 comme le laisse 

suggérer nos résultats. Nous pourrions donc également mesurer par Western-Blot, avec et 

sans pré sensibilisation à l’IL-10, si la population TCL1Alow présente une activation accrue du 

signalosome de l’IL-10 incluant son récepteur IL-10R et la voie de signalisation impliquant Jak1 

et Tyk2 et STAT3 décrit notamment comme inhibant l’activation de la voie NF-B (Moore et 

al., 2001). Nous pourrions en même temps étudier les voies de signalisations reliant TCL1A à 

l’expression d’IL-10 tels que GSK3 et PTPROt (Cheng et al., 2020; Wakim et al., 2017). 
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Pour étudier l’effet d’une expression altérée de TCL1A dans les LB tels qu’observé chez les 

patients tolérants, nous avons prévu de moduler artificiellement son expression dans les LB 

de volontaires sains. Notre objectif est d’induire l’expression de TCL1A dans des LB mémoires 

normalement TCL1A- et inversement inhiber l’expression de TCL1A dans les LB naïfs que nous 

savons TCL1A+ et ainsi reproduire une population TCL1Alow. Nous évaluerons ensuite l’effet de 

cette modulation dans ces cellules sur leur différenciation, leur caractère apoptotique et leur 

propriétés régulatrices. Nous avons déjà induit l’expression de TCL1A dans des LB mémoires 

primaires à l’aide d’un transgène codant pour la protéine TCL1A et un rapporteur GFP (green 

fluorescent protein) par une technique d’éléctroporation. Toutefois la mise en culture des 

cellules transfectées s’est soldée par un échec du fait d’une trop grande mortalité des cellules 

transfectées. Sur la base de travaux de la littérature montrant la faisabilité de la transfection 

de siRNA par éléctroporation à partir de LB primaires (Shih et al., 2019), nous allons 

entreprendre la génération d’une population TCL1Alow à partir de B naïfs TCL1A+ avec un siRNA 

ciblant l’expression de TCL1A par éléctroporation. 

III. Etude de la population de LB mémoires CD11c+ 
chez les patients stables à long terme 

Dans cette étude nous validons un phénotype accru de LB mémoires (CD27+ IgD- IgM-) chez 

les patients stables à long terme (LTT) (>10 ans), phénotype déjà identifié chez les patients 

stables à très long terme (>25 ans) (Dujardin et al., 2021). L’étude du compartiment des LB 

révèle également une augmentation de la fréquence de cellules B mémoires double négatives 

(DN) IgD- CD27- et de cellules B CD11c+ évoquant un phénotype de cellules B atypiques (Karnell 

et al., 2017; Y. Li et al., 2021), chez les LTT par rapport aux autres groupes de patients et aux 

volontaires sains. De plus, nous observons que la faible proportion de LB CD11c+ dans les 

autres groupes est largement contenue dans le compartiment de LB commutés (switch) 

mémoires (IgD- CD27+) quand ceux des LTT sont principalement contenus dans le 

compartiment des LB DN et secondairement dans les LB switch mémoires. Nous observons 

également que la population de LB CD11c+ est présente une expression accrue du CD19 et 

réduite de CD38. Ce phénotype correspond à celui de LB DN CD19high CD21- CXCR5- CD11c+ 

prédominant dans le sang des patients atteints de lupus systémique (SLE) ainsi qu’aux LB DN 

IgD- CD27-, CD21- CD27-, CD21- CD38- retrouvés dans le sang des patients atteints du syndrome 

primaire de Sjögren (SSP) (Jenks et al., 2018; Rincon-Arevalo et al., 2021). Nous trouvons une 
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fréquence de LB GZMB+ plus importante dans les LB CD11c+ par rapport aux CD11c- chez tous 

les patients. Ceci est cohérent avec le fait que le GZMB et le CD11c sont exprimés par les LB 

différenciés (Mélanie Chesneau et al., 2020; Sailliet et al., 2023). Les LB CD11c+ des LTT sont 

plus fréquents dans les compartiments IgG+ et IgA+ (2/3 de LB CD11c+ dans ces deux 

compartiments B). Pour le compartiment des LB non commutés (unswitch), les LB CD11c+ 

semblent plus largement distribués dans les compartiments IgDlow suggérant un phénotype 

mémoire IgM+. Les LB CD11c+ augmentés chez les LTT ont donc un phénotype mémoire DN 

principalement switché correspondant au phénotype de LB CD11chigh T-bet+ retrouvé chez les 

patients atteints de SLE (S. Wang et al., 2018). 

Nous observons également, uniquement dans le sang des LTT, que les LB CD11c+ des LTT 

possèdent une fréquence réduite de LB CD25+ (IL2RA) par rapport aux LB CD11c- et plus 

encore, dans les LB CD11c+, la fréquence de LB CD25+ est inférieure chez les LTT par rapport 

aux patients stables à 1 an. Nous trouvons également dans le compartiment CD11c+ une 

fréquence de LB PD-1+ supérieure par rapport au compartiment CD11c-. Ces résultats 

indiquent un phénotype de LB en état d’exhaustion progressivement augmenté avec le temps 

post-transplantation chez les patients stables sous IS mais absent chez les patients tolérants. 

Ce phénotype rappelle à nouveau celui de plusieurs études où les LB CD11c+ augmentés chez 

des patients atteints de maladie inflammatoire chronique présentent également un état 

d’exhaustion (Isnardi et al., 2010; Jenks et al., 2018; H. Li et al., 2016; Rincon-Arevalo et al., 

2021). On retrouve notamment dans les LB CD11c+ de patients atteints de SLE une expression 

réduite de l’ARNm d’IL2RA (CD25) et une expression accrue de PD-1 (Jenks et al., 2018; Rincon-

Arevalo et al., 2021). Il a été observé que les LB CD11c+ ne parvenaient pas à exprimer CD25 

in vitro en réponse à une stimulation par le BCR et le CD40 (H. Li et al., 2016), chez des 

volontaires sains, des patients atteins de SLE (Jenks et al., 2018), de déficit immunitaire 

commun (CVID) et de polyarthrite rhumatoïde (RA) (Isnardi et al., 2010). 

Il semblerait donc que les patients stables à long terme présentent une augmentation de LB 

atypiques CD11c+ possédant des caractéristiques communes d’exhaustion avec ceux décrits 

dans la littérature comme augmentés dans des cas d’inflammation chronique. 

En premier lieu nous devons préciser le phénotype de LB atypique chez les patients LTT. A 

partir de nouveaux échantillons de patients LTT, tolérants, stables à court terme et volontaires 

sains, nous validerons par cytométrie le phénotype de ces LB atypiques CD11c+ sur leur 
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expression de T-Bet, FCRL4, FCRL5 et une expression réduite de CXCR5 pour constater si ils 

présentent un phénotype commun à celui décrit dans les cas de pathologies inflammatoires 

chronique (Holla et al., 2021; Jenks et al., 2018; King et al., 2021; Moir, Ho, et al., 2008; Sutton 

et al., 2021). De plus, associés aux marqueurs que nous avons-nous même décrits, plusieurs 

études ont montrées dans les LB CD11c+ des patients une augmentation de l’expression de 

plusieurs marqueurs inhibiteurs de l’activation CD22, CD32, CD85, CD72, PDL1 et CD95 dont 

nous analyserons l’expression (Isnardi et al., 2010; Jenks et al., 2018; H. Li et al., 2016; Rincon-

Arevalo et al., 2021; S. Wang et al., 2018). 

En parallèle de son expression nous pourrions également mesurer l’apoptose induite par le 

récepteur Fas (CD95) en réponse au Fas-L pour évaluer si celle-ci est accrue dans les LB CD11c+ 

des LTT comme cela a pu être constaté dans les LB CD11c+ de patients atteint du VIH, de RA 

et de CVID (Austin et al., 2019; Isnardi et al., 2010). 

Les études de cette population de LB CD11c+ murins et humains ont montrées qu’ils 

répondaient peu aux stimuli classiques du BCR et de CD40, mais étaient capables de s’activer 

et de se différencier en réponse à d’autre stimulation notamment au TLR7 et TLR9 et était 

également particulièrement dépendant de la signalisation de l’IL-21R (Hao et al., 2011; Isnardi 

et al., 2010; Jenks et al., 2018; Rubtsov et al., 2011). Nous avons observé bien qu’en faible 

proportion une fréquence accrue de plasmablastes-plasmocytes dans le sang des patients LTT. 

Des études ont montré que les LB CD11c+ de patients atteints de SLE et de pSS avaient une 

expression accrue de BLIMP1 et IRF4 impliqués dans la différenciation en plasmocytes 

producteurs d’anticorps et qu’ils étaient associés à un état actif de la pathologie ainsi que la 

sécrétion d’auto-anticorps (Jenks et al., 2018; Saadoun et al., 2013; S. Wang et al., 2018). A 

partir de LB CD11c+ de patients LTT nous testerons un protocole d’activation classique utilisant 

une stimulation du BCR et du CD40 et une stimulation associant des stimuli innés tels que TLR7 

et TLR9 afin d’analyser si les LB CD11c+ réagissent préférentiellement aux deuxièmes stimuli. 

Une étude récente a étudié le compartiment B chez des receveurs développant un rejet 

humoral dans les 2 premières années de transplantation (Louis et al., 2021). Ils ont observés 

que les patients en rejet produisant des DSA avaient une fréquence augmentée de LB 

mémoires T-bet+ CD11c+ activés (CD21- CD27+) et atypiques (CD21- CD27-) (Louis et al., 2021). 

Nous mesurerons la production et le type d’anticorps produits par les LB CD11c+ stimulés in 

vitro. Par des méthodes de séquençage nous analysons également la clonalité de ces 
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populations (Jenks et al., 2018), et par des tests de type cross match nous étudierons la 

spécificité de ces anticorps pour déterminer notamment chez les patients ayant développés 

des DSA si la population de LB CD11c+ sont impliqués dans la réponse allo-immune (Isnardi et 

al., 2010; Saadoun et al., 2013). 

De plus amples études sont nécessaires pour caractériser cette population de LB CD11c+ mais 

elle présage malheureusement d’une inflammation persistante chronique, contenue par les 

traitements IS chez les patients LTT. Cette hypothèse est permise par l’observation faite chez 

des sujets atteins de paludisme et de VIH chez qui les populations de LB CD11c+ disparaissent 

une fois l’infection maîtrisée (Moir, Malaspina, et al., 2008; Sundling et al., 2019). En 

transplantation hépatique, le succès de l’arrêt des thérapies IS est corrélé au temps post greffe 

(Benítez et al., 2013; Feng et al., 2012). Les tentatives d’arrêt des thérapies IS en 

transplantation rénale montre des échecs en étant réalisées chez des patients transplantés 

moins de 6 ans après la greffe (Brar & Nader, 2014; Dugast et al., 2016; Ekberg et al., 2007; 

Masset et al., 2022). Les résultats de notre étude ne suggèrent pas de meilleures probabilités 

de succès d’arrêt des IS chez les receveurs transplantés à long terme. Ils confirment également 

les différences immunologiques entre les patients transplantés hépatiques et rénaux 

(Dumontet et al., 2016; Lozano et al., 2011). 

Conclusion 

Dans ces deux études nous avons souligné parallèlement chez les patients transplantés rénaux 

stables à long terme sous IS et chez les patients tolérants que les lymphocytes B était chez ces 

patients différentiellement corrélés à l’homéostasie de la réponse allo-immune et la stabilité 

du greffon à long terme. Nous avons mis en évidence chez deux groupes de patients 

partageant un état durablement stable de leur greffe deux phénotypes de lymphocytes B 

diamétralement opposés. Un accroissement du nombre de LB totaux non différenciés chez les 

patients tolérants, et une diminution des LB totaux et l’acquisition d’un phénotype mémoire 

associé aux pathologies inflammatoires chroniques chez les patients stables à long terme sous 

IS. 

Trouver le moyen d’induire une tolérance durable de l’hôte envers son greffon représente le 

graal en transplantation d’organes solides. En transplantation rénale notre étude sur les LB 

CD11c+ rappelle l’importance des traitements IS qui à long terme permettent de contenir une 
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réponse allo-immune latente pouvant s’enflammer en cas de modification ou de mauvaise 

observance. Notre étude sur la découverte d’une population de LB naïfs TCL1Alow associée à 

l’état de tolérance apporte un nouvel argument à l’implication des LB dans le phénotype de la 

tolérance opérationnelle. L’émergence d’une telle population chez les patients qui 

développent une tolérance peut contribuer à maintenir un contrôle fin de l'homéostasie des 

LB, favorisant la stabilité à long terme du greffon. 

Une caractérisation plus poussée de ces 2 populations de cellules B pourrait à terme être utile 

au suivi des patients stables à long terme et des patients tolérants dans la mesure où il s’agit 

de paramètres mesurables simplement dans le sang périphérique. En effet, en faisant 

l’hypothèse que la population de LB CD11c+ est associée à une réponse allo-immune 

chronique, sa mesure permettrait de stratifier les patients en fonction de leur risque de rejet 

chronique pour à la fois éviter une "sous-immunosuppression" chez des patients à risque de 

rejet et contrôler la stabilité des patients stables à long terme. A terme, l’association des 

cellules B CD11c+ et de critères cliniques pourrait ainsi permettre la caractérisation du 

phénotype des patients stables à long terme présentant un faible ou un haut risque 

immunologique. La caractérisation de la population TCL1Alow peut également dégager des 

perspectives intéressantes dans le champ de la tolérance en transplantation rénale. S’il s’avère 

que ces cellules sont actives dans le maintien de la tolérance, leur induction pourrait être 

envisagée dans le cadre d’une thérapie cellulaire d’induction de tolérance. La caractérisation 

de cette population TCL1Alow pourrait aussi mettre en lumière l’implication d’acteurs 

moléculaires spécifiques, jusqu’ici ignorés dans le processus de tolérance, pouvant devenir 

autant de cibles thérapeutiques dans la recherche sur l’induction de tolérance, qui reste 

aujourd’hui un idéal.  
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 Annexe : Revue TCL1A, B cell regulation and tolerance in renal 

transplantation 
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Titre : Implication des cellules B dans l’homéostasie du système immunitaire en transplantation rénale 
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Résumé : La transplantation rénale est le 
traitement de référence de l’insuffisance rénale 
terminale. Les progrès en terme 
d’immunosuppression et de prise en charge 
permettent aujourd’hui une bonne survie à 
court terme des greffons avec la volonté 
d’améliorer les résultats sur le long terme. 
L’étude du système immunitaire chez des 
receveurs présentant une stabilité durable de 
leur fonction rénale, peut permettre 
l’identification de biomarqueurs et de 
populations cellulaires clefs dans la survie du 
greffon, utiles à la création de nouveaux 
éléments de diagnostics et de traitements pour 
la survie à long terme des greffons.  Les 
cellules B ont été montrées comme associées 
à l’état de tolérance opérationelle en 
transplantation rénale défini par la stabilité 
durable du greffon en l’absence de traitement 
immunosupresseur. 

Dans ce travail, le phénotypage des cellules B 
de patients stables à long terme avec et sans 
traitement immunosupresseur a permis de 
mettre en évidence ches les patients traités 
une proportion accrue de cellules B CD11c+ 
évoquant une activation chronique de la 
réponse immunitaire, et parallèlement, une 
proportion accrue de B totaux et de B naifs 
TCL1Alow chez les patients tolérants, dont le 
profil évoque une possible participation à la 
quiescence de la réponse immunitaire de ces 
patients. L’émergence d’une telle population 
de cellules B chez les patients tolérants n’a 
encore jamais été décrite mais elle est 
cohérente avec les conaissances établies. Sa 
caractérisation pourrait permettre d’avancer 
dans la compréhension du phénotype de 
tolérance ainsi que la mise en évidence de 
nouveaux outils diagnostics et thérapeutiques.   

 

Title : B cells involvement in immune system homeostasis in kidney transplantation 
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Abstract: Renal transplantation is the gold 
standard treatment for end-stage renal disease. 
Advances in immunosuppression and 
management now enable good short-term graft 
survival, with the aim of improving long-term 
outcomes. The study of the immune system in 
recipients with long-term stable renal function 
may enable the identification of biomarkers and 
key cell populations in graft survival, useful for 
the creation of new diagnostic and therapeutic 
elements for long-term graft survival. B cells 
have been shown to be associated with the 
state of operational tolerance in kidney 
transplantation, defined as lasting graft stability 
in the absence of immunosuppressive therapy. 
In this work, phenotyping of B cells from long-
term stable patients with and without                  
 

immunosuppressive treatment revealed an 
increased proportion of CD11c+ B cells in 
treated patients, suggesting chronic activation 
of the immune response, and, in parallel, an 
increased proportion of total B cells and naive 
TCL1Alow B cells in tolerant patients, whose 
profile suggests a possible participation in 
quiescence of the immune response in these 
patients. The emergence of such a B cell 
population in tolerant patients has yet never 
been described, but is consistent with 
established knowledge. Its characterization 
could lead to advances in our understanding of 
the tolerance phenotype, as well as the 
development of new diagnostic and therapeutic 
tools.   
 

 


