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RESUME 

La thrombopénie immunologique ou purpura thrombopénique immunologique (PTI) est une 

maladie auto-immune rare responsable d’une destruction périphérique immunologique des 

plaquettes associée à une production médullaire inadaptée. Dans la première partie de ce travail, 

nous exposons les connaissances actuelles de sa physiopathologie ainsi que certaines données 

concernant la réponse immunitaire T, le rôle des lymphocytes T régulateurs (Treg), l’implication de la 

rate dans la réponse immunitaire ainsi que les modes d’action d’une thérapeutique anti-

lymphocytaire B, le rituximab. Dans une seconde partie, nous rapportons les résultats obtenus chez 

40 patients atteints de PTI. Nous avons montré que le taux des Treg circulants CD4+CD25HighFoxp3+ 

est similaire chez les patients et les témoins, avec une élévation de leur taux chez les sujets 

répondeurs aux traitements. A l’inverse, il existe un déficit quantitatif en Treg au sein de la rate des 

patients. L’analyse des sous-populations lymphocytaires B spléniques a montré une augmentation du 

taux de lymphocytes B de la zone marginale chez les patients. Concernant les mécanismes d’action 

du rituximab, nous avons montré qu’une déplétion lymphocytaire B sanguine et splénique n’est pas 

suffisante pour obtenir une rémission, et que les plasmocytes ne sont pas sensibles à cette 

thérapeutique. Par ailleurs, nous proposons un mécanisme d’échappement à ce traitement. En effet, 

nous avons montré que les patients résistants au RTX présentent une élévation du ratio Th1/Treg 

spléniques. Chez ces sujets non répondeurs, nous avons également observé une élévation du ratio 

lymphocytes T CD8+/CD4+, au sein de la rate, suggérant une participation des lymphocytes T 

cytotoxiques dans la physiopathologie du PTI.  

Ces résultats ouvrent donc de nouvelles perspectives dans la compréhension de la 

physiopathologie du PTI, notamment la possible implication des lymphocytes B de la zone marginale 

et le défaut de contrôle de la réponse immunitaire splénique par les Treg. Concernant le rituximab, 

son action sur la réponse immunitaire ne semble pas se limiter à une déplétion lymphocytaire B qui 

n’est pas suffisante pour obtenir une rémission. Un mécanisme d’échappement ou de résistance à 

cette thérapeutique passe par une orientation Th1 et une probable implication des lymphocytes T 

CD8+. 

Mots-clés : thrombopénie immunologique, purpura thrombopénique immunologique, lymphocytes T 

régulateurs, réponse immunitaire T, lymphocytes B de la zone marginale, rate, rituximab. 



5 

   

 

ABSTRACT 

Immune thrombocytopenia (ITP) is an autoimmune disease responsible for a peripheral 

immune destruction of platelets associated with an inappropriate bone marrow production. In this 

work, we first review the mechanisms involved in the pathogenesis of ITP. We also focus on the T cell 

immune response, highlighting the key role of regulatory T cells (Treg) in peripheral tolerance. The 

implication of the spleen in the immune response and the effects of rituximab, a B cell depleting 

therapy, are discussed. Then, our results obtained from 40 ITP patients are reported. Despite the fact 

that CD4+CD25HighFoxp3+ circulating Treg levels are similar between patients and controls, a 

significant increase is observed in responder patients. In the spleen, the rate of Treg is lower in ITP 

patients. Analyses of the spleens also reveal an increase in the level of marginal zone B cells in ITP. 

Rituximab is responsible for a complete depletion of both circulating and splenic B cells, which is not 

sufficient to achieve a response. Moreover, plasma cells are still observed after treatment. An 

increase in the Th1/Treg ratio in the spleen of non responder patients after rituximab infusion could 

trigger an escape to this therapy. The involvement of CD8+ T cells in the pathogenesis of ITP is 

highlighted by the increase in the CD8+/CD4+ ratio in the spleen after rituximab. 

New fields in the understanding of the pathogenesis of ITP are opened with these results, 

particularly by showing a quantitative deficiency in splenic Treg and the possible involvement of 

marginal zone B cells. Regarding rituximab effect on the immune response, we demonstrate on the 

one hand that complete circulating and splenic B cell depletion is not sufficient to achieve remission, 

and on the other hand that Th1 response and increase in CD8+ T cells level may represent an escape 

to this treatment. 

Keywords: immune thrombocytopenia, regulatory T cells, T immune response, marginal zone B cells, 

spleen, rituximab 
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ABREVIATIONS 

 

Ac:  Anticorps 
ADCC:  Antibody-Depent Cellular Cytotoxicity (cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps) 
ADP: Adénosine DiPhosphate 
Ag:  Antigène 
Aire:  Auto-immune regulator (gène régulateur de l’auto-immunité) 
AID: Activation Induced cytidine Deaminase (cytidine désaminase induite par l’activation) 
AMP:  Adénosine Monophosphate 
AP-1: Activating Protein 1 (protéine activatrice 1) 
APECED:  Autoimmune PolyEndocrinopathy Candidiasis Ectodermal Dystrophy (polyendocrinopathie 

auto-immune, infections à Candida et dystrophie ectodermique) 
ARN:  Acide RiboNucléique 
ATP:  Adénosine Triphosphate  
aTreg: Lymphocytes T régulateurs activés 
 
BAFF: B-cell Activating Factor of the TNF Family (facteur de la famille du TNF activateur des 

lymphocytes B)  
BCMA:  B-Cell Maturation Antigen (antigène de maturation des lymphocytes B) 
 
CagA: Cytotoxin associated Antigen (antigène associé à la cytotoxine) 
CCR/CXCR: Chemokine Receptor (Récepteur de chémokines) 
CD:  Cluster of Differentiation (Groupe de différenciation) 
CDC:  Cytotoxicité Dépendante du Complément 
CMH:  Complexe Majeur d’Histocompatibilité 
CMV:  Cytomégalovirus 
CPA: Cellules Présentatrices d’Antigènes 
cTEC:  cortical Thymic Epithelial Cell (cellules épithéliales thymiques corticales) 
CTLA-4:  Cytotoxic T Lymphocyte associated Antigen-4 (Antigène-4 associé aux lymphocytes T 

cytotoxiques) 
 
DC:  Cellules Dendritiques 
 
EBV:  Epstein Barr Virus 
E-NTDase:  EctoNucléosides Triphosphate Diphosphonucléotidase 
 
FcR:  Récepteur du fragment commun des immunoglobulines 
Foxp3:  Forkhead/winged-helix box protein 3  
 
G-CSF:  Granulocyte Colony Stimulating Factor (facteur de stimulation des polynucléaires neutrophiles) 
GITR:  Glucocorticoid-Induced TNF-Receptor family related protein/gene (gène ou protéine de la 

famille du récepteur au TNF induite par les glucocorticoïdes) 
GM-CSF:  Granulocyte and Monocyte Colony Stimulating Factor (facteur de stimulation des 

polynucléaires neutrophiles et monocytes) 
GP: Glycoprotéine 
 
HAT: Histone Acétyl Transférase 
HDAC:  Histone Désacétylase 
HLA:  Human Leucocyte Antigen (Antigènes leucocytaires humains, CMH) 
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HPA:  Human Platelet Antigen (Antigènes Plaquettaires Humains) 
 
ICAM-1:  Inter-Cellular Adhesion Molecule 1 (molécule d’adhésion intercellulaire 1) 
IDO:  Indoleamine 2,3-dioxygénase 
IFN:  Interféron 
Ig:  Immunoglobuline 
IgIV:  Immunoglobulines polyvalentes IntraVeineuses 
I-κB: Inhibiteur-κB 
IL:  Interleukine 
IPEX:  Immune dysregulation, Polyendocrinopathy and Enterocolopathy X-linked syndrome (Syndrome 

de dysfonction immunitaire, polyendocrinopathies et enterocolopathies, lié à l’X) 
ITAM : motif activateur dépendant de la tyrosine des immunorécepteurs (Immunoreceptor Tyrosine-

based Activation Motifs)  
ITIM : motif inhibiteur dépendant de la tyrosine des immunorécepteurs (Immunoreceptor Tyrosine-

based Inhibitory Motifs) 
iTreg:  Lymphocyte T régulateurs induits 
 
LAG-3: Lymphocyte Activation Gene-3 (gène d’activation lymphocytaire 3) 
LB: Lymphocyte B 
LES:  Lupus Erythémateux Systémique 
LPS: Lipopolysaccharide 
LT:  Lymphocyte T 
 
MAI:  Maladie Auto-Immune 
MAIPA:  Monoclonal Antibodies Immobilization of Platelet Antigens (Immobilisation des antigènes 

plaquettaires par anticorps monoclonal) 
mTEC: medullar Thymic Epithelial Cell (cellules épithéliales thymiques médullaires) 
 
NFAT: Nuclear Factor Activator Transcriptor (facteur nucléaire activateur de transcription) 
NF-κB:  Nuclear Factor-κB (facteur nucléaire κB) 
NK:  cellules Natural Killer 

NR: Non Réponse 
NTP:  Nucléoside Triphosphate  
nTreg:  Lymphocytes T régulateurs naturels ou constitutifs 
 
PALS:  PeriArteriolar Lymphoid Sheath (manchon lymphocytaire periartériolaire) 
PMA: phorbol 12-myristate 23-acetate 
PR:  Polyarthrite Rhumatoïde 
PTI:  Purpura Thrombopénique Immunologique / Thrombopénie Immunologique 
 
RC: Réponse Complète 
RORγt:  Retinoic acid-related Orphan Receptor-gamma t 
RP:  Réponse Partielle 
rTreg: Lymphocytes t régulateurs quiescents (resting Treg) 
RTX:  Rituximab 

 

SEP:  Sclérose en Plaque 
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STAT:  Signal Transducer and Activator of Transcription (transducteur du signal et activateur de 
transcription) 

TACI:  Transmembrane Activator and Calcium modulator and cyclophilin ligand Interactor 
(activateur transmembranaire modulant le calcium et interagissant avec les ligands de la 
cyclophiline) 

TCR:  Récepteur des Cellules T 
TFH: T Follicular Helper (lymphocytes T auxiliaires folliculaires) 
TGF-β:  Transforming Growth Factor-β (Facteur de Croissance Transformant-β) 
TNF:  Tumor Necrosing Factor (Facteur de Nécrose Tumorale) 
TPO: Thrombopoïétine 
Treg:  Lymphocytes T régulateurs  
TSLP: Thymic Stromal LymphoPoietin (lymphopoïétine stromale thymique) 
 
VCAM-1:  Vascular Cell Adhesion Molecule-1 (molécule d’adhésion des cellules vasculaires) 
VHC: Virus de l’Hépatite C 
VIH:  Virus de l’Immunodéficience Humaine 
VLA-4: Very Late Activation antigen-1 (Antigène d’activation tardive) 
VPM:   Volume Plaquettaire Moyen 
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INTRODUCTION 

 

1. La thrombopénie immunologique (purpura thrombopénique immunologique) 

1.1. Définition 

La thrombopénie immunologique (purpura thrombopénique immunologique / PTI) est une 

maladie auto-immune (MAI) plurifactorielle, caractérisée par une destruction accélérée des 

plaquettes d’origine immunologique et une production médullaire inadaptée (Gernsheimer, 2009). 

La définition du PTI a été précisée récemment (Rodeghiero et al, 2009). Tout d’abord, le terme 

de purpura thrombopénique idiopathique (Idiopathic Thrombocytopenic Purpura, ITP) a été 

requalifié par ThromboPénie Immunologique (Immune ThrombocytoPenia, ITP) compte tenu de 

l’absence fréquente de purpura au cours de la pathologie, un tiers des patients pouvant être 

asymptomatique (Frederiksen & Schmidt, 1999), et du caractère immunologique de la destruction 

plaquettaire.  

Le seuil de plaquettes en dessous duquel le diagnostic doit être évoqué est 100 000/mm3 et 

doit être interprété selon l’origine ethnique, puisqu’il n’est pas rare d’observer un chiffre de 

plaquettes inférieur à 150 000/mm3 chez les sujets d’origine asiatique, et dans certaines 

circonstances physiologiques, notamment la grossesse, où une diminution du chiffre plaquettaire en 

dessous de 150 000/mm3 est fréquent (Boehlen et al, 2000).  

Sont définis comme secondaires les PTI liés à une pathologie sous jacente (MAI: lupus 

érythémateux systémique (LES) par exemple, virale: VIH par exemple) ou à une exposition 

médicamenteuse (Rodeghiero et al, 2009). En l’absence de cause retrouvée, on parle de PTI primaire.  

Les différentes phases chronologiques de la maladie ont également été renommées. On parle 

de PTI nouvellement diagnostiqué au cours des 3 premiers mois suivant le diagnostic, de PTI 

persistant entre 3 et 12 mois et de PTI chronique après 1 an d’évolution. Le terme de réfractaire doit 

être réservé aux thrombopénies persistantes après splénectomie, chez des patients présentant des 

manifestations hémorragiques sévères ou à haut risque de saignement (Rodeghiero et al, 2009).  

La mise en route d’un traitement doit être envisagée lorsque le taux de plaquettes est inférieur 

à 30 000/mm3 ou en cas de saignement quel que soit le chiffre plaquettaire. La réponse au 



14 

   

traitement est définie par un taux de plaquettes supérieur à 30 000/mm3 avec au moins doublement 

du taux mesuré avant initiation de la thérapeutique. On parle de réponse complète (RC) si le taux 

s’élève au-dessus de 100 000/mm3. La non réponse (NR) est définie par un taux de plaquettes restant 

inférieur à 30 000/mm3 ou lorsque l’augmentation n’atteint pas le double du taux avant traitement 

(Rodeghiero et al, 2009).  

Concernant les données épidémiologiques, on évalue le taux d’incidence du PTI entre 1,6 et 

6,6/100000/an, selon la région géographique étudiée, Etats-Unis ou Europe (Frederiksen & Schmidt, 

1999; Gernsheimer, 2008). 

La prévalence ajustée à l’âge, est estimée à 9,5/100000. La prévalence des PTI chroniques, 

définis dans cette étude par une thrombopénie objectivée par deux prélèvements réalisés à six mois 

d’intervalle, est plus basse, estimée à 4,5/100000 (Segal & Powe, 2006). 

Le taux de mortalité due à une hémorragie est évalué entre 1 et 3 % par an, avec une mortalité 

à 5 ans pouvant atteindre 47 % chez les patients de plus de 60 ans contre 2,2 % chez les moins de 40 

ans (Cohen et al, 2000).  

La présentation clinique est variable d’un individu à l’autre, d’un caractère asymptomatique à 

la présence de manifestations hémorragiques diverses (purpura pétéchial, ecchymoses, hématomes, 

hémorragies). 

Actuellement, la prise en charge thérapeutique est relativement bien codifiée. Sur la base de 

recommandations d’experts (Godeau & Bierling, 2008; Godeau & Michel, 2010; Godeau et al, 2007), 

l’escalade thérapeutique est la suivante:  

- En première ligne, les corticoïdes per os (prednisone) à la dose de 1mg/kg pendant 3 

semaines associés ou non à 1 à 3 bolus de méthylprednisolone constituent le traitement de 

référence. En cas de risque hémorragique important, idéalement évalué par un score (Khellaf 

et al, 2005), il faut associer un traitement par immunoglobulines intraveineuses (IgIV), plus 

rapidement efficaces que les bolus de méthylprednisolone (Godeau et al, 2002). La 

dexaméthasone forte dose (40 mg/j pendant 4 jours) est une alternative qui donne 

également un bon taux de réponse (Cheng et al, 2003). Les IgIV peuvent être 

avantageusement remplacées par un sérum anti-D chez les patients Rhésus positif non 
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splénectomisés, thérapeutique d’utilisation plus courante aux Etats-Unis qu’en Europe 

(Aledort et al, 2007). 

- En deuxième ligne, chez les patients présentant un PTI chronique, c’est-à-dire évoluant 

depuis plus d’un an, la splénectomie devra être proposée (Kojouri et al, 2004). En cas de 

contre indication ou de refus du patient, les agonistes du récepteur de la thrombopoïétine, 

romiplostim pour l’instant en France et très prochainement eltrombopag, ont une indication 

(Bussel et al, 2008; Bussel et al, 2009). Une autre alternative efficace, le rituximab (RTX, Ac 

anti-CD20), permet d’obtenir une réponse prolongée dans 40% des cas, mais cette 

thérapeutique n’a cependant pas d’autorisation de mise sur le marché dans cette indication 

(Godeau et al, 2008). Les patients peu sévères pourront tirer bénéfice d’un traitement par 

danazol (Maloisel et al, 2004) ou dapsone (Damodar et al, 2005; Godeau et al, 1997).  

- Pour les patients présentant un PTI réfractaire, c'est-à-dire n’ayant pas répondu à la 

splénectomie et présentant des saignements ou un risque hémorragique important, le 

recours aux immunosuppresseurs était généralement nécessaire après échec des corticoïdes, 

du RTX, du danazol et de la dapsone. L’azathioprine, le cyclophosphamide, la ciclosporine et 

de façon plus récente le mycophénolate mofetil ont montré leur efficacité dans cette 

indication (Bussel et al, 2007; Bussel et al, 2006; Godeau & Bierling, 2008). Cependant, avec 

la mise à disposition récente des agonistes du récepteur de la thrombopoïétine, le recours 

aux immunosuppresseurs au cours du PTI deviendra probablement anecdotique. 

  

1.2. Physiopathologie de la thrombopénie immunologique: données actuelles 

L’ensemble des mécanismes détaillés dans les paragraphes suivants sont schématisés dans la 
figure 1. 

1.2.1. Destruction périphérique des plaquettes  

1.2.1.1. Implication de la réponse humorale 

Un des mécanismes impliqués dans la destruction périphérique des plaquettes au cours du PTI 

est la production d’auto-anticorps (auto-Ac) dirigés contre des antigènes (Ag) plaquettaires. Les 

principales cibles antigéniques sont des glycoprotéines (GP) plaquettaires, notamment les complexes 

GPIIb/IIIa, et plus rarement GPIb/IX et GPIa/IIa, qui correspondent respectivement aux récepteurs du 

fibrinogène, du facteur von Willebrand et du collagène (He et al, 1994; van Leeuwen et al, 1982). Au 

cours du PTI, un faible risque hémorragique est observé, du fait du maintien des fonctions 
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d’hémostase primaire, l’interaction des auto-Ac avec ces Ag plaquettaires n’altérant que rarement 

leurs fonctions (Rand & Dean, 1998). Par ailleurs, les plaquettes produites au cours du PTI sont des 

plaquettes jeunes, de plus gros volume. Leur seuil de stimulation pour la sécrétion des protéines 

participant à l’hémostase, contenues dans les granules α (facteur von Willebrand, le fibrinogène ou la 

thrombospondine), est plus bas que les plaquettes de sujets sains ou présentant une thrombopénie 

d’origine centrale (Rand & Dean, 1998; Rinder et al, 1998).  

La fixation des auto-Ac est responsable d’une destruction des plaquettes par divers 

mécanismes : phagocytose par les macrophages, cytotoxicité cellulaire dépendante des Ac (ADCC) et 

dans une moindre mesure, cytotoxicité dépendante du complément (CDC). 

La maturation et la stimulation des lymphocytes B (LB) auto-réactifs sont en partie médiées 

par la cytokine BAFF (B-cell Activator Factor of the TNF family), dont les taux sériques sont élevés au 

cours du PTI et se normalisent lorsque la maladie est inactive ou contrôlée par des traitements 

immunosuppresseurs (Emmerich et al, 2007). 

 

1.2.1.2. Destruction splénique par les macrophages 

La fixation des auto-Ac à la surface des plaquettes favorise leur phagocytose et leur 

destruction par les macrophages spléniques, et dans une moindre mesure par les macrophages 

hépatiques et médullaires (Heyns Adu et al, 1986). 

Les macrophages spléniques jouent un rôle prépondérant dans le maintien de la réponse auto-

immune au cours du PTI en induisant in vitro la prolifération de lymphocytes T (LT) spécifiques de la 

GPIIb/IIIa. Ils participent aussi à la diversification épitopique (« epitope spreading ») en exposant 

certains épitopes cryptiques de la GPIIb/IIIa (Kuwana et al, 2009).  

Une hyperactivation des cellules présentatrices d’antigènes (CPA), cellules dendritiques (DC) et 

macrophages, a été mise en évidence au cours du PTI, comme en témoigne la surexpression de 

marqueurs de maturation des DC (molécule de costimulation CD86) (Catani et al, 2006). L’élévation 

du taux sérique de GM-CSF au cours du PTI, un des facteurs de croissance principaux des 

macrophages, peut être interprétée comme un témoin de l’activité du système réticulo-endothélial 

ou d’un mécanisme de correction de la thrombopénie, puisque cette cytokine agit également comme 

facteur de croissance des mégacaryocytes, et que ses taux sont normalisés après correction de la 

thrombopénie (Abboud et al, 1996). Par ailleurs, l’apoptose accrue des plaquettes, déterminée par 

l’expression d’annexine V à leur surface, constitue une source d’Ag pour les DC, qui après activation 
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sont alors capables d’induire la prolifération des LT spécifiques des Ag plaquettaires (Catani et al, 

2006). 

Les macrophages expriment à leur surface plusieurs types de récepteurs reconnaissant le 

fragment Fc des IgG qui favorisent la phagocytose des plaquettes recouvertes par les auto-anticorps. 

Ces récepteurs, FcγRI (CD64), FcγRII (CD32) et FcγRIII (CD16) appartiennent à la superfamille des Ig. 

Ils présentent des affinités différentes pour les Ig et on distingue les récepteurs de faible affinité 

(CD32) et ceux de forte affinité (CD64). Par ailleurs, on dénombre plusieurs isoformes capables de 

transmettre des signaux activateurs ou inhibiteurs après fixation de l’Ig. Ces différences sont liées à 

l’agrégation de motifs cytoplasmiques différents après fixation de l’Ig. Ainsi, le FcγRIIb, couplé à des 

motifs ITIM (Immunoreceptor Tyrosine-based Inhibitory Motifs) transmet un signal inhibiteur, tandis 

que les autres récepteurs, présentant des motifs ITAM (Immunoreceptor Tyrosine-based Activation 

Motifs), transmettent un signal activateur. Le signal transmis par la phosphorylation des motifs ITAM 

induit l’activation de nombreuses fonctions cellulaires, comme la phagocytose, l’ADCC, la sécrétion 

de médiateurs et l’augmentation de l’apprêtement des antigènes. A l’inverse, les motifs ITIM 

inhibent l’activation cellulaire (Male D et al, 2007). Au cours du PTI, un polymorphisme des FcγR a été 

incriminé dans la chronicisation de la maladie chez l’enfant, probablement lié à une augmentation de 

l’affinité des récepteurs pour les Ig (Foster et al, 2001), mais ces résultats n’ont pas été confirmés par 

une autre étude (Carcao et al, 2003). Par ailleurs, un polymorphisme de FcγRIIIa est également 

impliqué dans la réponse au traitement par le RTX et sera détaillé dans le paragraphe traitant de 

cette thérapeutique. Pour mémoire, on observe une augmentation du récepteur inhibiteur FcγRIIb 

chez les patients répondeurs au traitement d’éradication de Helicobacter pylori, bactérie impliquée 

dans certains PTI (Asahi et al, 2008). Ainsi, l’éradication de cette bactérie permet dans certains cas 

une immunomodulation par un rééquilibrage entre récepteurs inhibiteurs et activateurs.  

 

 

1.2.1.3. Implication des lymphocytes T 

Les LT CD4+ et CD8+ participent à la physiopathologie du PTI. Au cours du PTI, on observe un 

déséquilibre de la balance Th1/Th2 en faveur d’une orientation Th1, puisqu’il existe une 

augmentation de la production d’IFN-γ et une diminution de la sécrétion d’IL-4 par les LT (Stasi et al, 

2007). Par ailleurs, l’analyse de la région hypervariable (CDR3) de la chaine β du récepteur des LT 

(TCR) montre que les LT représentent une population oligoclonale. De façon surprenante, ces 

anomalies sont réversibles chez les patients répondeurs après rituximab, un traitement anti-
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lymphocytaire B (Stasi et al, 2007). Dans le même temps, l’engagement dans une voie anti-

apoptotique de ces LT auto-réactifs, avec l’augmentation intracellulaire de la molécule anti-

apoptotique Bcl-2 (B-cell lymphoma-2) et la diminution de la molécule pro-apoptotique Bax (Bcl-2 

associated X protein), est également corrigée après traitement (Stasi et al, 2007). 

Enfin, les LT CD4+ auto-réactifs participent à l’activation et aux processus de maturation 

d’affinité des LB via l’interaction CD40-CD154 au sein des centres germinatifs spléniques au cours du 

PTI (Kuwana et al, 2002a). 

L’implication des LT cytotoxiques n’a été que peu étudiée. Il existe cependant une expression 

accrue des gènes du système perforine/granzyme, protéines impliquées dans la lyse cellulaire, 

lorsque la maladie est active, ce qui suggère que les LT CD8+ circulants participent à la destruction 

des plaquettes (Olsson et al, 2003). L’analyse des cytokines intracellulaires chez les patients 

présentant un PTI montre également un déséquilibre Tc1/Tc2 similaire à celui observé avec les LT 

auxiliaires (Stasi et al, 2007). Enfin, leur recrutement accru au niveau médullaire est responsable 

d’une destruction de leurs progéniteurs, les mégacaryocytes , ce qui participe au défaut de 

production des plaquettes (Olsson et al, 2008) (cf. infra). 

 

1.2.1.4. Dysrégulation de la réponse immunitaire 

La présence de LT autoréactifs, reconnaissant le complexe GPIIb/IIIa, chez des sujets sains mais 

également chez des patients atteints de PTI (Kuwana et al, 1998) laisse supposer une rupture de la 

tolérance périphérique au cours du PTI. Cette rupture de tolérance pourrait être liée à un défaut 

quantitatif et/ou qualitatif en LT régulateurs (Treg). Cette sous population lymphocytaire T CD4+, 

d’origine thymique, exprime de façon constitutive et intense le CD25, chaine α du récepteur de l’IL-2 

(Sakaguchi et al, 2008), et le facteur de transcription Foxp3 (Forkhead box P3), qui joue un rôle 

primordial dans leur genèse et dans le maintien de leur fonction immunosuppressive en périphérie 

(Sakaguchi et al, 2008).  

L’existence d’un déficit quantitatif en Treg au cours du PTI reste matière à débat. Certains 

auteurs observent un déficit quantitatif chez les patients comparativement à des sujets témoins (Ling 

et al, 2007; Liu et al, 2007a; Sakakura et al, 2007; Stasi et al, 2008), anomalie corrigée après 

corticothérapie (Ling et al, 2007) ou traitement par rituximab (Stasi et al, 2008). A l’inverse, d’autres 

auteurs notent des taux similaires chez les patients atteints de PTI et les témoins (Bao et al, 2010; Yu 

et al, 2008). Cependant, tous les auteurs rapportent un déficit fonctionnel des Treg au cours du PTI, 
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se traduisant par une diminution de leur capacité à inhiber la prolifération de LT effecteurs (Bao et al, 

2010; Ling et al, 2007; Stasi et al, 2008; Yu et al, 2008).  

 

1.2.2. Défaut de production médullaire 

1.2.2.1. Origine immunologique 

Deux mécanismes immunologiques sont impliqués dans la destruction des mégacaryocytes, 

progéniteurs plaquettaires. D’une part les auto-Ac sont capables de se fixer aux mégacaryocytes qui 

expriment également à leur surface les complexes GPIIb/IIIa et GPIb/IX. Ceci entraine une diminution 

du nombre de mégacaryocytes et de leur maturation au cours du PTI du fait de l’apoptose induite par 

la fixation des auto-Ac (Houwerzijl et al, 2004) et d’une cytotoxicité dépendante du complément 

(CDC) (McMillan et al, 2004). D’autre part, une cytotoxicité des LT CD8+ est avancée par leur nombre 

plus important au niveau médullaire des patients atteints de PTI (Olsson et al, 2008). Ces LT 

expriment CX3CR1, récepteur liant la fractalkine, une chémokine présente à taux élevé au niveau de 

la moelle osseuse des patients, permettant ainsi leur recrutement (Olsson et al, 2008).  

Dans une moindre mesure, la présence d’auto-Ac dirigés contre le récepteur de la 

thrombopoïétine (TPO), facteur de croissance principal des mégacaryocytes, a été incriminée. Ces Ac 

ont été recherchés dans le sérum de 69 patients atteints de LES et 84 patients atteints de PTI 

(Kuwana et al, 2002b). La prévalence a été de 11,6 % au cours du LES et de 8,3 % au cours du PTI 

alors qu’ils n’ont jamais été détectés chez les 60 sujets sains étudiés. Leur présence est responsable 

d’un tableau biologique particulier associant une thrombopénie avec hypoplasie mégacaryocytaire et 

un taux élevé de TPO. Ces Ac inhibent probablement la thrombopoïèse en bloquant la fixation de la 

TPO à son récepteur (Kuwana et al, 2002b). 

 

1.2.2.2. Stimulation médullaire insuffisante 

La TPO est le facteur de croissance principal de la mégacaryopoïèse. Produite par le foie de 

façon constitutive, elle se lie au récepteur c-Mpl (c-Myeloproliferative leukemia virus oncogene), 

présent à la surface des mégacaryocytes mais aussi des plaquettes. Seule la fraction libre de TPO 

participe à la stimulation des mégacaryocytes. Ainsi, en cas de thrombopénie, le facteur de 

croissance est disponible au niveau médullaire, alors qu’en cas de thrombocytose, une grande partie 

de la TPO est fixée et dégradée par les plaquettes (Deutsch & Tomer, 2006). 
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Cependant, au cours du PTI, on observe une faible concentration sérique de TPO 

comparativement à des sujets atteints de thrombopénie d’origine centrale (Kosugi et al, 1996). En 

fait, la masse plaquettaire gagnant la circulation périphérique étant proche de celle des sujets sains 

au cours du PTI, la fraction libre de TPO est donc basse, n’entrainant pas de réponse médullaire 

accrue.  

 

1.2.3. Implications des facteurs génétiques et environnementaux 

1.2.3.1. Génétique  

Contrairement à d’autres MAI, il n’existe que peu d’arguments en faveur d’une susceptibilité 

génétique au cours du PTI. Seule une association faible avec le HLA DR4 (DRB1*0410) a été montrée 

au sein de la population japonaise (Nomura et al, 1998). Récemment, un polymorphisme de MICA 

(gène A associé au Complexe Majeur d’histocompatibilité de classe I) a également été identifié et 

pourrait jouer un rôle dans les mécanismes d’auto-immunité, MICA étant le ligand d’un récepteur 

situé à la surface de cellules natural killer (NK), NKG2D (Natural Killer cell receptor G2D) (Maia et al, 

2009).  

Un polymorphisme des gènes des récepteurs du fragment Fc des IgG (FcγR) a été incriminé. En 

effet, certains allèles des récepteurs de faible affinité FcγRIIIa et FcγRIIIb, présents à la surface des 

monocytes et des cellules NK, semblent prédisposer à la chronicisation du PTI chez l’enfant. Le 

mécanisme suspecté est une augmentation de leur affinité pour les immunoglobulines (Ig) 

recouvrant les plaquettes, favorisant ainsi la phagocytose (Foster et al, 2001).  

Enfin, un polymorphisme de BAFF, entrainant à l’état homozygote une élévation du taux 

sérique de cette cytokine, est observé chez 28 % des patients atteints de PTI contre 10 % des sujets 

sains (Emmerich et al, 2007). Ses récepteurs, BAFF-R (B-cell Activator Factor of the TNF family 

Receptor), BCMA (B cell maturation antigen) et TACI (Transmembrane activator and CAML interactor 

protein), sont principalement exprimés à la surface des LB mais aussi à la surface de nombreuses 

autres CPA. BAFF est produite par les monocytes-macrophages, les DC et les LT. BAFF intervient dans 

le développement et la survie des LB, la formation des centres germinatifs ainsi que la commutation 

de classe des Ig (Bossen & Schneider, 2006).  

Pour toutes ces raisons, BAFF est donc une cytokine clé, qui régule positivement les réponses 

immunitaires innée et B, qu’elle soit T-indépendante ou T-dépendante. 
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1.2.3.2. Environnement  

De multiples infections virales [VIH, virus de l’hépatite C, cytomégalovirus, Epstein Barr Virus 

(EBV)] ou bactériennes peuvent participer au déclenchement du PTI (Cines et al, 2009; Liebman, 

2008). Les mécanismes impliqués sont multiples : dysrégulation cellulaire T et effet cytopathogène 

direct dirigé contre les mégacaryocytes qui expriment le CD4 pour le VIH (Cines et al, 2009), 

stimulation polyclonale des LB pour EBV. Enfin, des phénomènes de mimétisme moléculaire sont 

suspectés pour Helicobacter pylori dont la protéine CagA, exprimée par certaines souches, 

partagerait des déterminants antigéniques avec des glycoprotéines plaquettaires (Takahashi et al, 

2004). Ces phénomènes de mimétisme moléculaire sont clairement identifiés pour la GPIIIa et la 

particule virale GP120 du VIH (Bettaieb et al, 1996) ainsi que pour une protéine du VHC (core 

envelope 1) (Zhang et al, 2008). 

De façon non spécifique, des complexes immuns circulants liés aux infections par les virus des 

hépatites B et C peuvent également se fixer à la surface des plaquettes et ainsi accélérer leur 

clairance (Doi et al, 2002).  
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Figure 1: Physiopathologie du PTI 

Les cellules dendritiques et les macrophages sont capables de présenter des auto-antigènes dérivés des 
plaquettes. Ceci permet l’activation les LT CD4

+
 autoréactifs, dont la coopération avec les LB reconnaissant ces 

mêmes antigènes, entraine la production d’auto-anticorps de classe IgG. Ces auto-anticorps, en reconnaissant 
certaines GP membranaires, dont la GPIIb/IIIa, facilitent la phagocytose des plaquettes par le système phagocytaire 
splénique.  

Un défaut de production médullaire des plaquettes est lié d’une part à une cytotoxicité cellulaire 
dépendante des anticorps et du complément dirigée contre les mégacaryocytes qui expriment la GPIIb/IIIa, d’autre 
part à l’absence d’élévation de la concentration en thrombopoïétine. 

Il existe aussi un déséquilibre de l’expression des molécules pro- et anti-apoptotiques responsables d’une 
apoptose accrue des mégacaryocytes et des plaquettes, et à l’inverse, d’une résistance à l’apoptose des LT 
autoréactifs par surexpression de Bcl-2.  

Un déficit périphérique et médullaire, fonctionnel et/ou quantitatif des Treg se traduit par un défaut de 
régulation de la réponse immunitaire. L’orientation vers une réponse Th1 permet l’activation des LT cytotoxiques, 
dont le recrutement au niveau médullaire est favorisé par la surexpression de la molécule d’adhésion VLA-4 et le 
récepteur de la chémokine CX3CR1. 

L’augmentation de diverses cytokines dont BAFF qui active les LB, et GM-CSF, qui participe à l’activation des 
macrophages entraine une hyperstimulation de ces cellules. Enfin, des prédispositions génétiques pourraient jouer 
un rôle favorisant notamment liées à un polymorphisme des FcR. 
(Ac: anticorps ; ADCC: cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps ; CDC: cytotoxicité dépendante du 
complément ; c-Mpl: récepteur de la thrombopoïétine ; FcR: récepteur du fragment commun des 
immunoglobulines ; TPO: thrombopoïétine) 
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Figure 2: Différentes réponses immunitaires T 

Un lymphocyte T naïf périphérique se différencie sous l’influence du microenvironnement 
cytokinique en diverses populations aux implications physiologiques et physiopathologiques différentes. 
Une population lymphocytaire induite en périphérie (iTreg) ou constitutive, provenant du thymus 
(nTreg) participe à la régulation de la réponse immunitaire. 
(IL: interleukine ; iTreg: lymphocytes T régulateurs induits ; MAI: maladies auto-immunes ; nTreg: 
lymphocytes T régulateurs constitutifs ; RI: Réponse Immunitaire ; RORγt : retinoic acid-related orphan 

receptor-γt; STAT: Signal Transducer and Activator of Transcription) 
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2. Polarisation de la réponse immunitaire T et lymphocytes T régulateurs 

2.1. Polarisation Th1, Th2, Th17 

On distingue plusieurs types de réponse immunitaire selon l’orientation des LT CD4+ naïfs, 

appelés Th0 (Figure 2). Une orientation Th1, sous la dépendance des facteurs de transcription T-bet 

et STAT4, conduit à la sécrétion d’IFN-γ, entraînant la production d’autres cytokines pro-

inflammatoires comme le TNF-α. La réponse Th1 est impliquée dans la réponse immunitaire à 

médiation cellulaire, responsable d’une activation des LT cytotoxiques, et participe à la réponse 

antitumorale, antivirale et contre les bactéries intracellulaires. Elle est également impliquée dans de 

nombreuses MAI. Un environnement riche en IL-12 va orienter les cellules Th0 vers une réponse Th1, 

alors que l’IL-4 entraîne une réponse Th2. Les lymphocytes Th2 vont sécréter de l’IL-4, de l’IL-10 et de 

l’IL-13 sous la dépendance des facteurs de transcription STAT5 et GATA3. Ces cytokines activent les 

LB et favorisent la réponse immunitaire humorale. Un déséquilibre vers la voie Th2 intervient 

principalement au cours de l’atopie. Ces populations Th1 et Th2 ont un rôle antagoniste en s’inhibant 

mutuellement via l’IFN-γ et l’IL-4 (Liew, 2002).  

Au cours du PTI, il existe une polarisation Th1. Cette réponse permet l’activation des LT 

cytotoxiques qui jouent un rôle dans la destruction plaquettaire au cours du PTI. l’action des LT CD8+ 

au cours du PTI est double : d’une part au niveau périphérique par une action cytotoxique sur les 

plaquettes (Olsson et al, 2003) ; d’autre part par une action sur les mégacaryocytes, leur recrutement 

médullaire étant augmenté (Olsson et al, 2008). Cependant, le site de destruction des plaquettes par 

les LT CD8+ n’est pour l’instant pas connu et pourrait tout à fait être la rate qui contient à la fois les 

plaquettes et les LT CD8+. 

La réponse Th17 est de découverte plus récente. Responsable d’une réponse inflammatoire 

importante, elle participe à la défense contre les germes extracellulaires, les champignons et est 

également impliquée dans les mécanismes d’auto-immunité (Afzali et al, 2007). La différenciation 

des cellules Th0 en TH17 se fait sous l’action conjointe de l’IL-6 et du TGF-β chez la souris. Chez 

l’homme, le rôle de l’IL-6 est moins évident et le TGF-β intervient de façon indirecte en inhibant la 

polarisation Th1. Une boucle d'amplification est ensuite créée par sécrétion autocrine et paracrine 

d'IL-21. Enfin, l’IL-23 permet une stabilisation de la lignée cellulaire et est nécessaire à la survie des 

lymphocytes Th17. Le facteur de transcription principal est RORγt (retinoic acid-related orphan 

receptor-gamma t). Les Th17 sécrètent de l’IL-17 et IL-21 à activité pro-inflammatoire. Les cellules 
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Th1 et Th2 ont un effet répresseur sur la différenciation en cellules Th17, par la sécrétion respective 

d’IFN-γ et d’IL-4 (Bettelli et al, 2007; Steinman, 2007). Plusieurs MAI, notamment la PR étaient 

jusqu’à présent considérées comme des pathologies à médiation Th1. Depuis la découverte des 

lymphocytes Th17, ces considérations ont évolué. Au cours de la PR, les lymphocytes Th17 jouent un 

rôle important notamment au niveau articulaire, en augmentant la production de métalloprotéases, 

en stimulant les ostéoclastes et en inhibant la prolifération des chondrocytes (McInnes & Schett, 

2007). Par ailleurs, les lymphocytes Th17 inhibent la différenciation en lymphocytes Th1 par 

régulation négative de la chaine α du récepteur à l’IL-12, les lymphocytes Th1 jouant plutôt un rôle 

protecteur dans au cours de la PR (Toh et al, 2010). 

Le PTI étant une maladie décrite comme à médiation Th1, le rôle des Th17 mérite également d’être 

étudié. A ce jour, quelques études ont déjà été réalisées par deux équipes à partir des lymphocytes 

circulants, avec des résultats discordants, les lymphocytes Th17 étant tantôt élevés (Zhang et al, 

2009; Zhu et al, 2010), tantôt à des taux similaires à ceux des témoins (Guo et al, 2009; Ma et al, 

2008). 

D’autres sous-populations de LT ont été récemment décrites : les lymphocytes Th22 (producteurs 

d’IL-22), les lymphocytes Th9 (producteurs d’IL-9 et d’IL-10) et les lymphocytes Th21 ou lymphocytes 

T auxiliaires folliculaires (T follicular helper) qui coopèrent avec les LB au niveau du follicule 

secondaire. Leurs rôles en physiologie et surtout en physiopathologie sont encore très mal connus 

(Annunziato & Romagnani, 2009; King, 2009).  

Récemment, il a été montré que cette polarisation Th1, Th2, Th17 ou Treg n’était pas un processus 

définitif puisqu’en fonction de l’environnement cytokinique local, les LT pouvaient évoluer 

notamment de Th17 à Th1, de Treg à Th17, ou de Th2 à Th9. En fait, à un état précoce de 

différenciation, l’ensemble des LT (Th1, Th2, Th17 ou Treg) peut être facilement redirigé vers un 

autre sous-type de polarisation (Annunziato & Romagnani, 2009; Bluestone et al, 2009; Peck & 

Mellins, 2010). Par exemple, des lymphocytes Th2 cultivés en présence d’IL-12 sont capables de 

produire de l’IFN-γ. En revanche, à un stade tardif de différenciation, seuls les lymphocytes Th17 et 

les Treg gardent une plasticité, les lymphocytes Th1 et Th2 étant différenciés de façon terminale (Zhu 

& Paul, 2010). Les Treg peuvent également, dans un environnement pro-inflammatoire constitué de 

CPA allogéniques, d’IL-2 ou d’IL-15, se différencier en lymphocytes Th17 (Koenen et al, 2008). Ainsi, 

le microenvironnement cytokinique local, conséquence de la réaction immunitaire innée et aussi 

adaptative, est donc capital dans l’orientation initiale de la réponse immunitaire mais aussi dans son 

évolution dans le temps. Il est donc fort probable qu’il existe au cours des MAI et du PTI, des 
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perturbations de ce microenvironnement, responsables de la chronicisation inadaptée d’une réponse 

immunitaire autoréactive.  

Ces données permettent une approche « dynamique » et non pas « figée » de la réponse 

immunitaire. Elles mettent en avant le rôle primordial du microenvironnement cytokinique ainsi que 

les possibilités de réorientation de la réponse immunitaire lorsque les cellules ne sont pas engagées 

dans une différenciation terminale. Ainsi, un LT pourra subir des polarisations différentes au cours de 

sa vie, selon les proportions relatives des différents facteurs de transcriptions à un instant t, eux-

mêmes régulés par de nombreux facteurs intrinsèques et extrinsèques (O'Shea & Paul, 2010). Cette 

notion de plasticité est probablement impliquée dans les réponses variables aux traitements 

observées d’un patient à l’autre, influencées par le stade de différenciation des lymphocytes. Ainsi, 

Stasi a montré qu’après traitement par RTX, un rétablissement de l’équilibre Th1/Th2 était observé 

chez les patients répondeurs contrairement aux sujets non répondeurs (Stasi et al, 2007). Ces 

considérations suggèrent qu’un traitement précoce permettrait un meilleur taux de réponse, avant 

que l’engagement des LT dans une voie ne soit irréversible. 

2.2. Lymphocytes T régulateurs  

2.2.1. Définition des lymphocytes T régulateurs 

Les lymphocytes T régulateurs (Treg) constituent une sous-population lymphocytaire aux 

propriétés immunorégulatrices. Leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles seront 

détaillées successivement. 

2.2.1.1. Caractéristiques phénotypiques des lymphocytes T régulateurs « naturels »  

2.2.1.1.1. Expression membranaire constitutive de CD25 

Le CD25 correspond à la chaîne α du récepteur de l’IL-2. Il s’agit d’un marqueur membranaire 

non spécifique puisque exprimé par les LT effecteurs après activation. Cependant, les Treg expriment 

cette molécule de façon constitutive avec une forte intensité et ils ont longtemps été identifiés par le 

phénotype CD4+CD25High, bien que la limite retenue en analyse par cytométrie en flux reste sujet à 

débat (Baecher-Allan et al, 2005). Contrairement aux LT effecteurs, les Treg ne sécrètent pas d’IL-2 

après stimulation, le facteur de transcription Foxp3 agissant comme répresseur du gène de cette 

cytokine (Bettelli et al, 2005; Wu et al, 2006). C’est la sécrétion paracrine d’IL-2 par les LT effecteurs 

qui participe à la survie des Treg (Setoguchi et al, 2005) et à leur activation, in vitro et in vivo comme 

cela a été observé chez la souris (Brandenburg et al, 2008; de la Rosa et al, 2004). Cette cytokine est 
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primordiale pour la genèse des Treg, les souris déficientes en IL-2 mourant rapidement de 

manifestations auto-immunes et d’un syndrome lymphoprolifératif (Antony et al, 2006). De même, 

un défaut de signalisation de la voie de transduction du récepteur de l’IL-2 entraîne la survenue de 

manifestations auto-immunes associées à un déficit en Treg. Une mutation du récepteur de l’IL-2 a 

été identifiée chez l’homme, responsable d’un syndrome lymphoprolifératif, d’une susceptibilité aux 

infections et de manifestations auto-immunes (Sharfe et al, 1997). De plus, chez la souris, l’utilisation 

d’un Ac monoclonal anti-IL-2 entraîne une déplétion transitoire des Treg, accompagnée de 

manifestations auto-immunes (Setoguchi et al, 2005).  

La surexpression de CD25 participe à l’activité immunomodulatrice des Treg en constituant 

une niche pour l’IL-2, qui n’est alors plus utilisable par les LT effecteurs pour le maintien de leur 

activation (Pandiyan et al, 2007). En effet, la sécrétion autocrine d’IL-2 constitue le 3ème signal 

d’activation des lymphocytes et son absence, alors qu’ils subissent une stimulation via leur TCR, 

entraine un état d’anergie. Les Treg sont également capables, chez la souris, d’inhiber directement la 

synthèse d’ARN messager de l’IL-2, le mécanisme impliqué demeurant inconnu (Thornton & Shevach, 

1998). Par ailleurs, la déplétion du milieu en IL-2 inhibe la différenciation et l’activation des LT 

effecteurs. En effet, l’IL-2 participe à la différenciation des LT naïfs vers les voies Th1 et Th2 et est 

indispensable à leur activation et à leur survie (Scheffold et al, 2005). 
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Figure 3: Facteur de transcription Foxp3  

Foxp3 est capable de se lier à plusieurs autres facteurs de transcription (NFAT, 
AML1/Runx1) et d’en modifier les fonctions. En sa présence, il existe une 
inhibition de transcription des gènes de l’IL-2 et de l’IFN-γ, alors que les gènes 
du récepteur de l’IL-2 (CD25) et de CTLA-4 sont activés. Ceci permet une 
différenciation en lymphocytes T régulateurs. D’après (Sakaguchi et al, 2008). 



29 

   

 

2.2.1.1.2. Facteur de transcription Foxp3 

 Foxp3 (Forkhead/winged helix box protein 3) est un facteur de transcription impliqué dans la 

modulation de l’expression de plus de 700 gènes, dont seulement 10 % sont directement sous son 

contrôle (Marson et al, 2007; Zheng et al, 2007). Foxp3 agit sous forme oligomérique en se liant à 

d’autres facteurs de transcription, notamment NFAT, NF-κB, AML1/Runx1 et les complexes 

HAT/HDAC (Figure 3). Il est capable de réprimer les gènes de l’IL-2, du CD127 alors qu’il stimule 

l’expression de GITR et CTLA-4 (Yagi et al, 2004). Chez la souris comme chez l’homme, un déficit en 

Foxp3 entraîne des manifestations auto-immunes associées à un déficit en Treg, ce facteur de 

transcription étant primordial pour la genèse thymique des Treg (Fontenot et al, 2003). Foxp3 a donc 

été considéré comme un marqueur spécifique des Treg. Cependant, si cela est vrai chez la souris, 

chez l’homme, après stimulation via leur TCR, les LT effecteurs sont aussi capables d’exprimer Foxp3, 

de façon moindre et transitoire, associé (Pillai et al, 2007) ou non à des fonctions régulatrices 

(Morgan et al, 2005). Par ailleurs, la transfection de Foxp3 à des LT entraîne une anergie, l’absence 

de sécrétion de cytokines, notamment l’IL-2 et l’IFN-γ, et une activité régulatrice variable selon les 

études (Allan et al, 2005; Bettelli et al, 2005; Yagi et al, 2004). Foxp3 est donc capable, du fait de son 

interaction avec certains facteurs de transcription, de détourner la machinerie transcriptionnelle, 

orientant ainsi les LT effecteurs vers des Treg. Cependant, l’absence de corrélation entre l’expression 

de Foxp3 et la présence de propriétés immunorégulatrices ne fait pas de Foxp3 un marqueur 

totalement spécifique des Treg humains. 

Un lien entre les Treg et les lymphocytes Th17, et par extension entre tolérance et réponse 

inflammatoire, a été suggéré chez la souris. En effet, Foxp3 inhibe également le facteur de 

transcription RORγt, impliqué dans la différenciation Th17. De même, la présence de TGF-β dans 

l’environnement cellulaire peut générer des Treg, tandis qu’associée à l’IL-6, la différenciation vers la 

voie Th17 sera privilégiée (Bettelli et al, 2006). Chez l’homme, ces constations n’ont pas été vérifiées, 

par contre une plasticité entre lymphocytes Th17 et Treg est possible, et fait intervenir l’IL-1β et l’IL-

23. En effet, des Treg (CD4+CD25HighFoxp3+CD27+CD127-CD45RA-) stimulés par des CPA en présence 

d’IL-2 et/ou d’IL-15 sont capables de se différencier en lymphocytes Th17, exprimant RORγt et 

sécrétant de l’IL-17 (Koenen et al, 2008). Cette différenciation est augmentée en présence d’IL-1β et 

dans une moindre mesure par ajout d’IL-23 et d’IL-21. L’IL-6 et le TGF-β n’ont quant à eux aucun 

impact. Ces nouvelles connaissances soulignent ainsi les interactions possibles entre Treg et Th17 

dans la genèse des MAI par déséquilibre de la balance tolérance/immunité. L’implication des Treg 
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dans la physiopathologie du PTI incite donc à vérifier l’équilibre entre Treg et Th17. En effet, puisqu’il 

existe un déficit quantitatif et fonctionnel des Treg au cours du PTI, on peut supposer que les 

lymphocytes Th17 sont augmentés. 

 

2.2.1.1.3. Autres marqueurs  

CD152 (CTLA-4) est également exprimé de façon constitutive par les Treg, principalement dans 

le compartiment intracellulaire. Les LT naïfs ne l’expriment à leur surface qu’après activation, de 

façon retardée et transitoire, ce qui permet la régulation de la réponse immunitaire par interaction 

avec CD80 et CD86, stoppant le 2ème signal activateur impliquant CD28 et ces molécules de 

costimulation. CTLA-4 joue un rôle important dans les phénomènes de tolérance. Après activation 

des Treg, CD152 est exprimé à la surface et interagit avec les molécules de costimulation CD80 et 

CD86, exprimées à la membrane des DC (Manzotti et al, 2002). Chez la souris, les Treg induisent 

l’expression par les DC d’une enzyme, l’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), capable de cataboliser le 

tryptophane, acide aminé essentiel à la survie et à la prolifération des lymphocytes, en kynurénines. 

L’induction de cette expression, en l’absence de signaux danger comme le lipopolysaccharide (LPS) 

bactérien, est sous la dépendance de l’interaction CTLA-4/CD86. En présence de LPS, c’est l’IL-10 

sécrétée par les Treg qui permet la modulation de l’expression de cette enzyme. L’action de cette 

enzyme est donc double, d’une part par privation d’un acide aminé essentiel, d’autre part par 

production de métabolites (kynurénines) exerçant une action inhibitrice sur les lymphocytes 

(Fallarino et al, 2003). Les Treg participent ainsi à l’induction de DC tolérogènes. Du fait des 

anomalies des Treg au cours du PTI, on peut supposer qu’il existe un défaut d’induction de l’IDO au 

niveau des DC, notamment au niveau splénique, ce qui n’a pas été étudié à ce jour.  

De plus, CD152 interagit directement avec CD80 exprimé à la surface des LT effecteurs, 

entraînant leur inhibition. En effet, les Treg ne peuvent réguler les LT effecteurs issus de souris 

déficientes en CD80 (Paust et al, 2004). Cependant, CD152 n’est pas indispensable aux mécanismes 

de régulation, puisque les souris déficientes pour cette molécule présentent des Treg fonctionnels. 

Par ailleurs, l’utilisation d’un Ac bloquant le CD152 n’abroge pas les fonctions régulatrices des Treg 

humains (Jonuleit et al, 2001).  

GITR (Glucocorticoid Induced TNF Receptor family related gene) est fortement exprimé à la 

surface des Treg, alors que les LT, LB, DC et macrophages ne l’expriment que faiblement, cette 
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expression étant accrue après activation. Aussi, après activation par un signal danger via les 

récepteurs toll-like, les DC expriment également le ligand de GITR (GITR-L), qui en liant son récepteur 

à la surface des Treg, inhibe leurs fonctions régulatrices (Shimizu et al, 2002). Ainsi, GITR pourrait 

être impliqué dans la régulation de l’activité des Treg, c'est-à-dire la contre-régulation. Les 

macrophages jouent un rôle important dans l’activation des LT au cours du PTI. Exprimant fortement 

GITR-L, ils participent peut-être à l’inhibition des Treg au cours du PTI, ce qui n’a pas été étudié 

jusqu’à présent.  

L’expression de CD127 (chaîne α du récepteur membranaire à l’IL-7) pourrait permettre une 

distinction entre Treg et LT activés. En effet, cette molécule est peu exprimée à la surface des Treg, 

tandis qu’une expression importante est observée à la surface des LT après activation (Seddiki et al, 

2006). De plus, son expression est inversement corrélée à celle de Foxp3, ce qui confirme son intérêt 

dans l’identification et l’isolement des Treg (Liu et al, 2006; Seddiki et al, 2006).  

CD95 (Fas) est un récepteur de mort. La liaison à son ligand, CD95L (FasL) entraîne l’apoptose 

de la cellule. CD95 est exprimé de façon constitutive et importante à la surface des Treg (Fritzsching 

et al, 2005; Wing et al, 2002). Il ne constitue pas un marqueur spécifique puisque retrouvé à la 

surface de nombreux autres types cellulaires, cependant, il intervient probablement dans 

l’homéostasie des Treg. En effet, cette expression constitutive de CD95 rend les Treg très sensibles à 

la mort cellulaire induite par FasL, contrairement aux LT activés. Cette différence pourrait avoir un 

rôle notamment lors de l’initiation de la réponse inflammatoire, au cours de processus infectieux par 

exemple. L’expression de FasL par les cellules infectées entraîne alors une diminution des Treg 

permettant une réponse anti-infectieuse efficiente (Fritzsching et al, 2005). On sait que FasL est 

exprimé de façon plus importante à la surface des lymphocytes Th1 et Th2 sanguins des sujets 

atteints de PTI (Stasi et al, 2007). Cette surexpression reste présente chez les patients en rémission. 

L’interaction possible avec les Treg et notamment l’induction de leur apoptose pourrait constituer un 

mécanisme de régulation des Treg au cours du PTI. En effet, il a été montré qu’après activation, les 

Treg surexpriment à la fois CD95 et CD95L. CD95L participe à l’induction d’apoptose de LT CD8+ 

tandis que les LT CD4+ ne sont pas sensibles à ce mécanisme de régulation, le système 

perforine/granzyme étant prédominant. Au contraire, lorsque les concentrations d’IL-2 du milieu de 

culture sont faibles, ce sont les Treg qui meurent par apoptose, ce qui correspond à un phénomène 

de mort induite par activation (activation-induced cell death, AICD) (Strauss et al, 2009).  

CD39 appartient à la famille des ectonucléoside triphosphate diphosphonucléotidases (E-

NTPDases), enzymes capables de métaboliser les nucléosides triphosphates (NTP), dont l’ATP en 
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AMP. L’ATP, outre son rôle dans le métabolisme énergétique, est également un médiateur 

intercellulaire, notamment au niveau du système nerveux central. Il constitue ainsi un signal danger. 

En effet, la libération massive d’ATP lors de la lyse cellulaire entraîne la sécrétion par les monocytes 

d’IL-1β, principale cytokine pro-inflammatoire, et exerce une activité chimio-attractive envers les DC. 

L’ATP joue donc un rôle pro-inflammatoire qui peut être inhibé par sa dégradation par le CD39. Cette 

molécule est exprimée à la surface des DC, des LB et LT activés, mais également, et ce de façon 

constitutive, à la surface des Treg mémoires humains exprimant CD45RO et CCR6. Chez la souris, 

pour que cette enzyme soit active, il est nécessaire que les Treg soient stimulés (Borsellino et al, 

2007). CD39 est couplé à CD73, une autre ectonucléosidase, capable de cataboliser l’AMP en 

adénosine, ce dernier inhibant la réponse cellulaire T (Deaglio et al, 2007). CD39 ne constitue donc 

pas un marqueur spécifique, mais suggère un nouveau mécanisme d’action dans le contrôle de la 

régulation immunitaire par les Treg, par dégradation de l’ATP extracellulaire, pro-inflammatoire, en 

adénosine, à activité anti-inflammatoire. 

CD223 (ou LAG-3: Lymphocyte Activation Gene-3) est exprimé à la surface des Treg seulement 

après stimulation. Il s’agit d’une molécule d’adhésion associée au CD4, capable de lier le CMH-II. LAG-

3 interviendrait dans les fonctions suppressives dépendantes du contact, bien que les souris 

invalidées pour le gène LAG-3 ne présentent pas de déficit fonctionnel ou quantitatif en Treg. 

L’utilisation d’un Ac bloquant LAG-3 entraîne cependant une diminution des fonctions suppressives 

des Treg et la transfection de LT naïfs avec LAG-3 leur confère un état d’anergie et une fonction 

suppressive dépendante du contact. Comme de nombreux autres marqueurs, LAG-3 est également 

détecté chez les LT effecteurs après activation (Huang et al, 2004). 

CD62-L est une sélectine impliquée dans la migration (homing) des lymphocytes aux ganglions 

lymphatiques. Les Treg expriment cette molécule membranaire à l’état naïf, et conservent un haut 

niveau d’expression après activation (Baecher-Allan et al, 2005; Valmori et al, 2005). Ceci traduit 

donc qu’après contact avec leur Ag, les Treg sont capables de gagner les organes lymphoïdes 

secondaires où ils peuvent réguler l’initiation de la réponse immunitaire.  

TGF-β est une cytokine anti-inflammatoire qui peut également être exprimée à la surface 

cellulaire. Les Treg expriment TGF-β de façon croissante après stimulation. Le TGF-β membranaire est 

impliqué dans les mécanismes d’inhibition de la prolifération et de la sécrétion des Ig par les LB chez 

la souris (Nakamura et al, 2001) et de la prolifération des NK chez l’homme (Ralainirina et al, 2007; 

Romagnani et al, 2005; Trzonkowski et al, 2004). Cependant, les souris dont le gène de TGF-β est 

invalidé, présentent un taux diminué de Treg qui gardent cependant une activité suppressive. Ceci 
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fait donc envisager un rôle plus important du TGF-β dans l’homéostasie des Treg que dans leur 

activité immunorégulatrice (Huber et al, 2004). 

CD45 est un marqueur panleucocytaire à activité tyrosine phosphatase essentiel pour une 

transduction efficace du signal via les récepteurs T et B (Tchilian & Beverley, 2006). Ses différentes 

isoformes permettent de caractériser les stades de différenciation et d’activation des lymphocytes et 

ainsi de distinguer les LT naïfs CD45RA+ et les LT mémoires CD45RO+ (Tchilian & Beverley, 2006). 

Récemment, une distinction de différentes sous-populations de Treg a été apportée en fonction de 

l’expression des différentes isoformes de ce marqueur et de l’intensité d’expression de Foxp3 

(Miyara et al, 2009). Les auteurs distinguent 3 types de cellules exprimant Foxp3 aux propriétés 

différentes: d’un côté les LT sécréteurs de cytokines (CD45RA-Foxp3Low), dénués d’activité 

immunosuppressive ne constituant donc pas des Treg, et d’un autre côté les Treg présentant une 

activité immunosuppressive, scindés en deux groupes : les Treg activés (activated Treg ou aTreg, 

CD45RA-Foxp3High), à l’activité immunosuppressive importante et les Treg quiescents (resting Treg ou 

rTreg, CD45RA+Foxp3Low), capables de proliférer et de se différencier en aTreg.  

ICOS (Inductible COStimulator) est une protéine membranaire non spécifique des Treg, 

exprimée à la surface des LT après activation. Son ligand, ICOS-L, est exprimé de façon constitutive à 

la surface des DC et des monocytes, l’expression sur ces derniers étant augmentée par l’IFN-γ (Collins 

et al, 2005). ICOS permet de distinguer deux types de Treg (Ito et al, 2008). Les Treg ICOS- expriment 

intensément le TGF-β à leur surface, et leur fonction immunorégulatrice, médiée par cette molécule, 

est dépendante du contact et s’exerce directement sur les LT effecteurs. Les Treg ICOS+, quant à eux, 

sécrètent de grande quantité d’IL-10 capable d’inhiber la maturation des DC in vitro. Ils expriment 

également le TGF-β à leur membrane. Leur fonction immunosuppressive est complètement abrogée 

par utilisation d’Ac anti-IL-10 et anti-TGF-β. Ils présentent également une apoptose accrue en 

l’absence d’IL-2, rendant ainsi difficile l’analyse de leur fonction in vitro lors de cocultures 

prolongées. Ainsi, la notion d’immunosuppression dépendant exclusivement du contact est peut-être 

erronée et liée au fait que les Treg agissant par sécrétion d’IL-10, meurent en cours 

d’expérimentation. Par ailleurs, leur action n’est pas directement dirigée contre les LT effecteurs 

mais passe par une régulation des fonctions des DC. Ces deux populations ont également un 

comportement différent lors de la stimulation par un Ac anti-CD28: les Treg ICOS- prolifèrent, tandis 

que la prolifération des Treg ICOS+ est inhibée. Ainsi, les techniques utilisées pour étudier leur 

fonctionnalité restent imparfaites. Si la coculture ne comprend que des LT effecteurs stimulés par 

des Ac anti-CD3 et anti-CD28, d’une part l’étude fonctionnelle des Treg ICOS+ est exclue puisqu’elle 



34 

   

passe par une sécrétion d’IL-10 agissant sur les DC, d’autre part la notion d’anergie des Treg (cf infra) 

est à relativiser puisque les Treg ICOS- sont capables de proliférer. De fait, la mesure d’incorporation 

de thymidine tritiée pour étudier la prolifération des LT effecteurs et par extension l’activité 

immunosuppressive des Treg peut être perturbée, notamment dans les puits contenant des LT 

effecteurs et des Treg. Une autre méthode d’analyse est donc la technique de marquage par CFSE 

(CarboxyFluorescein Succinimidyl Ester) des LT effecteurs, qui permet d’étudier de façon exclusive 

leur prolifération, en excluant les Treg de l’analyse (Miyara et al, 2009).  

 En résumé, l’identification phénotypique des Treg est rendue difficile par l’absence de 

marqueurs spécifiques. Ceci rend l’interprétation des données de la littérature délicate puisque les 

phénotypes étudiés ne sont pas toujours les mêmes et ont évolué avec la découverte de nouveaux 

marqueurs. Il est donc probable que certaines discordances concernant les taux de Treg observés au 

cours d’une même pathologie soient en partie liées à des définitions phénotypiques différentes. Pour 

exemple, au cours du PTI, les taux de Treg circulants sont considérés comme abaissés (Ling et al, 

2007; Liu et al, 2007a; Sakakura et al, 2007; Stasi et al, 2008) ou similaires aux témoins (Bao et al, 

2010; Yu et al, 2008). Cependant, les phénotypes utilisés pour définir les Treg varient d’une étude à 

l’autre : CD4+CD25High (Liu et al, 2007a; Sakakura et al, 2007), CD4+Foxp3+ (Ling et al, 2007; Stasi et al, 

2008) ou CD4+CD25HighFoxp3+ (Bao et al, 2010; Yu et al, 2008).  

Par ailleurs, la sélection des Treg, pour étudier leur fonctionnalité in vitro, est également 

délicate du fait de l’impossibilité d’utiliser les marqueurs intracellulaires, qui nécessitent une 

perméabilisation des cellules et entraînent donc leur mort. Là encore, CD127 apportera peut être 

une amélioration de cette sélection, puisque les cellules au phénotype CD4+CD25HighCD127- 

constituent le pool de Treg, permettant ainsi d’exclure les LT activés, au phénotype 

CD4+CD25+CD127+ (Seddiki et al, 2006). La sélection des Treg peut donc être réalisée à partir de 

cellules mononucléées sanguines par une première étape de sélection négative permettant d’obtenir 

une population CD4+ déplétée en cellules exprimant le CD127, puis par une sélection positive des 

cellules exprimant fortement CD25. Elle peut également se faire par tri en cytométrie en flux, en 

sélectionnant directement la population CD4+CD25+CD127- (Seddiki et al, 2006).  
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2.2.2. Caractéristiques fonctionnelles  

2.2.2.1. Anergie  

Les Treg sont caractérisés par un état d’anergie, c'est-à-dire qu’une stimulation via leur TCR 

n’entraîne pas leur prolifération. Cependant, dans certaines conditions, telles une liaison de forte 

affinité de la liaison TCR-Ag, une forte concentration d’Ac anti-CD3 et anti-CD28, ou l’ajout d’IL-2 

dans le milieu de culture, une prolifération des Treg est observée, sans perte de fonctionnalité (Earle 

et al, 2005).  

Cette notion a récemment été mise en doute puisque les rTreg, après stimulation, sont 

capables de proliférer, et d’acquérir un phénotype de aTreg, c'est-à-dire une expression 

membranaire de CD45RO et une surexpression intracellulaire de Foxp3 et de CD152. A l’inverse, les 

aTreg prolifèrent peu et après stimulation, ils exercent leurs fonctions suppressives et meurent 

(Miyara et al, 2009). Cependant, comme les aTreg sont capables d’inhiber la prolifération des rTreg, il 

est difficile de déterminer avec précision la capacité de prolifération d’un pool cellulaire contenant à 

la fois des aTreg et des rTreg. Il est donc possible que l’absence de prolifération des Treg décrite 

initialement soit le reflet d’une part d’une inhibition des rTreg par les aTreg, d’autre part de la mort 

de ces derniers.  

 

2.2.2.2. Inhibition de multiples lignées cellulaires  

A ce jour, les connaissances des mécanismes d’inhibition sont imparfaites. Il semble que les 

Treg acquièrent leurs pleines fonctions inhibitrices après activation par liaison spécifique de leur TCR 

à l’Ag. Ils opèrent ensuite de façon non spécifique d’Ag, c'est-à-dire qu’ils peuvent inhiber des 

lymphocytes qui reconnaissent d’autres Ag (Thornton & Shevach, 2000). Cette fonction inhibitrice est 

dépendante du contact intercellulaire (Thornton & Shevach, 1998).  

Les Treg sont impliqués dans l’immunorégulation de plusieurs types cellulaires, en inhibant 

leur activation, leur prolifération et leurs fonctions (Askenasy et al, 2008; Miyara & Sakaguchi, 2007).  

Les LB présentent in vitro une inhibition de leur prolifération, de la production des Ig et de la 

commutation de classe des Ig lorsqu’ils sont cultivés avec des Treg (Lim et al, 2005; Nakamura et al, 

2001). 
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Les cellules NK voient leur activité cytotoxique diminuée en présence de Treg (Ralainirina et al, 

2007; Romagnani et al, 2005; Trzonkowski et al, 2004). 

Les LT CD4+ et CD8+ présentent une diminution de leur activation, de leur prolifération, de la 

sécrétion de cytokines et une inhibition de leurs fonctions au contact de Treg (Dieckmann et al, 2001; 

Jonuleit et al, 2001; Piccirillo & Shevach, 2001; Trzonkowski et al, 2004).  

L’activité des DC est également modulée avec une diminution de leur maturation et de leur 

capacité à présenter des Ag (Misra et al, 2004). Les Treg sont également capables d’induire des DC 

tolérogènes surexprimant IDO, inhibant ainsi de façon indirecte la prolifération des LT (Fallarino et al, 

2003). 

Les Treg exercent également une action sur les cellules de l’immunité innée que sont les 

polynucléaires neutrophiles. Après activation via les récepteurs toll-like, présents à leur surface, les 

Treg sont capables d’inhiber les polynucléaires neutrophiles. Ceci se traduit par une diminution de la 

production de radicaux oxygénés, une diminution de la sécrétion en cytokines (IL-6, IL-8 et TNF-α) et 

une augmentation de l’apoptose des polynucléaires (Lewkowicz et al, 2006). 
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Figure 4: Mécanismes d’action des lymphocytes T régulateurs 

1) Déplétion du milieu extracellulaire en IL-2, cytokine nécessaire à l’activation et la prolifération des LT 
effecteurs; 2) Système enzymatique CD39/CD73 dégradant l’ATP en adénosine, toxique pour les LT 
effecteurs; 3) Inhibition via le TGF-β membranaire; 4) Mort cellulaire via le système perforine/granzyme; 5) 
Compétition par le CTLA-4 pour CD86 et induction de l’indoleamine 2,3-dioxygénase (IDO), enzyme 
catabolisant le tryptophane, acide aminé essentiel pour la prolifération des LT, en kynurénines, toxiques 
pour les LT ; 6) Inhibition par interaction de LAG-3 avec le CMH-II ; 7) Sécrétion de cytokines anti-
inflammatoires (mécanisme prépondérant pour les iTreg : Th3, Tr1). 
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2.2.2.3. Mécanisme d’inhibition dépendant du contact 

Chez l’homme, les mécanismes d’inhibition dépendent in vitro du contact intercellulaire, 

comme le montrent les expériences de coculture de Treg et de LT effecteurs. En effet, lorsque les 

Treg peuvent avoir un contact direct avec les LT effecteurs, on observe une diminution de leur 

prolifération, tandis que séparés à l’aide de membranes semi-perméables, ils ne présentent plus 

d’activité inhibitrice (Jonuleit et al, 2001). 

Plusieurs molécules membranaires semblent impliquées dans ce mécanisme, notamment 

CTLA-4, LAG3 et TGF-β (Figure 4 et tableau 1). 

Cependant, d’autres mécanismes, comme les systèmes perforine/granzyme ou CD39/CD73, ne 

nécessitent pas un contact cellulaire stricto sensu, mais une forte proximité (Yi et al, 2006). 

La production de cytokines anti-inflammatoires serait quant à elle plutôt impliquée dans les 

mécanismes d’immunorégulation des Treg induits en périphérie (iTreg: Th3 et Tr1), et pas pour les 

Treg constitutifs, d’origine thymique. L’IL-35, une cytokine anti-inflammatoire participe à l’activité 

immunosuppressive des Treg. Le mécanisme d’action, identifié chez la souris, est original puisque 

l’induction de la sécrétion d’IL-35 par les Treg nécessite un contact avec les LT effecteurs. L’action de 

cette cytokine peut ensuite s’exercer à distance, de façon non dépendante du contact. Ainsi, ce ne 

serait pas l’inhibition qui serait dépendante du contact mais son initiation seulement (Collison et al, 

2009). L’implication de cette cytokine n’est cependant pas évidente chez l’homme puisqu’il 

semblerait que les Treg humains ne l’expriment pas (Bardel et al, 2008).  
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Molécules Mode d’action Chez l’homme Chez la souris 

Mécanismes d’inhibition dépendant du contact 

CTLA-4 (CD152) 

↘ molécules de costimulation des DC 

Induction d’IDO par les DC 

↘ sécrétion d’IL-6 et TNF-α 

+ + 

CD39-CD73 Hydrolyse de l’ATP extracellulaire + + 

LAG-3 
Induction de signaux inhibiteurs par 

interaction avec le CMH-II 
+ + 

Granzyme/Perforine Lyse des lymphocytes T effecteurs + + 

CD95-CD95ligand 

(Fas-FasL) 

Apoptose des lymphocytes T effecteurs + - 

TGF-β  Induction de Foxp3 +/- + 

 

Mécanismes d’inhibition dépendant des cytokines 

Inhibition de la maturation des DC + + 
IL-10 

Induction de Tr1 + + 

CD25 Séquestration d’IL-2 - + 

IL-35 
Après activation et contact avec des LT 

effecteurs, sécrétion d’IL-35 qui inhibe la 
prolifération des LT effecteurs 

- + 

 

Tableau 1: Protéines impliquées dans les fonctions suppressives des Treg  

chez l’homme et chez la souris [adapté de (Sakaguchi et al, 2010) et (Shevach, 2009)] 

2.2.3.  Origine et homéostasie 

L’existence d’une population régulatrice d’origine thymique a été suspectée dès les années 70-

80. En effet, chez la souris, la réalisation d’une thymectomie à 3 jours de vie entraîne de multiples 

manifestations auto-immunes (thyroïdite, gastrite, ovarite), traduisant d’une part la présence de 

lymphocytes auto-réactifs de façon constitutionnelle et d’autre par la présence d’une population 

d’origine thymique capable de réguler ces lymphocytes. Par ailleurs, ces manifestations sont 

améliorées par transfert de lymphocytes provenant d’un animal non thymectomisé et plus 

particulièrement par un sous-type lymphocytaire T CD4+CD25+ (Nomura & Sakaguchi, 2007; 

Sakaguchi et al, 2007).  
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Se reporter à la figure 3 de l'article: Liu YJ, Soumelis V, Watanabe N, et al. TSLP: an epithelial 

cell cytokine that regulates T cell differentiation by conditioning dendritic cell maturation. Annu Rev 

Immunol. 2007;25:193-219. 

et figure 1 de l'article: Nomura T, Sakaguchi S. Foxp3 and Aire in thymus-generated Treg cells: 

a link in self-tolerance. Nat Immunol. 2007;8:333-334. 

 

Figure 5: Genèse thymique des lymphocytes T régulateurs 

A) Les lymphocytes T CD4
+
CD8

-
 dont le TCR reconnaît les molécules du CMH de classe 

II subissent une 1
ère

 sélection positive. Ceux dont le TCR présente une faible affinité 
pour les auto-antigènes présentés par les cellules épithéliales médullaires gagnent la 
périphérie tandis que ceux dont l’affinité est forte enclenchent un mécanisme de 
mort programmée (sélection négative). Cependant, ces derniers, en présence de 
cellules dendritiques matures et d’une cytokine produite par les corpuscules de 
Hassal, la TSLP, peuvent subir une 2

ème
 sélection positive qui permet la 

différenciation en lymphocytes T régulateurs. B) Cette différenciation implique des 
interactions entre TCR-Ag/CMH-II mais également entre diverses molécules de 
costimulation. Ces interactions participent à l’expression de Foxp3, facteur de 
transcription principal mis en jeu dans la genèse thymique des lymphocytes T 
régulateurs.  
(Aire: gène de régulation auto-immune ; CEC: cellules épithéliales corticales 
thymiques ; DC: cellules dendritiques ; HC: corpuscule de Hassal ; Im-DC: cellules 
dendritiques immatures ; MEC/mTEC: cellules épithéliales médullaires thymiques ; 
TSLP: lymphopoïétine stromale thymique ; Treg: lymphocytes T régulateurs). D’après 
(Liu et al, 2007b; Nomura & Sakaguchi, 2007). 
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Les Treg trouvent donc leur origine dans le thymus où les interactions avec les différentes 

cellules thymiques sont importantes. Les souris déficientes en CMH de classe I et II ne sont pas 

capables de générer de Treg, traduisant l’importance des sélections positive et négative dans leur 

genèse (Bensinger et al, 2001). L’étude du TCR des Treg a montré qu’ils reconnaissent avec une très 

forte affinité les auto-Ag. En effet, la sélection négative thymique est liée à l’expression par les mTEC 

(cellules épithéliales thymiques médullaires) de la quasi-totalité de nos auto-Ag, dont l’expression est 

favorisée par le gène Aire (Auto-immune regulator). Ainsi, l’absence de molécule de CMH-II à la 

surface des mTEC conduit à la production d’un faible nombre de Treg. A l’inverse, la transfection d’un 

Ag au sein des mTEC entraîne la production de Treg spécifiques de cet Ag, alors que la transfection 

de cet Ag aux DC thymiques n’a aucun effet (Aschenbrenner et al, 2007). Ainsi, la reconnaissance des 

auto-Ag permettrait, selon l’affinité de liaison avec le TCR, d’orienter les LT vers une apoptose 

lorsque l’affinité est faible, alors qu’une forte affinité orientera vers une différenciation en Treg 

(Picca et al, 2006). L’absence d’expression de Aire est responsable de manifestations auto-immunes 

chez la souris, comme chez l’homme, associant une atteinte endocrinienne multiple, une 

susceptibilité aux infections fongiques et une dystrophie ectodermique (syndrome APECED: 

autoimmune polyendocrinopathy candidiasis ectodermal dystrophy). Cependant, ce syndrome serait 

plus lié à l’absence de sélection négative des LT effecteurs qu’à un déficit de production en Treg (Liu 

et al, 2007b).  

Une cytokine, la TSLP (thymic stromal lymphopoietin), sécrétée au niveau des corpuscules de 

Hassal, constitués de mTEC, est capable d’activer les DC. Ces DC activées participent à une deuxième 

sélection positive des lymphocytes présentant un TCR de haute affinité pour les auto-Ag, ces 

lymphocytes constituant les Treg (Liu et al, 2007b). Les facteurs de costimulation ont là toute leur 

importance, puisque les DC thymiques non activées, immatures, sont incapables de générer des Treg. 

Par ailleurs, un déficit en molécules de costimulation (CD28, CD80, CD86, CD40) entraine un déficit 

thymique et périphérique en Treg (Sakaguchi, 2005).  

C’est donc après une double sélection positive, en présence de signaux de costimulation 

importants, que les lymphocytes CD4+CD8- expriment Foxp3 au sein du thymus et se différencient en 

Treg (Figure 5). 



42 

   

 

2.2.4. Circulation des Treg 

La circulation des Treg dans l’organisme est sous la dépendance de diverses chémokines et de 

leurs récepteurs, exprimés de façon séquentielle à la surface des cellules. Actuellement, la 

chronologie entre le trafic des Treg et des LT effecteurs n’est pas connue. Il apparaît nécessaire que 

les Treg soient présents sur le site de la réponse immunitaire pour la contrôler et également pour 

inhiber la réponse auto-immune, sans pour autant empêcher une réponse efficace.  

L’ensemble des récepteurs identifiés chez les Treg humains, leurs ligands et les cellules les 

exprimant sont résumés dans le tableau 2.  

 

SITES RECEPTEURS LIGANDS CELLULES 

THYMUS CCR8 CCL1 

 

- Macrophages de la médullaire thymique 
- Cellules épithéliales thymiques 

 

CCR4 CCL17 /CCL22 

- Cellules dendritiques matures 
- LT activés 
- Monocytes/macrophages activés 

SANG 

CCR8 CCL1 

- LT activés 
- Cellules dendritiques matures 
- Monocytes/macrophages activés 

 

CCR7 

 

CCL19 

 

Cellules stromales des zones T 

 

ORGANES 
LYMPHOÏDES 
SECONDAIRES 

 

CXCR5 

(après activation) 

CXCL13 Cellules stromales des zones B 

 

MOELLE OSSEUSE 

 

CXCR4 CXCL12 Cellules stromales médullaires 

Tableau 2: Récepteurs et chémokines impliqués dans le trafic des Treg  
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Au niveau du thymus, les Treg expriment CCR8, qui lie la chémokine CCL1 exprimée par les 

macrophages médullaires thymiques et les cellules épithéliales (Annunziato et al, 2002).  

Dans le sang, les Treg sont attirés vers les DC matures des organes lymphoïdes secondaires 

sécrétant CCL17 et CCL22, du fait de l’expression de CCR4 (Iellem et al, 2001). Les Treg se distinguent 

des LT effecteurs, qui expriment également CCR4, par la co-expression de CCR8 qui lie CCL1. Cette 

chémokine est également sécrétée par les DC activées, les LT activés et les monocytes/macrophages, 

notamment lors de la liaison de leur FcR aux IgG. Ainsi, CCL1 serait produite sur les sites 

d’inflammation, permettant ainsi le recrutement des Treg à ce niveau (Iellem et al, 2001).  

Au sein des organes lymphoïdes secondaires, ils expriment d’abord CCR7, récepteur de CCL19 

sécrétée par les cellules stromales des zones T. Rapidement, après stimulation antigénique, ils 

expriment CXCR5, ce qui entraine leur migration vers les zones B où le ligand CXCL13 est sécrété (Lim 

et al, 2004). Au sein de la rate de sujets sains, les Treg, identifiés par Foxp3, sont effectivement 

présents tant au niveau des zones T que B (Velasquez-Lopera et al, 2008). Leur proportion est 

évaluée à 0,6 ± 0,3 % des lymphocytes. Leur répartition est inégale entre les différentes structures, 

avec une présence plus importante au niveau des manchons lymphocytaires périartériolaires (PALS) 

que des follicules. Ainsi, des modifications dans la sécrétion des chémokines CCL19 et CXCL13 ou un 

défaut d’expression des récepteurs CCR7 et CXCR5, pourraient être impliqués dans un défaut de 

recrutement des Treg au niveau de la rate.  

La moelle osseuse, longtemps considérée comme simple site de production des LB, joue 

également un rôle dans la réponse immunitaire. En effet, plusieurs cellules participant à la réponse 

immunitaire y ont été localisées, comme les plasmocytes de longue demi-vie (Manz et al, 2002), mais 

également des LT CD8+ mémoires (Mazo et al, 2005; Olsson et al, 2008) et les LT CD4+ (Olsson et al, 

2008). De façon intéressante, elle constitue également un site de stockage des Treg exprimant 

CXCR4, attirés par la chémokine CXCL12 sécrétée par les cellules stromales médullaires (Zou et al, 

2004). Ces Treg peuvent être mobilisés vers la circulation sanguine par injection de G-CSF qui 

diminue la production de CXCL12 (Zou et al, 2004). Cette interaction CXCR4/CXCL12 intervient 

également dans le maintien des cellules souches et des progéniteurs hématopoïétiques au niveau 

médullaire, ce qui a donné lieu au développement d’un nouveau traitement permettant leur 

mobilisation, le plerixafor, antagoniste de CXCR4 (De Clercq, 2010). L’impact de ce traitement sur le 

taux de Treg sanguin est à ce jour inconnu. 
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2.2.5. Rôle en pathologie humaine: auto-immunité, oncologie et infections  

Des manifestations auto-immunes identiques à celles observées après réalisation d’une 

thymectomie à 3 jours de vie ont été observées chez la souris dite « scurfy ». Cette souris, 

naturellement déficiente en Foxp3, ne possède pas de Treg et développe dans les premiers jours de 

vie des signes d’auto-immunité comprenant une thyroïdite, une gastrite, un diabète, entraînant 

rapidement le décès (Brunkow et al, 2001). Chez l’homme, on décrit le syndrome IPEX (Immune 

dysfunction Polyendocrinopathy Enterocolopathy X-linked syndrome), qui se traduit par la survenue 

dès le plus jeune âge de troubles du transit en rapport avec une entérocolite, d’un diabète, d’une 

dysthyroïdie, d’un eczéma, associés à un retard de croissance. De multiples mutations de Foxp3 ont 

été rapportées au cours de ce syndrome (van der Vliet & Nieuwenhuis, 2007). Un syndrome « IPEX-

like » est également observé lors de mutations du CD25 (Sharfe et al, 1997).  

Au cours des MAI, les résultats concernant l’étude des Treg sont contradictoires. Un déficit 

quantitatif est observé au cours du LES (Miyara et al, 2005), de l’arthrite juvénile, du rhumatisme 

psoriasique, tandis que le taux de Treg semble normal au cours de la sclérose en plaque (SEP), du 

diabète de type I, de la polyarthrite rhumatoïde (PR) et des spondylarthropathies (Dejaco et al, 

2006). Un déficit fonctionnel est quant à lui observé au cours de la SEP (Viglietta et al, 2004), du 

diabète de type I, de la vascularite cryoglobulinémique liée au VHC. Les fonctions 

immunomodulatrices sont préservées in vitro au cours de la PR (Dejaco et al, 2006). Cependant, il 

faut noter qu’au cours de la PR, il existe des taux plus importants de Treg dans le liquide synovial que 

dans le sang. Ainsi, un taux de Treg abaissé dans le sang peut témoigner non pas d’un déficit 

quantitatif mais d’un recrutement des Treg sur les sites d’inflammation. Par ailleurs, les patients 

présentant le taux de Treg intrasynovial le plus important ont le meilleur pronostic (Cao et al, 2003). 

Ainsi, on peut supposer qu’au cours du PTI, un taux de Treg circulants abaissé peut être lié à un 

recrutement sur le site de la réponse immunitaire, notamment la rate. 

Les Treg sont également impliqués dans l’inhibition de la réponse anti-tumorale. En effet, les 

patients atteints de cancers présentent une élévation des Treg sanguins, péritumoraux et au sein des 

ganglions de drainage, ce qui facilite la progression des cellules cancéreuses en inhibant la réponse 

immunitaire anti-tumorale (Zou, 2006). Cette augmentation des Treg participe à l’échec de certaines 

immunothérapies anti-tumorales, comme nous l’avons montré (Audia et al, 2007) (cf Annexe 1). 

Dans ce travail, nous avons observé que le taux de Treg circulants était plus élevé chez les patients 

atteints de cancers métastatiques et qu’ils étaient capables d’inhiber la prolifération de LT effecteurs. 

Contrairement à ce que notre équipe avait montré dans un modèle de cancer du colon chez le rat 
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(Ghiringhelli et al, 2004), des bolus de cyclophosphamide n’entrainent pas une déplétion en Treg 

permettant l’efficacité d’une immunothérapie intratumorale par BCG thérapie.  

Au cours des infections, les Treg ont un effet bénéfique en limitant l’intensité de la réponse 

anti-infectieuse, évitant ainsi les dommages contre les tissus sains de voisinage. A l’inverse, une 

limitation trop importante de cette réponse anti-infectieuse est incriminée dans la chronicisation de 

certaines maladies infectieuses (Belkaid & Rouse, 2005).  

Les Treg sont également impliqués dans les phénomènes de tolérance aux greffes et leur 

déficit est observé au cours des pathologies allergiques (Afzali et al, 2007).  

 

2.3.  Autres lymphocytes régulateurs 

2.3.1. Lymphocytes T CD8
+
 Régulateurs 

L’existence de LT CD8+ régulateurs (CD8+ Treg) est connue depuis les années 70 mais leur 

étude n’a été approfondie que récemment (Dinesh et al, 2010; Konya et al, 2009). Leurs fonctions 

suppressives sont variables et quatre mécanismes différents interviennent : 

• Une inhibition dépendante du contact impliquant CTLA-4 et TGF-β 

• La sécrétion de cytokines et chémokines anti-inflammatoires : IL-10, TGF-β, IL-16 et CCL4 

• L’induction de DC tolérogènes par une expression diminuée des molécules de 

costimulation CD86 et CD80 et par l’expression membranaire d’ILT3 (Immunoglobin-like 

Transcript 3) et d’ILT4, récepteurs de la superfamille des Ig dont les domaines 

intracytoplasmiques comportent des domaines ITIM 

• La lyse des LT CD4+ effecteurs exprimant HLA-E 

Comme pour les Treg (CD4+CD25+Foxp3+), on distingue les CD8+ Treg constitutifs des CD8+ Treg 

induits. Les CD8+ Treg constitutifs sont générés au niveau thymique et représentent une lignée 

spécifique. Ils partagent des marqueurs phénotypiques et un mode d’action proche de celui des Treg. 

Ils sont définis par le phénotype CD8+CD25+Foxp3+CTLA-4+GITR+ et exercent leur suppression par un 

mécanisme dépendant du contact impliquant CTLA-4 et TGF-β. Comme pour les Treg, il n’existe pas 

de marqueur spécifique puisque les LT CD8+ effecteurs expriment CD25 et CTLA-4 après activation, 

ainsi que Foxp3, au moins de façon transitoire (Dinesh et al, 2010; Konya et al, 2009). 
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MECHANISME 

PHENOTYPE Dépendant du 

contact 
autre 

INDUCTION 

CD8
+
CD25

+
Foxp3

+
CD28

+
GITR

+
CTLA-4

+ 
+  

CD8
+
CD25

-
 stimulés par 

l’entérotoxine B du 

staphylocoque et Ac 

antiCD3/28 

CD8
+
CD25

+
Foxp3

+ 
+  TGF-β1 et Ac antiCD3/28 

CD8
+
CD28

-
Foxp3

+
CTLA-4

+
 + 

Expression d’ILT3 et 4 par 

les DC 

Stimulation par CPA chargées 

en Ag 

CD8
+
D103

+
 +  Ac antiCD3/28 

CD8
+
CD25

+
CTLA-4

+
Foxp3

+ 
+ 

Dépendant de CCL4 et 

TNF 
Ac antiCD3 modifié 

CD8
+
CD25

+
LAG-3

+
Foxp3

+
CCL4

+ 
 Sécrétion de CCL4 Stimulation par BCG 

CD8
+
TCRαβ

+
CD25

+
 CTLA-4

+
Foxp3

+
 +  DC activées par le LPS 

CD8
+
IL-10

+
 - Sécrétion d’IL-10 pDC activées par CD40L 

CD8
+
CD25

+
Foxp3

+ 
- Sécrétion de TGF-β 

Sécrétion de TGF-β par les 

cellules épithéliales oculaires 

CD8
+
CCR7

+
CD45RO

+
IL-10

+
 - Sécrétion d’IL-10 pDC d’ascite tumorale 

Tableau 3: Lymphocytes T CD8
+
 Régulateurs induits spécifiques d’antigènes chez l’homme 

Adapté de (Dinesh et al, 2010; Konya et al, 2009). (Ac : anticorps ; CPA : cellules présentatrices d’Ag ; DC : 
cellules dendritique ; IDO : indoleamine 2,3-dioxygénase; LPS: lipopolysaccharide; pDC: cellules 
dendritiques plasmacytoïdes) 
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Chez l’homme, une autre sous population de CD8+ Treg constitutifs a été identifiée par le 

phénotype CD8+CXCR3+. Leur action suppressive est médiée par la sécrétion d’IL-10 et l’inhibition de 

la sécrétion d’IFN-γ. Cette population présente des caractéristiques similaires aux CD8+ Treg murins 

CD8+CD122+.  

De nombreuses autres populations de CD8+ Treg induits ont été décrites. Ils sont obtenus à 

partir de LT CD8+ périphériques sous l’action de diverses stimulations. Certains nécessitent une 

stimulation via leur TCR (CD8+ Treg spécifiques d’antigène), tandis que pour d’autres ce signal n’est 

pas nécessaire (CD8+ Treg non spécifiques d’antigènes) : 

• CD8+ Treg induits non spécifiques d’antigènes : 

Ces LT CD8+CD28-Foxp3-CD56- sont obtenus à partir de cellules mononucléées sanguines 

stimulées par GM-CSF, IL-10 et IL-2 en présence de monocytes. Ils inhibent la présentation 

antigénique des CPA, la prolifération des LT CD4+ et la cytotoxicité des LT CD8+ par sécrétion d’IL-10. 

Cette population pourrait avoir un intérêt clinique puisque leur durée de vie est de l’ordre d’un mois 

et qu’ils sont résistants au traitement par corticoïdes (Konya et al, 2009). 

• CD8+ Treg spécifiques d’antigène : 

Ces CD8+ Treg représentent de multiples sous-populations, obtenues par des stimulations 

diverses et agissant soit de façon dépendante du contact soit par sécrétion de cytokines (Dinesh et 

al, 2010; Konya et al, 2009). Les caractéristiques de ces populations sont résumées dans le tableau 3. 

Les données de la littérature suggèrent que les CD8+ Treg peuvent être induits à partir de 

cytokines, d’une stimulation via leur TCR ou en présence de CPA stimulées via leur TLR. 

Malheureusement, dans les différentes études, l’ensemble des marqueurs phénotypiques n’a pas été 

étudié et il est donc probable que certaines populations soient redondantes avec d’autres. Ces 

données devront donc être uniformisées afin d’avoir une vision plus restreinte de ces CD8+ Treg 

induits. Par ailleurs leur étude à l’heure actuelle est complexe en l’absence de marqueurs 

phénotypique spécifique permettant de les identifier et de les isoler. 

Les CD8+ Treg jouent un rôle dans la régulation de la réponse immunitaire au cours de 

plusieurs modèles murins de MAI (PR, LES, sclérose en plaque (SEP), diabète de type I (DID), colites 

inflammatoires, myasthénie) en modulant l’activité des CPA (DC et macrophages) et en diminuant la 

prolifération des LT CD4+ (Dinesh et al, 2010; Konya et al, 2009). Chez l’homme, les données sont peu 
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nombreuses, et les CD8+ Treg semblent être impliqués au cours du LES, du DID et de la SEP. Au cours 

du LES, les CD8+ Treg circulants présentent un déficit quantitatif et fonctionnel. Au cours du DID, 

l’utilisation d’Ac anti-CD3 permet d’atténuer la maladie, ceci étant corrélé à l’expansion des 

CD8+CD25+Foxp3+GITR+. Enfin, au cours de la SEP, un traitement permettant de diminuer l’apparition 

de nouvelles lésions cérébrales permet également l’expansion de CD8+ Treg (Dinesh et al, 2010). A 

l’inverse, les CD8+Treg infiltrent certaines tumeurs et participent probablement à l’inhibition de la 

réponse immunitaire antitumorale (Dinesh et al, 2010). Au cours du PTI, les CD8+ Treg n’ont jamais 

été étudiés et constituent un champ d’exploration potentiel afin de mieux comprendre les 

dysrégulations du système immunitaire au cours de cette MAI. 

2.3.2. Lymphocytes B régulateurs 

  Les LB sont des acteurs majeurs de la réponse immunitaire adaptative en sécrétant des Ac 

mais également en modulant la réponse immunitaire T. En effet, en tant que CPA et par la 

production de cytokines pro-inflammatoires, ils peuvent stimuler la réponse immunitaire T. D’autre 

part, ils sont capables de l’inhiber, notamment par la sécrétion d’IL-10 (cytokine anti-inflammatoire), 

cytokine majeure des LB régulateurs (Lund & Randall, 2010). 

  Les LB expriment les molécules nécessaires aux fonctions de CPA : CMH-II permettant la 

présentation des Ag, et molécules CD80 et CD86 fournissant les cosignaux nécessaires à l’activation 

des LT. Ainsi, après stimulation antigénique, les LB augmentent l’expression membranaire de CD80 et 

CD86 et sont capables de faire proliférer des LT CD4+ (Constant et al, 1995). 

Par ailleurs, par la sécrétion de cytokines, le LB est capable d’entretenir l’orientation de la réponse 

immunitaire T. En effet, en présence de cytokines Th1 (IFN-γ), les LB activés par stimulation 

antigénique et/ou stimulation via leur TLR sécrètent de l’IFN-γ et de l’IL-12 principalement. On parle 

de cellules Be1 (B effector 1 cells) par analogie aux lymphocytes Th1. Ainsi par la sécrétion de ces 

cytokines, les cellules Be1 sont capables d’orienter les LT naïfs vers une réponse Th1, réalisant ainsi 

une boucle d’amplification de la réponse Th1. A l’inverse, des LB stimulés en présence de cytokines 

Th2 sécrètent de l’IL-4, de l’IL-2 et de l’IL-13. On parle alors de cellules Be2, qui entretiennent une 

réponse Th2 (Lund & Randall, 2010). 

Enfin, les cellules B régulatrices (Breg) constituent une sous-population particulière chez la souris, 

exprimant CD5 et CD1d, nommées B10 du fait de la sécrétion d’IL-10 après stimulation via CD40 

(Yanaba et al, 2008). Ainsi, ces cellules sont capables d’inhiber la réponse lymphocytaire T. Chez 
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l’homme, les Breg ne constituent pas une sous-population aisément individualisable et n’expriment 

notamment pas le CD5. Chez l’homme, les LB sécrétant de l’IL-10 sont retrouvés au sein des LB naïfs 

et des LB mémoires. Les stimulations nécessaires pour induire la sécrétion d’IL-10 divergent 

conférant probablement un rôle distinct à ces deux sous-populations cellules. Ainsi, la sécrétion d’IL-

10 par les LB mémoires nécessite à la fois une stimulation antigénique, l’activation des TLR et un 

signal via CD40. Ce mécanisme est donc probablement impliqué dans la résolution de la réponse 

immunitaire. A l’inverse, les LB naïfs sont capables de sécréter de l’IL-10 après stimulation isolée via 

CD40. Ceci leur confèrerait plutôt un rôle préventif permettant d’inhiber des LT auto-réactifs activés 

(Fillatreau et al, 2008; Rieger & Bar-Or, 2008). De façon intéressante, des LB stimulés par des Ac anti-

CD40 sont capables d’induire des Treg exprimant CD25, Foxp3, CTLA-4 et GITR à partir de LT naïfs 

CD4+CD25-CD45RA+ (Tu et al, 2008) mais également des CD8+Treg, CD8High présentant une activité 

spécifique d’Ag et CD8Low ayant une activité non spécifique d’Ag (Zheng et al, 2009). Les CD8High Treg 

présentent une activité suppressive supérieure au CD8Low et expriment Foxp3, CD62L et CD28. Ces 

résultats ouvrent des perspectives futures pour la génération et l’expansion de cellules 

immunosuppressives ex vivo pouvant ensuite être réinjectées dans le cadre de protocole 

d’immunothérapie. 

Ainsi, les interactions entre LB et LT jouent un rôle prédominant avec une double action des LB. 

D’une part, les LB possèdent un rôle pro-inflammatoire en stimulant les lymphocytes Th1 ou Th2 par 

la sécrétion de cytokines Th1 ou Th2 et leur capacité à présenter de façon efficace des Ag aux LT. 

D’autre part, ils sont également capables d’exercer un effet immunosuppresseur direct par la 

sécrétion d’IL-10 et indirect par l’induction de Treg. Enfin, les LT interviennent au sein des organes 

lymphoïdes secondaires pour permettre la commutation de classe des Ig. 

Ces données soulignent les différents impacts d’une déplétion lymphocytaire B au cours des 

pathologies auto-immunes selon le stade de la maladie. Au cours de l’encéphalite auto-immune 

expérimentale, une déplétion des LB réalisée avant l’induction de la maladie entrainera une 

déplétion des Breg, entrainant des manifestations cliniques plus graves. A l’inverse, si la déplétion est 

réalisée après l’induction de la maladie, à un moment où les LB jouent alors un rôle pathogène, la 

sévérité est alors moindre (Thaunat et al, 2010). En pathologie humaine, une meilleure connaissance 

de l’activité des LB, anti ou pro-inflammatoire, à un instant donné de la MAI permettrait une 

utilisation plus raisonnée des thérapeutiques anti-lymphocytaires B. Au cours du PTI, les Breg n’ont à 

notre connaissance jamais été étudiés. 

 



50 

   

 

 

Se reporter à la figure 1 de l'article :  Mebius RE, Kraal G. Structure and function of the spleen. 

Nat Rev Immunol. 2005;5:606-616. 

 

 

Figure 6: Architecture splénique 

a) La rate est un organe encapsulé constituée d’une artère afférente, d’une veine et de canaux lymphatiques 
efférents. L’artère se divise en artérioles terminales, autour desquelles se repartissent les zones T (manchons 
lymphocytaires périartériolaires, PALS) à proximité desquels on trouve les zones B constituées des 
follicules. Ces deux structures représentent la pulpe blanche. La zone marginale se situe entre les artérioles 
terminales et les sinus veineux. La pulpe rouge est constituée du réseau veineux sinusoïde et des cordons de 
Billroth où a lieu la phagocytose des cellules hématopoïétiques sénescentes.  
b) la structure folliculaire diffère entre la souris et l’homme. Chez l’homme, le follicule est entouré d’une zone 
marginale moins importante, à la périphérie de laquelle on distingue une zone périfolliculaire. Des artérioles 
peuvent se diviser en capillaires et se terminer dans la zone périfolliculaire, où l’on trouve également des 
macrophages. D’après (Mebius & Kraal, 2005) 
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3. Un organe lymphoïde secondaire particulier: la rate 

3.1. Développement et anatomie splénique 

La rate est un organe lymphoïde secondaire intra-abdominal se constituant dès la 5ème semaine 

de gestation à partir de la condensation de cellules mésenchymateuses formant un épaississement 

au sein de l’épithélium du mésogastre dorsal. Progressivement, des lobules indépendants se forment 

et s’associent pour former une masse multilobée. Il arrive que certains lobules restent indépendants, 

poursuivant leur développement de façon autonome, donnant alors naissance à une ou des rates 

dites « accessoires », observées dans 10 à 30 % de la population générale. Des boucles vasculaires 

apparaissent dès la 8ème semaine de gestation et formeront le réseau sinusoïde dès la 9ème semaine. 

La colonisation par les LT et LB ainsi que les monocytes/macrophages se situe aux environs de la 

12ème semaine de gestation. Au cours du 2ème trimestre de gestation, les LB, qui constituent le 

contingent principal des lymphocytes spléniques, sont organisés en follicules primaires et expriment 

des Ig de surface de type IgM avec une spécificité auto-antigénique. De façon intéressante, un centre 

germinatif ne peut être observé que dans le premier mois du post-partum, lorsque les DC folliculaires 

sont présentes, et ce même en période de stimulation antigénique importante, notamment 

infectieuse (Chadburn, 2000; Wluka & Olszewski, 2006).  

La taille de la rate d’un adulte est variable, et mesure en moyenne 12 cm de long, 8 cm de 

large et 4 cm d’épaisseur. Son poids varie entre 50 et 250 grammes, 80 grammes en moyenne 

exsangue. Il s’agit d’un organe encapsulé, hautement vascularisé, recevant plus de 5 % du débit 

cardiaque, soit environ 300 ml/min. En une journée, l’ensemble de la masse sanguine aura transité 

par le réseau sinusoïde de cet organe, permettant ainsi l’élimination des cellules hématopoïétiques 

sénescentes et le passage de tout Ag sanguin. Le hile splénique est constitué d’une artère afférente, 

d’une veine et de canaux lymphatiques efférents (Chadburn, 2000; Wluka & Olszewski, 2006). A la 

différence des ganglions lymphatiques, il n’y a donc pas de canaux lymphatiques afférents. 

Macroscopiquement, on distingue la pulpe rouge de la pulpe blanche. La pulpe rouge constitue 

75 % de la masse splénique. Le terme est lié à la coloration donnée par les érythrocytes qui y 

circulent en grande quantité. La pulpe rouge est constituée des cordons spléniques (cordons de 

Billroth), tissu conjonctif contenant des fibroblastes, des macrophages et des LT CD8+ ; et les 

vaisseaux sinusoïdes, vaste réseau veineux constitué de cellules endothéliales reposant sur une 

membrane basale fenêtrée. La rate constitue ainsi un shunt entre le réseau artériel et veineux, 
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séparés par un parenchyme permettant de filtrer le sang (Chadburn, 2000; Wluka & Olszewski, 2006) 

(Figue 6). 

La pulpe blanche est composée des cellules immunitaires réparties en manchons lymphoïdes 

péri-artériolaires (PeriArteriolar Lymphoid Sheaths ; PALS), zones riches en LT CD4+, tandis que les LB 

sont situés dans les follicules (Chadburn, 2000; Wluka & Olszewski, 2006).  

 

La rate possède ainsi de multiples fonctions (Chadburn, 2000; Mebius & Kraal, 2005; Wluka & 

Olszewski, 2006):  

• filtration de la masse sanguine permettant la phagocytose et la destruction des cellules 

sénescentes, principalement les globules rouges et les plaquettes,  

• réservoir cellulaire puisque 30 % des plaquettes y sont stockées, 

• surveillance immunitaire puisque l’ensemble du pool sanguin transite par les vaisseaux 

sinusoïdes spléniques, facilitant la présentation des Ag exogènes ou endogènes aux cellules 

immunitaires, 

• réponse immunitaire avec stimulation, maturation et prolifération des LB 

Au cours du PTI, une destruction des plaquettes a lieu au niveau de la rate, les macrophages 

spléniques phagocytant les plaquettes opsonisées par les auto-Ac qui lient leur FcR. Ces 

macrophages, qui constituent des CPA, dégradent les plaquettes et apprêtent des auto-Ag. Ils sont 

ainsi capables d’exposer des épitopes cryptiques de la GPIIb/IIIa, et d’activer les LT auto-réactifs et 

stimuler la sécrétion d’auto-Ac par les LB (Kuwana et al, 2009). 

3.2. Réponse immunitaire splénique  

3.2.1. Rappels sur la lymphopoïèse B 

Les LB sont les effecteurs principaux de la réponse humorale participant ainsi à la défense de 

l’organisme par la sécrétion d’Ac, les immunoglobulines (Ig). Ces Ig sont présentes à la surface 

cellulaire et peuvent également être sécrétées. Elles sont constituées de 2 chaines lourdes et de 2 

chaines légères codées par des gènes différents. On distingue le fragment constant, qui détermine 

l’isotype de l’Ig, du fragment variable, conférant la spécificité antigénique, appelée idiotype. Il existe 

5 isotypes différents: D, M, G, A et E. Deux étapes successives permettent de générer un vaste 

répertoire idiotypique, la première au niveau de la moelle osseuse et la seconde au niveau des 

organes lymphoïdes secondaires (rate, ganglions, tissu lymphoïde associé aux muqueuses)(Male D et 

al, 2007). 
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Figure 7: Maturation lymphocytaire B et architecture folliculaire 

La lymphopoïèse B médullaire permet d’acquérir un répertoire antigénique central. Cette diversité est 
possible par plusieurs mécanismes : diversité germinale des gènes codant pour les fragments VDJ, diversité 
combinatoire (VDJ), diversité jonctionnelle (adjonction de nucléotides par la TdT), mutations somatiques 
ponctuelles et imprécisions de la recombinaison, association aléatoire de la chaine lourde µ avec une chaine 
légère κ ou λ. Au stade pro-B, il y a réarrangement de la chaine lourde sous la dépendance des protéines RAG1 
et RAG2. Couplée à un succédané de chaine légère, les protéines λ5 et V-préB, la chaine lourde est exprimée à 
la surface du lymphocyte pré-B, qui après réarrangement des chaines légères donnera le lymphocyte B 
immature qui exprime une IgM de surface. Au stade de lymphocyte B mature, il y a expression membranaire 
d’IgM et d’IgD. Ce lymphocyte mature a le phénotype CD19

+
CD27

-
IgD

+
IgM

+
. Après reconnaissance de son 

antigène natif, le LB mature gagne le follicule où il reçoit les signaux des lymphocytes T activés par les cellules 
dendritiques ayant apprêté le même antigène. Ceci permet sa prolifération et les phénomènes 
d’hypermutation somatique (HMS) et de commutation de classe des immunoglobulines (CCIg), sous la 
dépendance d’une enzyme, l’AID (Activation Induced cytidine Deaminase) qui permet d’obtenir une 
diversification du répertoire antigénique périphérique. Les centrocytes subissent ensuite une maturation 
d’affinité : seuls ceux ayant un BCR très affin pour les antigènes natifs présentés sous forme de complexes 
immuns par les cellules dendritiques folliculaires survivent. Ils se différencient soit en plasmocytes 
(CD19

Low
CD20

-
CD38

+
CD138

+
CD27

High
sIg

-
) de longue demi-vie, qui circuleront jusque dans la moelle osseuse, soit 

en lymphocytes B mémoires (CD19
+
CD27

+
IgD

-
) qui recirculeront, certains se localisant dans les follicules 

primaires. Adapté de (Sagaert et al, 2007). 
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Le répertoire central ou primaire est généré au niveau médullaire. Les LB émergent de cellules 

hématopoïétiques pluripotentes sous la dépendance de cytokines. Le mécanisme mis en jeu est un 

réarrangement aléatoire des différents gènes des Ig pour former un ADN recombiné qui sera 

transcrit en ARN recombiné, lui-même traduit en chaine d’Ig. L’assemblage aléatoire de trois 

segments géniques (V, D et J) pour les chaines lourdes constitue la diversité combinatoire, 

s’effectuant à partir d’une quarantaine de régions variables (V), de 23 régions de diversité (D) et de 6 

régions jonctionnelles (J) présentes sur le chromosome 14. Pour les gènes des chaines légères κ et λ, 

dont les locus sont situés respectivement sur les chromosomes 2 et 22, le réarrangement s’effectue à 

partir des segments géniques V et J. Ces réarrangements sont effectués sous la dépendance de 

recombinases, enzymes codées par les gènes RAG1 et RAG2 (Recombination Activating Genes). Cette 

diversité combinatoire est augmentée par une diversité jonctionnelle liée au remplacement aléatoire 

de nucléotides à la partie N terminale de l’ADN entre les segments DJ et VD par l’action conjointe 

d’exonucléases et de l’enzyme TdT (Terminal deoxynucleotide Transferase). Enfin, des imprécisions 

lors des recombinaisons et des mutations somatiques ponctuelles augmentent encore l’étendu du 

répertoire central (Male D et al, 2007).  

On distingue ainsi plusieurs stades de maturation du LB au niveau médullaire (Figure 7). Après 

réarrangement des régions D et J des chaines lourdes, le progéniteur B devient une cellule pré-B 

précoce. Après réarrangement du segment V, la chaine lourde μ est exprimée à la surface associée 

aux protéines λ5 et Vpré-B, et on parle alors de cellule pré-B tardive. L’étape suivante constitue le 

réarrangement des régions V et J des chaines légères qui donne naissance à la cellule B immature 

exprimant une chaine lourde complète associée soit à une chaine κ soit à une chaine λ. Cette 

association aléatoire d’une chaine lourde et d’une chaine légère participe également à la diversité du 

répertoire central. La dernière étape permet l’expression conjointe d’IgM et d’IgD à la surface du LB, 

nommé alors LB mature. Ensuite, intervient la sélection négative : si le LB reconnait un auto-Ag, il 

entre en apoptose ou effectue une révision de son BCR par un nouveau réarrangement de sa chaine 

légère (receptor editing) afin de perdre cette auto-réactivité. Cette sélection négative, plus 

économique que pour les LT dans le thymus, est à l’origine de la tolérance centrale. Ce LB mature, ou 

LB naïf, va ensuite gagner la circulation sanguine, où il représente 60-70 % des LB circulants, et 

migrera au sein des organes lymphoïdes secondaires pour former les follicules primaires. Lors de la 

constitution des follicules secondaires, ces LB non stimulés sont refoulés à la périphérie du follicule, 

constituant la zone périfolliculaire. Parfois, malgré la sélection négative, des LB auto-réactifs gagnent 

la circulation sanguine et les follicules. Ils resteront dans les zones T, exclus du follicule et mourront 

en 1 à 2 jours (Male D et al, 2007; Sagaert et al, 2007). 
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3.2.2. Réponses folliculaire et extrafolliculaire spléniques 

3.2.2.1. La réponse folliculaire: lymphocytes B naïfs et lymphocytes post-switch 

La réponse folliculaire, de par les différentes étapes successivement engagées est un processus long, 

atteignant son acmé au bout d’une dizaine de jours. Après avoir rencontré leur Ag à l’état natif, les LB 

naïfs circulants, CD19+CD27-IgD+, exprimant CCR7 se dirigent vers les zones T (PALS). Ils sont attirés 

par les ligands de CCR7, les chémokines CCL19 et CCL21, produites par les cellules stromales des 

zones T. Les LT reconnaissant l’Ag apprêté par les CPA vont subir une expansion clonale. Les LB et les 

LT activés expriment ensuite CXCR5, récepteur de la chémokine CXCL13, produite par les DC 

folliculaires et les cellules stromales folliculaires, ce qui entraine leur migration vers le follicule dans 

lequel les LB vont proliférer de façon intense. Le BCR des LB reconnaissant l’Ag va alors subir des 

phénomènes d’hypermutation somatique, sous l’action d’une enzyme, l’AID (Activation Induced 

cytidine Deaminase). Ce phénomène a lieu au niveau de la zone sombre des follicules, où les LB 

perdent l’expression de leur Ig de surface et présentent un large cytoplasme, d’où leur dénomination 

de centroblastes. Leur interaction avec les LT, via CD40-CD40L, entraine également la commutation 

de classe de leur Ig. Ils perdront donc l’expression membranaire de l’IgD, pour exprimer, en fonction 

de l’environnement cytokinique un seul type d’Ig : IgG, IgA, IgM ou IgE. Ils gagnent ensuite la zone 

claire du follicule, et sont nommés centrocytes. Dans cette zone a lieu la maturation d’affinité. Les 

centrocytes interagissent avec les DC folliculaires présentant les Ag, ce qui permet la sélection des LB 

présentant les BCR les plus affins. Ils représentent environ 10 % des LB, les autres mourront par 

apoptose puis seront phagocytés pas les macrophages (tingible body macrophages). Les LB post-

switch donneront soit des plasmocytes de longue demi-vie, qui perdent l’expression de CD19, 

sécrètent des Ac de haute affinité, et n’expriment pas d’Ig de surface, soit des LB mémoires 

CD19+CD27+IgD- qui recirculeront et gagneront de nouveau le follicule. Ces derniers permettront une 

réponse humorale plus rapide, avec sécrétion d’Ac très affins lors d’une réexposition à l’Ag (Male D 

et al, 2007; Sagaert et al, 2007) (Figures 7 et 8).  

Par ailleurs, une population lymphocytaire B minoritaire n’exprime pas le CD27. Cette population 

CD19+CD27-IgD- est mal définie à l’heure actuelle et constituerait un sous groupe de LB mémoires 

composé à la fois de LB post-switch exprimant une IgG ou une IgA de surface et des LB n’exprimant 

qu’une IgM de surface (Wei et al, 2007). Comme les LB mémoires exprimant CD27, cette sous-

population prolifère après stimulation par de l’ADN CpG et n’est pas capable d’exclure un colorant 

comme la rhodamine du fait de l’absence d’une protéine exprimée par les LB naïfs, l’«ATP-binding 

cassette 1 transporter » (Wirths & Lanzavecchia, 2005). Cette sous population présente également 

des mutations des gènes V des Ig comme cela est observé chez les LB mémoires CD27+ (Agematsu et 
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al, 2000). Au cours du LES, l’augmentation des LB circulants CD19+CD27-IgD- est corrélée à l’activité et 

à la gravité de la maladie (Wei et al, 2007). Au cours du PTI, il n’a pas été identifié de 

surreprésentation des différentes sous-populations lymphocytaires B sanguines et spléniques 

décrites selon l’expression de CD19, CD27 et IgD (Martinez-Gamboa et al, 2009).  

3.2.2.2. Réponse extra-folliculaire: les lymphocytes B de la zone marginale  

La caractéristique de la rate est l’existence d’une zone marginale, à la différence des ganglions. 

Cette particularité est également observée dans un autre site anatomique où de grandes quantités 

d’Ag sont exposées : le tissu lymphoïde associé aux muqueuses. Les lymphocytes présents au niveau 

de la zone marginale ont des caractéristiques particulières, puisqu’ils sont capables de proliférer et 

de se différencier rapidement en plasmocytes sans passer par les étapes de maturation du centre 

germinatif. Cette particularité est spécifique à la rate. Deux populations différentes présentent ces 

caractéristiques : les lymphocytes de la zone marginale et les cellules B1. Les lymphocytes de la zone 

marginale nécessitent une stimulation antigénique alors que les cellules B1 semblent pouvoir 

proliférer, chez la souris, sans stimulation antigénique (Male D et al, 2007; Sagaert et al, 2007).  

La particularité des LB de la zone marginale est de permettre une réponse humorale rapide 

face à des Ag sanguins, indépendamment de la réponse T, en évitant les longs processus de 

maturation du centre germinatif (Figure 8). Ils sont définis par le phénotype CD19+CD27+IgDLowIgM+ 

(Weill et al, 2009). Ils expriment également fortement d’autres molécules, notamment CD1c, 

CD21(CR2), HLA-DR (Shi et al, 2003; Weller et al, 2004) et dans une moindre mesure CD80 et CD95 

(Shi et al, 2003). Ainsi, les LB de la zone marginale reconnaissant un Ag sanguin à l’état natif, sous 

forme de complexe immun ou exposé à la surface d’une DC vont proliférer et se différencier en 

plasmablastes puis en plasmocytes de courte demi-vie. Les DC myéloïdes CD11c+ participent à leur 

survie par la sécrétion de BAFF et APRIL. Exprimant CXCR4, ces plasmablastes migrent ensuite au 

niveau de la pulpe rouge, attirés par la chémokine CXCL12. Les Ac secrétés, qui sont de faible affinité 

et principalement de type IgM, gagnent ainsi rapidement la circulation sanguine. De façon 

surprenante, sont observés des phénomènes d’hypermutation somatique, conférant une plus haute 

affinité aux Ac, et des phénomènes de commutation de classe, permettant la sécrétion d’Ac d’autres 

isotypes, notamment IgG, alors que la réaction a lieu en dehors du centre germinatif, de façon T 

indépendante (Shi et al, 2003). Les mécanismes mis en jeu ne sont pas compris et ont été observés 

chez des patients atteints du syndrome hyperIgM, lié à une mutation génétique de CD40L (Weller et 

al, 2001). Cette molécule est exprimée par les LT et intervient dans la commutation de classe des Ig 

des LB du centre germinatif qui expriment CD40 et dans les phénomènes de mutation somatique. Par 
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ailleurs, une enzyme primordiale pour la mutation somatique des Ig, l’AID, n’est pas exprimée par les 

LB de la zone marginale (Willenbrock et al, 2005). Ces résultats sont cependant à prendre avec 

précaution. En effet, l’absence d’identification de l’AID est peut-être liée à un manque de sensibilité 

de la technique utilisée, l’immunohistochimie. Une autre équipe a quant à elle trouvé une expression 

de l’AID au sein des LB de la zone marginale par une technique plus sensible de PCR quantitative. 

L’expression de l’AID était 20 fois moindre qu’au sein des LB post-switch du centre germinatif, mais 

détectable, ce qui n’était pas le cas au sein des LB naïfs (Weller et al, 2005). Les mécanismes 

impliqués restent donc obscurs, certains auteurs pensent que ces mutations somatiques 

apparaîtraient avant la rencontre avec l’Ag, comme décrit chez le mouton. Il s’agirait d’une 

diversification du répertoire pré-immun survenant avant le contact avec l’Ag (Weller et al, 2004). 

Cette réponse extrafolliculaire est brève, les plasmocytes de courte demi-vie meurent par 

apoptose après 3 jours. Cette voie présente un double intérêt, puisque d’une part la sécrétion rapide 

d’Ac permet de neutraliser les Ag pathogènes, et d’autre part ces Ac IgM qui se fixent aux Ag forment 

des complexes immuns circulants. Ceux-ci fixent le complément et facilitent ainsi la phagocytose des 

Ag par les CPA. Les CPA sont également stimulées par la liaison des fragments du complément fixés 

aux complexes immuns à leurs récepteurs CR1 (CD35) et CR2 (CD21). Ainsi, dans un second temps, 

une réponse T dépendante au sein des centres germinatifs pourra avoir lieu, permettant la sécrétion 

d’Ac de haute affinité de type IgG (Sagaert et al, 2007). Par ailleurs, les LB de la zone marginale sont 

capables de transporter les complexes immuns IgM/Ag natif se liant à leur récepteur CR2 

directement aux DC folliculaires. Un clivage protéique de CR2 a lieu afin de permettre ce transfert. Ce 

mécanisme est important puisque ce sont ces complexes immuns présentés par les DC folliculaires 

qui sont impliqués dans la maturation d’affinité des BCR des LB engagés dans la voie folliculaire 

(Lopes-Carvalho et al, 2005).  

 D’autres lymphocytes participent à la réponse extra-folliculaire, les lymphocytes B1. Ces LB 

sont capables de sécréter de grandes quantités d’Ac naturels, de type IgM, reconnaissant 

principalement des Ag bactériens. Ils seraient produits avant la rencontre avec ces bactéries, ce qui 

leur confère un rôle important dans la réponse anti-infectieuse dans les premières années de vie, 

avant la maturation du système immunitaire. Issus de progéniteurs médullaires spécifiques, Lin-

CD45RLowCD19+, ils représentent 80 % du pool circulant des LB chez le fœtus et l’enfant. Ces LB 

expriment CD5, et sécrètent des Ac non mutés dirigés contre des auto-Ag et des Ag bactériens. A 

l’âge adulte, ces cellules se trouvent au niveau péritonéal et pleural. Chez l’homme, les 

connaissances sur leurs implications au cours de la réponse immunitaire sont partielles (Duan & 

Morel, 2006; Sagaert et al, 2007). 
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Figure 8: Réponse folliculaire et extrafolliculaire splénique 

Deux types de réponse humorale sont possibles. La voie folliculaire a lieu au sein des centres germinatifs 
et nécessite une coopération T. Cette coopération avec les lymphocytes T préalablement activés par la 
reconnaissance de l’antigène apprêté par les cellules dendritiques au niveau des zones T, permet les 
phénomènes d’hypermutations somatiques et de commutation de classe des Ig aboutissant à la 
production de lymphocytes B mémoires (CD19

+
CD27

+
IgD

-
) ou de plasmocytes de longue demi-vie. Cette 

voie permet la sécrétion d’anticorps très affins pour l’antigène, de classe IgG ou IgA principalement. La 
voie extrafolliculaire fait intervenir les lymphocytes B de la zone marginale (CD19

+
CD27

+
IgD

+
) qui 

reconnaissent principalement des antigènes T indépendants, puisque cette réponse humorale ne 
nécessite pas de coopération avec les lymphocytes T. Elle permet la sécrétion par des plasmocytes de 
courte demi-vie d’anticorps peu affins, de type IgM. Cependant, dans certaines conditions, la survenue 
d’hypermutations somatiques serait possible ainsi qu’une commutation de classe des 
immunoglobulines. Par ailleurs, la fixation de l’antigène couvert de fraction C3b du complément au 
récepteur CR2(CD21) du lymphocyte de la zone marginale entraine sa migration dans le centre 
germinatif où un clivage protéique de CR2 permet le transfert du complexe immun aux cellules 
dendritiques folliculaires. Les lymphocytes B de la zone marginale participent donc également à la 
réponse folliculaire. (CG : centre germinatif, DC cellule dendritique, LB : lymphocyte B ; LT : lymphocyte 
T ; ZM : zone marginale). Adapté de (Sagaert et al, 2007). 
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4. Thérapeutique anti-CD20: le rituximab 

4.1. Généralités  

Le rituximab (RTX) est un Ac monoclonal, IgG1κ, chimérique dirigé contre la molécule CD20. 

Cette protéine est exprimée par le LB du stade pré-B au stade B mature. L’expression est perdue par 

les plasmocytes et est absente des cellules souches lymphoïdes. La fonction de cette molécule 

membranaire n’est que partiellement connue. Le CD20 est impliqué dans les signaux de transduction 

régulant le flux calcique et participe ainsi à l’activation lymphocytaire B (Walshe et al, 2008). Le RTX 

agit selon trois mécanismes: ADCC, CDC et mort cellulaire programmée (Figure 9).  

 

 

 

 

 

Se reporter à la figure 1 de l'article :Perosa F, Prete M, Racanelli V, Dammacco F. CD20-depleting 

therapy in autoimmune diseases: from basic research to the clinic. J Intern Med. 2010;267:260-277. 

 

 

Figure 9: Mode d’action du rituximab, extrait de (Perosa et al, 2010) 
Le rituximab entraine une déplétion lymphocytaire B par trois mécanismes: une cytotoxicité 
cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) médiée par les cellules cytotoxiques, une cytotoxicité 
dépendante du complément (CDC) entraînant la lyse des LB par formation du complexe d’attaque 
membranaire et l’induction d’apoptose des LB. Ceci entraîne, de façon irrégulière, la diminution 
de la production des Ac pathogènes, la diminution de la sécrétion de cytokines et la diminution 
de la capacité de présentation des Ag par les LB. Un autre mécanisme passerait par un 
phénomène de leurre. La fixation du rituximab au FcR des macrophages et des cellules 
cytotoxiques empêcherait la phagocytose ou l’ADCC des cellules recouvertes d’auto-Ag. De 
même, les macrophages et les cellules cytotoxiques sont recrutés pour la destruction des LB, ce 
qui les détournerait des autres sites d’inflammation.  
(Ac: anticorps ; ADCC: cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps ; Ag: antigène ; CDC: 
cytotoxicité dépendante du complément ; LB: lymphocytes B ; LT: lymphocytes T, RTX : rituximab) 
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Initialement utilisé dans le traitement des lymphomes, seul puis en association aux 

chimiothérapies, le RTX, bien que n’ayant pas une autorisation de mise sur le marché pour toutes ces 

pathologies, a montré son efficacité dans de nombreuses MAI comme la PR, l’anémie hémolytique 

auto-immune, la maladie des agglutinines froides, la vascularite cryoglobulinémique, le LES et le PTI 

(Kazkaz & Isenberg, 2004). Dans cette dernière indication, une méta-analyse récente a montré des 

taux d’efficacité et de tolérance très satisfaisants. Une réponse était observée dans 62,5 % avec une 

RC dans 43,6 %. Le délai d’obtention de la réponse était variable, la médiane se situant à 5,5 

semaines, pour une durée de rémission de 2 à 48 mois, avec une médiane de 10,5 mois. Les facteurs 

prédictifs de bonne réponse sont le délai bref entre le diagnostic et l’initiation du traitement, ainsi 

que le jeune âge des patients. Des effets indésirables sont observés dans 1/5 cas, les épisodes ayant 

engagé le pronostic vital (3,7 %) ou entraîné le décès (2,9 %) ne sont pas tous directement 

imputables au RTX. Le schéma le plus souvent utilisé est une injection hebdomadaire pendant 

4 semaines, à la dose de 375 mg/m2 (Arnold et al, 2007). Devant l’hypothèse d’une masse 

lymphocytaire B moins importante au cours des pathologies auto-immunes qu’au cours des 

lymphomes, l’utilisation de doses moindres de RTX a été proposée. Bien que portant sur un faible 

effectif de patients atteints de PTI, l’utilisation d’une dose fixe de 100 mg/semaine pendant 4 

semaines montre une diminution des effets indésirables tout en conservant une bonne efficacité, 

avec une réponse de l’ordre de 57 %. Une déplétion comparable des LB sanguins est obtenue dans 

les 4 semaines (LB CD19+<30/mm3), avec une réascension observée entre le 6ème et le 10ème mois 

(Provan et al, 2007). Dernièrement, l’efficacité et la tolérance du RTX ont été évaluées chez des 

patients candidats à une splénectomie. Une bonne réponse, avec un taux de plaquettes supérieur à 

50 000/mm3 et au moins un doublement du chiffre initial sans aucune autre thérapeutique a été 

observée dans 40 % des cas à un an et 33 % à 2 ans. Le seul facteur prédictif corrélé au taux de 

réponse à long terme était le jeune âge. La tolérance était bonne, 25 % des patients ont présenté des 

effets indésirables mineurs liés à la première perfusion, un seul patient sur 60 a présenté une 

maladie sérique (Godeau et al, 2008).  

Seule la détection de la déplétion des LB périphériques est accessible en routine, bien que son 

suivi ne soit pas recommandé pour l’instant chez les patients traités par RTX. Chez les patients en 

rechute de leur maladie, une déplétion lymphocytaire B sanguine significativement moins importante 

est observée, témoignant peut-être de la persistance de LB de façon importante au niveau des 

organes lymphoïdes (Parodi et al, 2006). A notre connaissance, l’effet du RTX sur les populations 

lymphocytaires B des organes lymphoïdes secondaires chez l’homme n’a été étudié que dans une 

étude, rapportant le cas de deux patients (Kneitz et al, 2002). Pour l’un, la splénectomie a été 



61 

   

réalisée 3 mois après le traitement par RTX et montrait une déplétion lymphocytaire B sanguine, 

médullaire et splénique complète, tandis que pour l’autre, 14 mois après le traitement, il existait une 

reconstitution sanguine et splénique. Des données sont également disponibles chez le singe, où 

l’effet du RTX a été étudié dans la prévention du rejet de greffe. La déplétion lymphocytaire B 

apparaît d’une grande variabilité interindividuelle et différente selon les sites étudiés. En effet, alors 

qu’une déplétion lymphocytaire B périphérique est observée chez tous les animaux, celle-ci est très 

variable au niveau splénique, ganglionnaire, médullaire et thymique. Cette déplétion semble difficile 

à obtenir au sein des ganglions périphériques, tandis que la moelle osseuse et le thymus apparaissent 

très sensibles (Schroder et al, 2003). Des effets similaires sont observés chez le babouin (Alwayn et 

al, 2001). L’effet d’un second cycle de traitement ou d’une augmentation de doses n’a pas été étudié 

pour l’instant. Chez l’homme, un polymorphisme du gène du FcγRIIIa participe à la résistance au RTX 

au cours des lymphomes. Ce polymorphisme implique la présence d’une valine (V) ou d’une 

phénylalanine (F) en position 158, l’homozygotie FCGR3A V/V entrainant une augmentation de 

l’affinité pour les IgG1 et les IgG3, et/ou une augmentation de l’expression du récepteur. Les patients 

homozygotes pour l’allèle FCGR3A V/V présentent une meilleure réponse au traitement par RTX 

comparativement aux sujets hétérozygotes ou homozygotes pour l’allèle FCGR3A F (Cartron et al, 

2002). Le rôle de ce polymorphisme au cours du PTI est inconnu pour l’instant.  

La reconstitution lymphocytaire B sanguine survient en moyenne 6 à 9 mois après traitement 

par RTX, constituée initialement par une population de LB naïfs, composés principalement de LB 

transitionnels (CD27-CD38HighIgD+ IgM+CD10+CD24High), dont le nombre augmente de façon constante 

pendant les 6 premiers mois. Six à 8 mois après le traitement, apparaissent également des LB 

CD19+CD27+IgD+, qui n’atteignent cependant qu’environ 30 % de leur proportion avant traitement, ce 

déficit se maintenant pendant au moins 2 ans (Roll et al, 2006). La persistance de ces LB de la zone 

marginale dans les mois qui suivent la perfusion est associée à une non réponse au cours de la PR ce 

qui pourrait plaider pour leur rôle dans la physiopathologie de la PR (Roll et al, 2008). A l’inverse, au 

cours du LES, il n’y a pas de différence entre les patients non répondeurs et répondeurs concernant 

cette sous population ; par contre une reconstitution rapide par des LB mémoires post-switch est 

observée chez les non répondeurs (Anolik et al, 2007). 
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4.2. Le rituximab au cours du PTI: 

Au cours du PTI, le RTX est capable d’induire une déplétion lymphocytaire B prolongée 

participant probablement à l’augmentation du chiffre plaquettaire. Cependant, des effets rapides 

sont observés alors même que les taux d’Ac anti-plaquettes restent présents dans le sérum et que les 

plasmocytes, cellules productrices d’Ac, n’expriment pas le CD20. Ceci a donc conduit à étudier les 

effets du RTX sur les cellules T. Stasi a montré que le RTX était capable de corriger les anomalies 

observées sur les populations lymphocytaires T, rééquilibrant les réponses Th1/Th2 et Tc1/Tc2, et 

restituant un profil polyclonal au TCR (Stasi et al, 2007). Au cours du LES, le traitement par RTX est 

capable d’augmenter le nombre de LT CD4+ et LT CD8+, mais également des Treg qui vont pouvoir 

inhiber la réponse auto-immune (Vallerskog et al, 2007).  

Ces résultats témoignent donc d’une activité du RTX sur les LB, entrainant leur déplétion, mais 

également d’un effet sur les LT, sans que les mécanismes impliqués ne soient pour l’instant élucidés. 

 

Ainsi, la physiopathologie du PTI est complexe et reste partiellement connue, la rate jouant un 

rôle crucial dans le maintien de la réponse auto-immune. Nous avons donc orienté nos recherches 

sur plusieurs axes : 

• Le rôle des Treg circulants et spléniques  

• Les réponses Th1, Th2 et Th17 spléniques 

• La description des sous populations lymphocytaires B spléniques 

• Les effets du RTX sur les populations lymphocytaires spléniques 

Ce sont ces résultats qui sont présentés dans le manuscrit suivant. 
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RESULTATS 

 

Article: “Immunological effects of rituximab on human spleen in immune thrombocytopenia.” 
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Résumé:  

Afin de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques mis en jeu dans la rate au 

cours du PTI, nous avons étudié les différentes sous populations lymphocytaires T, dont les Treg ainsi 

que la polarisation des LT CD4+. L’impact du RTX sur les LB circulants et spléniques a également été 

analysé. Pour ce faire, quarante patients atteints de PTI primaire et 28 témoins sains ont été inclus. 

Les rates de 15 patients, dont 8 préalablement traités par RTX, ont été comparées à 7 rates de sujets 

sains (4 rates traumatiques, une splénectomie partielle pour bilan de kystes spléniques, une 

splénectomie de rencontre, un prélèvement multi-organe). 

Nous avons montré que le taux de Treg sanguins, définis par le phénotype 

CD4+CD25HighFoxp3+ n’était pas significativement différent entre témoins et patients. Les Treg 

représentaient environ 4 % des LT CD4+ circulants. Cependant, après traitement, une augmentation 

significative du pourcentage de Treg chez les patients répondeurs (de 4.6 ± 3.5 à 6.2 ± 3.5 % ; p=0,04) 

a été observée alors que les taux sont restés stables chez les sujets non répondeurs (4.7 ± 1.3 % 

avant et 4.1 ± 1 % après ; p=0.2). 

Les Treg ont été localisés au niveau splénique principalement au niveau des PALS et dans une 

moindre mesure au niveau des follicules. Leur taux était significativement plus bas chez les patients 

atteints de PTI traités ou non par RTX comparés aux témoins (respectivement 1.72 ± 1.19 % et 2.17 ± 

0.75 % contre 4.98 ± 2.29 % des LT CD4+ ; p=0,005 et p=0,01). 

L’analyse des LB spléniques a montré une augmentation significative de lymphocytes impliqués dans 

la réponse immunitaire extra-folliculaire indépendante des LT, les LB de la zone marginale 

(CD19+CD27+IgD+). Ils représentaient 25 % des LB spléniques chez les patients atteints de PTI non 

traités par RTX, contre 10 % chez les témoins, ces résultats soulignant l’importance de la réponse 

humorale au cours du PTI. Par ailleurs, le taux de plasmocytes CD19LowCD27High était plus élevé chez 

les sujets atteints de PTI, particulièrement après traitement par RTX. Concernant les effets du RTX, 

une déplétion complète lymphocytaire B sanguine a été obtenue chez tous les patients, qu’ils soient 

en rémission ou non. Au niveau splénique, cette déplétion a été variable d’un patient à l’autre, le 

taux de LB résiduels n’étant pas corrélé de façon évidente au délai entre RTX et splénectomie, mais 

nous ne disposons que d’un faible échantillon. Cependant, une déplétion complète (<0,5 % de LB) a 

été obtenue chez la moitié des patients (4/8) et n’a pas cependant permis d’obtenir une réponse 

clinique. Ainsi, une déplétion lymphocytaire B sanguine et splénique n’est pas suffisante pour obtenir 

une rémission. Chez les patients en échec de RTX, l’analyse de la réponse immunitaire T splénique a 

montré que le ratio Th1/Treg est plus élevé, comparativement aux témoins ou aux patients non 

traités par RTX. Par ailleurs, il existait un déséquilibre entre les LT auxiliaires et LT cytotoxiques, le 
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ratio CD8+/CD4+ étant plus élevé chez les patients en échec de RTX. Ainsi, alors que le PTI semble être 

initialement une maladie dépendante des LB, nous avons observé une transition vers une maladie 

dépendante des LT chez les patients en échec de RTX, un déséquilibre de la balance Th1/Treg et une 

augmentation du ratio CD8+/CD4+ constituant probablement un mécanisme d’échappement à cette 

thérapeutique.  
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DISCUSSION 

 

Les résultats de ce travail viennent compléter les données de la littérature concernant la 

physiopathologie du PTI et suggèrent de nouvelles hypothèses physiopathologiques.  

 

Hyperstimulation lymphocytaire B splénique 

La première constatation histologique est l’existence d’une stimulation lymphocytaire B 

splénique puisque 85 % des follicules des patients atteints de PTI sont des follicules secondaires, 

rarement observés chez les sujets témoins. De façon surprenante, l’analyse des sous populations 

lymphocytaires B n’a pas montré d’augmentation des LB mémoires (CD19+CD27+IgD-) c'est-à-dire des 

lymphocytes ayant subi une différenciation folliculaire après exposition antigénique. Cependant, la 

proportion de plasmocytes, identifiés par le phénotype CD19LowCD27High est plus élevée chez les 

patients atteints de PTI, témoignant probablement de l’aboutissement de la maturation des LB des 

centres germinatifs. Ce type d’anomalie a déjà été mis en évidence au niveau sanguin chez des sujets 

atteints de LES évolutif (Odendahl et al, 2000). Dans cet article, les auteurs ont confirmé que les 

cellules CD19LowCD27High sont bien des plasmocytes par l’étude de marqueurs complémentaires 

comme CD38, CD138 et CD20, les plasmocytes étant définis par le phénotype CD38+CD19LowCD20-

CD138+sIgLow. Bien que nous n’ayons pas vérifié le statut mutationnel de leur Ig, ni leur cible 

antigénique, il est probable que dans ce contexte, ces plasmocytes soient impliqués dans la 

production des Ac anti-plaquettes. Par ailleurs, leur taux, exprimé en pourcentage de LB CD19+, est 

plus élevé chez les patients traités par RTX traduisant la persistance de plasmocytes malgré une 

déplétion B complète, ce qui est probablement expliqué par l’absence d’expression du CD20 à leur 

membrane. Ceci souligne de nouveau le problème des mécanismes d’action des traitements au cours 

du PTI, en particulier du RTX, déjà évoqué par certains auteurs, puisque l’on peut observer une 

rémission après traitement alors même que sont encore identifiés des Ac anti-plaquettes dans le 

sérum, sans qu’il existe de corrélation entre leur taux et la réponse plaquettaire (Stasi et al, 2001). 

Enfin, une analyse des plasmocytes de longue demi-vie serait souhaitable au niveau de la moelle 

osseuse qui constitue leur site préférentiel de localisation (Male D et al, 2007). 
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Augmentation des LB de la zone marginale, CD19+CD27+IgD+ 

Dans ce travail, l’analyse des différentes populations lymphocytaires B spléniques montre une 

élévation isolée des LB de la zone marginale CD19+CD27+IgD+. Cette constatation peut trouver 

plusieurs explications. 

La première serait un biais lié à la vaccination des patients atteints de PTI avant la 

splénectomie. En effet, il est maintenant établi que la réponse humorale contre des Ag 

polysaccharidiques bactériens est médiée par les lymphocytes de la zone marginale. Leur rôle est 

double, puisqu’ils permettent dans un premier temps une réponse humorale rapide, indépendante 

de la réponse T, par la sécrétion d’IgM. Dans un second temps, la formation de complexes immuns 

IgM-Ag bactérien stimule la réponse immunitaire humorale dépendante de la réponse T, la réponse 

folliculaire, plus lente à mettre en œuvre. Elle donne lieu à la sécrétion d’Ac plus affins, de classe IgG, 

du fait des mécanismes d’hypermutation somatique et de commutation de classe des Ig. Or les rates 

contrôles ont été obtenues à partir de sujets sains pour lesquels la splénectomie a été pratiquée en 

urgence, sans que les vaccinations anti-pneumoccique ou anti-Haemophilus n’aient été réalisées 

avant l’intervention, contrairement aux sujets atteints de PTI, pour lesquels la chirurgie est 

programmée. Ces vaccinations sont recommandées avant splénectomie compte tenu du rôle 

important de la rate dans les mécanismes de défense contre les bactéries encapsulées. 

L’augmentation des LB de la zone marginale témoignerait alors de l’exposition aux Ag bactériens par 

la vaccination et donc au développement d’une réponse humorale antibactérienne. Cependant, un 

des témoins a bénéficié d’une splénectomie partielle dans le cadre d’un bilan de kystes spléniques et 

a donc été vacciné préalablement. Le taux de LB CD19+CD27+IgD+ était de 13 %, ce qui n’est pas 

différent de celui observé chez les autres témoins (moyenne de 10 %). Un cas de figure proche a déjà 

été décrit dans la littérature après vaccination anti-méningoccocique et anti-pneumococcique chez 

un sujet de 9 ans atteint de sphérocytose héréditaire (Weller et al, 2004). L’analyse des 

réarrangements VDJ par étude de la région hypervariable CDR3 du BCR des LB sanguins issus de la 

zone marginale montrait l’émergence d’un clone non identifié avant vaccination, représentant la 

moitié des LB CD19+CD27+IgD+ 8 jours après la vaccination et un tiers de ces LB 5 semaines après. 

Cependant, dans cette étude, les auteurs ne mentionnent pas d’élévation du taux des LB de la zone 

marginale au sein de la rate par rapport aux autres sujets. Finalement, seule une analyse de la 

spécificité antigénique du BCR de ces cellules nous permettrait de répondre à cette interrogation.  

L’autre explication serait une implication de ces lymphocytes dans la physiopathologie du PTI 

mais les mécanismes restent à préciser. Tout d’abord, il est admis dans la littérature que les LB de la 
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zone marginale sont responsables d’une sécrétion d’IgM (Weill et al, 2009), or, au cours du PTI, les 

auto-Ac identifiés à la surface des plaquettes sont des IgG, la sous classe IgG1 étant d’ailleurs 

prédominante (Chan et al, 2003), ce qui rend peu probable la participation des LB de la zone 

marginale dans la production des Ac anti-plaquettes. Cependant, cette hypothèse doit être nuancée 

puisqu’il a été montré in vitro, que les LB de la zone marginale, en présence d’IL-21 et de CD40L, sont 

capables de sécréter des IgG (Bryant et al, 2007). In vivo, ces stimuli peuvent être fournis par des LT 

particuliers impliqués dans la différenciation des LB, les LT auxiliaires folliculaires (T Follicular Helper, 

TFH). Il faut également noter qu’une stimulation isolée par CD40L n’entraine qu’une très faible 

sécrétion d’Ac. Ceci est important puisque les plaquettes expriment CD40L (CD154), et qu’elles sont 

physiologiquement présentes au niveau de la rate qui constitue à la fois un site de stockage mais 

également de destruction. Or au cours du PTI, les plaquettes surexpriment CD154 et la sécrétion des 

auto-Ac antiGPIIb/IIIa par les LB circulants est dépendante de l’interaction CD40-CD154 (Solanilla et 

al, 2005). Une participation des plaquettes dans la stimulation des LB de la zone marginale n’est donc 

pas exclue. Une analyse des TFH et de l’expression de CD40L au sein des rates de sujets atteints de 

PTI permettrait d’avancer dans cette hypothèse.  

Chez l’homme les LB de la zone marginale ne présentent pas un répertoire auto-immun important, 

1 % contre 26 % pour les LB post-switch CD27+IgD- (Tiller et al, 2007). Dans les modèles animaux les 

LB de la zone marginale semblent pourtant être impliqués dans des phénomènes d’auto-immunité 

(Martin & Kearney, 2002). Cependant, alors que dans un modèle murin de LES (hybride NZB/NZW) il 

existe une hyperplasie de la zone marginale, il a été montré qu’elle n’était pas nécessaire à la 

survenue des manifestations cliniques et biologiques, relativisant ainsi le rôle des LB de la zone 

marginale dans la pathogénie des MAI (Atencio et al, 2004). Chez l’homme, leur participation au 

cours des MAI peut être suspectée de manière indirecte. En effet, chez les patients atteints de PR 

traités par RTX, la persistance de ces cellules au niveau sanguin après traitement est un facteur de 

risque de rechute précoce (Roll et al, 2008). Une analyse de la spécificité antigénique de leurs Ac 

permettrait de confirmer l’hypothèse de leur participation dans la production des Ac anti-plaquettes 

au cours du PTI. 

Enfin, si l’hyperplasie folliculaire avec présence d’un centre germinatif au cours du PTI traduit à 

priori une réponse folliculaire, quel rôle peuvent jouer les lymphocytes de la zone marginale ? 

Comme nous l’avons déjà exposé, les LB CD19+CD27+IgD+ sont impliqués dans la réponse humorale T 

indépendante, mais ce n’est pas là leur rôle exclusif, puisqu’ils participent également à la réponse 

folliculaire T dépendante. En effet, les LB de la zone marginale sécrètent des IgM, Ig capable d’activer 

la voie classique du complément. Ainsi, chez les rongeurs, les LB de la zone marginale, exprimant 

fortement CR2, récepteur du complément, sont capables de lier fortement les complexes immuns et 
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de les transporter aux DC folliculaires (Youd et al, 2002). En l’absence de LB de la zone marginale, ces 

complexes immuns ne sont pas transportés aux DC folliculaires. Ceci suggère que les LB de la zone 

marginale pourraient participer à la réponse humorale au cours du PTI en « chargeant » les DC 

folliculaires avec les auto-Ag plaquettaires contenus dans les complexes immuns IgM/Ag 

plaquettaires, permettant ainsi une réponse folliculaire qui à terme aboutirait à la génération de 

plasmocytes de longue demi-vie. Malheureusement, la démonstration de ce mécanisme chez 

l’homme parait difficilement réalisable à l’heure actuelle. 

 

Rôle des lymphocytes T régulateurs 

Les données disponibles concernant les Treg étaient jusqu’à présent contradictoires, avec des 

taux sanguins diminués ou similaires à ceux de sujets témoins. Comme nous l’avons déjà détaillé, ces 

résultats sont d’interprétation difficile puisque les phénotypes utilisés pour caractériser les Treg sont 

différents d’une étude à l’autre. Notre étude est en accord avec les résultats de deux autres équipes 

(Bao et al, 2010; Yu et al, 2008) qui ont montré que le taux de Treg définis par le phénotype 

CD4+CD25HighFoxp3+ était similaire entre patients et témoins.  

De façon intéressante, une élévation du taux de Treg chez les patients répondeurs est 

observée quel que soit le traitement utilisé, sans que l’on puisse préciser à ce stade si cette 

augmentation est une cause ou une conséquence de la rémission. Une augmentation du taux de Treg 

a déjà été montrée chez les patients répondeurs après dexaméthasone (Ling et al, 2007), RTX (Stasi 

et al, 2008) ou splénectomie (Sakakura et al, 2007). Le traitement par agonistes du récepteur de la 

TPO ne modifie pas les taux de Treg (Bao et al, 2010), par contre, les Treg retrouvent une 

fonctionnalité similaire à celle de sujets témoins corrélée à l’augmentation des taux sériques de TGF-

β1. Ceci permet de supposer, bien que cela n’ait pas été montré dans cette étude, que le mécanisme 

implique la formation de Treg induits notamment les lymphocytes Th3. En effet, in vitro, des Treg ont 

été générés à partir de LT effecteurs exposés à cette cytokine (Zheng et al, 2002).  

Les Treg spléniques n’ont à ce jour été étudiés que dans une étude, chez seulement 8 patients 

(Liu et al, 2007a). Dans ce travail, leur taux et leur localisation n’ont pas été évalués au sein de la 

rate, par contre un déficit fonctionnel défini par une capacité moindre à inhiber la prolifération de LT 

effecteurs a été mis en évidence. Nos résultats montrent pour la première fois qu’il existe un déficit 

quantitatif en Treg au niveau splénique chez les sujets atteints de PTI. Bien que nous n’ayons pas 

réalisé d’analyse fonctionnelle des Treg spléniques, ces résultats permettent cependant de formuler 

quelques hypothèses. En effet, selon les résultats de Liu et al., les Treg spléniques sont non 

fonctionnels (Liu et al, 2007a), or la rate est considérée comme le site majeur de la réponse auto-

immune au cours du PTI (Kuwana et al, 2009; Kuwana et al, 2002a). De plus, les Treg sont capables 
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d’inhiber de multiples lignées cellulaires participant à la réponse immunitaire. Cela a été notamment 

montré pour les LB au niveau des organes lymphoïdes secondaires (Lim et al, 2005), pour les LT CD4+ 

au niveau sanguin (Jonuleit et al, 2001) mais également splénique (Liu et al, 2007a), pour les LT CD8+ 

(Trzonkowski et al, 2004) et enfin pour les DC (Misra et al, 2004). Ainsi, l’ensemble de ces résultats 

laisse penser qu’un déficit quantitatif et fonctionnel des Treg au niveau splénique ne permet pas de 

contrôler les LB et LT auto-réactifs ainsi que la maturation des DC et participe donc à l’entretien de la 

réponse auto-immune. Ces hypothèses devront être confirmées en étudiant les interactions entre les 

Treg spléniques et ces différentes populations, notamment leur capacité à inhiber la production 

d’auto-Ac par les LB spléniques. 

 

PTI et polarisation Th1 

 Le PTI, comme d’autres MAI est considéré comme une maladie à polarisation Th1. Cependant 

ces résultats doivent être nuancés, puisqu’il s’agit d’une polarisation relative, liée à un déséquilibre 

du rapport Th1/Th2 par diminution de la polarisation Th2 (Ogawara et al, 2003; Stasi et al, 2007). De 

plus, ces études sont critiquables sur les méthodes utilisées pour déterminer les profils de 

polarisation. A partir de LT totaux ou de cellules mononucléées sanguines, une stimulation par PMA 

(phorbol 12-myristate 23-acetate) et ionomycine, puissants activateurs polyclonaux, puis un blocage 

de la sécrétion des cytokines par de la brefeldine A sont effectués, ce qui constitue une méthode 

largement utilisée dans les travaux publiés (Arora, 2002). Les cytokines sont ensuite détectées par un 

marquage intracellulaire. Préalablement, un marquage membranaire est réalisé pour identifier les LT 

CD4+. C’est cette étape qui peut entrainer un biais important. En effet, après stimulation par PMA, de 

nombreux récepteurs membranaires sont internalisés, notamment le CD4 et le complexe CD3/TCR, 

phénomène qui semble moins important pour le CD8 (Pala et al, 2000). Ainsi, après stimulation, la 

population CD4 n’est que partiellement identifiée. Pour limiter ce biais, deux techniques peuvent 

être proposées. La première est d’effectuer un marquage des récepteurs membranaires moins 

sensibles à cette internalisation comme le CD3 et le CD8, les lymphocytes CD4+ étant alors identifiés 

de façon indirecte par le phénotype CD3+CD8-, ce qui ne permet cependant pas d’exclure une 

production cytokinique par les LT γδ. L’autre méthode, plus rigoureuse, est d’isoler dans un premier 

temps les LT CD4+ afin d’obtenir une population pure, et d’effectuer dans un second temps la 

stimulation. En utilisant cette méthode, nous n’observons pas de polarisation Th1 évidente au niveau 

splénique des sujets atteints de PTI, ni de déséquilibre du ratio Th1/Th2. Seuls les patients en échec 

de RTX présentent une augmentation du ratio Th1/Treg. Nous n’avons malheureusement pas réalisé 

cette analyse sur les cellules sanguines, ce qui mériterait d’être étudié, par la même méthode, afin de 

vérifier définitivement ce qui constitue quasiment à l’heure actuelle un dogme. Par ailleurs, si cette 
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modification est le témoin d’une évolution vers une maladie dépendante des LT, cela pourrait 

éventuellement constituer un marqueur de non réponse au traitement par RTX et avoir des 

conséquences cliniques et thérapeutiques importantes.  

Enfin, la commutation isotypique des Ig se fait sous l’action de cytokines, et au cours du PTI, les auto-

Ac sont majoritairement de type IgG1 (Chan et al, 2003). L’IL-4, cytokine principale des lymphocytes 

Th2 est impliquée dans l’orientation de la commutation de classe vers la synthèse d’IgG1, tandis que 

l’IFN-γ, cytokine des lymphocytes Th1 l’inhibe, favorisant plutôt la sécrétion d’IgG2 (Male D et al, 

2007). Il est donc actuellement difficile d’expliquer cette discordance entre orientation Th1 et la 

sécrétion d’IgG1 observée au cours du PTI.  

 

PTI et lymphocytes Th17 

Les lymphocytes Th17 sont de découverte récente et semblent impliqués dans de nombreuses 

MAI (PR, maladie de Crohn, sclérose en plaque, spondylarthropathies, psoriasis, LES, granulomatose 

de Wegener, sclérodermie) (Samson et al, 2010). Leur étude au cours du PTI est récente avec des 

résultats contradictoires. Pour certains auteurs il existe une élévation du taux de lymphocytes Th17 

sanguins (Zhang et al, 2009; Zhu et al, 2010) tandis que pour d’autres il n’y a pas de différence (Guo 

et al, 2009; Ma et al, 2008). L’analyse au niveau splénique n’a à notre connaissance jamais été 

réalisée. Nos résultats montrent qu’une polarisation Th17 est possible à partir des LT spléniques, 

mais qu’il n’y a pas de différence entre témoins et sujets atteints de PTI. Nous n’avons par ailleurs 

pas identifié de déséquilibre dans la balance Th17/Treg. En effet, alors que nous observons un déficit 

en Treg, nous pouvions supposer une orientation de la réponse immunitaire vers un profil Th17, ce 

d’autant que certains LT exprimant Foxp3 pourraient se différencier en lymphocytes Th17, dans 

certaines conditions, à en juger par l’expression de RORγt et leur capacité à sécréter de l’IL-17. Des 

Treg (CD4+CD25HighFoxp3+CD127-CD45RA-), présentant une activité immunosuppressive, sont 

capables de se différencier en lymphocytes Th17 en présence de CPA et d’IL-2 ou d’IL-15. Cette 

plasticité des Treg, qui peuvent donc dans un environnement pro-inflammatoire devenir des 

lymphocytes Th17, est sous la dépendance d’une régulation épigénétique de Foxp3. En effet, 

l’acétylation de Foxp3 augmente les fonctions inhibitrices des Treg. L’HDAC (Histone DeACetylase) est 

une enzyme capable de diminuer l’acétylation des gènes. L’utilisation d’un inhibiteur de cette 

enzyme, responsable d’une acétylation des gènes, permet d’inhiber la différenciation des Treg en 

lymphocytes Th17 (Koenen et al, 2008).  
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Mécanismes d’action du rituximab 

Bien qu’utilisé pour le traitement de nombreuses pathologies auto-immunes (LES, PR, 

vascularites à ANCA, vascularite cryoglobulinémique, PTI, AHAI, maladies des agglutinines froides, 

syndrome de Gougerot-Sjögren, myosites inflammatoires, pemphigus), les mécanismes d’action du 

RTX ne sont que partiellement connus (Perosa et al, 2010). Les principaux mécanismes impliqués 

sont une déplétion lymphocytaire B par des phénomènes d’ADCC, de CDC et une induction 

d’apoptose des LB. Ceci a pour conséquence une diminution de la production des auto-Ac 

pathogènes notamment au cours de la vascularite cryoglobulinémique (diminution du taux de 

cryocrite et par extension du facteur rhumatoïde), des vascularites à ANCA (diminution des Ac anti-

PR3 et anti-MPO) et du pemphigus vulgaire (diminution des Ac anti-desmogléïne 1). Une diminution 

de la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et des fonctions de CPA des LB est également 

impliquée (Perosa et al, 2010). Par ailleurs, le RTX peut agir comme un leurre : fixé à la surface des 

LB, il entraine un recrutement des cellules exprimant un FcγR à leur surface, comme les macrophages 

et les cellules NK, ces cellules n’étant alors plus mobilisées sur les autres sites d’inflammation ou ne 

pouvant plus phagocyter ou exercer leurs fonctions cytotoxiques sur les cellules reconnues par 

d’autres Ac (Taylor & Lindorfer, 2007). Cette dernière hypothèse est surprenante et revient à 

résumer en partie l’action du RTX à celle des IgIV. Dans ce cas de figure la réponse devrait être de 

courte durée, comme avec les IgIV, à savoir de l’ordre de 2 à 3 semaines, dépendant de la clairance 

des Ig. En effet, la demi-vie d’élimination du RTX évaluée au cours des pathologies malignes selon un 

schéma de 4 injections de 375 mg/m2 est de l’ordre de 3 semaines (Regazzi et al, 2005).  

Si la déplétion lymphocytaire B sanguine après RTX est une donnée facilement obtenue en 

pratique courante, l’action du RTX sur les organes lymphoïdes secondaires est une approche 

beaucoup plus difficile. Dans ce domaine, seules quelques études effectuées chez l’animal (Alwayn et 

al, 2001; Schroder et al, 2003) et quelques cas cliniques chez l’homme ont été publiés (Kneitz et al, 

2002). Les données de la littérature montrent une déplétion généralement variable et dépendante 

de la durée entre le traitement et la splénectomie. Une des questions non résolues dans l’échec du 

RTX utilisé au cours du PTI était de savoir si une déplétion incomplète des LB au sein de la rate 

pouvait en être la cause. Nos résultats montrent que cette déplétion lymphocytaire B splénique est 

obtenue dans la majorité des cas et qu’elle ne constitue donc pas un critère suffisant pour 

l’obtention d’une réponse. Un des mécanismes d’échappement que nous proposons est un 

déséquilibre du ratio Th1/Treg spléniques chez ces patients, associé à une augmentation relative des 

LT cytotoxiques comme en témoigne l’augmentation du ratio CD8+/CD4+. Ces résultats sont en 

accord avec les conclusions de Stasi (Stasi et al, 2007). En effet, l’analyse des populations 

lymphocytaires T sanguines avant et après RTX qu’il avait réalisé avait permis de montrer que les 
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anomalies observées, à savoir l’augmentation du ratio Th1/Th2, l’engagement des LT dans des voies 

anti-apoptotiques et leur répertoire oligoclonal étaient corrigées chez les patients répondeurs. Une 

explication proposée par l’auteur pour expliquer l’absence de réponse au RTX est l’utilisation du 

traitement de façon « tardive », à un stade où le développement des LT auto-réactifs ne nécessite 

plus de coopération avec les LB.  

Ainsi, nos résultats peuvent être interprétés de trois façons. Soit l’augmentation des ratios Th1/Treg 

et CD8+/CD4+ spléniques précèdent le traitement par RTX, ces anomalies constituant alors un 

marqueur de l’évolution du PTI d’une maladie dépendante des LB vers une maladie dépendante des 

LT. Il serait alors intéressant d’avoir un marqueur sanguin prédictif de non réponse. Cependant, dans 

cette hypothèse, il est surprenant que nous n’ayons pas également observé ces anomalies chez 

certains des patients non traités par RTX.  

La seconde hypothèse est que cette différence soit induite par le traitement par RTX et ne présage en 

rien de l’absence de réponse. L’élévation du rapport CD8+/CD4+ traduit plutôt l’implication des LT 

cytotoxiques dans la déplétion lymphocytaire B. Cette hypothèse ne peut malheureusement pas être 

vérifiée puisque par définition les sujets répondeurs au RTX ne subissent pas de splénectomie.  

Enfin, ces modifications n’apparaissent peut être après RTX que chez les patients non répondeurs, et 

pourraient ainsi traduire un mode « d’échappement » au RTX, une maladie B dépendante devenant 

alors T dépendante, avec une polarisation Th1 responsable d’un recrutement plus important de LT 

CD8+ au niveau splénique, participant alors à la destruction des plaquettes.  
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PERSPECTIVES 

Nos résultats, outre l’apport de nouvelles données dans la physiopathologie du PTI, soulèvent 

de nouvelles interrogations et ouvrent de nouvelles voies d’explorations. 

Ainsi, l’implication dans la pathogénie du PTI d’une sous-population lymphocytaire B 

CD19+CD27+IgD+, correspondant aux LB de la zone marginale est suggérée par leur surreprésentation 

dans les rates de sujets atteints de PTI. Leur rôle, d’une manière générale et particulièrement au 

cours des MAI n’est que partiellement connu et devra être précisé. Leur participation à la sécrétion 

des Ac antiplaquettes nécessitera une isolation et des stimulations diverses (SAC, IL-2, anti-CD40, 

anti-BCR…) afin de déterminer leur capacité à se différencier en plasmocytes et d’étudier la capacité 

de leur Ac à reconnaître des cibles antigéniques plaquettaires (GPIIb/IIIa, GPIb/IX,…). Dans le même 

temps, l’absence de reconnaissance des Ag vaccinaux du pneumocoque, d’Haemophilus ou du 

méningocoque pourra être vérifiée. Ces LB CD19+CD27+IgD+ étant également impliqués dans le 

transport des Ag fixés par le complément aux DC folliculaires, il serait intéressant de mettre en 

évidence des complexes immuns composés d’Ag plaquettaires à leur surface. Une première étape 

serait l’utilisation d’Ac anti-GPIIb/IIIa par exemple qui permettrait une analyse par cytométrie en flux. 

Cependant, cette méthode risque d’être prise en défaut si les sites antigéniques sont déjà occupés 

par des auto-Ac ou si l’Ag a subi des modifications. L’expression membranaire de CR2, récepteur du 

complément, devra être également vérifiée puisque chez la souris, la fixation de complexes immuns 

à ce récepteur entraine la migration des LB de la zone marginale vers le centre germinatif où sont 

localisées les DC folliculaires (Lopes-Carvalho et al, 2005).  

De façon générale, nous avons confirmé l’hyperstimulation lymphocytaire B au cours du PTI 

par la prédominance de follicules lymphoïdes secondaires au sein des rates de sujets atteints de PTI. 

L’analyse de l’expression des cytokines BAFF et APRIL ainsi que de leurs récepteurs (BAFF-R, TACI, 

BCMA) participant à l’activation et à la différenciation des LB permettrait de mieux comprendre cette 

activation lymphocytaire B, ce d’autant que des traitements sont déjà disponibles : Ac monoclonal 

anti-BAFF, le belimumab (Ding, 2008) et protéines TACI recombinée fusionnée à un fragment Fc 

permettant la neutralisation de BAFF soluble, l’atacicept (Tak et al, 2008). 

La polarisation des LB spléniques et sanguins n’a jamais été évaluée au cours du PTI: s’agit-il de 

cellules Be1 ou Be2 ? Y-a-t-il un contingent de LB produisant de l’IL-10 ? Après isolation et stimulation 

des LB de sujets atteints de PTI et de sujets témoins, une analyse des sécrétions cytokiniques 

permettrait de répondre à cette question. Par ailleurs, les LB spléniques des sujets atteints de PTI 
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ont-ils des capacités de CPA ? La recherche d’une surexpression des molécules de CMH-II, CD80 et 

CD86, ainsi que leur capacité à faire proliférer des LT CD4+ naïfs pourraient être étudiées par 

cytométrie en flux et par coculture. Dans le même temps, une analyse du phénotype de LT CD4+ naïfs 

cultivés en présence de ces LB permettrait d’évaluer leur capacité à induire des Treg. En effet, nous 

avons montré qu’il existait un déficit quantitatif en Treg spléniques au cours du PTI, dont la cause 

n’est pas connue. Ainsi, on peut supposer que ce déficit est lié à une anomalie quantitative ou 

fonctionnelle des Breg spléniques puisqu’il a été montré que les LB sanguins stimulés par un Ac anti-

CD40 sont capables d’induire des Treg (Tu et al, 2008). 

Un déficit fonctionnel des Treg sanguins au cours du PTI a déjà été montré tandis que 

l’implication d’un déficit quantitatif reste matière à débat. Nos résultats montrent pour la première 

fois qu’il n’y a pas de relocalisation des Treg au cours du PTI au sein des différentes structures 

spléniques. Nous montrons également qu’il existe un déficit quantitatif en Treg spléniques. La 

prochaine étape de l’analyse des Treg spléniques sera l’étude de leur fonction suppressives vis à vis 

des LT CD4+ effecteurs mais également LT CD8+ et LB. Par ailleurs ce déficit quantitatif est-il lié à un 

défaut de recrutement des Treg au sein de la rate ? Une analyse des différentes chémokines 

spléniques (CCL19 et CXCL13 notamment) ainsi que l’expression de leurs récepteurs (CCR7 et CXCR5) 

à la surface des Treg circulants et spléniques permettrait de répondre à cette question. L’implication 

des Treg dans la physiopathologie du PTI pourrait également être montrée dans un modèle murin de 

thrombopénie immunologique, bien qu’à ce jour aucun modèle ne reflète correctement ce qui est 

observé chez l’homme (Chow et al, 2010; Nieswandt et al, 2000). 

Le rôle des LT CD8+ n’a été que peu étudié au cours du PTI. L’analyse des gènes impliqués dans 

les mécanismes de cytotoxicité (perforine, granzyme) a montré une surexpression chez certains 

patients (Olsson et al, 2003). Par ailleurs le recrutement des LT CD8+ au sein de la moelle osseuse est 

augmenté au cours du PTI participant probablement au défaut de production médullaire en 

plaquettes (Olsson et al, 2008). A notre connaissance, aucune étude n’a porté sur les LT CD8+ 

spléniques au cours du PTI. Il nous parait cependant important d’analyser leur fonction cytotoxique 

qui pourrait être augmentée au cours du PTI. Par ailleurs, l’analyse des CD8+ Treg n’a jamais été 

effectuée au cours du PTI alors que leur implication au cours des MAI se précise (Dinesh et al, 2010). 

Une étude quantitative et fonctionnelle des CD8+ Treg circulants et spléniques permettrait une 

meilleure compréhension de la physiopathologie du PTI et pourrait permettre de nouvelles 

orientations thérapeutiques. 
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Concernant le RTX, nous avons proposé un mécanisme d’échappement par un déséquilibre de 

la balance Th1/Treg. Cette anomalie est observée au sein des rates après traitement et ne constitue 

donc pas une donnée facilement accessible en pratique clinique. La mise en évidence de telles 

anomalies au niveau sanguin aurait un impact thérapeutique plus important. En effet, dans un 

premier temps, il serait intéressant de savoir si cette anomalie est également présente au niveau 

sanguin chez les patients en échec de traitement. Si cela se vérifiait, il faudrait vérifier l’absence ou la 

présence de cette anomalie avant traitement qui pourrait alors constituer un critère pronostique de 

réponse au traitement.  

 

En pratique, nous avons débuté la mise au point de plusieurs analyses qui pourront ensuite 

être utilisées sur des échantillons congelés : 

• Isolation des LT CD8+ pour analyse phénotypique (CD8+ Treg, expression de granzyme 

B, HLA-DR,…) 

• Extraction d’ARN des LT CD8+ pour étude de l’expression de granzyme et perforine 

notamment 

• Analyse des sous populations lymphocytaires B sanguines 

• Expression des molécules du CMH-II, CD80 et CD86 par les LB spléniques et circulants 

• Isolation des LB spléniques et circulants pour étude de la sécrétion des Ig et cytokines 

après stimulation  

• Extraction d’ARN des cellules mononucléées sanguines et splénocytes totaux ainsi que 

des LB pour analyse de l’expression de BAFF, APRIL, BAFF-R, BCMA et TACI  

• Analyse des populations Th1, Th2, Th17, Tc1, Tc2 et Tc17 circulantes 

• Analyse fonctionnelle des Treg circulants et spléniques  

• Etude des LT folliculaires auxiliaires spléniques 

• Analyse quantitative des DC plasmacytoïdes et myéloïdes spléniques et circulantes 

A plus long terme, nous envisageons également la mise au point d’un modèle murin de PTI 

dont la physiopathologie serait plus proche de ce qui est observé chez l’homme contrairement aux 

modèles actuellement utilisés. 
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CONCLUSION 

Les principaux résultats de notre étude sont tout d’abord la possible implication des LB de la 

zone marginale dans la physiopathologie du PTI, ce qui constitue une nouvelle piste d’exploration. De 

plus, l’absence de déplétion splénique en plasmocytes après RTX explique probablement la 

persistance d’Ac antiplaquettes chez les sujets répondeurs et interroge sur les véritables mécanismes 

d’action de cette thérapeutique. Nous proposons que le mécanisme d’échappement à ce traitement 

soit un déséquilibre du ratio Th1/Treg c’est-à-dire réponse immunitaire inflammatoire versus 

tolérance. Par ailleurs, l’implication des LT cytotoxiques dans la physiopathologie du PTI est 

confirmée par notre étude montrant une augmentation du ratio CD8+/CD4+ au niveau splénique chez 

les patients non répondeurs au RTX. En outre, nous montrons pour la première fois l’existence d’un 

déficit quantitatif en Treg au niveau splénique chez les patients atteints de PTI, alors que nous 

retrouvons des taux similaire de Treg circulants entre patients et témoins, avec cependant une 

augmentation de leur taux chez les sujets répondeurs. Enfin, les LT spléniques peuvent subir une 

polarisation Th17 au cours du PTI, mais celle-ci n’apparaît pas différente de celle des sujets témoins. 

L’ensemble de nos résultats ouvre de nouvelles perspectives dans la compréhension de la 

physiopathologie du PTI et des mécanismes d’action du RTX. 
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Annexe 1: Article «Increase of CD4+CD25+ regulatory T cells in the peripheral 
blood of patients with metastatic carcinoma. A Phase I clinical trial using 
cyclophosphamide and immunotherapy to eliminate CD4+CD25+ T 
lymphocytes”  

Résumé:  

L’apparition et la progression des cancers est en partie liée à un défaut de la réponse 

antitumorale, notamment du fait d’une réponse tolérogène accrue. Un des mécanismes impliqués 

est une augmentation des lymphocytes T régulateurs (Treg) circulants et intratumoraux. Dans la 

première partie de ce travail, nous avons donc étudié le taux de Treg circulants, leur phénotype et 

leur fonction chez 49 patients atteints de cancers métastatiques et 24 sujets sains. Le taux de Treg 

est significativement plus élevé chez les patients comparativement aux sujets contrôles (9,22 ± 2,6% 

vs 7,08 ± 1,77% des lymphocytes CD4+ ; p<0,01). Les Treg expriment GITR, CTLA-4 et Foxp3 en accord 

avec les données de la littérature. Leur fonctionnalité a ensuite été évaluée par leur capacité à 

inhiber une prolifération de lymphocytes T effecteurs. Nous montrons que les Treg sont fonctionnels, 

avec une capacité d’inhibition variable d’un sujet à l’autre, sans qu’il y ait de différence significative 

entre témoins et patients. 

Dans une seconde partie, nous avons étudié l’impact d’un traitement par cyclophosphamide 

et d’une immunothérapie intratumorale chez 9 patients atteints de cancers solides évolutifs sur la 

base de résultats obtenus dans un modèle animal. En effet, dans un modèle de cancer colique chez le 

rat, notre équipe a préalablement montré qu’une déplétion en Treg par dose unique de 

cyclophosphamide associée à une stimulation immunitaire par une immunothérapie par BCG 

permettait d’obtenir une régression tumorale. Chez l’homme, quelle que soit la dose de 

cyclophosphamide utilisée (250, 500 ou 750 mg/m2) nous n’observons pas de diminution significative 

des Treg circulants. Cependant, ce schéma d’immunothérapie permet une augmentation des cellules 

dendritiques immatures, des macrophages et des lymphocytes T CD8+ au sein de la tumeur, associée 

à une diminution des lymphocytes T CD25+. Ceci a permis une stabilisation clinique chez deux des 

neufs patients. 

Ainsi, nous confirmons que les Treg circulants sont augmentés chez les patients atteints de 

cancers métastatiques. Le schéma d’immunothérapie utilisé n’entraine qu’une déplétion modérée en 

Treg et la réponse immunitaire intratumorale reste insuffisante pour permettre un contrôle de la 

pathologie.  
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