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RÉSUME 

 

 

Etude des populations 
lymphocytaires T au cours de 

l’anémie hémolytique 
auto-immune 

L'anémie hémolytique auto-immune à auto-
anticorps chaud (AIHA) est une maladie auto-

immune rare, acquise et à l’origine d’une 
destruction des GR par des auto-Ac ciblant 

certains Ag érythrocytaires membranaires 
(protéines Rhésus, protéine bande 3, 
glycophorine A). Le rôle des populations 

lymphocytaires T helper (Th) CD4+ dans la 
physiopathologie a été peu étudié et la plupart 

des résultats sont extrapolés de modèles 
murins. Bien que cela soit encore débattu, 

l’AIHA pourrait être associée à une polarisation 
pro-inflammatoire de type Th17 et à un déficit 

quantitatif en lymphocytes T régulateurs 
(Treg).  

Au cours de ce travail, nous avons réalisé la 
première étude concomitante des LT 

effecteurs et des Treg circulants, ainsi qu’une 
étude fonctionnelle et transcriptomique des 

Treg de patients atteints d’AHAI au diagnostic.  
Nous avons observé une orientation des LT 

effecteurs vers une polarisation Th17 

accompagnée d’une diminution des Treg 
circulants, principalement des Treg effecteurs. 

Ce déficit quantitatif est associé à une 

diminution de la capacité des Treg à inhiber la 
prolifération des LT effecteurs, ce qui semble 

favoriser d’avantage la polarisation Th17.  
Le déficit en Treg est associé à une 

diminution du niveau d’expression de la 
protéine Foxp3, le facteur de transcription 

dominant des Treg, qui assure la stabilité de 
leur phénotype et le maintien de leurs 

fonctions suppressives. Le profil 
transcriptomique des Treg des patients a 

révélé : |1. Un fort engagement des voies de 
signalisation du TNF dans les Treg, en accord 
avec une augmentation significative du TNF-α 

sérique chez les patients. |2. Un rôle possible 
de mécanismes post-traductionnels 

conduisant à la dégradation de Foxp3 à 
l’origine des dysfonctionnements des Treg. 

A travers ce travail nous rapportons deux 
observations majeures pour la compréhension 

de la physiopathologie de l’AHAI, 
l’augmentation du TNF-α sérique chez les 

patients AHAI au diagnostic ainsi que le déficit 
quantitatif et fonctionnel des Treg circulants. 

Bien que les aspects mécanistiques ou les liens 
entre ces deux observations restent à préciser, 

elles nous permettent d’ores et déjà 
d’envisager de nouveaux axes thérapeutiques 
pour les patients tels que le renforcement des 

populations Treg et/ou la neutralisation de la 
production du TNF-α. 

 

 

AHAI, Treg, Th17, TNF-α 
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ABSTRACT 

 
 

T cell lymphocytes in warm 
autoimmune hemolytic 

anemia 
Warm autoimmune hemolytic anemia 

(wAIHA) is a rare acquired autoimmune disease 

mediated by antibodies targeting red blood 
cells. The involvement of CD4 T helper (Th) cells 

has been scarcely explored, with most findings 
extrapolated from animal models. Although it 

is still debated, wAIHA is thought to be 
associated with a pro-inflammatory Th17 
polarization and a quantitative deficit of 

regulatory T cells (Treg).   
In this work, we performed the first 

concomitant quantification of circulating 
effector T lymphocytes (Teff) and Treg, 

associated with functional and transcriptomic 
analyses of Treg in human wAIHA at diagnosis. 

We observed a shift towards a Th17 
polarization of Teff and a decrease in 

circulating Treg, notably effector Treg. This 
quantitative deficit was associated with an 

impairment of Treg capability to inhibit Teff 

proliferation and promoted the Th17 skewing. 
Treg deficiency was related to the diminished 

Foxp3 protein level, the master transcription 
factor maintaining phenotype stability and 

suppressive functions of Treg.  
The transcriptomic profile of patients' Treg 

revealed: |1. A strong engagement of TNF 
signaling pathways in Treg, consistent with 

serum TNF-α increase in patients. |2. A 
possible role of post-translational mechanisms 

leading to Foxp3 downregulation accounting 
for Treg dysfunctions. 

Through this work, we report two novel and 
major observations for the understanding of 
wAIHA pathophysiology: the increase of serum 

TNF-α in patients at diagnosis, and both a 
quantitative and functional deficit of 

circulating Treg. Although the mechanistic 
aspects and the links between these two 

observations remain to be clarified, they allow 
us to consider new therapeutic axes for 

patients such as Treg strengthening and/or the 
neutralization of TNF-α production.  

 

 
 

wAIHA, Treg, Th17, TNF-α 
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Chémokine CC 
cDC : Conventional Dendritic Cell 
CDC : Cytotoxicité Dépendante du 

Complément 
CDK2 : Kinase Cycline-Dépendante 2 

CG : Centre Germinatif 
CH2 : Constant domain of the Heavy Chain, 

domaine constant de la chaine lourde 
cIAP : Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein-1 
c-Kit : Tyrosine-Protein Kinase Kit 
CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité 
CMV : Cytomégalovirus 
CNS : Conserved Non-Coding Sequences, 

Séquence Non Codante 
CoA : Coenzyme A 
CPA : Cellule Présentatrice d’Antigène 
CR1 : Complement Receptor 1, Récepteur du 

Complément 1 
Cre : Cre Recombinase 
CREB : C-AMP Response Element-Binding 

protein  
CRTh2 : Chemoattractant Receptor-

Homologous Molecule Expressed on T-
Helper type 2 Cells, récepteur de la 
prostaglandine D2 

cTEC : Cortical Thymic Epithelial Cells, cellules 
épithéliales thymiques de la zone corticale 

CTLA-4 : Cytotoxique-T-Lymphocyte- Antigen 4 
protein 

Cx : Complement x Fragment, fragment du 
complément 

CXCL : C-X-C Motif Chemokine, Chémokine à 
motif CXC 

CXCR : C-X-C Motif Chemokine Receptor, 
Récepteur de Chémokine CXC 

 

DAMP : Damage Associated Molecular 
Pattern 

DBC1 : Deleted in Breast Cancer 1 
DC : Dendritic Cell, Cellule Dendritique 
DIB : Double In Vivo Biotinylation 
DICV : Déficit Immunitaire Commun Variable 
DIP : Déficit Immunitaire Primaire 
DMSO : Diméthylsulfoxyde 
DN : Cellules Doubles Négatives 
DNMT1 : DNA Méthyltransférase 1 
DP : Cellules Doubles Positives 
 

EA2 : Endophilin A2 
EBI3 : Epstein-Barr Virus Induced 3  
EBV : Epstein-Barr Virus 
ELISA : Enzyme-Linked Immunosorbent Assay 
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EPO : Erythropoïétine 
ETP : Early Thymic Progenitor 
eTreg : Treg effecteur 
EZH2 : Enhancer of Zeste Homolog 2 
 

FADD : Fas-Associated Protein with Death 
Domain 

FAO : Fatty Acid Oxidation 
FasL : Ligand de Fas  
FcRn : Neonatal Fc Receptor, récepteur 

néonatal du fragment cristallisable  
FcγR : Fcγ Receptor, Récepteur du Fragment 

Cristallisable des IgG 
FDC : Follicular Dendritic Cells, Cellule 

Dendritique Folliculaire 
FEZF2 : FEZ Family Zinc Finger 2  
Foxo : Forkhead Box Class O 
Foxp3 : Forkhead/Winged-Helix box protein 3 
Foxp3∆2 : Foxp3 dépourvue de l’exon 2 
Fr : Fraction 
 

G/dL : Gramme par Décilitre 
G/L : Gramme par Litre 
GARP : Glycoprotein A Repetitions 

Predominant 
GATA3 : GATA binding protein 3 
GITR : Glucocorticoid-Induced TNFR-Related 
GP : Glycoprotéine 
GR : Globules Rouges 
GSEA : Gene Set Enrichment Analysis 
GvHD : Graft-Versus-Host Disease, maladie du 

greffon contre hôte 
 

HAT : Histone Acétyltransférase 
Hb : hémoglobine 
HDAC : Histone Deacetylase 
HEL : Hen Egg Lysozyme, lysozyme d’œuf de 

poule 
HIF-1 : Hypoxia-Inducible Factor-1  
HL : Heavy and Light 
HLA : Human Leukocyte Antigen 
HOD : HEL-Ova-Duffy 
  

ICOS : Inductible T cell COStimulator 
ID-2 : Inhibitor Of DNA Binding 2 
IDO : Indoléamine 2,3 dioxygénase 
IFN-γ : Interféron γ 
Ig : Immunoglobuline 

IKZF2 : IKAROS Family Zinc Finger 2, gène de 
Helios 

IKZF4 : IKAROS Family Zinc Finger 4, gène de 
Eos 

IL : Interleukine 
ILC : Innate lymphoid cells, Cellules 

Lymphoïdes Innées  
IL-xR : Interleukin x Receptor, Récepteur de 

l’Interleukine x 
IPEX : Syndrome de dysrégulation Immunitaire 

avec, olyendocrinopathie, Entéropathie, lié 
à l’X 

IRFx : Interferon Regulatory Factor x 
iTR35 : IL-35 Induced Regulatory T Cell 

Population 
iTreg : Induced Regulatory T Cell, Lymphocyte 

T Régulateur Induit 
 

Jak : Janus Kinase 
 

KAT : Lysine Acétyltransférases 
KDAC : Lysine Désacétylases 
KEL : Kell Metallo-Endopeptidase, Kell Blood 

Group 
KLF2 : Kruppel-Like Factor 2 
KO : Knock-out 
 

LAG-3 : Lymphocyte-Activation Gene 3 
LAP : Latency-Associated Peptide 
LB : Lymphocyte B 
LDH : Lactate Déshydrogénase 
LDV : Lactate Dehydrogenase-Elevating Virus  
LGL : Large Granular Lymphocytes 
LLC : Leucémie Lymphoïde Chronique  
LPS : Lipopolysaccharide 
LT : Lymphocyte T 
LT-α : Lymphotoxine-α 
 

MAF : Maladie Chronique des Agglutinines 
Froides 

MAI : Maladies Auto-immunes 
MALT : Mucosa-Associated Lymphoid Tissue, 

tissu lymphoïde associé aux muqueuses 
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase 
MBD2 : Methyl-CpG-binding domain protein 2 
MFI : Median Fluorescence Intensity 
MHV : Mouse Hepatitis Virus 
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MICI : Maladies Inflammatoires Chroniques de 
l’Intestin 

miR, miRNA : Micro-RNA 
MLL4 : Mixed-Lineage Leukemia 4 
MPEC : Memory Precursor Effector Cells 
MPP : Multipotent Progenitors 
Mst-1 : Mammalian Sterile 20-Like Kinase 
mTEC : Medullary Thymic Epithelial Cells, 

cellules épithéliales thymiques de la zone 
médullaire 

mTOR : Mammalian Target Of Rapamycin 
 

NET : Neutrophil Extracellular Traps 
NFAT : Nuclear Factor of Activated T-cells 
NFκB : Nuclear Factor-Kappa B 
NK : Natural Killer 
NLK : Nemo-Like Kinase 
NOD : Non-Obèse Diabétique 
Nrp-1 : Neuropiline 1  
nTreg : Naive Regulatory T Cell, Lymphocyte T 

Régulateur naïf 
NZB : New Zealand Black 
NZB/W : New Zealand Black/White 
   

OL2 : Organes Lymphoïdes Secondaires 
OVA : Ovalbumine 
OX40L : OX40 ligand 
 

P : Phosphorylation 
P300 : E1A Binding Protein P300 
PALS : PeriArteriolar Lymphoid Sheaths, 

manchons lymphoïdes périartériolaires 
PB : Pacific Blue 
PBMC : Peripheral Blood Mononuclear Cell, 

cellules mononuclées du sang périphérique  
PD-1 : Programmed Cell Death Protein 1 
PD-L1 : Programmed death-ligand 1 
pDC : Plasmacytoid Dendritic Cell 
PE : Phycoerythrin 
Pi3K : Phosphoinositide 3-Kinase 
Pim-1 : Pim-1 Proto-Oncogene, 

Serine/Threonine Kinase 
Pim-2 : Pim-2 Proto-Oncogene, 

Serine/Threonine Kinase 
PKA : Protéine kinase A 
PMA : Phorbol-12-Myristate-23-Acétate 
PNN : Polynucléaires Neutrophiles 
Poly I:C : Acide Polyinosinique-Polycytidylique 
PP1 : Protéine Phosphatase 1 

PPAR-γ : Peroxisome Proliferator-Activated 
Receptor γ 

PR : Polyarthrite Rhumatoïde 
pTα : Pseudo-chaine α du TCR 
PTI : Thrombopénie Immunologique, purpura 

thrombopénique immunologique 
 

RAG : Recombination-Activating Gene 
Rh : Rhésus 
RORC : Retinoic Acid-Related Orphan Receptor 

C 
ROR-γt : Retinoic Acid-Related Orphan 

Receptor γt 
ROS : Reactive Oxygen Species 
rTreg : Resting Treg  
RTX : Rituximab 
RSS : Recombination Signal Sequences 
RunX1 : Runt-Related Transcription Factor 1 
 

S1PR1 : Sphingosine-1-Phosphate Receptor 1, 
Récepteur de la Sphingosine 1 Phosphate 

SEP : Sclérose en Plaques 
SIRP-α : Signal Inhibitory Regulatory Protein α 
SIRT1 : Sirtuin 1 
SLAI : Syndrome Lymphoprolifératif 

Auto-Immun 
SLEC : Short-Lived Effector Cells, cellules 

effectrices de courte durée de vie 
SMAD3 : Mothers Against DPP Homolog 3 
SOCS1 : Suppressor of Cytokine Signaling 

Protein 1 
SOD : Superoxyde Dismutase 
SP : Single Positive 
Stab-1 : Stabilin 1 
STAT : Signal Transducers and Activators of 

Transcription 
Stub-1 : STIP1 Homology and U-Box 

Containing Protein 1 
SVF : Sérum de Veau Fœtal 
SYK : Spleen Tyrosine Kinase 
 

TACE : TNF-α Converting Enzyme 
TAZ : Tafazzin 
T-bet : T-box transcription factor 
TβR : Récepteur de TGF-β 
TCM : LT Centraux Mémoires 
TCR : T Cell Receptor 
TDA : Test Direct à l’Antiglobuline  
TEM : LT Effecteurs Mémoires 



 
  15 . 

TEMRA : LT Effecteurs Mémoires CD45RA+ 
TET1 : Ten-Eleven Translocation Demethylases 1 
TFH : T Follicular Helper, LT folliculaires 

auxiliaires  
TFR : T Follicular Regulatory, LT folliculaires 

régulateurs 
TGFB1 : Transforming Growth Factor Beta 1 

gene 
TGF-β : Transforming Growth Factor-β  
Th : T Helper Lymphocyte, lymphocyte T 

auxiliaire 
TIM-3 : T-cell immunoglobulin and mucin 

containing protein-3 
TIP60 : Protein Interactive Tat 60 kDa 
TNF : Tumor Necrosis Factor 
TNFR : Tumor Necrosis Factor Receptor 
TNFRSF : Tumor Necrosis Factor Receptor 

Super Family 
TRADD : Tumor Necrosis Factor Receptor Type 

1-Associated DEATH Domain Protein 
TRAF6 : TNF receptor-associated factor 6 
TRAIL-DR5 : TNF-Related Apoptosis-Inducing 

Ligand - Death Receptor 5 
Treg : Lymphocyte T régulateur 
tTreg : Thymique Regulatory T Cell, Treg 

Thymique 

TSP-1 : Thrombospondine-1 
 

Ub : Ubiquitination 
USP7 : Ubiquitin Specific-Processing Protease 7 
  

VE : Vésicules Extracellulaires 
VHC : Virus de l'Hépatite C 
VIH : Virus de l'Immunodéficience Humaine 
 

WT : Wild Type, sauvage 
wAIHA : Warm Autoimmune Hemolytic 

Anemia  
 

YFP : Yellow Fluorescent Protein 
 

Zip : Leucine zipper  
ZnF : Zinc Finger 
  

4-1BB : Récepteur de Costimulation 
Inductible TNFR9
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Avant-propos 

 
Les maladies auto-immunes (MAI) affectent 5 à 8 % de la population mondiale et leur prévalence 

est en constante progression au cours de ces dernières décennies. Elles représentent la troisième 
cause de morbidité dans les pays industrialisés et 8 cas sur 10 concernent des femmes (Gleicher and 

Barad 2007; Quintero et al. 2012). On ressence actuellement près de 80 MAI et même s’il existe de 
très rares MAI monogéniques tel que l’IPEX (Syndrome de dysrégulation Immunitaire avec 

Polyendocrinopathie, Entéropathie, liée à l’X) ou les syndromes lymphoprolifératifs auto-immuns 
(SLAI), la plupart présentent un caractère multifactoriel rendant très difficile l’identification de leur 

origine.  
De nombreuses susceptibilités génétiques sont incriminées dans le développement des MAI, c’est 

notamment le cas des polymorphismes des gènes HLA (Human Leukocyte Antigen), ou IRF5 (Interferon 
Regulatory Factor 5) qui ont été identifiés au cours de la polyarthrite rhumatoïde (PR), du diabète de 
type 1, du lupus systémique ou de la sclérodermie systémique. Il est par ailleurs admis que l’influence 

de facteurs endogènes tels que les hormones féminines, le microbiote intestinal ou l’inflammation 
chronique, soit un paramètre majeur dans l’initiation et l’entretien des réponses auto-immunes. Il en 

est de même pour les facteurs exogènes et environnementaux (infections virales, tabagisme, stress, 
prises médicamenteuses…) même s’il est encore difficile de déterminer s’ils déclenchent le processus 

auto-immun ou s’ils favorisent sa survenue chez des patients initialement prédisposés (Vatanen et al. 
2016; Björk, Mofors, and Wahren-Herlenius 2020; Vojdani and Vojdani 2021; Quintero et al. 2012). 

 
Malgré l’absence de traitements étiologiques, la compréhension des mécanismes de tolérance, la 

caractérisation de la réponse auto-immune et le développement des biothérapies ont permis de 
réaliser de considérables progrès dans la prise en charge des MAI, ce qui se traduit directement sur 

l’amélioration de la qualité de vie et l’allongement de l’espérance de vie des patients. Chaque MAI 
répond à une stratégie thérapeutique déterminée, dans l’optique de contrôler l’activité de la maladie 

et de limiter les lésions des organes cibles. Pour autant, le contrôle des rechutes et des complications 
sous traitement, notamment infectieuses, reste un défi dans ces pathologies d’évolution chronique 
fréquente et pour lesquelles les patients multiréfractaires peuvent être confrontés à une impasse 

thérapeutique.  
Une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques et l’identification des 

effecteurs cellulaires et des molécules médiatrices de l’auto-immunité est au centre des projets de 
recherche translationnels, avec pour objectif ultime le développement de thérapeutiques permettant 

de neutraliser le processus auto-immun sans altérer la réponse immunitaire physiologique. 
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1 L’anémie hémolytique auto-immune
1.1 Description clinique de l’AHAI

Définition et épidémiologie
L’anémie hémolytique auto-immune (AHAI) est une cytopénie auto-immune qui se caractérise par 

la diminution de la durée de vie des globules rouges (GR) du fait d’auto-anticorps (Ac) dirigés contre 
les protéines membranaires érythrocytaires qui conduisent à une hémolyse intravasculaire ou 

intratissulaire (Brodsky 2019).
L’AHAI est une maladie hétérogène, rare et acquise dont l’incidence moyenne est estimée à 

1,77/100 000 habitants/ans au Danemark (Hansen et al. 2020). Elle survient à tout âge, avec une 
augmentation de l’incidence chez l’adulte et la personne âgée. Il existe une discrète prédominance 

féminine (1,27 femmes pour 1 homme) (Hansen et al. 2020). L’AHAI évolue vers la chronicité chez 
environ 70 % des patients et elle peut engager le pronostic vital avec une mortalité estimée entre 8 et 

15 % selon les études (Barcellini et al. 2014; Roumier et al. 2014).
La classification des AHAI repose principalement sur la température optimale à laquelle les auto-Ac

se lient aux globules rouges et sur l’activation du complément. On distingue ainsi l’AHAI à auto-Ac 
chaud et les AHAI liées aux agglutinines froides qui comportent la maladie chronique des agglutinines 

froides (MAF) et l’hémoglobinurie paroxystique a frigore. Dans de rares cas, l’AHAI est dite « mixte » 
en présence à la fois d’auto-Ac chauds et d’agglutinines froides (Michalak et al. 2020).

L’AHAI à auto-Ac chauds est la forme la plus répandue des AHAI et représente plus de 2/3 des cas 

(Michalak et al. 2020). Les objectifs de ce travail portant exclusivement sur l’étude de la 
physiopathologie de l’AHAI à auto-Ac chauds, la suite de cette introduction se concentrera sur sa 

description.

Manifestations biologiques et cliniques de l’AHAI à auto-Ac chauds
En 2020, un consensus international proposait pour la première fois une harmonisation des 

recommandations relatives au diagnostic et à la prise en charge thérapeutique des patients atteints 
d’AHAI (Jäger et al. 2020). 

Sur le plan biologique, l’anémie est caractérisée par un taux d’hémoglobine (Hb) sanguin inférieur 
à 10 g/dL. Il s’agit d’une anémie normochrome, régénérative avec un taux de réticulocytes 

généralement supérieur à 120 G/L. L’examen des GR sur le frottis sanguin montre une 
polychromatophilie, une anisocytose érythrocytaire et une poïkilocytose. La présence de sphérocytes 

s’observe dans 30 à 40 % des AHAI.
L’hémolyse est confirmée par la diminution du taux d’haptoglobine, l’augmentation de la bilirubine 

libre plasmatique et l’augmentation du taux de lactate déshydrogénase (LDH).
La confirmation du caractère auto-immun repose sur la détection des auto-Ac +/- de la fraction C3d 

du complément à la surface des globules rouges par le test direct à l’antiglobuline (TDA ou test de 
Coombs direct). Au cours de l’AHAI à auto-Ac chauds, les auto-Ac sont de type IgG1 (Immunoglobuline 
G1) ou IgG3, plus rarement de type IgM, ou IgA (Jäger et al. 2020; Chadebech et al. 2018) et ils sont 
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dirigés, par ordre de fréquence, contre les protéines Rhésus (Rh), la protéine bande 3 ou la 
glycophorine A (Leddy et al. 1993).

Le TDA peut être faussement négatif lorsque le taux d’auto-Ac est inférieur au seuil de sensibilité 
du test, lorsque les auto-Ac sont de faible affinité ou en raison de la nature de l’isotype lorsqu’il s’agit 

d’IgA ou d’IgM et qu’une recherche spécifique n’est pas réalisée. C’est le cas pour près de 10 % des 
patients, l’établissement du caractère auto-immun repose alors sur l’exclusion des diagnostics

différentiels et l’évolution sous traitement (Jäger et al. 2020).

D’apparition brutale ou progressive, la symptomatologie de l’AHAI est variable selon les patients. 
Le syndrome anémique (asthénie, dyspnée, palpitations/tachycardie, pâleur généralisée) est 

d’intensité variable en fonction de la profondeur de l’anémie et peut s’associer à des signes d’hémolyse
(ictère cutanée et/ou conjonctival, hémoglobinurie, fébricule, douleurs lombaires, splénomégalie 
modérée).

La présentation clinique de l’AHAI dépend du type d’hémolyse (intravasculaire ou intratissulaire), 
les patients présentant une hémolyse intravasculaire aiguë ayant des tableaux cliniques plus sévères 

(MICHEL 2017).
L'AHAI est dite sévère ou profonde lorsque l'hémoglobine est inférieure à 8 g/dL ou 5 g/dL 

respectivement, mais la distinction de phases de la maladie telles qu’aiguë ou chronique n’est pas de 
mise car aucun critères cliniques ou biologiques ne permettent cette catégorisation (Jäger et al. 2020). 

Le pronostic vital peut être engagé lorsque l’anémie est profonde ou d’installation brutale. De façon 
générale, le pronostic global des AHAI est en partie conditionné par la sévérité de la maladie sous-

jacente dans le cas des AHAI secondaires, par les comorbidités, l’âge, la sévérité de l’hémolyse mais 
également les traitements entrepris (MICHEL 2017; Brodsky 2019; Audia et al. 2018; Barcellini et al. 

2014). La gravité clinique est également liée aux complications qui surviennent chez 10 à 30 % des 
patients selon les séries. Les évènements thrombotiques veineux de type embolie pulmonaire ou 

thrombose veineuse profonde, l’insuffisance rénale aiguë et les risques d’infections sont les 
complications les plus fréquemment rencontrées ((Brodsky 2019; Audia et al. 2018).

Etiologies

Pour près de 35 % des patients, l’AHAI n’est associée à aucune autre pathologie, elle est dite 
primitive. A contrario, elle est pour 65 % des cas associée ou secondaire à une autre affection non 
fortuite dont le diagnostic peut être antérieur, concomitant, ou se déclarer plusieurs mois à plusieurs 

années après la découverte de l’AHAI (Roumier et al. 2014)(Tableau 01. Pathologies associées aux AHAI 
secondaires). 

L’AHAI est fréquemment associée à une autre maladie auto-immune, elle est notamment associée 
à un lupus systémique dans 1 à 10 % des cas selon les séries, le plus souvent chez la jeune femme 

adulte (MICHEL 2017; Kokori et al. 2000). Le syndrome de Evans qualifie la survenue simultanée ou 
séquentielle d’une AHAI et d’une thrombopénie immunologique (PTI) parfois associée à une 

neutropénie auto-immune (NAI) (Evans et al. 1951; Audia et al. 2020). Son diagnostic, en particulier 
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chez l’enfant ou le jeune adulte, peut être révélateur d’un déficit immunitaire primitif humoral (DIP), 
déficit immunitaire commun variable (DICV) ou syndrome lymphoprolifératif auto-immun (SLAI) 

notamment (Miano 2016). A contrario, chez l’adulte de plus de 60 ans, l’AHAI est fréquemment 
associée à une hémopathie lymphoïde de bas grade (Barcellini, Fattizzo, and Cortelezzi 2018). 

Les infections pourraient également être en lien avec l’induction et la progression de l’AHAI.
L’hypothèse d’une présentation d’Ag (Antigène) cryptiques de la protéine Rh, par les macrophages et 

conduisant à une activation de clones lymphocytaires T autoréactifs a été proposée au cours de l’AHAI 
(Barker and Elson 1994). 

Les causes génétiques des AHAI ont été explorées mais la plupart des altérations ont été décrites 
au cours de la MAF primitive ou secondaire à une hémopathie lymphoïde (Michaux et al. 1995; 
Małecka et al. 2018; Ferrer et al. 2013; Michalak et al. 2020). Très peu de données sont disponibles 

Hémopathies lymphoïdes et autres désordres hématologiques

Leucémie lymphoïde chronique - Lymphome de Hodgkin - Lymphomes malins non 
Hodgkinien de type B (lymphome de la zone marginale) - Leucémie aigüe lymphoblastique B - 

Leucémie chronique à LGL - Lymphome angio-immunoblastique - Myélodysplasies - 
Myélofibrose - Cytopénies auto-immunes

Autres tumeurs

Thymome - Maladie de Castleman - Histiocytose sinusale de Rosai Dorfman - Kyste 
dermoïde de l’ovaire - Carcinomes

Maladies auto-immunes ou inflammatoires

Lupus systémique - Syndrome primaire des antiphospholipides - Polyarthrite rhumatoïde, 
Syndrome de Gougerot-Sjögren - Rectocolite hémorragique, maladie de Crohn - Hépatite 

auto-immune - Sarcoïdose - Fasciite de Shulman

Maladies infectieuses :

Mononucléose infectieuse (EBV) - Infection chronique par le VHC, VIH - CMV, Parvovirus 
B19 - Tuberculose - Brucellose - Syphilis

Déficits immunitaires primitifs

Déficit immunitaire commun variable

Autres associations :

Post-allogreffe de moelle, syndrome de Di George

Tableau 01. Pathologies associées aux AHAI secondaires
Adapté de Jager 2020 - CMV : Cytomégalovirus, EBV : Epstein-Barr Virus, LGL : Large Granular 
Lymphocytes, VHC : Virus de l'Hépatite C, VIH : Virus de l'Immunodéficience Humaine
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concernant les AHAI à auto-Ac chauds chez l’homme. La présence des polymorphismes du TNF-α
(Tumor Necrosis Factors α), de l’IL-10 (Interleukine 10), de l’IL-12 et de CTLA-4 (Cytotoxique-T-

Lymphocyte- Antigen 4 protein) ont été étudiés mais aucun ne semble associé à l’émergence ou 
l’évolution de l’AHAI (D'Abronzo et al. 2012). Seul une augmentation significative du phénotype +235 

A/G de la lymphotoxine-α (LT-α, ou TNF-β) a été mise en évidence, suggérant son éventuelle 
implication. Par ailleurs, les patients atteints de SLAI, lié à une une mutation germinale de FAS, FASL

(Ligand de Fas), ou de la CASP10 (Caspase, Cysteine-Aspartate Proteases), présentent des anomalies 
de l’apoptose lymphocytaire, ce qui leur confère un risque accru de développer une MAI tel qu’une 

AHAI à auto-Ac chauds (Seidel 2014). 

La survenue de l’AHAI peut être liée à une prise médicamenteuse, elle est alors qualifiée d’anémie 
hémolytique immunologique médicamenteuse (AHIM). Bien qu’il s’agisse d’évènements rares, près de 
130 médicaments ont été identifiés au cours d’AHIM et les classes thérapeutiques les plus souvent 

incriminés sont les antibiotiques, les AINS, et plus récemment les thérapies anti-cancéreuses avec 
notamment les inhibiteurs de check points (Jäger et al. 2020; MICHEL 2017) (Tableau 02. Médicaments 

associés aux AHIM).
Dans la plupart des cas, le mécanisme impliqué est de type immuno-allergique, c’est-à-dire que 

l’hémolyse est conditionnée par la présence du médicament dans l’organisme (Garratty 2012). L’Ag 
impliqué peut alors être de plusieurs nature : 

• Un haptène, l’hémolyse est due à la fixation d’Ac anti-médicaments qui ciblent un haptène du 

médicament lui-même lié aux globules rouges du patient.
• Un complexe immun, les Ac ciblent un épitope immunogène « mixte », révélé par la fixation 

du médicament à la membrane des GR par une liaison non covalente. 

Mécanisme immuno-allergique : haptène

Pénicillines, céphalosporines, tétracycline, hydrocortisone, 
oxaliplatine…

Mécanisme immuno-allergique : complexe immun

Metformine, quinine, céphalosporines, thiopental, tolmétine, 
céphalosporines, diclofenac…

Mécanisme auto-immun

Céphalosporines, tolmétine, L-dopa, acide méfénamique,  
téniposide, pentostatine, cladribine, fludarabine, diclofénac…

Mécanisme inconnu

Mésantoïne, insecticides, chlorpromazine, acétaminophène, 
ibuprofène, carboplatine, streptomycine...

Tableau 02. Médicaments associés aux AHIM
Adapté de Jager 2020
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De façon plus marginale, l’hémolyse peut être d'origine auto-immune. La prise médicamenteuse 
déclenche dans ce cas la production d’auto-Ac ciblant directement les GR et dont l’activité perdure 

même après l’élimination du médicament dans l’organisme. Les phénomènes conduisant à la 
production d’auto-Ac à la suite d’une prise médicamenteuse ne sont pas encore pleinement élucidés 

(Garratty 2012). 

Qu’elle soit primitive ou secondaire à un déficit immunitaire, à une hémopathie lymphoïde, à une 
autre maladie auto-immune, ou à une prise médicamenteuse, la rupture de la tolérance un évènement 

essentiel au déclenchement de l’AHAI (Michalak et al. 2020). 

Prise en charge thérapeutique de l’AHAI 
La gravité des symptômes, la présence de maladies sous-jacentes et les comorbidités coexistantes

sont les trois principaux critères qui conditionnent la stratégie thérapeutique.
L’objectif du traitement de l’AHAI est de parvenir à une rémission prolongée avec un maintien du 

taux d’hémoglobine proche de la normale afin de restreindre les conséquences fonctionnelles, limiter 
les risques de complications et de préserver une qualité de vie satisfaisante pour le patient.
L’appréciation de la réponse du patient au traitement est déterminée en fonction de l’évolution du 

taux d’Hb plasmatique à distance d’une transfusion (>7 jours) et à sa stabilité dans le temps (Tableau 
03. Critères d’évaluation de la réponse aux thérapeutiques).

Réponse Critères d'évaluations

Réponse partielle (RP) ▪ Hb ≥10 g/dL
▪ Gain ≥ à 2 g/dL (rapport aux taux avant traitement) 

Réponse complète (RC) ▪ Hb ≥11 g/dL chez la femme 
▪ Hb ≥12 g/dL chez l’homme

Non réponse (NR)
▪ Hb < 10 g/dL 
▪ ou ≥ 10 g/dL avec gain <2 g/dL après délai d'action du 
médicament (corticoïdes : 2 semaines, rituximab : 2 mois…)

Rémission partielle

▪ Hb >10 g/dL
▪ Gain ≥2 g/dL
▪ Signes d’hémolyse persistante en absence traitement excepté 
corticothérapie < 10mg équivalent prednisone/j ou 
immunosuppresseur à dose stable.

Rémission complète

▪ Hb ≥11 g/dL chez la femme 
▪ Hb ≥ 12 g/dL chez l’homme
▪ Normalisation des paramètres d’hémolyse, en l’absence de 
tout traitement à 2 reprises à au moins 4 semaines d’intervalle.

Tableau 03. Critères d’évaluation de la réponse aux thérapeutiques au cours de l’AHAI
Adapté du PNDS 2017 - Hb : hémoglobine.
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Traitement d’urgence de l’AHAI
En phase initiale, dans le cas de rechute ou de mauvaise tolérance clinique, il est souvent nécessaire 

de recourir à des thérapies symptomatiques d’urgence au cours de l’AHAI. Ces traitements transitoires 
permettent de surmonter un épisode d’hémolyse aiguë (Hb inférieure à 5 g/dL). Ils réduisent 

l’incidence des décès mais n’apportent pas de bénéfices sur l’évolution de l’AHAI au long cours (Jäger 
et al. 2020; Brodsky 2019).

Le recours à la transfusion est très fréquent et l’utilisation d’agents stimulant l’érythropoïèse peut 
s’avérer utile dans le cas où le patient est dépendant des transfusions avec un taux de réticulocytes 

inadapté à la profondeur de l’anémie (Salama et al. 2014)(Fattizzo et al. 2021). De façon 
exceptionnelle, il peut être envisagé le recours aux échanges plasmatiques qui consistent à soustraire 

les auto-Ac et les protéines du complément circulants en remplaçant quotidiennement le plasma du 
patient par de l’albumine humaine. 

Depuis quelques années, les inhibiteurs de complément (Eculizumab ou Pegcetacoplan) sont 

considérés comme une option thérapeutique d'urgence dans l’AHAI réfractaire menaçant le pronostic 
vital, lorsque le TDA est positif pour les IgG et les C3d (Gauchy et al. 2020; Ma and Caplan 2016; 

Berentsen et al. 2019).
Bien que ces traitements ne permettent pas d’améliorer le rendement transfusionnel, ils peuvent 

apporter un bénéfice aux cas sévères sans réponse aux traitements par corticostéroïdes (García-García 
et al. 2020).

Traitement de l’AHAI primitive

Le traitement initial de l’AHAI repose sur la corticothérapie et elle permet une réponse complète 
mais transitoire pour environ 80 % des patients (Jäger et al. 2020; Roumier et al. 2014). Néanmoins, 

seuls 30 % des patients obtiennent une rémission complète à 12 mois et dans environ 60 % des cas, 
les patients développent une AHAI corticodépendante et les glucocorticoïdes ne peuvent être arrêtés 

sans rechute (Birgens et al. 2013; Roumier et al. 2014; Barcellini et al. 2014; Michel et al. 2017)(Figure 
01.  Stratégie thérapeutique de l’AHAI à auto-Ac chauds primitive de l’adulte). 

Les glucocorticoïdes répriment de nombreux gènes codant pour des protéines inflammatoires dans 

l’ensemble des cellules immunitaires, pour autant aucune étude n’a rapporté leur impact précis sur les 
différents mécanismes physiopathologiques de l’AHAI. 

De façon intéressante, l’administration conjointe de glucocorticoïdes et de rituximab (RTX) peut 

également être proposée en première ligne de traitement et cette association permet d’obtenir une 
rémission complète pour environ 70 % des patients après 12 mois de suivi (Michel et al. 2017; Birgens 

et al. 2013).

Pour les patients dont la corticothérapie n’apporte aucun bénéfice en 3 semaines et qui nécessitent 
un support transfusionnel (patients non répondeurs), dans le cas d’une rechute précoce ou en cas de 

corticodépendance, une seconde ligne thérapeutique est proposée.
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Historiquement, la splénectomie était indiquée en seconde intention mais en raison du risque 

infectieux et thrombotique auquel l’asplénie expose, et des résultats des essais prospectifs sur le 
rituximab, celui-ci est désormais préféré et apporte un meilleur rapport bénéfice/risque pour le patient 

(Reynaud et al. 2015; Bussone et al. 2009; Roumier et al. 2014). Pour près de 80 % des patients, le 
rituximab permet une réponse complète en 3 à 6 semaines qui persiste à 5 ans pour 3 patients sur 5 
(Maung et al. 2013; Barcellini et al. 2013; Michel et al. 2017; Fattizzo et al. 2018).

Le RTX est un anticorps chimérique monoclonal anti-CD20, qui cible les lymphocytes B (LB) du stade 
pré-B au stade B mature, conduisant à leur destruction par des phénomènes d’ADCC (Antibody-

Dependent Cellular Cytotoxicity, cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps), de CDC (Cytotoxicité 
Dépendante du Complément) et d’apoptose. Au cours de l’AHAI, l’administration de rituximab favorise 

paradoxalement chez les patients réfractaires, l’établissement de plasmocytes de longue durée de vie 

Figure 01.  Stratégie thérapeutique de l’AHAI à auto-Ac chauds primitive de l’adulte
Adaptée de Jager 2020.
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spléniques, notamment autoréactifs qui pourraient être à l’origine de la rechute (Thai et al. 2018; 
Mahévas et al. 2015; Mahévas et al. 2013). Ceci est en partie lié au fait que les plasmablastes, 

n’exprimant pas le CD20, ne sont pas ciblés par le rituximab. Par ailleurs, il a été observé chez la souris 
et chez l’homme, que la maturation des plasmocytes de longue durée de vie spléniques, dans un 

contexte de déplétion lymphocytaire B, était soutenue par la cytokine BAFF (B cell activating factor). 
L’implication de cette cytokine aux fonctions majeures dans le développement et l’homéostasie des 

populations B est révélée par une augmentation de la concentration sérique et par une augmentation 
de la sécrétion de BAFF par les splénocytes (Thai et al. 2018; Mahévas et al. 2015; Naradikian, Perate, 

and Cancro 2015). 
 

Bien qu’aucune étude ne permette de hiérarchiser le bénéfice de la splénectomie par rapport aux 
traitements immunosuppresseurs, en cas d’échec et/ou de rechute après corticothérapie et rituximab, 
la splénectomie est proposée en troisième intention. Elle permet de ralentir la clairance des GR par 

l’élimination de leur principal site de destruction et du lieu de maturation des LB autoréactifs. Environs 
70 % des patients répondent à la splénectomie et près de 40 % présentent une réponse complète 

(Reynaud et al. 2015; Jäger et al. 2020), néanmoins les données sur les taux de rémission à long terme 
sont anciennes et disparates, et les taux de rechute varient de 25 à 70 % selon les études (Crowther et 

al. 2011; Reynaud et al. 2015; Allgood and Chaplin 1967). 
Une splénectomie d’urgence ou une embolisation splénique partielle peut être nécessaire aux 

patients hautement dépendants des transfusions et ne répondant pas aux autres traitements (Jäger et 
al. 2020).  

Même si les risques de complication et de mortalité post splénectomie ont été amoindris ces 
dernières années, cette approche thérapeutique radicale n’est pas anodine. L’asplénie expose 

notamment aux risques infectieux envers les germes encapsulés (Bisharat et al. 2001), une 
complication infectieuse survient chez 2 à 5 % des patients splénectomisés, majoritairement au cours 

des deux premières années. Ces infections peuvent être d’une extrême gravité, il est indispensable de 
réaliser une vaccination anti-pneumococcique et anti-méningococcique au moins deux semaines avant 
la splénectomie. Par ailleurs, dans les semaines succédant l’intervention, plus de 70 % des patients 

présentent une thrombocytose qui majore le risque d’accident thromboembolique au niveau des 
veines porte et splénique (Bouvier et al. 2017). A ce jour, aucun facteur prédictif de la réponse 

immédiate et/ou à long terme de la splénectomie n’a été identifié. Compte tenu du bénéfice apporté 
par l’administration du rituximab et des nouvelles thérapies, la splénectomie sera sans doute à l’avenir 

réservée à de très rares cas de patients. 
 

Le recours aux immunosuppresseurs est à envisager en quatrième intention, à la suite de l’échec 
du rituximab et de la splénectomie, ou en troisième intention dans le cas de contre-indications ou du 

refus de la splénectomie par le patient. L'azathioprine, le cyclophosphamide, la cyclosporine et le 
mycophénolate mofétil sont les plus souvent utilisés. Quelques études rétrospectives ont été 

conduites sur des petites séries de patients, elles rapportent dans l’ensemble un bon rapport 
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bénéfice/risque avec une efficacité globale de 40 à 60 % (Moyo et al. 2002; Howard et al. 2002; Fattizzo 
et al. 2022). 

Enfin, bien que cette pratique tende à disparaitre grâce aux nouvelles thérapeutiques disponibles, 
une transplantation de cellules souches hématopoïétiques autologues peut être envisagée dans les 

rares cas d’AHAI multiréfractaires en impasse thérapeutique (Passweg et al. 2004).

Nouvelles thérapies
Le développement de stratégies thérapeutiques innovantes basées sur de nouvelles molécules ou 

des associations de traitements est indispensable pour apporter aux patients réfractaires des 
alternatives thérapeutiques (Figure 02. Nouvelles stratégies thérapeutiques). 

Actuellement une dizaine de molécules, essentiellement des Ac monoclonaux, sont à l’étude et 
ciblent précisément certains mécanismes physiopathologiques de l’AHAI. 

Plusieurs molécules, actuellement à l’étude chez les patients atteints d’AHAI, visent les FcRn 

(Neonatal Fc Receptor) exprimé par les cellules endothéliales et les cellule présentatrice d’Ag (CPA). Il 
s’agit du rozanolixizumab, du nipocalimab et de l’efgartigimod. Les FcRn sont impliqués dans le 

recyclage des IgG et leur confère une demi-vie plus longue, comparativement aux autre Ig, en 
prévenant spécifiquement leur catabolisme des au sein du système lysosomal. Les Ac monoclonaux 
ciblant les FcRn entre en compétition avec les auto-Ac sur les sites de liaison des IgG ce qui conduit à 

une accélération de la clairance des auto-Ac et à une inhibition des propriétés inflammatoires des CPA 
(Blumberg et al. 2019).
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Figure 02. Nouvelles stratégies thérapeutiques
Adaptée de Michalak 2020 - Nouveaux médicaments ciblant précisément certains 
mécanismes physiopathologiques de l’AHAI (IL-2 : Interleukine 2, IL-2R : Récepteur de 
l’Interleukine 2, FcRn - Fragment cristallisable du récepteur néonatal, LB : Lymphocyte B, LT 
: Lymphocyte T, SYK : Spleen Tyrosine Kinase)
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La régulation de l’activation des LT, en renforçant les capacités suppressives des LT régulateurs 
(Treg), est envisagé par l’administration d’IL-2 à faible dose.  Différents inhibiteurs de compléments 

sont également à l’essai ainsi que le fostamatinib, un inhibiteur de la tyrosine kinase splénique SYK 
(Spleen Tyrosine Kinase), qui permet de bloquer la signalisation des FcγR et d’inhiber l’activation et les 

capacités phagocytaires des macrophages spléniques (Kuter et al. 2022).
Plusieurs essais évaluent le bénéfice apporté par une stratégie ciblant de façon consécutive ou 

concomitante les lymphocytes B matures, les plasmablastes et les plasmocytes de longue durée de vie. 
Cette approche permettrait de limiter les rechutes post rituximab et de facto le recours à la 

splénectomie. L’administration successive de rituximab puis de daratumumab (anti-CD38) ou 
bortezomib (inhibiteur de protéazome) a montré sur des petites séries de patients un apport 

bénéfique et une réponse soutenue (Schuetz et al. 2018; Fadlallah et al. 2019; Crickx et al. 2021). 
Par ailleurs une association conjointe, telle qu’expérimentée au cours du PTI, associant rituximab 

avec un inhibiteur de BAFF pourrait être envisagée au cours de l’AHAI puisqu’elle permet outre la 

déplétion des LB, de limiter la survie des plasmocytes de courte durée de vie et d’inhiber la 
différenciation des plasmocytes de longue durée de vie (Mahévas et al. 2015).

Traitement de l’AHAI secondaire

Dans le cas d’AHAI secondaire à une autre MAI et plus particulièrement au lupus systémique, la 
prise en charge est relativement similaire à l’AHAI primitive et repose essentiellement sur la 

corticothérapie et le rituximab (Serris et al. 2018). Les immunosuppresseurs doivent être préférés à la 
splénectomie en cas de non-réponse au rituximab en raison du risque thrombotique accru, notamment 

chez les patients présentant des anticorps antiphospholipides ou un syndrome des antiphospholipides
(Serris et al. 2018; Delgado Alves et al. 2004). 

Lorsque l’AHAI est associée à un déficit immunitaire, notamment au déficit immunitaire commun 

variable (DICV), la stratégie thérapeutique est également comparable à l’AHAI primitive. 
L’administration de rituximab en seconde ligne a montré une réponse initiale positive pour 4 patients 

sur 5. Compte tenu de l’hypogammaglobulinémie liée au DICV, qui peut être aggravée par le rituximab, 
une substitution par immunoglobulines est recommandée si ce n’était pas déjà le cas (Gobert et al. 

2011). Le recours à la splénectomie et aux immunosuppresseurs doit être évité étant donné le risque 
infectieux accru dans ce contexte. En revanche, l’administration de sirolimus (inhibiteur de la voie 
mTOR, Mammalian Target Of Rapamycin) permet d’obtenir une réponse partielle ou complète à 6 

mois pour 4/6 patients dans le cas de syndrome lymphoprolifératif auto-immun (Bride et al. 2016). 

Enfin, dans le cadre d’une AHAI secondaire associée à une hémopathie lymphoïde de bas grade, la 
prise en charge thérapeutique doit tenir compte de l’évolutivité de l’hémopathie. A titre d’exemple, la 

gestion de l'AHAI au stade précoce de la LLC (Leucémie Lymphoïde Chronique) est la même que celle 
de l'AHAI primitive (Jäger et al. 2020). En revanche, les patients atteints de LLC évolutive doivent 

recevoir en deuxième intention une thérapie combinatoire associant le rituximab, la 
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cyclophosphamide et la dexametasone, la fludarabine ou l’ibrutinib afin de cibler les deux versants 
pathologiques (Piatek et al. 2020; Moreno et al. 2010).

Malgré la multiplicité des étiologies conduisant à l’AHAI, la diversité des acteurs de la 

physiopathologie et la disparité des réponses aux traitements, l’apport du rituximab et des nouvelles 
thérapies permet d’obtenir pour près de 60 % des patients une réponse complète et persistante à 5 

ans. Cependant, une meilleure compréhension de la physiopathologie de l’AHAI permettrait 
d’optimiser les taux de réponse et de rémission complète prolongée des patients. Alors que certains 

aspects de la destruction des GR sont relativement bien décrits, les mécanismes physiopathologiques 
impliqués dans la survenue et l’entretien de la réponse auto-immune ne sont pas complétement 

compris. Nombres d’hypothèses sont encore à ce jours, fondées sur des études réalisées sur des 
modèles murins et nécessiteraient d’être confirmées chez l’homme. 

1.2 Physiopathologie de l’AHAI à auto-Ac chauds

A travers l’histoire de la description des anémies hémolytiques auto-immunes c’est tout un pan de 

l’histoire de l’auto-immunité que l’on retrace. La première description clinique de l’AHAI a été publiée 
en 1904 par J. Donath et K. L. Landsteiner puis le caractère auto-immun de cette pathologie a été mis 

en évidence par le développement du TDA (Goltz 1982; Coombs, Mourant, and Race 1945). L’utilisation
même du terme « auto-immun » a été proposée pour la première fois par Young en 1951 lors de la 

caractérisation d’une anémie hémolytique acquise à auto-Ac anti-GR.
Comme pour d’autres MAI, l’AHAI est caractérisée par la présence d’auto-Ac, de populations B et T 

autoréactives et elle est initiée par une rupture de la tolérance périphérique. Pour autant, la seule 

détection d’auto-Ac par un TDA ne permet pas de préjuger de l’apparition d’une AHAI, l’incidence d’un 
TDA positif chez des patients tout venant hospitalisés est estimé à 1/1000 et seuls 1,4 % des patients 

« porteurs » d’auto-Ac dirigés contre les GR développent une AHAI (Figure 03. Corrélation entre la

Test TDA 
positif

AHAI 
clinique

TDA + 
AHAI

TDA +
Non AHAI

TDA -
AHAI

> 98 % < 10 %

Figure 03. Corrélation entre la positivité du TDA et l’AHAI
Adaptée de Meulenbroek 2015 - Au cours de l’AHAI, le TDA est positif 
pour plus de 90% des patients. Pour 5 à 10 % en revanche, le DAT est 
négatif, alors qu'un DAT positif peut être présent pour de nombreux 
patients qui ne sont pas atteints d'AIHA (TDA : Test Direct à 
l’Antiglobuline). 
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positivité du TDA et l’AHAI).  La pertinence du TDA s’inscrit dans un contexte clinique évocateur et 

dépend de l’intensité de sa positivité. A contrario, pour 5 à 10 % des patients atteint d’AHAI, le TDA ne 

permet pas de détecter d’auto‐Ac (Meulenbroek, Wouters, and Zeerleder 2015).  

  

La grande majorité des effecteurs de l’immunité innée et adaptative semble impliquée dans la 

physiopathologie de l’AHAI et les mécanismes mis en jeu ont été décrits pour une part chez l’homme 

ou dans des modèles murins (Michalak et al. 2020). Alors que les mécanismes d’hémolyse des GR sont 

bien connus, les processus conduisant à la rupture de la tolérance sont encore loin d’être compris 

(Figure 04. Physiopathologie générale de l’AHAI à auto‐Ac chauds).  

Figure 04. Physiopathologie générale de l’AHAI à auto‐anticorps chauds 
L’AHAI à auto‐anticorps (Ac) chauds résulte d’une destruction des globules rouges (GR) 
médiée par des auto‐Ac ciblant les antigènes érythrocytaires membranaires : les protéines 
Rhésus, la protéine bande 3 ou la glycophorine A. Lors de leur passage dans la rate, les GR 
opsonisés sont phagocytés par les macrophages et les polynucléaires neutrophiles 
spléniques. Au cours de l’AHAI, ce sont les macrophages spléniques qui sont les 
principales cellules présentatrices d'antigènes, elles stimulent les lymphocytes T (LT) 
autoréactifs qui en coopération avec les cellules détritiques folliculaires (FDC) induisent 
l’activation, la différenciation et la maturation des lymphocytes B (LB) autoréactifs en 
plasmocytes. Les plasmocytes nichent dans la rate et la moelle osseuse où ils produisent 
les auto‐Ac.  Il peut advenir une hémolyse intravasculaire du fait d’une activation de la 
voie classique du complément conduisant à la formation du complexe d’attaque 
membranaire et à la lyse des GR dans le sang. La polarisation des populations 
lymphocytaires circulantes est déséquilibrée et bien que les mécanismes conduisant à la 
rupture de tolérance soient encore inconnus, il existe un déficit quantitatif des 
lymphocytes T régulateurs (Treg) circulants.  
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Modèles expérimentaux de l’AHAI
De multiples modèles d’AHAI murine ont été développés, des modèles d’AHAI spontanée, un 

modèle induit ainsi que plusieurs modèles transgéniques. La diversité des mécanismes d’induction de 
l’AHAI murine est le reflet de la complexité de sa physiopathologie et chaque modèle permet d’en 

explorer une facette (Tableau 04. Modèles murins d’AHAI à auto-Ac chauds). Nous nous attacherons 
dans cette section à la description biologique de ces différents modèles, leurs conceptions, et les 

mécanismes cellulaires qu’ils ont préférentiellement permis d’étudier. Les mécanismes 
physiopathologiques dont ils ont contribué à la compréhension seront décrits par la suite dans les 

parties référentes. 

La lignée de souris NZB (New Zealand Black) est l’un des tout premiers modèles d’AHAI décrit. Elle 
est prédisposée à développer spontanément une anémie hémolytique auto-immune à l’âge de 6 mois. 
Cette lignée a été développée en 1959 par l’équipe de Bielschowsky et le caractère auto-immun de 

l’anémie a été décrit par Helyer et Howie en 1963 (Helyer and Howie 1963). Le fond génétique de ces 
souris a été étudié afin de distinguer des anomalies ou des polymorphismes prédisposants à l’AHAI 

mais aucune des cibles révélées n’a pu être transposée à la physiopathologie humaine. Sans que les 
mécanismes impliqués ou les gènes incriminés n’aient été identifiés, les loci Aia1/2/3 et Lbw2, 

respectivement localisés sur les chromosomes 7 et 4, semblent notamment jouer un rôle important 
dans la production des auto-Ac érythrocytaires et la survenue de l’AHAI murine NZB. De même, le CMH 

(Complexe Majeur d'Histocompatibilité) d’haplotype H-2d est important dans le développement des 
auto-Ac spléniques (Naiki et al. 1993; Kikuchi et al. 2005; Knight and Adams 1981; Scatizzi et al. 2012).

L’anémie survient également de façon spontanée dans le modèle de souris non-obèse diabétique 

(NOD), modèle privilégié de l’étude du diabète de type I. Les souris NOD âgées de plus de 200 jours 
développent une anémie régénérative médiée par les lymphocytes B qui se caractérise par un 

effondrement de la durée de vie des GR, une diminution de l’hématocrite, l’augmentation des
réticulocytes, une splénomégalie et la détection d’auto-Ac par le TDA.

Par ailleurs, l’AHAI murine peut être induite à la suite d’une xéno-immunisation des souris par une 
transfusion hebdomadaire de globules rouges de rats, c’est le modèle Playfair et Marshall-Clarke 

(Playfair and Marshall-Clarke 1973). L’induction de l’AHAI repose sur un phénomène de réactivité 
croisée entre les xéno-Ag et les auto-Ag de GR. La production d’auto-Ac est détectable en 5 à 6 

semaines chez 30 à 90 % des animaux et conduit à un effondrement de la durée de vie des GR et à une 
hémolyse (Cox and Keast 1974). Il s’agit du modèle privilégié pour étudier les mécanismes cellulaires 

auto-immuns mis en jeu dans le développement de l’AHAI, notamment l’implication des Treg et des 
TFH (T Follicular helper, LT folliculaires auxiliaires) (Mqadmi, Zheng, and Yazdanbakhsh 2005; Gao et 

al. 2019). 
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Depuis le début des années 90, six modèles transgéniques d’AHAI murine ont été développés, le 
premier d’entre eux est le modèle de chaine lourde et de chaine légère HL (Heavy and Light). Les 

lymphocytes B de ces souris expriment tous un BCR (B-cell receptor) constitué des chaines lourdes et 
légères de l’auto-Ac 4C8 de souris NZB, ciblant la protéine Band 4.1 des GR murines (Okamoto et al. 

Tableau 04. Modèles murins d’AHAI à auto-Ac chauds
Ac : Anticorps, BCR : B-cell Receptor, GR : Globules Rouges, HOD : HEL-Ova-Duffy, HEL : Hen 
Egg Lysozyme, Ig : Immunoglobuline, IL-2 : Interleukine 2, IL2 : Interleukin 2 gene, IL2RA : 
Interleukin 2 receptor α chain gene, IL-2Rβ : Interleukin 2 receptor β, IL2RB : Interleukin 2 
receptor β chain gene, LB : Lymphocyte B, MAF : Maladie Chronique des Agglutinines Froides, 
OVA : Ovalbumine

Modèles spontanés

NZB
New Zealand Black - • AHAI en 6 semaines

NOD
Non-Obese Diabetic - • AHAI en 200 jours

Modèle induit

Playfair and 
Marshall-Clarke

• Xénoimmunisation
• AHAI en 6 semaines

Modèles transgénique

HL
Heavy and Light chain • AHAI en contexte inflammatoire

BALB/c

IL2-/- • Syndrome lymphoprolifératif
• AHAI létale en 5 semaines

IL2RA-/- • MAI systémique 
• AHAI létale 

IL2RB-/- • MAI systémique puis 
• AHAI létale 

HOD+ IgHEL+ • AHAI/MAF
• Auto-IgM α-HEL

HOD+ OTII+ • AHAI pour 40% des souris
• Auto-IgG α-OVA

IL-2

IL-2Rα

IL-2Rβ

Modèles transgénique

GR de rats

+

OTIIHOD
OVA-HEL

GR

OVA HEL

LB

BCR
α-HEL

CD4+

TCR
α-OVA

LB

Ac 4C8 
α-Band-4.1 
NZB

GR

OVA-HEL

+

OTIIHOD
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1992) et ils sécrètent des auto-Ac. Etonnamment, ces souris présentent un phénotype disparate, 
pouvant aller d’un profil tolérogène avec une délétion des LB ou la présence de LB anergiques associés 

à des symptômes très modérés, à une réaction auto-immune intense conduisant à une hémolyse 
sévère ((Okamoto et al. 1992; Howie and Hudson 2018). L’hétérogénéité de la symptomatologie est 

notamment en lien avec le niveau d’inflammation puisque d’une part, l’élevage des animaux dans un 
environnement stérile prévient la survenue de l’AHAI et d’autre part, l’administration de LPS 

(Lipopolysaccharide) aux animaux « tolérogènes » conduit à l’expansion des populations B, à la rupture 
de tolérance vis-à-vis des GR et au déclanchement de l’AHAI (Murakami et al. 1997; Murakami et al. 

1994). Ce modèle, qui souligne l’importance de la survenue d’infections dans le déclanchement de 
l’AHAI, a souvent été privilégié pour étudier les populations lymphocytaires B. 

 
A contrario, le modèle de souris BALB/c déficientes pour l’IL-2 (IL2-/-), a permis d’observer 

l’importance de l’activation des populations T activées au cours de l’AHAI et plus particulièrement la 

nécessité de leur régulation. Aucune altération du système immunitaire n’est observée durant les 
premiers jours de vie des souris. Le développement thymique semble normal probablement en raison 

d’un phénomène compensatoire médié par l’IL-7 et/ou l’IL-15 (Malek 2008). A partir du 10ème jour, il 
survient une prolifération polyclonale des lymphocytes T (LT) activés et incontrôlée en raison de 

l’absence de développement de Treg périphériques. Les souris IL2-/- développent un syndrome 
lymphoprolifératif et une AHAI sévère conduisant à la mort des animaux en 5 semaines (Sadlack et al. 

1995). De façon similaire, au cours des deux modèles murins respectivement déficients pour l’IL-2Rα 
(Chaine α du récepteur de l’Interleukine 2, Interleukin 2 Receptor α) de et l’IL-2Rβ, les souris 

développent des maladies auto-immunes systémiques et meurent d’anémie hémolytique en quelques 
semaines (Suzuki et al. 1995; Mullins et al. 2020).  

 
Plus récemment, le modèle transgénique HOD (HEL-Ova-Duffy) a été développé et il permet 

d’étudier à la fois la tolérance et l’auto-immunité vis-à-vis des GR. Les souris HOD expriment, à la 
surface de leur GR exclusivement, une protéine de fusion constituée de deux Ag fréquemment utilisés 
en immunologie, HEL (Hen Egg Lysozyme, lysozyme d’œuf de poule) et OVA (Ovalbumine), et l’Ag Fyb 

du système Duffy permettant l’ancrage dans la membrane érythrocytaire (Figure 05. Protéine de 
fusion HEL-OVA-Duffy (HOD)) (Desmarets et al. 2009). 

Ce modèle tire l’avantage des très nombreux outils immunologiques permettant l’analyse des 
réponses immunitaires dirigées contre HEL et OVA tels que les Ac monoclonaux ou les tétramères. Par 

ailleurs, il permet, lorsqu’il est croisé avec d’autre souches transgéniques telles que les souris IgHEL ou 
OTII, de développer des modèles d’anémies hémolytiques auto-immunes (Howie and Hudson 2018).  

 
La tolérance des souris HOD naïves vis à vis des GR est importante malgré la présence de LB 

autoréactifs. Ainsi, une immunisation par les peptides HEL ou OVA n’est pas suffisante pour induire 
une rupture de tolérance et la production d’auto-Ac (Hudson et al. 2012).  

Dans le modèle de souris IgHEL les lymphocytes B expriment une IgM reconnaissant la protéine HEL 
et, du fait d’une suppression allélique de la recombinaison des IgG, ils ne peuvent pas effectuer de 
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réarrangement de leur BCR, ni opérer de commutation de classe des immunoglobulines (Hartley et al. 
1991; Howie and Hudson 2018). Le croisement des souris HOD et IgHEL permet d’obtenir des souris 

HOD+ IgHEL+ productrices d’auto-Ac de type IgM, dirigés contre HEL et atteintes d’une anémie 
hémolytique auto-immune (Richards et al. 2017). Bien que la température optimum de liaison de ces 
auto-Ac n’ai jamais été évaluée, ce modèle permet plutôt d’étudier la maladie des agglutinines froides 

au cours de laquelle les auto-Ac sont des IgM.
De façon similaire, les souris HOD peuvent être croisées avec les souris OTII qui possèdent des 

lymphocytes T CD4+ exprimant un TCR (T Cell Receptor) transgénique reconnaissant la protéine OVA 
(Barnden et al. 1998). Bien que les jeunes souris HOD+ OTII+ ne produisent pas d’auto-Ac et soient 

tolérantes vis-à-vis des GR, en vieillissant environ 40 % des souris développent une AHAI caractérisée 
par des auto-Ac dirigés contre OVA, une splénomégalie une anémie régénérative (Hudson et al. 2012; 

Howie and Hudson 2018; Dei Zotti et al. 2021). Le phénotype murin décrit dans ce modèle est 
relativement proche de la biologie observée chez les patients atteints d’AHAI primitive (Dei Zotti et al. 2021). 

Le modèle HOD s’avère être un puissant outil, permettant d’étudier indépendamment les 
mécanismes par lesquels les populations B et T tolèrent et/ou reconnaissent les Ag érythrocytaires.

Mécanismes de destruction des globules rouges

Dans des conditions physiologiques, le vieillissement des GR entraine de très nombreuses 
perturbations métaboliques et structurelles qui conduisent à la reconnaissance et à la destruction de 

près de 10 millions de globules rouges chaque seconde chez l’homme (Bratosin et al. 1998). 
Au cours de l’AHAI, la clairance des GR est accélérée par la présence d’auto-Ac, ciblant les protéines 

membranaires érythrocytaires, majoritairement les protéines Rhésus, mais également la protéine 
bande 3 et/ou la glycophorine A (Leddy et al. 1993). Pour près de 10 % des patients, aucune spécificité 
n’est identifiée (Chadebech et al. 2018). Les GR matures sont la cible des auto-Ac, et il est observé chez 

GR

FybFyb

Membrane 
cytoplasmique

HEL

O
VA

Figure 05. Protéine de fusion HEL-OVA-Duffy (HOD)
Adaptée de Desmarets 2011 - L’antigène HOD est une protéine de 
fusion associant la protéine lysozyme d’œuf de poule (HEL), un 
fragment de l’albumine d’œuf de poule (OVA) et l’antigène de groupe 
sanguin Fyb. Son expression est spécifique à la membrane des 
globules rouges (GR) dans le modèle de souris transgénique HOD.
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20 % des patients une réticulocytopénie, probablement le fait d’une réaction auto-immune dirigée 
contre les réticulocytes et/ou les précurseurs érythrocytaires médullaires qui expriment également les 

Ag érythrocytaires. L’anémie est alors arégénérative, ce qui constitue un facteur de gravité (Sahin and 
Niroula 2019; Meunier et al. 2017). 

Bien que les auto-Ac ciblant la protéine Bande 3 aient longtemps été associés à la survenue 
d’hémolyses sévères, une récente étude menée sur 40 patients a observé que la spécificité des auto-

Ac n’était pas corrélée à la sévérité de l’AHAI (Chadebech et al. 2018). Toutefois, le niveau de 
phosphorylation de la protéine band 3 pourrait influencer la sévérité de l’hémolyse (Bloch et al. 2020). 

Mécanismes d’hémolyse médiés par les auto-Ac

Au cours de l’AHAI à auto-Ac chauds, l’hémolyse est majoritairement intratissulaire et localisée 
dans la rate (Figure 06. Mécanismes d’hémolyse médiés par les auto-Ac, Hémolyse intratissulaire 

splénique). Le principal mécanisme conduisant à l’accélération de la clairance des hématies est la 
phagocytose des globules rouges opsonisés par les macrophages et les polynucléaires neutrophiles 

(PNN), via les récepteurs du fragment Fcγ des immunoglobulines (FcγR, Fcγ Receptor) et les récepteurs
du complément (Gallagher et al. 1983; Meulenbroek, Wouters, and Zeerleder 2015; Meinderts et al. 
2017).

Il a également été décrit des phénomènes de trogocytose ou de « Ag-shaving », au cours desquels 
les macrophages spléniques ne phagocytent pas les globules rouges matures mais soustraient une 

partie de la membrane érythrocytaire opsonisée conduisant à la formation de sphérocytes (Chadebech 
et al. 2018; Da Costa et al. 2001). Les sphérocytes regagnent alors la circulation puis seront piégés et 

phagocytés lors d’un prochain passage dans la pulpe rouge splénique (Mebius and Kraal 2005). Ce 
phénomène implique notamment l’engagement des récepteurs FcγRIII, FcγRI des macrophages mais 

de façon non exclusive. En effet, l’utilisation d’inhibiteurs des FcR n’abolit que partiellement la 
trogocytose témoignant de l’implication d’autres mécanismes, non médiés par les auto-Ac, mais dont 

la nature reste à explorer (Chadebech et al. 2018; Chadebech et al. 2010). 

Les auto-Ac sont également à l’origine d’une activation de la voie classique du complément, 
aboutissant à une CDC. Les auto-Ac de type IgG, les plus fréquents au cours de l’AHAI, entrainent une 

activation incomplète de la voie classique du complément, à l’origine d’hémolyse intratissulaire 
hépatique et splénique (Figure 06. Mécanismes d’hémolyse médiés par les auto-Ac). Dans ce cas, le 
complexe C1 se lie au domaine CH2 (Constant domain of the Heavy chain, domaine constant de la 

chaine lourde) des IgG opsonisées à la surface des GR, s’autoactive et par le clivage de C2 et C4, forme 
la C3 convertase à l’origine de C3b (Dunkelberger and Song 2010). Les GR ainsi associés du complexe 

C3b sont captés puis phagocytés lors de leur passage dans le foie et dans la rate par les cellules de 
Kupffer et les macrophages spléniques qui expriment le récepteur de C3b, CR1 (Complement Receptor 

1, CD35).
Dans les très rares cas d’AHAI à auto-Ac chaud de type IgM, il survient une hémolyse intravasculaire 

conduisant à un tableau clinique sévère (Kalfa 2016)(Figure 06. Mécanismes d’hémolyse médiés par 
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les auto-Ac, Hémolyse intravasculaire). En raison de leur structure pentamérique, les Ac de type IgM 
permettent une activation complète du complément par la voie classique avec la formation du 

complexe d’attaque membranaire (CAM, C5b9). À la suite de la fixation de C3b, C5 est clivé, C6 C7 C8 
et C9 s’ancrent dans la membrane pour former le CAM, conduisant à l’hémolyse des GR dans la 

circulation (Dunkelberger and Song 2010).

Figure 06. Mécanismes d’hémolyse médiés par les auto-anticorps
Adaptée de Michalak 2020 - Les globules rouges (GR) opsonisés d’auto-anticorps (Ac) sont 
phagocytés par les macrophages spléniques. Certains GR ne sont que partiellement phagocytés par 
trogocytose et forment des sphérocytes qui rejoignent la circulation et seront phagocytés lors de 
leur prochain passage dans la rate. L’opsonisation des GR par les IgG peut conduire à une activation 
incomplète de la voie classique du complément et à la formation du complexe C3b. Les IgG 
entrainant une faible activation de la voie classique du complément la formation du complexe 
d’attaque membranaire (CAM) et l’hémolyse intravasculaire qui y est liée sont faible. De même, 
l’hémolyse intratissulaire hépatique est peu importante au cours de l’AHAI à auto-Ac chauds.
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Autres mécanismes d’hémolyse 
La sénescence des GR entraine de très nombreuses perturbations métaboliques et structurelles. 

L’architecture de leur membrane plasmique est notamment désorganisée en raison de l’oxydation des 
glycoprotéines et des phospholipides qui la constituent (Bratosin et al. 1998), ce qui conduit in fine à 

l’élimination des GR par différents mécanismes détaillés ci-dessous. 

Dans des conditions physiologiques, les GR expriment de nombreux récepteurs « protecteurs » qui 
leurs octroient une certaine protection vis-à-vis de la phagocytose ou de l’activation du complément. 

Ils expriment notamment la glycoprotéine ubiquitaire CD47, dont la liaison au récepteur inhibiteur 
SIRP-α (Signal Inhibitory Regulatory Protein α) exprimé par les macrophages et les polynucléaires

neutrophiles, les protègent de la phagocytose et de la trogocytose par un signal « don’t eat me » 
(Oldenborg et al. 2002; Kusakari et al. 2008). Dans le cas des souris NOD déficientes en CD47 (NOD 
CD47-/-), la clairance des GR est augmentée et elles développent une AHAI spontanée létale entre le 

120ème et le 280ème jour (Oldenborg et al. 2002). Au cours du vieillissement des GR, l’expression de 
CD47 diminue et il a été montré plus récemment que l’action du stress oxydatif participe au 

changement conformationnel de cette glycoprotéine. CD47 s’associe alors à la thrombospondine-1 
(TSP-1) et leur liaison à SIRP-α provoque alors un signal « eat me» puissant conduisant à la phagocytose 

des GR (Burger et al. 2012). 
Le couple CD47/SIRP-α pourrait participer à l’accélération de la clairance et à la trogocytose non 

médiée par les auto-Ac qui survient au cours de l’AHAI (Chadebech et al. 2018; Chadebech et al. 2010). 
L’intensité d’expression de CD47 sur les GR et de SIRP-α sur les monocytes a été explorée mais ne 

permet pas de présager de leur implication (de Almeida et al. 2009; Barros et al. 2009), cependant 
aucune étude n’a encore apprécié la nature du signal transmis par CD47 au cours de l’AHAI.

Dans les modèles murins, le stress oxydatif des GR est directement désigné comme un des 

mécanismes physiopathologiques de l’AHAI (Howie and Hudson 2018). Chez la souris NZB, le niveau 
intracellulaire des dérivés réactifs de l’oxygène (reactive oxygen species – ROS) est élevé et corrélé à 
la profondeur de l’anémie (Iuchi et al. 2010). Par ailleurs, la suppression de la métalloprotéase 

antioxydante, superoxyde dismutase Cu/Zn (SOD) dans le modèle murin SOD1-/-, conduit à un 
phénotype d’AHAI (Iuchi et al. 2007). Les GR sont dans ce contexte soumis à un stress oxydatif intense 

entrainant une anémie partiellement compensée par l’érythropoïèse, puis survient une production 
d’auto-Ac dirigés contre des Ag érythrocytaires cytosoliques et membranaires. Sans que le processus 

ne soit expliqué, ces observations indiquent que l’oxydation renforcerait l’antigénicité des GR. 
L’administration d’anti-oxydants permet d’améliorer l’anémie et d’inhiber la production des auto-Ac 

mais des investigations nécessitent d’être menées chez l’homme pour envisager la mise en jeu de ce 
mécanisme dans l’initiation de l’AHAI.

La trogocytose (médiée ou non par les Ac) et le stress cellulaire (en particulier le stress oxydatif) 

jouent également un rôle important dans la formation des vésicules extracellulaires (VE) dérivés de 
GR. Les VE se forment tout au long de la vie des GR et sont constituées d’hémoglobine résiduelle, de 
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lipides organisés en radeaux enrichis en protéines à encrage lipidique ainsi que de protéines
membranaires qui leur confèrent des propriétés de communication cellulaire importantes et un rôle 

direct au cours de l’hémostase (Westerman and Porter 2016). Leur composition est un reflet de l’état
intrinsèque des GR dont elles dérivent et elles participent aux mécanismes physiopathologiques mis 

en place au cours de différentes anémies congénitales ou acquises telles que la drépanocytose, la 
thalassémie ou l’hémoglobinurie paroxystique nocturne (Westerman and Porter 2016; Fibach 2021). 

Leur implication au cours de l’AHAI est envisagée mais une exploration phénotypique et 
fonctionnelle des VE des patients atteint d’AHAI est nécessaire afin de caractériser leur nature et leurs

propriétés. En 2021, une étude menée sur les anémies hémolytiques acquises a rapporté des taux de 
VE dérivées de GR équivalents dans le plasma des patients d’anémies hémolytiques auto-immunes et 

des donneurs sains. En revanche, les VE des patients ont une proportion plus élevée de 
phosphatidylsérine, témoignant d’un stress oxydatif important (Barcellini et al. 2021). Il s’agit
cependant d’une étude globale sans distinction de diagnostic parmi les types d’AHAI (AHAI à auto-Ac 

chaud ne représentait que 1/3 des patients du groupe) et sans distinction des antécédents 
thérapeutiques. Aucune exploration fonctionnelle des VE dérivées des GR au cours de l’AHAI à auto-

Ac chaud, dans la phase active de la maladie n’a été conduite à ce jour. 

Atteinte des réticulocytes et de l’érythropoïèse
Bien que l’AHAI soit le plus souvent régénérative chez l’homme, une réticulocytopénie affecte 20 % 

des patients et elle est probablement due à une réaction auto-immune dirigée contre les réticulocytes 
et/ou les précurseurs érythrocytaires médullaires. Dans ce cas, l’anémie est arégénérative et constitue 

un facteur de gravité (Sahin and Niroula 2019) (Meunier et al. 2017).

Dans le modèle de Playfair and Marshall-Clarke, une expérience de DIB (Double In vivo 
Biotinylation), qui consiste à réaliser à 30 jours d’intervalle une biotinylation de haute intensité puis 

une biotinylation de faible intensité des GR circulant, a permis d’étudier distinctement le statut des 
réticulocytes et des érythrocytes jeunes, intermédiaires et âgés par cytométrie en flux (Chatterjee, 

Bhardwaj, and Saxena 2016). Les auteurs ont ainsi observé que les réticulocytes et les GR jeunes 
présentent une sensibilité accrue aux auto-Ac. Ils sont préférentiellement opsonisés, présentent des 

niveaux de ROS (Reactive Oxygen Species) intracellulaires élevés et sont rapidement éliminés de la 
circulation. Ils observent également une atteinte de l’érythropoïèse dans la moelle osseuse avec une 
diminution importante des populations érythroblastiques. 

Par ailleurs, l’injection d’auto-Ac pathologiques provenant du modèle de souris xeno-immunisées, 
à des souris naïves conduit à une opsonisation importante des réticulocytes et un flip-flop de leurs 

phosphatidylcholines laissant penser que la fixation des auto-Ac pourrait directement générer des 
modifications structurelles de la membrane plasmique (Howie and Hudson 2018).

Chez l’homme également, la littérature concernant l’érythropoïèse au cours de l’AHAI est 

parcellaire. En 2018 puis en 2021, deux articles de Fattizzo rapportent que d’une part, 64 % des
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patients présentent une moelle osseuse siège d’une dysérythropoïèse pouvant être accompagnée de 
fibrose, et d’autre part, les patients présentent des taux d’EPO (Erythropoïétine) sériques inferieurs 

aux témoins sains. Ces anomalies de maturation des érythroblastes peuvent être à l’origine de la 
production insuffisance d’érythrocytes qui caractérise les anémies arégénératives. Cependant ces 

études portent sans distinction sur des patients atteints d’AHAI régénérative ou non, de MAF ou 
d’AHAI mixte et en cours de traitements. Il serait intéressant de compléter ces observations dans une 

série de patients nouvellement diagnostiqués d’AHAI. 

Les descriptions biologiques des biopsies ostéo-médullaires des patients arégénératifs confortent 
l’hypothèse d’une atteinte médullaire des précurseurs érythrocytaires par la réponse auto-immune. 

Elles décrivent notamment, une opsonisation des précurseurs érythrocytaires, la phagocytose des 
érythroblastes par les macrophages médullaires (Meunier et al. 2017; Sahin and Niroula 2019; Lussana 
et al. 2007) et il a été rapporté un cas d’apoptose majeure des érythroblastes dans la moelle (Van De 

Loosdrecht et al. 2000).

Dysfonctionnement de la réponse innée 
Au cours des MAI en générale comme de l’AHAI en particulier, les effecteurs de l’immunité innée 

sont impliqués sur plusieurs versants de la physiopathologie notamment la rupture de la tolérance, la 
destruction des GR, l’orientation et l’entretien de la réponse adaptative. Pour autant, très peu d’études 

ont été conduites sur les cellules innées humaines et elles se sont principalement concentrées sur les 
macrophages spléniques, nous conduisant peut-être à surestimer leur implication. 

L’immunité innée nécessiteraient d’être plus amplement explorée même si depuis quelques années 
une attention particulière a été portée vers d’autres cellules phagocytaires, les PNN et les cellules 

dendritiques (dendritic cells - DC) (Meinderts et al. 2017; Richards et al. 2021). 

Les macrophages
Dans les modelés murins, les fonctions de phagocytose et de présentation antigénique confèrent 

aux macrophages spléniques de la pulpe rouge un rôle primordial dans la physiopathologie de l’AHAI, 
par l’activation des LT et la diversification antigénique d’une part mais également par la clairance des 

GR opsonisés. Dans le modèle NZB, l’administration d’un agent pro-apoptotique ciblant les cellules 
phagocytaires (le clodronate liposomal) permet une déplétion complète des macrophages, ce qui 

conduit au ralentissement de la clairance des GR et à la normalisation du taux d’hémoglobine et de
réticulocytes circulants (Jordan et al. 2003).

En condition d’homéostasie, les macrophages spléniques sont les principaux garants de la clairance 
des GR sénescents (Meinderts et al. 2017) et du maintien de l’homéostasie du fer. 

https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89rythroblaste
https://fr.wikipedia.org/wiki/%C3%89rythrocyte
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L’érythrophagocytose physiologique peut également être assurée par les cellules de Küpffer 
hépatiques et les macrophages médullaires, notamment à la suite d’une splénectomie.  

Une récente description phénotypique des macrophages de la pulpe rouge splénique humaine dans 
des conditions physiologiques a révélé un profil d’expression singulier des FcγR. Contrairement aux 

macrophages dérivant de monocytes, ils expriment majoritairement les récepteurs de faible affinité 
FcγRIIa et FcγRIIIa et ils n’expriment pas le récepteur inhibiteur FcγRIIb. De façon intéressante, 

l’expression du récepteur de haute affinité FcγRI est très modérée à l’état basal mais semble être 
inductible et il est le principal récepteur impliqué dans la phagocytose in vitro des GR opsonisés 

puisque l’addition d’un Ac bloquant le FcγRI induit une inhibition partielle mais franche de la 
phagocytose des GR (Nagelkerke et al. 2018). A ce jour, aucune étude ne propose de description 

phénotypique des macrophages de la pulpe rouge splénique au cours de l’AHAI.  
De nombreux polymorphismes des FcγR ont été décrits, dans des contextes pathologiques variés 

et certains conduisent à une augmentation de l’affinité des récepteurs associé à un gain de fonction 

(Kapur, Einarsdottir, and Vidarsson 2014). Ces polymorphismes ont été incriminés dans le 
développement de maladies auto-immunes ciblant d’autres éléments figurés sanguin tels que les 

plaquettes au cours du PTI (Foster et al. 2001; Breunis et al. 2008), mais ils peuvent également avoir 
une influence directe sur la clairance des GR opsonisés par des IgG. Au cours d’une étude sur la 

prévention de l’allo-immunisation fœto-maternelle, une élimination plus rapide de GR ciblés par des 
anti-RhD a été observée chez des individus présentant un polymorphisme des récepteurs FcγRIIa 

(131H) ou FcγRIIIa (158V) (Miescher et al. 2004). De plus, l’allotype FcγRIIa-131H est plus souvent 
retrouvé chez les nouveau-nés atteint de la maladie hémolytique du nouveau-née (Hadley 2002).  

Malgré les nombreux indices convergents, la démonstration causale entre le profil d’expression ou 
le polymorphisme des FcγR exprimés par les macrophages de la pulpe rouge et la profondeur de 

l’anémie au cours de l’AHAI humaine reste à établir. 
 

Un autre aspect fonctionnel des macrophages pourrait influer sur la clairance des GR au cours de 
l’AHAI, c’est leur potentiel phagocytaire. Il semblerait que les monocytes circulants des patients aient 
des capacités phagocytaires plus élevées que celle des témoins, mais cette hypothèse est soutenue 

par une seule étude en 1985 et sans proposition mécanistique (Sunada, Suzuki, and Ota 1985). Plus 
récemment, une étude menée chez la souris WT (Wild Type, sauvage) a rapporté l’importance du 

niveau d’inflammation, médié par l’IFN-γ (Interféron-γ), sur l’activation des macrophages et le 
déclanchement de l’AHAI. Les auteurs décrivent que l’administration d’auto-Ac ciblant les GR (à des 

doses insuffisantes pour induire seul une AHAI) à des animaux préalablement infectés par le virus de 
la LDV (Lactate Dehydrogenase-elevating Virus) ou par le virus de l’hépatite murine (Mouse Hepatitis 

Virus, MHV) conduit à une accentuation de la pathogénicité des auto-Ac, à une augmentation des 
capacités phagocytaires des macrophages et déclenche une anémie hémolytique sévère (Musaji et al. 

2005).  
 

Etant donné leur abondance dans la rate, leur accès aux cellules circulantes facilité par le réseau 
réticulo-endothélial et leurs propriétés fonctionnelles, les macrophages de la pulpe rouge splénique 
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ont longtemps été considérés comme les acteurs uniques de la destruction des GR opsonisés au cours 
de l’AHAI. Ce dogme ne reposait in fine sur aucune étude comparative. Au demeurant, toutes les 

cellules phagocytaires spléniques exprimant les récepteurs Fcγ peuvent être impliquées dans la 
clairance des érythrocytes et de plus en plus d’éléments soutiennent une implication des PNN

spléniques (Meinderts et al. 2017).

Les polynucléaires neutrophiles
Jusqu’à peu, les PNN n’avait pas été impliqués dans la physiopathologie de l’AHAI. Pendant des 

années, ces acteurs primordiaux de l’immunité innée qui constituent une des 1ères lignes de défense 
contre les microorganismes, ont rarement été pris en considération au cours des pathologies auto-

immunes médiées par des auto-Ac. Aujourd’hui, le potentiel rôle des PNN au cours de l’AHAI est étayé 
par plusieurs études et ils pourraient intervenir sur 2 versants de la physiopathologie.

Dans le modèle de drépanocytose murine tout d’abord, il a été montré que l’augmentation de la 
concentration plasmatique de l’hème, du fait de l’hémolyse excessive, était à l’origine d’une activation 

des PNN par la voie de signalisation des ROS et conduisait à la formation des filets extracellulaires de 
neutrophiles (Neutrophil Extracellular Traps – NET) (Chen et al. 2014). Par ailleurs, la NETose est 
également favorisée par la protéine du complément C5a, anaphylatoxine produite lors de la formation 

complexe d’attaque membranaire (Yousefi et al. 2009).
Les NETs sont des filaments de chromatine décondensée et recouvert de protéines, principalement 

granulaires, qui sont rejetés par les PNN activés (Papayannopoulos 2018). Bien que la première 
fonction des NETs soit de limiter la dissémination infectieuse, ils sont à l’origine de nombreux 

dommages tissulaires, ils participent à l’inflammation et favorisent la survenue de thromboses (Kimball 
et al. 2016).

Alors qu’elle reste à démontrer, l’activation des PNN au cours de l’AHAI est sans doute effective du 
fait de l’hémolyse intense et pour certains patients, de l’activation du complément qui s’y associe. Les 

PNN participent possiblement aux complications liées à l’hémolyse, notamment la maladie thrombo-
embolique veineuse qui est observées chez 20 % des patients et pour laquelle aucun facteur prédictif 

n’a été identifié à ce jour (Chen et al. 2014; Audia et al. 2018; Brodsky 2019).

Par ailleurs, bien que la démonstration ne soit pas complète, les PNN semblent avoir un rôle plus 
central dans la physiopathologie de l’AHAI, en contribuant directement à l’érythrophagocytose 
splénique d’une part mais également à la stimulation des LB. 

L’érythrophagocytose par les PNN est un phénomène qui a été observé sporadiquement, sur les 
frottis sanguins de patients atteints d’hémopathies malignes, mais également lors de différentes 

pathologies hémolytiques telles que l’hémoglobinurie paroxystique « a frigore » et l’AHAI à auto-Ac
chauds (Etzell et al. 2005; Wong et al. 2020; Chandrashekar and Soni 2012; Lobreglio and Valacca 

2001). Bien qu’elle soit considérée comme un phénomène marginal et atypique au cours de l’AHAI, 
l’érythrophagocytose par les PNN peut survenir au niveau sanguin comme médullaire et atteindre 35 % 

des PNN circulants (Lewandowski et al. 2011).
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Cette hypothèse a été récemment renforcée par une étude conduite in vitro, par S. Meinderts et R. 
Van Bruggen en 2017, au cours de laquelle les PNN spléniques ont montrés de très hautes capacités

de phagocytose vis-à-vis de GR artificiellement opsonisés, supérieures à celles des monocytes et des 
macrophages alors qu’ils n’interviennent pas dans la phagocytose des GR contrôles. Cette capacité est 

corrélée à l’intensité de l’opsonisation et elle est potentialisée par des facteurs pro-inflammatoires tels 
que le LPS et le TNF-α. De plus, ils constatent que les PNN spléniques de sujets sains sont capables de 

phagocyter les GR de patients atteints d’AHAI.
De façon plus inattendue, les PNN spléniques pourraient également jouer un rôle de soutien dans 

la maturation des LB.  Il a été rapporté dans un modèle murin, une production élevée de la cytokine 
BAFF par les PNN spléniques dans le contexte d’une reconstitution des populations B spléniques à la

suite d’un traitement des animaux par le rituximab (Ac monoclonale IgG1-κ chimérique spécifique 
ciblant le CD20) (Thai et al. 2018).

Les cellules dendritiques

Jusqu’à peu, le rôle des DC dans la physiopathologie de l’AHAI semblait insignifiant et n’était évoqué 
dans aucun article. En 2020 l’équipe de K. Hudson a proposé une étude comparative de l’implication 
des différentes CPA dans le développement de l’AHAI dans le modèle murin HOD (Richards et al. 2021). 

Les auteurs ont créé 3 souches de souris HOD dont le gène de la molécule de CMH I-Ab est inductible 
soit dans les populations de monocytes-macrophages-neutrophiles, soit de DC, soit de LB (HOD+I-

Abflox/floxXCre+). Ils ont ainsi mis en évidence que, tout comme les populations myéloïdes (monocytes-
macrophages-neutrophiles), les DC spléniques étaient capables d’érythrophagocytose et de stimuler 

la prolifération des LT autoréactifs. Ils ont également démontré que la présentation des auto-Ag par 
les DC, mais non les cellules myéloïdes, était indispensable pour l’induction de l’AHAI dans ce modèle 

murin.

Ces résultats qui bousculent les grandes lignes de la physiopathologie murine placent les DC dans 
une position centrale et inspireront sans doute de futurs études phénotypiques et mécanistiques des 

DC spléniques de patients atteint d’AHAI.

Cellules NK et autres effecteurs de l’immunité innée
Aucune description des populations lymphocytaires T invariantes n’a été réalisée à ce jour et parmi 

les cellules lymphoïdes innées (Innate lymphoid cells, ILC) seuls les NK ont fait l’objet d’études au cours 
de l’AHAI. Elles sont rarement incriminées dans la physiopathologie à l’exception du cas très particulier 

d’AHAI secondaire à des syndromes lymphoprolifératifs à NK et sans auto-Ac. Le clone cellulaire NK 
dominant peut alors présenter une autoréactivité dirigée contre un épitope érythrocytaire, ce qui 
conduit à une activité lytique vis-à-vis des GR autologues, sans lien avec des auto-Ac (Meulenbroek, 

Wouters, and Zeerleder 2015; Sekiguchi et al. 2017; Gilsanz et al. 1996).
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Par ailleurs, une expérience d’ADCC in vitro a montré que les NK de patients atteints d’AHAI avaient 
un potentiel lytique vis-à-vis des GR autologues très modéré et sans corrélation avec la profondeur de 

l’anémie (Chadebech et al. 2018). 

Altération de la réponse humorale
Par la découverte des auto-Ac ciblant les Ag érythrocytaires, le dysfonctionnement de la réponse 

humorale a été le premier mécanisme physiopathologique mis en évidence et il donne une place 
centrale aux LB autoréactifs au cours de l’AHAI. Pour autant, la présence de LB autoréactifs et d’auto-

Ac est indispensable mais pas suffisante pour déclencher une AHAI. L’activation des populations 
lymphocytaires B, conduisant à la diversification antigénique et à leur expansion clonale parait être en 

revanche une étape déterminante. 

Chez les patients nouvellement diagnostiqués, la fréquence des LB CD5+ circulants, correspondants 
à une population non clonale de LB activés, est augmentée et il a été observé une corrélation positive 

entre leur niveau d’expression des marqueurs d’activation CD80, CD86, CD69 et la sévérité de l’anémie 
(Zhu et al. 2016). Par ailleurs, chez les patients ayant reçu une courte corticothérapie, les centre 
germinatifs (CG) spléniques, site de maturation des LB, sont observés en plus grand nombre 

comparativement à des rates de sujets sains (Mahévas et al. 2015). 
Ces dysrégulations sont probablement liées en partie aux TFH qui accompagnent les LB tout au long 

de leur maturation dans les CG, via l’axe de signalisation CD40/CD40L et par la sécrétion de l’IL-21 et 
de l’IL-4 (Kurosaki, Kometani, and Ise 2015) Dans le modèle de Playfair and Marshall-Clarke, il a été 

décrit une augmentation des TFH spléniques, accompagné d’une diminution des LT folliculaires 
régulateurs (TFR). Cela conduit à un déséquilibre du ratio TFH/TFR qui impacte directement la 

production des auto-Ac (Gao et al. 2019). Par ailleurs, dans le modèle de souris HOD, le blocage de 
l’axe CD40/CD40L prévient l’expansion des LT autoréactifs et la formation des CG au cours de l’allo-

immunisation (Natarajan et al. 2017). A ce jour, aucune étude n’a été publiée sur les populations de 
TFH au cours de l’AHAI chez l’homme.

Le niveau d’inflammation semble être un facteur important dans le dérèglement des populations 
lymphocytaires B. Dans le modèle HL, l’administration de LPS aux animaux entraine notamment une 

activation des lymphocytes B1 et conduit au déclenchement de l’AHAI (Murakami 1994). Dans les 
souris HOD, l’activation des TLR3 par le poly I:C (Acide Polyinosinique-Polycytidylique) lors de l’allo-
immunisation des animaux par l’antigène KEL (Kell Metallo-Endopeptidase, Kell Blood Group) amplifie 

la production d’auto-Ac dirigés contre KEL par un processus T dépendant d’une part, et favorise la 
diversification antigénique puisque les souris développent également des auto-Ac anti-HOD (Patel et 

al. 2018). 
Il est établi par ailleurs que les LB activés et les LB des CG des souris NZB et NOD présentent une 

moindre expression du récepteur inhibiteur FcγRIIb en raison d’un polymorphisme du promoteur 
(Pritchard et al. 2000; Xiu et al. 2002). 
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L’activation des LB et leur maturation dans les CG conduisent à la génération des plasmablastes qui 
migrent dans la moelle osseuse ou dans la rate pour achever leur maturation en plasmocytes, 

sécréteurs d’Ac. Dans des conditions physiologiques, on distingue classiquement les plasmocytes de 
longue durée de vie qui nichent essentiellement dans la moelle osseuse pendant plusieurs dizaines 

d’années, des plasmocytes de courte durée de vie qui résident préférentiellement dans la rate 
(Kurosaki, Kometani, and Ise 2015; Radbruch et al. 2006). 

En adéquation avec l’activité intense des CG, la fréquence des plasmablastes circulants est 
augmentée chez les patients nouvellement diagnostiqués d’AHAI (Mahévas et al. 2015). Alors que les 

plasmocytes de longue durée de vie peuvent être présents au niveau splénique dans certains modèles 
murin auto-immuns, notamment dans les souris NZB/W (New Zealand Black/White) développant un 

lupus, ils ne sont pas détectables dans la rate des patients ayant subi une splénectomie à la suite d’une 
courte corticothérapie. En revanche, des plasmocytes de longue durée de vie sont présents au niveau 
splénique lorsque la splénectomie survient après une déplétion des populations B par un anticorps 

monoclonale ciblant le CD20 (Rituximab) et ils expliquent probablement l’échec de cette thérapie chez 
ces patients, les plasmocytes n’exprimant pas le CD20 (Mahévas et al. 2015; Thai et al. 2018). 

Sur un tout autre plan et bien qu’aucun article ne mette en cause les LB de la zone marginale 

splénique chez l’homme, certaines observations récentes, notamment dans le contexte de l’allo-
immunisation post transfusionnelle, laissent penser que cette population pourrait jouer un rôle dans 

l’initiation de la production des auto-Ac. Dans un model murin d’allo-immunisation par l’Ag KEL comme 
dans le modèle d’AHAI HOD, les GR spléniques sont colocalisés dans les sinusoïdes veineux de la pulpe 

rouge avec les LB de la zone marginale. De façon similaire dans ces 2 modèles, la déplétion des LB de 
la zone marginale prévient la sécrétion des auto-Ac là où la déplétion des LB et des LT CD4+ folliculaires 

n’entraine qu’une inhibition partielle (Patel et al. 2018; Zerra et al. 2021).

Dysfonctionnement de la réponse cellulaire 
Au-delà de leur rôle majeur dans la différenciation et la maturation des populations autoréactives 

B, les LT occupent une place importante dans l’équilibre de la balance pro et anti-inflammatoire, dans 
la stabilité du microenvironnement splénique et dans le maintien de la tolérance périphérique. 

Au cours de l’AHAI murine, les populations T autoréactives ont été décrites dans le modèle Playfair 
and Marshall-Clarke en 1974 et il a été montré qu’une activation des populations T par de multiples 
réactions croisées entre les antigènes de GR de souris et de rat était nécessaire à la production d’auto-

Ac et au déclenchement de l’AHAI dans ce modèle (Playfair and Marshall-Clarke 1973; Barker, Shen, 
and Elson 2002). 

Chez l’homme et dans un contexte non pathologique, l’équipe de Barker décrivait en 1994 la 
présence de populations de LT autoréactives, naïves et capables d’être activée par une multitude de 

peptides Rhésus, de façon dépendante du CMH de classe II (Barker and Elson 1994). Ces LT qualifiés 
de T « immunologiquement ignorants » de peptides du soi sont pour la plupart spécifiques d’Ag 

cryptiques qui, dans des conditions physiologiques, n’ont pas vocation à être présentés par les CPA.
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Polarisation lymphocytaire
Alors qu’un déséquilibre de la polarisation est établi dans de nombreuses MAI, les résultats des 

travaux portant sur la dysrégulation des cytokines et la polarisation des LT au cours de l’AHAI sont 
discordants et leur implication dans la physiopathologie n’est pas encore clairement établie.

Dans le modèle de souris NZB, la polarisation Th1 (LT helper 1) semble prédominante. Les LT 

stimulés par la protéine bande 3 produisent de grandes quantités d’IFN-γ alors que l’IL-4, l’IL-5 et l’IL-
10 sont très peu secrétées (Shen et al. 1996). Dans ce modèle, la polarisation Th2 protègerait de l’AHAI 

puisque l’administration d’IL-4 à fortes doses, permet de rééquilibrer artificiellement la polarisation 
des LT, induit l’expression des récepteurs inhibiteurs FcγRIIb par les macrophages spléniques, et 

amoindrit la gravité de l’AHAI (Youssef et al. 2005). 

A contrario chez l’homme, il a été décrit dans un premier temps une prédominance de la 

polarisation Th2 au détriment des Th1. 
En 1994, l’équipe de Fagiolo a rapporté une augmentation des taux sériques d’IL-1α, d’IL-2, et d’IL-

4 chez des patients non traités par immunosuppresseurs (Fagiolo, Vigevani, and Pozzetto 1994). De 
surcroit, l’analyse du sécrétome des PBMC (Peripheral Blood Mononuclear Cell, cellules mononucléées 

du sang périphérique) de patients avec une maladie active, a révélé une augmentation de la sécrétion 
de l’IL-4 et de l’IL-10 ainsi qu’une diminution de l’IFN-γ comparativement à des sujets sains, que ce soit 

à l’état basal ou à la suite d’une stimulation par un agent mitogène (Fagiolo and Toriani-Terenzi 2002; 
Barcellini et al. 2000). Ce profil pro-Th2 des populations lymphocytaires T pourrait ainsi potentialiser 

la maturation et la prolifération des clones B autoréactifs. 

Depuis quelques années, l’attention s’est portée vers la polarisation Th17 qui semble également 
impliquée dans la physiopathologie de l’AHAI. Deux articles ont récemment décrit une augmentation 

des taux d’IL-17 sériques chez les patients nouvellement diagnostiqués, les concentrations d’IL-17
étant corrélées à l’activité de la maladie. Ils rapportent également une augmentation de la proportion 
de Th17 circulants chez les patients comparativement aux donneurs sains, après stimulation des PBMC 

soit par des GR soit par une stimulation polyclonale par PMA et ionomycine (Hall et al. 2012; Xu et al. 
2012). 

La prédominance de la polarisation Th17 pourrait contribuer au déclenchement de l’AHAI puisque 
dans le modèle de Marshall-Clarke and Playfair, le transfert adoptif de Th17 accélère son 

déclenchement et amplifie la réponse humorale auto-immune. Par ailleurs, la neutralisation de l’IL-17 
abroge le développement de l’AHAI tandis que l’allo-immunisation de souris IL17-/- conduit au 

développement d’une réponse auto-immune modérée chez seulement 7 % des animaux (Xu et al. 
2012). 

Au cours de l’AHAI, la dysrégulation des cytokines est certaine mais la nature de cette perturbation 

reste discutée. La méthodologie des études conduites est disparate, notamment concernant les 
techniques d’analyses entreprises (dosage ELISA ou quantification par cytométrie en flux), le matériel 
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biologique analysé (sérum ou PBMC de patients) ou le type de stimulation appliquée in vitro (absence 
de stimulation, agents mitogènes, GR opsonisés, peptides Rh). Ces éléments de divergence expliquent 

probablement en grande partie la disparité des résultats. 

Cytotoxicité des LT CD8+

Les LT CD8+ jouent un rôle important dans de nombreuses MAI notamment par leurs fonctions 

cytotoxiques (Gravano and Hoyer 2013), pour autant, les travaux étudiant leur implication au cours de 
l’AHAI sont très peu nombreux et n’indiquent pas de rôle majeur dans la physiopathologie de l’AHAI. 

Dans le modèle d’AHAI murine NZB, la délétion des LT CD8+ (NZB CD8-/-) n’a aucun impact sur la 
présentation clinique ou sur la chronologie de la pathologie (Chen et al. 1996). 

Une expansion clonale de LT CD8+ a été observée chez les patients atteints d’AHAI mais l’absence 
de corrélation avec la sévérité de l’hémolyse et la persistance des clones lorsque les patients sont en 

rémission suggère qu’il s’agit d’une induction associée mais non essentielle au processus auto-immun 
(Smirnova et al. 2016). Des expériences d’ADCC in vitro réalisée par l’équipe de Mahévas en 2018, ont 

montré que les LT CD8 n’exerçaient pas de cytotoxicité vis-à-vis de GR opsonisés par des auto-Ac de 
patients atteint d’AHAI (Chadebech et al. 2018).

Par ailleurs, dans un contexte de transfusion sanguine, des Ag mineurs de GR peuvent être reconnus 

par les LT CD8 mais sans pour autant induire de fonction cytotoxique efficiente (Desmarets et al. 2011).

Rupture de la tolérance périphérique
Depuis de nombreuses années, l’implication des Treg dans la perte de la tolérance vis à vis des GR 

et dans le contrôle des clones autoréactifs est fortement suggérée au cours de l’AHAI et a fait l’objet 
de nombreuses études. Cependant, la grande majorité des travaux ont été conduits dans les modèles 

murins et une confirmation de ces hypothèses dans la physiopathologie humaine est nécessaire. 

Dès les premières descriptions du modèle de souris NZB, il a été rapporté un déficit quantitatif des 
populations T suppressives (Russell et al. 1981; Cooke, Hutchings, and Playfair 1978; Cooke, Hutchings, 

and Nayak 1980) et l’équipe de Barthold décrit en 1974 une altération de leur fonctionnalité, corrélée 
à l’âge des animaux, avec également une prédominance chez les femelles (Barthold, Kysela, and 

Steinberg 1974).
Le développement des modèles transgéniques a permis d’établir des arguments en faveur d’un rôle

majeur des Treg dans la perte de la tolérance vis-à-vis des GR mais ils apportent également des 
éléments de contradiction. Dans le modèle murin scurfy tout d’abord, les souris portent une mutation 

invalidante de Foxp3 (Forkhead/winged-helix box protein 3). Elles souffrent d’un syndrome IPEX et 
développent en quelques semaines de multiples désordres auto-immuns dont une AHAI sévère 
(Godfrey, Rouse, and Wilkinson 1994). 
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Dans les modèles de souris transgéniques déficientes pour l’IL-2 ou pour son récepteur, l’AHAI est 
caractérisée par une prolifération incontrôlée et polyclonale de lymphocytes T activés en raison d’un 

défaut de Treg périphériques (Sadlack et al. 1995; Suzuki et al. 1995). Dans le modèle IL2RB-/-, le 
transfert adoptif de LT provenant de souris non mutées, incluant des Treg, permet de maintenir 

l’homéostasie et prévient de l’auto-immunité (Suzuki et al. 1995). Ces observations ont été confirmées 
par la suite dans le modèle de Playfair et Marschall-Clark par l’équipe de Mqadmi en 2005. L’injection 

d’Ac ciblant le récepteur CD25 en amont de l’immunisation augmente l’incidence de l’AHAI de 30 à 
90 % alors que le transfert adoptif de LT CD4+CD25+ spléniques de souris immunisées vers des souris 

naïves prévient l’induction des auto-Ac lors de leur xeno-immunisation par les GR (Mqadmi, Zheng, 
and Yazdanbakhsh 2005). 

Par ailleurs dans le modèle IL2RA-/- il a été décrit récemment une apoptose marquée des LT CD8+ 
régulateurs et une diminution de leur sécrétion d’IL-10 dans les ganglions des souris dont l’AHAI 
s’installe précocement (Mullins et al. 2020). 

Plus récemment, les travaux entrepris dans le modèle HOD apportent des observations 
discordantes sur l’implication des Treg. Bien que la présence de LT autoréactifs soit confirmée en 

périphérie, la déplétion des Treg chez les souris HOD ne conduit pas à l’induction de l’AHAI suggérant 
que les Treg ne sont pas indispensables au maintien de la tolérance dans ce modèle (Richards 2016). 

Cette hypothèse est contredite par les travaux conduits par Hudson puis Wong sur les souris HOD+ 
OTII+. Les auteurs rapportent dans ce modèle l’absence de tolérance centrale vis-à-vis des GR en raison 

d’un défaut de présentation des Ag érythrocytaires dans le thymus et ils placent la tolérance 
périphérique au cœur de la régulation des populations autoréactives (Howie and Hudson 2018; 

Hudson et al. 2012; Wong et al. 2020). 
 

Enfin, des expériences de transfert de tolérance dans le modèle de Playfair et Marshall-Clark 
menées par l’équipe de Dahal ont mis en évidence un rôle majeur de IDO (Indoléamine 

2,3 dioxygénase) dans le maintien de la tolérance vis-à-vis des GR (Dahal et al. 2013).  
IDO est une enzyme, principalement produite dans le microenvironnement par les macrophages et 

les DC, qui intervient dans le catabolisme du tryptophane, un acide aminé essentiel. Elle exerce un 

effet immunosuppresseur en entrainant un déficit local en tryptophane mais également en générant 
de l’acide 3-hydroxyanthranilique (3-hydroxyanthranilic acid, 3-HAA), un produit de dégradation aux 

propriétés immunorégulatrices, qui favorise la génération de Treg induits (Yan et al. 2010). Le blocage 
de l’activité de l’IDO par l’inhibiteur pharmacologique 1-MT (1-methyl-D-tryptophan) abroge la 

génération et les fonctions suppressives des Treg (Chen et al. 2008). 
Dans le modèle de Playfair et Marshall-Clark, l’administration de 1-MT empêche l’instauration 

d’une tolérance immunitaire efficace lors du transfert de Treg, et les souris développent rapidement 
une AHAI (Dahal et al. 2013). Les auteurs s’appuient sur la littérature pour formuler l’hypothèse qu’une 

atteinte de l’activité de IDO pourrait être un des mécanismes mis en cause dans la rupture de tolérance 
vis-à-vis des GR.  
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Chez l’homme, les données sur l’implication des Treg dans la physiopathologie de l’AHAI sont 
parcellaires. En 2002, les travaux de Hall sur les PBMC de patients ont montré qu’après une stimulation 

par la protéine Rh, les Treg sont en mesure de réguler les Th1 par la sécrétion d’IL-10 (Hall et al. 2002). 
Plus récemment, il a été décrit un déficit quantitatif des Treg circulants chez les patients au 

diagnostic d’AHAI, leur fréquence étant corrélée avec la concentration d’haptoglobine sérique 
(Ahmad, Elgohary, and Ibrahim 2011). De façon étonnante, les auteurs rapportent une augmentation 

de la sécrétion d’IL-10 dans le surnageant de culture des PBMC non stimulées comparativement aux 
PBMC de témoins, mais cette différence est annihilée lors de la stimulation des PBMC par du LPS.  

Aucun article ne fait état des capacités fonctionnelles des Treg au cours de l’AHAI chez l’homme. 
 

In fine, l’implication des populations lymphocytaires T CD4+ effectrices et régulatrices a été assez 
peu décrite au cours de l’AHAI chez l’homme. Bien que les LB autoréactifs jouent un rôle central dans 
la physiopathologie de l’AHAI et plus généralement au cours des MAI, leur maturation et leur activation 

sont conditionnées par la rupture de la tolérance des populations T vis-à-vis des Ag du soi. De plus, 
l’ensemble de la réponse auto-immune est influencé par l’équilibre de la balance pro/anti-

inflammatoire des populations lymphocytaires T.  
Les étapes de maturation des lymphocytes T sont intrinsèquement liées à l’établissement du 

répertoire du TCR et aux processus permettant la mise en place de la tolérance vis-à-vis des Ag du soi. 
De même, leur activation concourt directement à l’établissement de la tolérance périphérique garante 

du contrôle de l’homéostasie. C’est pourquoi nous poursuivrons cette introduction par un bref 
chapitre décrivant la tolérance des populations lymphocytaires T CD4+, leur différenciation et leur 

activation, puis nous terminerons par une revue approfondie des Treg, leurs caractéristiques et leurs 
propriétés fonctionnelles, dans un contexte physiologique et au cours de réponses auto-immunes.  
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2  La tolérance des lymphocytes T 
Même si les concepts sont constamment discutés et en permanente évolution, la tolérance 

immunitaire est définie comme le contrôle des réponses immunitaires dirigées contre les Ag du soi. 
Elle s’organise en deux processus successifs et complémentaires, la tolérance centrale et la tolérance 

périphérique.  
Les LT sont des acteurs de l’immunité adaptative et ils tirent leur capacité de reconnaissance 

antigénique de l’expression du TCR, chaque LT exprimant un TCR de spécificité unique. Tout le 
processus de maturation thymique des LT repose sur la création d’un répertoire antigénique via le 

réarrangement des chaines du TCR puis sur l’élimination des lymphocytes aux potentiels autoréactifs, 
c’est la tolérance centrale. La tolérance périphérique intervient lors de l’activation des lymphocytes T. 

Elle permet de neutraliser les clones autoréactifs qui auraient échappés à la sélection thymique mais 
également de réguler la réaction immunitaire afin de préserver l’homéostasie des tissus inflammés. 

Les principales cellules effectrices de la tolérance périphérique sont les Treg.  
 

 

2.1 Tolérance centrale de la lignée T conventionnelle  

Les lymphocytes T sont issus d’un progéniteur hématopoïétique commun aux cellules myéloïdes et 
lymphoïdes, appelé MPP (Multipotent Progenitor) qui quitte la moelle osseuse pour rejoindre le 

thymus où il s’engage dans une différenciation lymphocytaire T. Dans le thymus, les progéniteurs des 
lymphocytes T sont appelés les early thymic progenitors (ETP) et ils s’organisent, dans la zone sous 

capsulaire, en niches cellulaires avec les cellules épithéliales thymiques (TEC) qui supportent leurs 
processus de différenciation (Klein et al. 2009; Buono et al. 2016).  

 
Les ETP sont initialement qualifiés de cellules doubles négatives (DN) en raison de la non-expression 

des chaines CD4 et CD8, puis elles entrent dans une première série de 4 stades de différenciation 
successifs, aboutissant à l’expression d’un TCR stable et fonctionnel (Godfrey, Rouse, and Wilkinson 

1994)(Figure 07. Différenciation thymique des précurseurs lymphocytaires).  
À mesure de leur différenciation, les précurseurs expriment progressivement la chémokine CXCR4 

(C-X-C Motif Chemokine Receptor, Récepteur de Chémokine CXC) qui leur permet de rejoindre la zone 

corticale du thymus constituée des cellules stromales qui expriment son ligand CXCL12 (C-X-C motif 
chemokine, Chémokine à motif CXC). Ils perdent également l’expression de la molécule d’adhésion 

CD44 et expriment transitoirement la chaine α du récepteur de l’IL-2, le CD25 (Godfrey, Rouse, and 
Wilkinson 1994). La différenciation est initiée par la signalisation de c-kit et la voie de Notch puis la 

transition du stade DN2 à DN3 est caractérisée par l’expression du gène RAG (Recombination-
Activating Gene) ce qui permet le réarrangement des chaines α et β du TCR (Schmitt et al. 2004; Buono 

et al. 2016). Ceci marque définitivement l’engagement dans la lignée lymphocytaire T (Mombaerts et 
al. 1992). 
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Le TCR est un hétérodimère polymorphique formé, chez les LT conventionnels, par l’association des 

chaine α et β, toutes deux constituées d’un domaine constant et d’un domaine variable (Dutta, Zhao, 
and Love 2021). Les cellules DN3 débutent par la synthèse de la chaine β, dont le domaine variable est 

formé par le réarrangement des gènes variables fonctionnels D et J, puis V et DJ. Les enzymes RAG 
permettent les coupures aléatoires au niveau des séquences de recombinaison (RSS – Recombination 

Signal Sequences) encadrant les gènes V, D et J, puis les enzymes VDJ recombinases dirigent la ligature 
des séquences qui est accompagnée de l’excision ou de l’ajout aléatoire de nucléotides (Wilson, Held, 
and MacDonald 1994; McBlane et al. 1995; Dutta, Zhao, and Love 2021). La chaine β se dimérise avec 

la pseudo-chaine α (pTα), garante de sa stabilisation, et forme ainsi un pré-TCR permettant aux 
précurseurs d’accéder au stade DN4 (Fehling et al. 1995; Dutta, Zhao, and Love 2021). S’en suit une 

expansion clonale des cellules, l’activation des gènes codants pour les corécepteurs CD4 et CD8 puis la 
synthèse de la chaine α selon un processus identique à la chaine β, à l’exception du fait qu’elle est 

formée du réarrangement d’une séquence V et J uniquement. Le TCR final se forme ainsi par 
l’assemblage des chaine α et β, avec CD3 qui transduit la signalisation du récepteur, et les corécepteurs 

CD4 et CD8 qui permettent respectivement la stabilisation de l’interaction du TCR avec les molécules 
du CMH de classe I ou II (Trop et al. 2000). Cette co-expression de CD4 et CD8 octroie aux précurseurs 

la qualification de cellules doubles positives (DP).
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Figure 07. Différenciation thymique des précurseurs lymphocytaires
Adaptée de Fayard 2010 - En raison de la non-expression des chaines CD4 et CD8, les 
précurseurs thymiques précoces sont qualifiés de cellules doubles négatives (DN). Quatre 
sous-populations DN évoluent séquentiellement et sont distinguées selon l’expression de 
CD25 (chaine alpha du récepteur à l’IL-2) et CD44 (récepteur de l’acide hyaluronique, de 
la fibronectine, du collagène). Les thymocytes au stade DN2 sont engagés dans la lignée T 
et initient le réarrangement de la chaine β du TCR pour exprimer au stade DN3 un pré-
TCR. S’il est fonctionnel, la signalisation du pré-TCR permet la progression vers le 
phénotype DN4 avec une expansion clonale et l’initiation du réarrangement de la chaine 
α du TCR. Les cellules DP (double positive) sont caractérisées par l’expression 
concomitante de CD4 et de CD8 et entrent dans le processus de sélection positive basée 
sur l’affinité du TCR : les cellules DP dont le TCR reconnait les molécules de CMH de classe 
I reçoivent un signal de survie et perdent l’expression de CD4 : SP (single positive) CD8+; 
Les cellules DP dont le TCR reconnait les molécules de CMH de classe II reçoivent un signal 
de survie et perdent l’expression de CD8 : SP CD4+. Les cellules DP dont le TCR est non 
fonctionnel meurent par apoptose. Les cellules SP quittent le thymus vers la périphérie 
en tant que cellules T naïves. (c-Kit : Tyrosine-Protein Kinase Kit, RAG :  Recombination-
Activating Gene, TCR : T cell receptor)
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Le TCR ne reconnait pas sa cible à l’état natif mais présentée par les molécules du CMH de classe I 
ou de classe II. Une première étape de sélection positive est alors nécessaire afin de sélectionner les 

précurseurs exprimant un TCR fonctionnel. Dans le cortex thymique, les cellules DP dont le TCR 
reconnait les molécules de CMH de classe I exprimées par les cTEC (Cortical thymic epithelial cells, 

cellules épithéliales thymiques de la zone corticale), reçoivent un signal de survie et perdent 
l’expression du corécepteur CD4, et les cellules dont le TCR reconnait les molécules de CMH de classe 

II reçoivent un signal de survie et perdent l’expression du corécepteur CD8 (Figure 08. Dynamique du 
développement lymphocytaire thymiques). Les cellules DP dont le TCR est non fonctionnel ne 

reçoivent aucun signal et meurent par apoptose (Teh et al. 1988; Klein et al. 2009).

Cortex

Médulla

Capsule

DN3

DPDN2

DN1
Capillaire cTEC

DC SP

mTEC Trabécule

Figure 08. Dynamique du développement lymphocytaire thymique
Adaptée de Klein 2009 - Les précurseurs thymiques précoces entrent dans 
le thymus au niveau de la jonction cortico-médullaire puis le 
développement des stade DN1 à DP est assisté par les cellules épithéliales 
thymiques corticales (cTEC) et s'accompagne d’une transmigration des 
précurseurs à travers la zone sous-capsulaire corticale. Après la sélection 
positive et l’engagement dans la lignée CD4 ou CD8, les thymocytes SP 
rejoignent la médulla où ils scannent pendant 3 à 4 jours les antigènes 
présentés par les cellules épithéliales thymiques médullaires (mTEC) et par 
les DC résidentes du thymus ou migratoires pour la sélection négative. Au 
terme de sa maturation, le thymocyte devient un lymphocyte T CD4+ ou 
CD8+ et quitte le thymus par la voie sanguine afin de gagner les organes 
lymphoïdes périphériques. (DN : Cellule Double Négative, DP : Cellule 
Double Positive, SP : Cellule Simple Positive)
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Les précurseurs SP (Single Positive) diminuent l’expression de CXCR4 au profit de CCR4 (C-C 
Chemokine Receptor, Récepteur de Chémokine C-C) et CCR7 ce qui leur permet de quitter le cortex et 

de rejoindre la zone médullaire thymique (Campbell, Pan, and Butcher 1999). La variabilité 
combinatoire du réarrangement des gènes VDJ et la diversité jonctionnelle apportée par la ligature des 

séquences sont les sources de l’immense diversité des répertoires du TCR qui est estimé à 1018 chez 
l’homme (Mora and Walczak 2019). Etant donné le caractère stochastique de la génération du TCR, il 

s’en suit une étape finale de sélection négative qui permet d’éliminer les lymphocytes au potentiel 
autoréactif et de déterminer l’engagement vers la lignée des LT conventionnels ou régulateurs.  La 

sélection négative thymique est un processus crucial pour prévenir le développement de pathologies 
auto-immunes. Elle est médiée par les cellules mTEC (Medullary Thymic Epithelial Cells) d’une part, qui 

présentent les Ag thymiques et dont l’expression des gènes AIRE (Autoimmune regulator) et FEZF2
(FEZ Family Zinc Finger 2) leur permet également de présenter une très grande diversité d’Ag du soi 
d’origine extra-thymique (Anderson et al. 2002; Takaba et al. 2015). D’autre part, la médulla est 

infiltrée de DC résidentes du thymus ainsi que de DC migratoires et plasmacytoïdes qui présentent aux 
précurseurs les Ag ubiquitaires et les Ag du soi rencontrés en périphérie (Atibalentja, Byersdorfer, and 

Unanue 2009). 
La spécificité du TCR avec les auto-Ag présentés, son affinité, son avidité (définie par l’ensemble 

des forces de liaison entre le TCR et le CMH) et la durée des interactions avec les molécules de CMH 
conditionnent le devenir possible des lymphocytes : la survie, la mort par apoptose ou la 

différenciation en Treg (Figure 09. Sélection négative thymique). Les lymphocytes ne reconnaissant 
pas les Ag du soi ou avec une très faible affinité, ne sont pas sélectionnés et survivent ; les lymphocytes 

ayant une forte affinité avec les Ag du soi mais dont l’interaction TCR/CMH est furtive reçoivent un 
signal d’activation modéré et s’orientent vers une différenciation en Treg thymique. Les lymphocytes 

ayant une interaction forte et prolongée avec les auto-Ag présentés sont hyperactivés et meurent par 
apoptose (Klein et al. 2009; Hinterberger et al. 2010).
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Figure 09. Sélection négative thymique.
Adaptée de Batignes 2019 - Lors de la sélection négative, l’intensité et la durée du 
signal émis par l’interaction entre le TCR des cellules SP et le CMH des mTEC détermine 
le devenir et l’orientation des précurseurs lymphocytaires. (CMH : Complexe Majeur 
d'Histocompatibilité, mTEC : cellules épithéliales thymiques de la zone médullaire, SP 
: Single Positive, TCR : T Cell Receptor, Treg : lymphocyte T régulateur) 
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Bien que la signalisation du TCR soit l’élément central de la sélection négative thymique, de 
nouveaux éléments rapportent que d’autres paramètres peuvent directement influencer le destin des 

lymphocytes, tels que la nature de l’auto-Ag et la nature de la cellule qui le présente. De même, 
l’ouverture du programme transcriptionnel des Treg thymiques requière très probablement un 

environnement cytokinique favorable, notamment la présence d’IL-2 et/ou d’IL-15 (Tai et al. 2013; 
Klein, Robey, and Hsieh 2019).

On estime que seul 5 % des lymphocytes différenciés dans le thymus sont ainsi sélectionnés et 
rejoignent les organes lymphoïdes secondaires (OL2) (Thomas-Vaslin et al. 2008). Malgré cela, certains 

lymphocytes autoréactifs présentant un fort potentiel pathogène peuvent y échapper, en raison 
notamment de l’absence de présentation de certains peptides du soi. L’activation de ces populations 

sera contrôlée en périphérie par les Treg et les mécanismes de la tolérance périphérique. 

A ce stade, les lymphocytes T effecteurs sont matures mais naïfs puisqu’ils n’ont jamais rencontré 

leur Ag. Ils sont caractérisés par l’expression des marqueurs CD45RA, CD27 et CCR7. Les LT naïfs et les 
Treg thymiques expriment alors le récepteur de la sphingosine 1 phosphate (S1PR1, Sphingosine-1-

Phosphate Receptor 1) qui leur permet de rejoindre la jonction cortico-médullaire et de quitter le 
thymus par la circulation (Matloubian et al. 2004; Thangada et al. 2010).

2.2 Activation et polarisation des populations lymphocytaires T CD4+

Dans la circulation, les LT naïfs perdent l’expression de S1PR1 et rejoignent les OL2 par 
transmigration grâce à l’expression des récepteurs de domiciliation lymphatique CCR7 et CD62L
(récepteurs respectifs de CXCL19, CXCL21 et de GlyCAM-1). Ils y circuleront continuellement jusqu’à 

leur rencontre avec une CPA dont ils sont spécifiques (Hwang et al. 2018). L’activation et la polarisation 
des lymphocytes peuvent également avoir lieu au sein des structures lymphoïdes associées aux 

muqueuses (MALT, Mucosa-Associated Lymphoid Tissue) qui constituent un réseau diffus de structures 
lymphoïdes secondaires situé sous l'épithélium de la muqueuse de différents organes, tel que les 

bronches, l’intestin grêle, la cavité nasale, la peau… (Coombes et al. 2007).

La synapse immunologique : reconnaissance de l’Ag et activation des LT CD4+

Lors de la détection d’un signal danger dans les tissus, les DC sont activées, rejoignent les OL2 et 

présentent les Ag rencontrés en périphérie. Dans les zones corticales des ganglions lymphatiques ou 
de la rate, les lymphocytes naïfs inspectent la surface des CPA matures à la recherche du complexe 

CMH-peptide de même spécificité que leur TCR. Dans le cas d’une rencontre spécifique, s‘en suit la 
formation d’une synapse immunologique dont les différents récepteurs supportent les 3 étapes 

indispensables à l’activation complète des lymphocytes (Bakdash et al. 2013; Chen and Flies 2013)
(Figure 10. Synapse immunologique).
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Le premier signal engage le TCR qui se lie au complexe CMH-peptide, apprêté par la CPA, dont il est 

spécifique. La durée et la stabilité de cette interaction conditionnent l’efficacité du premier signal, qui 
dépend principalement de l’affinité du TCR pour l’Ag, mais également du nombre de molécules de 

CMH exprimées par la CPA, de l’ancrage des molécules corécepteurs CD4/CD8 et des molécules 
d’adhésion (Melief 2003). Le 1er signal, nécessaire mais non suffisant, initie la formation de la synapse 

immunologique, l’activation des voies de transcriptions anti-apoptotiques et la production de l’IL-2, 
facteur de croissance majeur pour les LT (Chen and Flies 2013). 

Simultanément, le deuxième signal est délivré par la molécule de costimulation CD28 qui se lie aux 
molécules CD80 et CD86 exprimées par la CPA. Cette interaction provoque l’expression de CD40L

(CD154) à la surface des LT qui, en se liant à CD40 exprimé par les CPA, induit à son tour l’augmentation 
de l’expression de CD80/CD86. Cette boucle d’amplification est régulée par l’expression concomitante 
de CTLA-4 (CD152), corécepteur de très haute affinité, qui va entrer en compétition avec CD28 pour 

se lier à CD80/CD86 et transmettre un signal inhibiteur (Miller et al. 2009). 
L’absence de second signal entraine soit une anergie soit une apoptose des lymphocytes. En 

revanche, l’action conjointe des signaux délivrés par le TCR et des récepteurs de costimulation conduit 
à l’activation de la voie mTOR, à la sécrétion d’IL-2, et à l’expression de la chaine α de son récepteur 

(chaine de haute affinité - CD25) (Boise et al. 1995; Miller et al. 2009). Les cellules activées entrent en 
cycle cellulaire pour une phase d’expansion clonale.
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Figure 10. Synapse immunologique
Les trois signaux indispensables à 
l’activation complète des LT ont lieu au 
sein d’une synapse immunologique 
formée entre le LT et une cellule 
présentatrice d’antigène (CPA). Le 
premier signal engage le TCR qui se lie 
au complexe CMH-peptide dont il est 
spécifique. Le deuxième signal est 
délivré par l’axe de costimulation 
CD28 - CD80/CD86 qui entraine une 
boucle d’amplification en augmentant 
l’expression de CD40L à la surface des 
LT qui, en se liant à CD40 induit à son 
tour l’augmentation de l’expression de 
CD80/CD86. Le troisième signal est 
médié par la signalisation du récepteur 
de l’IL-2 et des cytokines sécrétées 
dans le microenvironnement par les 
CPA qui permettent ainsi la 
prolifération des LT et l’orientation de 
leur polarisation. (CMH, Complexe 
Majeur d’Histocomptabilité, IL : 
interleukine, LT : Lymphocyte T, TCR : 
T Cell Receptor,)
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Le troisième signal est médié par la signalisation du récepteur de l’IL-2 et des cytokines sécrétées 
dans le microenvironnement par les CPA qui orientent ainsi la polarisation des lymphocytes (de Jong, 

Smits, and Kapsenberg 2005). Les cellules perdent alors l’expression de CD45RA au profit de l’isoforme 
courte CD45RO. 

Polarisation lymphocytaire

Le sécrétome des CPA diffère selon le contexte inflammatoire et notamment selon les signaux 
danger auxquels elles ont été exposées. Elles orientent ainsi la polarisation des LT CD4+ en sous-

populations fonctionnelles, qui se distinguent par l’expression de programmes transcriptionnels 
différents et qui apportent une réponse adaptatrice optimisée (Zhu, Yamane, and Paul 2010; Fang and 

Zhu 2017). 
On identifie trois voies majeures de polarisation fonctionnelle (Th1, Th2 et Th17) et les CPA 

orientent également vers deux voies de polarisation particulière : les TFH, indispensables à 
l’établissement d’une réponse humorale mémoire et les LT régulateurs induits (iTreg), essentiels à la 

régulation des réponses cellulaires et humorales (Figure 11. Polarisation lymphocytaire).
Dans un contexte d’infections bactériennes intracellulaires, virales, ou de réponse antitumorale, 

l’environnement cytokinique riche en IL-12 favorise la polarisation des LT activés vers la réponse Th1. 

Sous la dépendance du facteur de transcription T-bet (T-box transcription factor), les Th1 expriment 

Figure 11. Polarisation lymphocytaire
Suite à la reconnaissance de l’antigène dont ils sont spécifiques, les lymphocytes T naïfs 
s’activent et se polarisent sous l’influence du microenvironnement cytokinique en différentes 
sous-populations aux fonctions effectrices spécialisées. (Bcl-6 : B-cell Lymphoma-6, Foxp3 : 
Forkhead/Winged-Helix Box Protein 3, GATA-3 : GATA Binding Protein 3, IFN- γ : Interferon-γ, IL: 
Interleukine, LT : Lymphocyte T, RORγt : Retinoic Acid-Related Orphan Receptor γt, T-bet : T-box 
Transcription Factor, TGF-β : Transforming Growth Factor-β, TNF-α : Tumor Necrosis Factor-α)
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les récepteurs de chémokines CXCR3 et CCR5. Les Th1 vont produire des cytokines pro-inflammatoires 
telles que l’IFN-γ, le TNFα (Tumor Necrosis Factor-α) et l’IL-2, qui vont participer à l’activation des LT 

cytotoxiques, des macrophages et des cellules NK (Wan 2010; Iwasaki and Medzhitov 2015).  
La sécrétion d’IL-4 en réponse à une infection parasitaire ou au cours des maladies allergiques 

(atopie), favorise la polarisation Th2, sous la dépendance de GATA3 (GATA binding protein 3) (Zhu et 
al. 2006). Les Th2 expriment le récepteur de la prostaglandine D2 (CD294 ou CRTh2, Chemoattractant 

Receptor-homologous molecule expressed on T-Helper type 2 cells), et sécrètent de nombreuses 
cytokines telles que l’IL-4, l’IL-5, l’IL-9, l’IL-10 ou l’IL-13 qui vont orienter la commutation de classe 

isotypique des immunoglobulines vers la production d’IgE et entrainer le recrutement de 
polynucléaires éosinophiles et des mastocytes (Wan 2010; Iwasaki and Medzhitov 2015).  

La polarisation des Th17 survient dans le cadre d’infection par des germes extracellulaires, sous 
l’influence de l’IL-6 et du TGF-β (Veldhoen et al. 2006). Ils sont caractérisés par l’expression de ROR-γt 
(Retinoic Acid-Related Orphan Receptor γt), ils expriment CCR6, sécrètent les cytokines pro-

inflammatoires IL-17A, IL-17F ou IL-21 et amplifient la réaction inflammatoire aiguë en recrutant 
précocement des polynucléaires neutrophiles (Ivanov et al. 2006; Littman and Rudensky 2010). 

 
L’engagement des LT CD4+ dans l’une de ces 3 voies réprime la polarisation des autres axes. Ainsi, 

la sécrétion d’IFN-γ ou d’IL-4 inhibe la polarisation Th17, alors que l’expression de la chaine α du 
récepteur de l’IL-12 est négativement régulée lors de l’engagement du lymphocyte vers la voie Th17 

(Steinman 2007; Toh et al. 2010). T-bet réprime les gènes associés à la polarisation Th2 tels que GATA3 
et IL4 alors que GATA3 inhibe indirectement la transcription de l’IFN-γ (Hwang et al. 2005). Néanmoins, 

il ne s’agit pas d’une différenciation définitive et en fonction de l’environnement, un LT peut évoluer 
d’une polarisation à l’autre, ce qui traduit sa plasticité. 

 
Les TFH sont définis comme la population lymphocytaire T spécialisée dans la maturation des LB 

(Crotty 2019). La stimulation concomitante du récepteur ICOS (Inductible T cell COStimulator) et du 
TCR par un antigène de très haute affinité induit l’expression du facteur de transcription Bcl-6 (B-cell 
lymphoma-6) qui va alors stimuler l’expression de CXCR5, récepteur de la chémokine CXCL13 (Choi et 

al. 2011). Alors que la production d’IL-6 et d’IL-21 soutient la polarisation des TFH, l’IL-2 en est un 
puissant inhibiteur (Ballesteros-Tato et al. 2012). Les TFH nouvellement différenciés expriment 

fortement CXCR5 et diminuent leur expression de CCR7 ce qui leur permet de rejoindre les zones B où 
ils sont colocalisés avec les DC folliculaires (FDC, Follicular Dendritic Cells) qui sécrètent CXCL13 (Crotty 

2019). 
 

En réponse à un microenvironnement riche en TGF-β et en l’IL-2, les LT sont polarisés en Treg induits 
qui permettront de réguler la réponse pro-inflammatoire et de maintenir l’homéostasie des tissus. Les 

LT activés ouvrent alors le programme transcriptionnel de Foxp3, augmentent l’expression du 
récepteur de l’IL-2 et produisent des cytokines régulatrices telles que l’IL-10 et TGF-β (Chen et al. 2003). 

La discrimination en périphérie des Treg thymiques et des Treg induits est très difficile et les détails de 
leurs phénotypes et de leurs fonctions seront exposés dans le chapitre qui leurs est consacré.  
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Quatre à cinq jours sont nécessaires à l’activation complète et à l’expansion clonale des LT 
effecteurs puis ils quittent les OL2 grâce à la diminution de l’expression de CCR7, de CD62L et à 

l’augmentation de S1PR1 (Krummel, Bartumeus, and Gérard 2016; Cyster and Schwab 2012). 
L’expression du programme d’adressage des LT effecteurs leur permettant de rejoindre le site 

d’inflammation dépend de la polarisation dans laquelle ils sont engagés et au site ganglionnaire 
d’activation du LT naïf (Krummel, Bartumeus, and Gérard 2016; Campbell and Butcher 2002).

Différenciation des populations lymphocytaires T CD4+ mémoires

La mise en place de la mémoire immunologique de long terme intervient au moment de la 
résolution de la réponse adaptatrice, plus précisément lors de la contraction clonale durant laquelle 

près de 90 % des LT effecteurs sont éliminés (Kaech, Wherry, and Ahmed 2002). Elle se traduit par la 
différenciation de populations LT CD4+ mémoires dont la fonction protectrice peut perdurer jusqu’à 

30 années après le contact antigénique initial (Hsieh et al. 2004).
Les cellules immunitaires mémoires ont des caractéristiques fonctionnelles qui leurs permettent 

d’apporter une réponse secondaire à l’Ag plus rapide et plus efficace (London, Lodge, and Abbas 2000). 
Pour un Ag donné, la fréquence des populations mémoires est plus de 100 fois supérieure à celle des 
LT naïfs, et elles expriment un TCR de haute affinité du fait de leur mode de sélection (Blattman 2002). 

Elles expriment des marqueurs d’adhésion cellulaire qui facilitent l’inspection des CPA et elles ont une 
cinétique de sécrétion de cytokines et de prolifération plus rapide (Strutt et al. 2012; Rogers, Dubey, 

and Swain 2000).

La chronologie et les mécanismes impliqués dans la différenciation et le maintien des populations 
mémoires sont encore débattus mais une fois de plus, la force de l’engagement du TCR et 

l’environnement cytokinique semblent conditionner la distinction de 2 profils de LT effecteurs (Figure 
12. Populations lymphocytaires mémoires) : 

• Les cellules effectrices de courte durée de vie (SLEC, Short Lived Effector Cells) destinée à 

exercer leurs fonctions effectrices puis à mourir par apoptose

• Les cellules précurseurs mémoires (MPEC, Memory Precursor Effector Cells) qui exercent leurs 
fonctions effectrices puis qui se différencient en populations mémoires (Cui 2010, Krueger 

2021).

Les populations mémoires diffèrent par leur potentiel effecteur ou prolifératif et par leur 

localisation, ce qui se traduit par une expression différentielle des marqueurs de surface. On distingue 
classiquement 3 stades de LT CD4+ mémoires, les LT centraux mémoires (TCM), les LT effecteurs 
mémoires (TEM), les LT effecteurs terminaux (TEMRA, LT Effecteurs Mémoires CD45RA+ (Harari et al. 

2006; Mueller et al. 2013).
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Les TCM ont une localisation préférentiellement lymphatique, ils ne disposent pas de fonctions
effectrices directes mais sont dotés de grandes capacités prolifératives. Ce sont eux qui assureront la 

mise en place de la réponse cellulaire lors de la prochaine rencontre antigénique et qui ont la capacité 
de se différencier en TEM ou TEMRA (Mueller et al. 2013). Ils ont le phénotype suivant : 
CD44highCD45RA-CD45RO+CD95+CD27+CCR7+CD62L+.

Les TEM en revanche assurent des fonctions effectrices très efficaces par la sécrétion de cytokines, 
alors que leur capacité proliférative est limitée. Ils ont le phénotype suivant : CD44highCD45RA-

CD45RO+CD95+CD27-CCR7-CD62L-.
Les TEMRA enfin représentent le stade terminal de différenciation lymphocytaire. Ils disposent pour 

autant de fonctions effectives importantes et sont caractérisés par le phénotype suivant : 
CD3+CD4+CD45RA+CD45RO-CD95+KLRG1+CD27-CCR7-CD62L-.

2.3 Tolérance périphérique

Bien que la tolérance centrale mette en jeu des mécanismes très efficaces, il persiste en périphérie 

des lymphocytes T autoréactifs. La tolérance périphérique défini l’ensemble des processus qui d’une 
part interviennent pour empêcher l’activation de ces populations autoréactives et d’autre part 

permettent le contrôle de la réponse immunitaire jusqu’à sa résolution. Elle permet de limiter 

Figure 12. Populations 
lymphocytaires mémoires
Suite à l’activation des LT naïfs, 
les cellules s’orientent soit vers 
un profil de cellules effectrices 
de courte durée de vie (SLEC, 
Short-Lived Effector Cells), 
destinées à exercer leurs 
fonctions effectrices puis à 
mourir par apoptose, soit vers 
un profil de cellules 
précurseuses mémoires (MPEC, 
Memory Precursor Effector 
Cells) qui exercent leurs 
fonctions effectrices puis se 
différencient en populations 
mémoires. On distingue parmi 
les populations mémoires les LT 
centraux mémoires (TCM), les 
LT effecteurs mémoires (TEM), 
les LT effecteurs terminaux 
(TEMRA, LT effecteurs mémoires 
CD45RA+). 
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l’endommagement des tissus adjacents et d’éviter une dérive vers un syndrome prolifératif, un 
syndrome auto-inflammatoire, ou une maladie auto-immune qui peuvent survenir lors de 

l’accumulation de lymphocytes activés. C’est le maintien de l’homéostasie. 
On distingue les mécanismes de tolérance périphérique intrinsèque lorsqu’ils sont directement 

déclenchés par le LT en réponse à sa stimulation par la CPA, des mécanismes extrinsèques qui 
requièrent l’intervention de cellules tierces. 

 
Quatre mécanismes intrinsèques sont décrits :  

 L’apoptose : c’est probablement le mécanisme le plus important, il est indispensable à la 

contraction clonale des LT et son activation est en partie déterminée par l’avidité du TCR 
et la quantité d’Ag présents. Suite à l’activation répétée de leur TCR, les lymphocytes 

deviennent sensibles à l’apoptose notamment par la signalisation de l’axe Fas/FasL qui 
aboutit à l’activation des caspases 8 et/ou 10 (Watanabe-Fukunaga et al. 1992; Morgan et 

al. 1999; Brenner, Krammer, and Arnold 2008). 
 L’ignorance : elle se produit lorsque l’Ag n’est pas présent en quantité suffisante pour 

permettre l’activation du LT autologue ou lorsqu’il est présent dans les sanctuaires 
immunologiques (système nerveux central, œil, testicules, utérus) empêchant sa 
présentation par les CPA dans les OL2. Ce mécanisme peut toutefois être levé lorsqu’une 

rupture de la barrière anatomique du tissu intervient, exposant ainsi les Ag au système 
immunitaire (Miller and Heath 1993). 

 L’anergie : il s’agit d’un état d’inactivation fonctionnelle des LT caractérisé par une 
répression de la signalisation du TCR, un blocage du cycle cellulaire et une inhibition de la 

production d’IL-2 (Harding et al. 1992; Chen and Flies 2013). Elle est déclenchée lorsque le 
TCR est activé par le CMH en l’absence de signal de costimulation médié par CD28, 

notamment lorsque les CPA n’expriment pas ou pas suffisamment CD80/86. Elle est 
également médiée par la signalisation des points de contrôles immunitaires tels que CTLA-

4 ou PD-1 (Programmed Cell Death Protein 1) (Walunas and Bluestone 1998; Freeman et al. 2000). 
 La déviation phénotypique : elle consiste en une déviation de la polarisation des LT 

effecteurs Th1 vers un profil Th2, moins pathogénique dans un contexte d’auto-immunité 
(Young et al. 2000; Pakala, Kurrer, and Katz 1997; Walker and Abbas 2002). Ce mécanisme 

est médié par la signalisation du TCR et par l’environnement cytokinique présent lors de la 
réponse immunitaire. Il repose sur la plasticité des cellules polarisées. 

 

Le maintien de la tolérance périphérique nécessite par ailleurs l’intervention de cellules aux 
propriétés suppressives, qui s’organisent pour contrôler la réponse immunitaire jusqu’à sa résolution, 

pour limiter l’endommagement des tissus adjacents, et éviter une dérive vers un syndrome auto-
inflammatoire ou une maladie auto-immune. 

Les Treg sont les principaux garants du maintien de la tolérance périphérique mais il existe d’autres 

populations aux propriétés suppressives qui y concourent. Elles sont induites localement à partir des 
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populations lymphocytaires et myéloïdes présentent dans le tissu inflammé. La plupart tirent leurs 
propriétés fonctionnelles de la sécrétion de cytokines anti-inflammatoires, de l’expression de ligands 

des points de contrôle immunitaires, ou d’enzymes (Tableau 05. Autres populations aux propriétés 
suppressives).

Type 
cellulaire

Molécules 
régulatrices Fonctions Références

cDC
CTLA-4, PD-1, 
ICOS, Fas, TRAIL, 
IDO, AR, TGF-β

 Anergie des lymphocytes T
 Induction d’apoptose  
 Induction et entretien des Treg

(Hasegawa and 
Matsumoto 2018)

pDC IDO, PD-L1, IL-10  Suppression des réponses 
pro-inflammatoires (Audiger et al. 2017)

Macrophage 
M2

IL-10, TGF-β, 
IL-1Ra  Induction et entretien des Treg (Murray 2017)

Mreg TGF-β, AR, IDO 
 Suppression des réponses 

pro-inflammatoires
 Induction et entretien des Treg

(Riquelme and 
Hutchinson 2018)

Neutrophiles 
suppresseurs

IL-10, Arg-1, ROS, 
PD-L1

 Suppression des réponses 
pro-inflammatoires
 Induction d’apoptose 

(Yang et al. 2017; de 
Kleijn et al. 2013)

NK TGF-β  Induction et entretien des Treg (Chong et al. 2010)

ILC3 CMH II  Anergie des lymphocytes T (Hepworth et al. 2013)

Breg
IL-10, IL-35, 
TGF-β, PD-L1

 Suppression des réponses 
pro-inflammatoires
 Induction et entretien des Treg

(Catalán et al. 2021)

Tr1 IL-10  Suppression des réponses 
pro-inflammatoires (Groux et al. 1997)

Th3 TGF-β  Induction et entretien des Treg (Chen et al. 1994)  

iTR35 IL-35 
 Suppression des réponses 

pro-inflammatoires
 Entretien des Treg

(Collison et al. 2007)

Tableau 05. Autres populations aux propriétés suppressives
AR : Acide rétinoïque, Breg : Lymphocyte B Régulateur, cDC : Conventional Dendritic Cell, CMH : Complexe 
Majeur d'Histocompatibilité, CTLA-4 : Cytotoxique-T-Lymphocyte- Antigen 4 protein, ICOS : Inductible T cell 
COStimulator, IDO : Indoléamine 2,3 dioxygenase, iTR35 : IL-35 Induced Regulatory T Cell Population, Mreg : 
Macrophages Régulateurs, Arg-1 : arginase 1, NK : Natural Killer, ILC3 : Innate lymphoid cells 3, PD-1 : 
Programmed Cell Death Protein 1, pDC :  Plasmacytoid Dendritic Cell, PD-L1 : Programmed death-ligand 1, IL 
: Interleukine, ROS : Reactive Oxygen Species, TGF-β : Transforming Growth Factor- β, Th3: Lymphocyte Helper 
3, TRAIL : TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand, Tr1 : Lymphocyte T Régulateur 1, Treg : LT régulateur.



Introduction 

 64 . 

L’efficacité de la tolérance périphérique est déterminante lors de la rencontre extra-thymique entre 
un LT naïf et son Ag, mais également lors de stimulations répétées dans un contexte d’infection 

chronique. Son altération peut conduire à une rupture de tolérance vis-à-vis des Ag du soi et au 
déclenchement d’une maladie auto-immune. Le rôle des Treg dans le maintien de la tolérance aux 

antigènes du soi est central et une altération quantitative ou fonctionnelle de leur lignée a été 
rapportée dans de nombreuses MAI telles que la polyarthrite rhumatoïde (PR), le lupus systémique, 

ou l’encéphalite auto-immune (Wing, Tanaka, and Sakaguchi 2019). Pour autant, il est généralement 
difficile de déterminer si une telle anomalie des Treg représente une cause ou une conséquence d'une 

réponse auto-immune. 
Nous consacrerons par conséquent ce 3ème et dernier chapitre d’introduction aux Treg. 
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3 Les Treg
Les Treg sont les cellules suppressives les mieux caractérisées. Elles sont classiquement définies par 

la forte expression de CD25 et du facteur de transcription Foxp3 et jouent un rôle décisif dans le 
maintien de la tolérance vis-à-vis du soi et de l’homéostasie immunitaire. Elles exercent leurs fonctions 

suppressives sur l’activation, la prolifération et les fonctions effectrices de l’ensemble des cellules
immunitaires, et en tout premier lieu sur les LT. 

La nomenclature des Treg peut être disparate dans la littérature, ainsi dans un souci de clarté, nous 
abrègerons ainsi les Treg thymiques (tTreg) et les Treg induits (iTreg) en rapport avec leur mode de 

développement puis les Treg effecteurs (eTreg) et les Treg naïfs (nTreg) selon leur état d’activation. 
Nous exposerons dans ce chapitre les caractéristiques des Treg et leurs propriétés fonctionnelles, 

agrémentées d’exemples de leur implication au cours de MAI ou de maladies inflammatoires. 

3.1 Caractérisation des Treg

Découverte des Treg
Les premières expériences suggérant l’existence de cellules T suppressives datent du début des 

années 1970. Une partie des travaux se sont initialement concentrés sur l’induction expérimentale de 
populations lymphocytaires T suppressives capables soit d’instaurer un état de tolérance, soit de 

réguler une réponse vis-à-vis d’un Ag exogène (Gershon and Kondo 1970; Chen et al. 1994; Kuchroo et 
al. 1994).

Parallèlement, une seconde approche consistant à étudier le développement de maladies auto-
immunes a permis de démontrer l’existence non seulement de cellules d’origine thymique 

autoréactives capables d’induire activement une réponse auto-immune, mais également de cellules T 
capables de contrôler cette réponse auto-immune. Les travaux pionniers de Nishizuka 1969 ont 

montré que la réalisation d’une thymectomie néonatale le 3ème jour de la vie des souris conduisait au 
développement de manifestation auto-immunes (Nishizuka and Sakakura 1969; Taguchi and Nishizuka 

1981). Ces observations ont été confirmées à plusieurs reprises dans différents modèles murins 
(Penhale et al. 1973; Taguchi and Nishizuka 1981; Kojima and Prehn 1981), puis il a été démontré que 
l’injection de LT CD4+ ou de thymocytes matures CD4+ issus de souris syngéniques saines permettaient 

de résorber ces manifestations (Penhale et al. 1976; Sakaguchi, Takahashi, and Nishizuka 1982). 
Inversement, le transfert adoptif des LT CD4+ des animaux malades à des souris syngéniques, 

dépourvues de LT, conduisait au développement des manifestations auto-immunes chez les souris 
receveuses (Sakaguchi, Takahashi, and Nishizuka 1982; Sakaguchi et al. 1985)

Sur la base de protocoles expérimentaux similaires, les équipes de Sakaguchi, Powrie et Morrissey 
ont précisé les caractéristiques phénotypiques des cellules aux propriétés suppressives en affinant le 

phénotype des populations transférées. Ils ont ainsi identifié les premiers marqueurs des populations 
régulatrices murines, le CD5 (Sugihara et al. 1988; Sakaguchi et al. 1985), le CD45RB (Morrissey et al. 

1993; Powrie et al. 1993) puis à la fin des années 1990, la chaine α du récepteur de l’IL-2, le CD25 
(Asano et al. 1996; Sakaguchi et al. 1995; Takahashi et al. 1998; Itoh et al. 1999). Enfin, en 2001 une 
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série de travaux menés chez l’homme a permis d’isoler et de caractériser plus précisément une 
population lymphocytaire circulante, CD4+CD25high, d’origine thymique, naturellement anergique et 

aux propriétés suppressives, les lymphocytes T régulateurs (Baecher-Allan et al. 2001; Dieckmann et 
al. 2001; Jonuleit et al. 2001; Levings, Sangregorio, and Roncarolo 2001).

De façon concomitante, la description de l’action des Treg a été étendue au-delà du contexte du 

maintien de la tolérance vis-à-vis du soi et de l’auto-immunité. Dans des modèles de greffe de peau 
allogénique et d’immunisation par des protéines exogènes, la reconstitution des populations 

lymphocytaires T des souris athymiques par des lymphocytes CD4+CD25- intensifiait la réponse 
immunitaire tandis que la reconstitution par des lymphocytes CD4+CD25+ la diminuait (Sakaguchi et al. 

1995; Modigliani et al. 1995).

Foxp3, le régulateur dominant des Treg
Foxhead box P3 (Foxp3) est le facteur de transcription dominant des Treg, son expression est 

essentielle à leur développement et il est indispensable au maintien de l’identité de la lignée Treg. Il a 
été découvert au début des années 2000 et son implication dans le développement des populations 
de Treg a été démontré par la description de l’altération fonctionnelle de son gène (FOXP3) dans le 

modèle de souris de phénotype scurfy puis chez les patients atteints du syndrome IPEX (Brunkow et 
al. 2001; Bennett et al. 2001; Wildin et al. 2001; Fontenot, Gavin, and Rudensky 2003; Hori, Nomura, 

and Sakaguchi 2003; Khattri et al. 2003). Au cours de ce syndrome, des mutations entrainent une perte 
de fonction du gène FOXP3 ce qui conduit à un profond déficit en Treg fonctionnels, une rupture de la 

tolérance et au développement de multiples manifestations auto-immunes létales. 

Le gène FOXP3 est codé sur le bras court (p) du chromosome X, il est constitué de 11 exons, d’un 
promoteur à faible potentiel d’activation et de 4 séquences non codantes (Conserved Non-Coding 

Sequences, CNS) indispensables à l’initiation, à la régulation et au maintien de la transcription de Foxp3 
(Zheng et al. 2010; Lu, Barbi, and Pan 2017) (Figure 13. Structure et régulation du gène FOXP3).

En réponse à la signalisation du TCR et des voies de costimulation, le promoteur de Foxp3 est activé 

par AP-1 (Activating Protein-1) et NFAT (Nuclear Factor of Activated T-cells) (Mantel 2006), mais il peut 
également être initié par la liaison de Foxo1-Foxo3 (Forkhead Box Class O), ou de CREB-ATF1 (C-AMP 
Response Element-binding protein - Activating Transcription Factor 1) (Ouyang et al. 2010; Kim and 

Leonard 2007). Il a récemment été décrit, au cours de la différenciation des Treg thymiques, que 
l’amorçage du promoteur était rendu possible par CNS0, située en aval, et ciblée par Stab1 et MLL4

(Mixed-Lineage Leukemia 4) (Kitagawa et al. 2017; Placek et al. 2017).

C’est CNS3 qui joue le rôle de commutateur épigénétique, en réponse à la liaison de c-Rel, elle 
permet la modification des histones et initie la transcription de Foxp3 (Feng et al. 2015; Ruan et al. 
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2009). L’activation de CNS3 est essentielle au développement des Treg thymiques, elle ne semble en 

revanche pas nécessaire au maintien de l’expression de Foxp3. 
A contrario, CNS1 soutient l’expression de Foxp3 pendant la différenciation des Treg induits puisque 

les souris déficientes en CNS1 développent des troubles du maintien de la tolérance périphérique en 
raison de l’absence d’induction de Treg, mais elles ne développent pas de manifestations auto-

immunes létales grâce à la persistance des Treg thymiques (Schlenner et al. 2012; Josefowicz et al. 
2012). Lors de l’activation des lymphocytes T, la signalisation de la voie SMAD induite par le TGF-β 

conduit à la liaison de SMAD3 et NFAT avec CNS1 et ainsi à la transcription de Foxp3 (Tone et al. 2008).

La séquence CNS2 permet la stabilisation et la régulation de la transcription de FOXP3 par les Treg. 
Elle peut être ciblée par de nombreux effecteurs tels que c-Rel, CREB-ATF1, RunX1-CBFβ-Foxp3 (Runt-

FOXP3 Promoteur ExonCNS0 CNS1 CNS2 CNS3CNS3

tTreg
Initiation de la 
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Figure 13. Structure et régulation du gène FOXP3
Adaptée de Lu 2017 - Représentation des séquences non codantes conservées (CNS), du 
promoteur et des exons du gène FOXP3 ainsi que des facteurs de transcription qui activent 
sa transcription et leurs sites d'interaction. (AP-1 : Activating Protein-1, ATF : Activating 
Transcription Factor, CBFβ : Core Binding Factor Subunit β, CNS : Conserved Non-Coding 
Sequences, CREB : C-AMP Response Element-Binding Protein, Foxo:  Forkhead Box Class 
O, FOXP3 : Forkhead/Winged-Helix Box Protein 3, iTreg : Induced Regulatory T Cell, MDB2 
: Methyl-CpG-binding domain protein 2, MLL4 : Mixed-Lineage Leukemia 4, NFAT : Nuclear 
Factor of Activated T-cells, RunX1 : Runt-Related Transcription Factor 1, SMAD3 : Mothers 
Against DPP Homolog 3, Stab-1 : Stabilin 1, STAT5 : Signal Transducers and Activators of 
Transcription 5, TCR : T Cell Receptor, IL-2R : Interleukin 2 Receptor, TET1 : Ten-Eleven 
Translocation Demethylases 1, TGF- β : Transforming Growth Factor-β, Treg : LT 
régulateur, tTreg: Thymic Regulatory T Cell)
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Related Transcription Factor 1 - Core Binding Factor Subunit β) ou STAT5 (Signal Transducers and 
Activators of Transcription) (Zheng et al. 2010), elle se lie alors à MBD2 (Methyl-CpG-binding domain 

protein 2) et recrute TET1 (Ten-Eleven Translocation Demethylases 1), ce qui lui permet de maintenir 
un état hypométhylé des sites CpG (Wang et al. 2013; Toker et al. 2013). C’est ainsi que la signalisation 

conjointe du TCR et de TGF-β contribue à la stabilisation de l’expression de Foxp3, en réprimant la 
méthylation de CNS2 par l’inhibition de l’expression de la DNA méthyltransférase 1 (DNMT1) (Li, Ebert, 

and Li 2013). De même, la signalisation de la voie Jak3 (Janus Kinase 3) induite par l’IL-2 conduit au 
maintien de l’expression de Foxp3 par la phosphorisation et le recrutement de STAT5 d’une part et la 

mobilisation de TET1 au niveau de CNS2 (Nair et al. 2016).

La protéine Foxp3 est constituée de 431 acides aminés, structurés en 4 domaines (Figure 14. 
Structure de la protéine Foxp3) : sur la partie N-terminale le domaine fonctionnel de répression 

transcriptionnelle, suivi d’un domaine de liaison à l’ADN (Acide Désoxyribonucléique) de type doigt de 
Zinc (Zinc Finger, ZnF), une hélice de type « leucine zipper » (Zip) permettant son homo ou 

hétérodimérisation, puis en C-terminal le domaine ForkHead permettant sa localisation nucléaire et sa 
liaison à l’ADN (Grover, Goel, and Greene 2021). 

Foxp3 est capable de se lier à plus de 700 gènes, il orchestre la formation de grands complexes 
protéiques en interagissant avec de nombreux facteurs de transcriptions et diverses protéines de 

régulation de la chromatine telles que les HAT (Histone Acétyltransférase) et HDAC (Histone 
Deacetylase), RunX1, CBFβ, NFAT, NFκB (Nuclear Factor-Kappa B), IRF4 ou encore Eos (Wu et al. 2006; 
Zheng et al. 2007; Li et al. 2007; Georgiev, Charbonnier, and Chatila 2019). Il façonne ainsi la lignée

Treg en agissant à la fois comme répresseur de transcription en bloquant l’expression des gènes de 
l’IL-2, de l’IFN-γ (Ono (Ono et al. 2007) 2007), et par antagonisme avec RORC de l’IL-17 (Zhou (Zhou et 

al. 2008) 2008), ou comme activateur transcriptionnel en potentialisant la transcription de CTLA4, de 
IL2RA, de TNFRSF18 (codant pour CTLA-4, CD25 et GITR (Glucocorticoid-Induced TNFR-Related)) (Wu 

et al. 2006; Zheng et al. 2007), ou de FOXP3 lui-même (Rudra et al. 2009). Il contribue également à 
l’établissement du caractère anergique des Treg puisqu’il module directement les voies de 

signalisation en aval de l’engagement du TCR et du récepteur de l’IL-2 en restreignant l’activité de la 

Figure 14. Structure de la protéine Foxp3
La protéine Foxp3 est constituée d’un domaine répresseur, suivi d’un domaine 
de liaison à l’ADN de type doigt de Zinc (Zinc Finger, ZnF), d’une hélice de type 
« leucine zipper » (Zip) puis d’un domaine ForkHead.
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voie Akt (Protéine Kinase B)/mTOR (Han, Patterson, and Levings 2012) et en interrompant le signal 
calcique (Wu et al. 2006; Vaeth et al. 2012).

La régulation de l’expression de Foxp3 est également régie par des mécanismes post-traductionnels 

tels que l’ubiquitination (Ub), l’acétylation (Ac) ou la phosphorylation (P) de ces différents acides 
aminés (Figure 15. Régulation post-traductionnelle de Foxp3). Ces processus influencent 

principalement sa dégradation, sa localisation subcellulaire ou son activité fonctionnelle (Colamatteo 
et al. 2019). 

La dégradation au sein du protéasome, des protéines en générale et de Foxp3 en particulier, est 
dictée par le niveau d’ubiquitination des résidus lysines. Dans les Treg, la stabilité de l’expression de 

Foxp3 et sa localisation nucléaire sont associées à une forte expression de la désubiquitinase USP7 
(Ubiquitin Specific-Processing Protease 7) (van Loosdregt et al. 2013). Inversement, la 

polyubiquitination de la lysine 48 (K48) médiée par Stub-1 (STIP1 Homology and U-Box Containing 
Protein 1) ou de HIF-1α conduit à l’adressage de Foxp3 au Protéasome 26S (Dang et al. 2011; Chen and 

Flies 2013). Pour autant, les impacts de la polyubiquitination de Foxp3 ne se limitent pas à sa 
dégradation (Erpapazoglou, Walker, and Haguenauer-Tsapis 2014; Ni et al. 2019). L’ubiquitination

intervient également dans la régulation du trafic protéique, la localisation nucléaire de Foxp3 
impliquant sa polyubiquitination de K64 par TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6) (Ni et al. 2019).

Figure 15. Régulation post-
traductionnelle de Foxp3
Adaptée de Colamatteo 2020 -
Ubiquitination (Ub) médiée par 
USP7 (Ubiquitin Specific-
Processing Protease 7), Stub1 
(STIP1 Homology and U-Box 
Containing Protein 1), TRAF6 
(TNF receptor-associated factor 
6) et HIF-1a (Hypoxia-Inducible 
Factor-1). Acétylation (Ac) et 
désacétylation médiée par 
l'histone désacétylase 7 
(HDAC7), TAZ (Tafazzin), P300 
(E1A Binding Protein P300), 
Mst-1 (Mammalian Sterile 20-
Like Kinase), TIP60 (Protéine 
Interactive Tat 60 kDa) et Sirt1 
(Sirtuin 1). Phosphorylation (P) 
médiée par CDK2 (Kinase 
Cycline-Dépendante 2), NLK 
(Nemo-Like Kinase), PIM1 (Pim-1
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Les sites d’acétylation et d’ubiquitination étant en partie communs, il existe une compétition entre 
ces 2 mécanismes post traductionnels, ainsi une acétylation accrue de Foxp3 conduit à sa 

désubiquitination et à l’inhibition de sa dégradation par le protéasome (van Loosdregt et al. 2010). 
L’acétylation est médiée par les lysines acétyltransférases (KATs, ou histones acétyltransférases HATs), 

telles que la kinase Mst-1 (Mammalian Sterile 20-Like Kinase), ou la protéine interactive tat 60 kDa 
(TIP60) et la protéine P300 (E1A Binding Protein P300) (Li et al. 2007; Xiao et al. 2014; Li et al. 2015). 

Elle permet la stabilisation de l’expression de Foxp3 et favorise ses interactions avec l’ADN. A contrario, 
la désacétylation de Foxp3 par des lysines désacétylases (KDACs ou histones désacétylases HDACs) 

telles que HDAC7, TAZ (Tafazzin) ou la sirtuin (SIRT1) est associée à une réduction de l’expression de 
Foxp3 (van Loosdregt et al. 2011; Geng et al. 2017). L’altération de l’acétylation de Foxp3 a été 

observée dans plusieurs maladies auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoïde ou la thyroïdite 
de Hashimoto (Su et al. 2019; Yang et al. 2018). 

 

La phosphorylation de Foxp3 est également un facteur de régulation important. Selon la localisation 
du site de phosphorylation, cela influence soit la dégradation protéasomique de Foxp3, soit sa 

fonctionnalité (Morawski et al. 2013; Fleskens et al. 2019). La phosphorylation de Foxp3 par la protéine 
CDK2 (Kinase Cycline-Dépendante 2) ou Pim-2 (Pim-2 Proto-Oncogene, Serine/Threonine Kinase) 

intervient au niveau du domaine répresseur N-terminal et entraine une diminution de l’expression de 
Foxp3 et une diminution des capacités suppressives des Treg (Morawski et al. 2013; Deng et al. 2015). 

Au cours de la PR, la présence de TNF-α dans le liquide synovial entraine une déphosphorylation du 
domaine C-terminal de Foxp3 médiée par la protéine phosphatase 1 (PP1) et corrélée à l’altération de 

la fonction des cellules Treg (Nie 2013 (Nie et al. 2013)). Par ailleurs, en présence de TGF-β, la protéine 
kinase NLK activée (Nemo-Like Kinase) phosphoryle Foxp3 sur de multiples résidus, ce qui induit sa 

désubiquitination et l’inhibition de sa dégradation (Fleskens et al. 2019)). 
D’autres mécanismes peuvent intervenir dans la régulation post-traductionnelle de Foxp3 sans 

pour autant que les processus aient été à ce jour parfaitement élucidés. Nous citerons parmi eux la 
dégradation de Foxp3 médiée par DBCA1 (Deleted in Breast Cancer 1) qui nécessite l’implication de la 
caspase 8 et qui intervient plus particulièrement dans des conditions inflammatoires, notamment en 

présence de d’IL-6 ou de TNF-α (Gao et al. 2015).  
 

Bien que l’expression de Foxp3 soit indispensable à l’orchestration du programme transcriptionnel 
des Treg, elle n’est pas suffisante (Hill et al. 2007). D’autres facteurs de transcription tels que c-REL, 

NFAT ou AP-1, dont l’expression est indépendante de Foxp3, sont nécessaires et entrent en synergie 
avec Foxp3 pour permettre l’établissement du phénotype Treg complet (Luo and Li 2013; Oh et al. 

2017). 
Le programme transcriptionnel des Treg implique de très nombreux gènes, parmi les plus 

marquants on peut citer FOXP3 bien entendu, CTLA4, IKZF2, IL2RA ou IKZF4 (IKAROS Family Zinc Finger 
4) qui codent respectivement pour les protéines CTLA-4, Helios, CD25 et Eos. Depuis quelques années, 

différents groupes de recherche se sont attachés à établir la signature transcriptomique des Treg 
circulants ou tissulaires (Ferraro et al. 2014; Arvey et al. 2015; Panduro, Benoist, and Mathis 2016; 
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Zemmour et al. 2018). Les travaux de l’équipe de Christophe Benoist ont permis d’identifier, dans des 
conditions physiologiques, plus de 190 gènes spécifiquement up régulés et 190 gènes down régulés 

dans les Treg circulants comparativement au profil transcriptomique des LT conventionnels (Ferraro 
et al. 2014). 

Phénotype des Treg

Identification
Qu’ils soient d’origine thymique ou périphérique, au repos ou activés, les Treg partagent les mêmes 

marqueurs phénotypiques d’identification. Ils ne peuvent pas être caractérisés par un marqueur 
unique et exclusif, la stratégie d’identification des Treg repose sur la co-expression de plusieurs 

récepteurs membranaires et de leur facteur de transcription dominant, Foxp3.
Chez l’homme, Foxp3 est exprimé par 5 à 10 % des lymphocytes circulants mais son expression n’est 

pas exclusive à la lignée Treg puisque d’une part, l’ensemble des lymphocytes CD4+ activés peuvent 
exprimer Foxp3 de façon transitoire et d’autre part, il peut être exprimé par certain LT CD8+ ou cellules 

NK. De façon similaire, bien que les Treg expriment de façon constitutive et intense la chaine α du 
récepteur de l’IL-2 (Sakaguchi et al. 1995), leur identification ne peut reposer sur la simple expression 

de CD25 puisque les lymphocytes activés l’expriment également (Ortega et al. 1984). Par conséquent, 
la stratégie d’identification phénotypique la plus communément admise chez l’homme repose sur le 

phénotype CD3+CD4+CD25highFoxp3+. Selon cette définition, les Treg représentent 4 à 8 % des 
lymphocytes circulants (Seddiki et al. 2006).

L’expression de CD127 permet également de distinguer les LT CD4+ des Treg, ces derniers 
n’exprimant que très peu la chaine α du récepteur de l’IL-7 (Liu et al. 2006; Seddiki et al. 2006). Bien 
que l’expression de ce marqueur soit conservée par un peu moins de 10 % des lymphocytes CD25high

Foxp3+, le phénotype CD3+CD4+CD25highCD127low est très couramment utilisé pour trier les Treg 
circulants par cytométrie en flux. Il apporte en effet l’avantage de pouvoir isoler les Treg par un 

marquage membranaire qui ne porte pas atteinte à l’intégrité des cellules (Hartigan-O'Connor et al. 
2007). 

Les Treg expriment par ailleurs de nombreux autres marqueurs membranaires ou 
intracytoplasmiques tels que CTLA-4, CD45RO, GITR, CD39, TNFR2 (Tumor Necrosis Factors Receptor), 

ICOS… Cette expression n’est pas spécifique puisqu’elle est également partagée avec les lymphocytes 
T activés et leur niveau d’expression est variable selon le tissu étudié et l’âge des individus. Ces 

récepteurs confèrent aux Treg leurs propriétés fonctionnelles et seront par conséquent développés 
dans le paragraphe dédié aux récepteurs fonctionnels des Treg. 

Les Treg d’origine thymique et périphérique

Aucun consensus n’est encore établi concernant les marqueurs d’expression membranaire, 
cytoplasmique ou nucléaire qui permettent de discerner spécifiquement les Treg d’origine thymique 

des Treg induits en périphérie. Il est de ce fait difficile de déterminer leurs prérogatives respectives.
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Le répertoire antigénique permet de distinguer les tTreg des iTreg et leur confère des rôles 
différents. Les tTreg sont sélectionnés dans le thymus pour l’affinité de leur TCR avec des Ag du soi, ils 

sont ainsi les garants du maintien de la tolérance vis-à-vis du soi et leur dysfonctionnement ou leur 
défaut est à l’origine de manifestations auto-immunes (Haribhai et al. 2011). A l’inverse, les iTreg se 

différencient à partir de LT naïfs, et partagent de ce fait la spécificité antigénique des LT 
conventionnels. Leur rôle est essentiel dans le contrôle de l’homéostasie au cours des réponses 

immunitaires et des réactions inflammatoires liées aux pathogènes ainsi que dans le maintien de la 
tolérance vis-à-vis du microbiote (Haribhai et al. 2011; Josefowicz et al. 2012). Il ne s’agit pour autant 

pas d’une dualité mais d’une coopération ou d’une complémentarité fonctionnelle puisque les tTreg 
seraient capables de participer in vitro à l’induction de iTreg par l’expression membranaire du 

complexe latent LAP/TGF-β (Latency-Associated Peptide) (Andersson et al. 2008). Par ailleurs, le 
transfert néonatal de iTreg dans les souris de phénotype scurfy prévient de l’apparition des 
manifestations auto-immunes (Huter et al. 2008). 

 
D’un point de vue génomique, la distinction des tTreg et iTreg peut s’appuyer sur le profil 

épigénétique du gène FOXP3.  
La régulation épigénétique des régions CNS2 et CNS3 est relativement homogène (Zheng et al. 

2010), en revanche le promoteur de FOXP3 a un niveau de déméthylation dans la population de tTreg 
très élevé, rendant le promoteur très accessible, alors que son niveau de déméthylation au sein des 

iTreg est intermédiaire et favorisé par l’engagement concomitant des voies de signalisation du TCR et 
du TGF-β (Janson et al. 2008; Zheng et al. 2010). Inversement, la région CNS1 est régulée par 

signalisation du TGF-β lors de la différenciation des Treg en périphérie (Josefowicz et al. 2012).  
D’un point de vue expérimental, les méthodes actuelles d’analyse de la méthylation d’un gène ne 

permettent pas de préserver l’intégrité des cellules, de ce fait cette approche ne permet pas 
d’envisager une exploration fonctionnelle et comparative des tTreg et des iTreg. 

 
Phénotypiquement, les marqueurs Helios puis Nrp-1 ont été successivement proposés comme 

étant des marqueurs spécifiques des populations de tTreg, mais les nombreux travaux menés sur ce 

sujet ont rapporté des résultats discordants et leur qualification est toujours sujet à controverse 
(Thornton 2019, Weiss 2012). 

Suite à l’étude des ARN messagers des Treg par l’équipe de Sugimoto en 2006, le facteur de 
transcription Helios a été identifié parmi les gènes de la signature transcriptomique Treg (Sugimoto et 

al. 2006), puis en 2010 l’équipe de Thornton a apporté la démonstration de l’origine thymique des Treg 
Helios+ par la description des caractéristiques suivantes (Thornton et al. 2010) :  

• 100 % des Treg thymiques murins expriment Helios. 

• Environ 70 % des Treg circulants expriment Helios chez la souris et chez l’homme adulte. 
• Les Treg Helios- murins n’apparaissent en périphérie qu’après la première semaine de vie. 

• Les Treg induits in vitro par une stimulation TCR en présence de TGF-β n’expriment pas Helios. 
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De nombreuses études ont abondé en ce sens en associant notamment un déficit des facteurs de 
transcriptions BACH2 (BTB Domain And CNC Homolog2) ou KLF2 (Kruppel-Like Factor 2) avec une 

absence de iTreg et de Treg Helios- circulants (Roychoudhuri et al. 2013; Pabbisetty et al. 2014). A 
contrario, les souris déficientes pour le facteur de transcription c-Rel ou Stab-1 (Stabilin 1) présentent 

un déficit en Treg Foxp3+ Helios+ mais développent en périphérie des Treg Foxp3+Helios- et sont 
capables in vitro d’induire des Treg Helios- en présence de TGF-β (Luu et al. 2017) (Kitagawa et al. 

2017). 
Néanmoins, plusieurs articles ont remis en cause la qualification de Helios comme marqueur 

spécifique des tTreg. Il a notamment été rapporté que l’induction de Helios était possible au cours de 
la différenciation des iTreg dans certains contextes de stimulation in vivo et in vitro (Verhagen and 

Wraith 2010; Zabransky et al. 2012; Gottschalk, Corse, and Allison 2012; Lu and Chen 2021). Il a 
également été observé que l’expression de Helios par les Treg était diminuée lorsque les Treg étaient 
au repos (Akimova et al. 2011). Par ailleurs, l’analyse comparative du répertoire antigénique des 

populations de Treg Helios+ et Helios- a été réalisée par 3 fois mais ces 3 expériences, qui se sont 
déroulées avec des modalités expérimentales très différentes, ont conduit à des conclusions très 

discordantes (Szurek et al. 2015; Lord et al. 2015; Thornton et al. 2019). Deux premiers articles ont 
rapporté que Helios ne permettait pas d’identifier de manière univoque les clones Treg d'origine 

thymique, alors que le travail de Thornton en 2019 décrit un très faible chevauchement du répertoire 
TCR entre les Treg Helios+ et Helios-.  

 
Un consensus a cependant établi le fait que les Treg Helios+ sont dotés de fonctions suppressives 

fortes, d’un phénotype de Treg activé et d’une expression de Foxp3 plus stable (Thornton et al. 2019) 
alors que les Treg Helios- conservent une capacité à produire des cytokines pro-inflammatoires telles 

que l’IL-2, l’IL-17, ou l’IFN-γ (Kim et al. 2012). De plus, dans des conditions inflammatoires, Helios 
participe activement à la stabilisation du phénotype des Treg. Il potentialise l’expression de Foxp3 en 

se liant à son promoteur mais il participe également à l’extinction du promoteur de l’IL-2 (Baine et al. 
2013). 

 

De façon relativement similaire à Helios, le récepteur Nrp-1 est fortement exprimé par les Treg, il 
potentialise leurs fonctions suppressives en raison de sa forte affinité avec le TGF-β (Glinka and 

Prud'homme 2008) et il permet de stabiliser la synapse immunologique avec les cellules dendritiques 
(Mizui and Kikutani 2008). Nrp-1 a été proposé comme marqueur spécifique des Treg d’origine 

thymique (Weiss et al. 2012) mais une fois de plus ceci a été contesté puisque l’expression de Nrp-1 
peut être induite in vitro dans des conditions inflammatoires d’une part et que son expression semble 

hétérogène selon les tissus, les Treg du système nerveux central ne l’exprimant pas par exemple (Weiss 
et al. 2012). Par ailleurs, l’expression de Helios et Nrp-1 ne coïncide pas systématiquement. 
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Les populations fonctionnelles
Lorsque l’on s’appuie sur l’expression de l’isoforme RA de l’Ag commun des leucocytes (CD45RA) et 

de CD25, trois sous-ensembles fonctionnels et phénotypiques peuvent être distingués parmi les 
lymphocytes CD4+Foxp3+ circulants (Figure 16. Sous-populations de Treg circulants) (Miyara et al. 

2009). 

Les Treg naïfs (nTreg) sont identifiés dans la première fraction (Fr. I) selon le phénotype 
CD4+CD25lowFoxp3lowCD45RA+. Également appelés rTreg pour « resting Treg » (Treg au repos), ils 

expriment d’autres marqueurs associés aux cellules naïves tels que CCR7 ou CD62L et ils sont 
principalement constitués de Treg d’origine thymique nouvellement émigrants (Kimmig et al. 2002; 

Valmori et al. 2005; Miyara et al. 2009)(Figure 17. Différenciation des lymphocytes Treg). Les nTreg 
exercent leurs fonctions suppressives essentiellement par la production de cytokines anti-

inflammatoires (tel que l’IL-10 ou le TGF-β) et ils sont dotés de capacités prolifératives en réponse à 
une stimulation de leur TCR, à la suite de laquelle ils acquièrent un phénotype de Treg effecteur.

Dans la Fr. II, les Treg effecteurs CD4+CD25+Foxp3highCD45RA- (eTreg) sont des Treg activés (Miyara

(Miyara et al. 2009). Ils expriment fortement Foxp3, CTLA-4, le motif glycosidique sialyl Lewis x (CD15s)
et le récepteur Fas (CD95), ils sont dotés de fortes capacités suppressives et d’une importante

déméthylation des gènes spécifiques des Treg conduisant à leur forte expression (Sakaguchi et al. 
2020). Parmi les eTreg, l’expression de HLA-DR ou de TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin 

containing protein-3) permet de distinguer des sous-populations aux très hautes capacités 
fonctionnelles qui ont atteint un stade final de différenciation (eTreg terminaux) (Baecher-Allan, Wolf, 
and Hafler 2006; Sakaguchi et al. 2010; Gautron et al. 2014)(Figure 17. Différenciation des lymphocytes 

Treg). 
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Figure 16. Sous-populations de lymphocytes T régulateurs circulants.
Adaptée de Wing 2019 - Les lymphocytes T régulateurs (Treg) circulants peuvent être divisées en 
trois groupes principaux selon le niveau d’expression de Foxp3 et CD45RA : les Treg naïfs (nTreg, 
Fr. I), les Treg effecteurs (eTreg, Fr. II) et un troisième groupe (Fr. III) regroupant des cellules non 
Treg, des Treg folliculaires (TFR) et des Treg instables.  (Fr. : Fraction, LT : Lymphocyte T)
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Concernant leur développement, une grande partie des eTreg sont issus de la différenciation des 
nTreg, et même s’ils expriment l’isoforme RO du marqueur CD45, aucun argument ne permet de 

considérer qu’il puisse s’agir d’une réponse Treg mémoire (Vukmanovic-Stejic et al. 2006; Sakaguchi 
et al. 2010). Les eTreg ont de fortes capacités prolifératives in vivo, et une susceptibilité accrue à 

l’apoptose lors de leur activité suppressive (Fritzsching et al. 2005; Miyara et al. 2009). Le stade eTreg 
est actuellement considéré comme le stade terminal de maturation des Treg (Vukmanovic-Stejic et al. 

2006).

Les lymphocytes CD45RA-Foxp3low de la fraction III sont quant à eux essentiellement constitués de 
LT conventionnels sans propriété immunosuppressive. Certains lymphocytes régulateurs aux capacités 

suppressives sont cependant inclus dans cette fraction, c’est notamment le cas d’une partie des TFR 
(CD4+CD25lowCXCR5+Foxp3low) qui peuvent représenter jusqu’à 30 % des lymphocytes Fr. III chez 
l’homme. Les lymphocytes Foxp3lowROR-γt+, Treg instables à fort potentiel de différenciation Th17, 

font également partie de cette fraction. 

La dynamique et la répartition des différentes populations de Treg sont variables selon l’âge de 

l’individu, le tissu considéré et le contexte physiologique ou physiopathologique. Les nTreg sont 
notamment très majoritaires dans le sang de cordon et la fréquence des eTreg circulants est croissante 

avec l’âge de l’individu (Seddiki et al. 2006; Miyara et al. 2009). Il a été décrit au cours du lupus 
systémique une diminution de la fraction Fr. II et une augmentation de la Fr. III, reflétant un déficit 

quantitatif des eTreg circulants et une expansion des LT conventionnels lors de la poussée de la 
maladie (Miyara et al. 2009). 
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eTreg
term
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Figure 17. Différenciation des 
lymphocytes T régulateurs
Adaptée de Sakaguchi 2010 -
La génération de lymphocytes 
T régulateurs effecteurs 
(eTreg) en périphérie peut 
provenir de l’activation de 
Treg naïfs (nTreg) d’origine 
thymique ou de Treg induits 
(iTreg) lors de la polarisation 
de LT effecteurs (LT eff) 
activés. Les Treg effecteurs 
terminaux (eTreg term) 
correspondent à un stade 
terminal de différenciation
mais ne constituent pas une 
population de Treg 
« mémoires ».
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Les Treg résidents sont présents dans les tissus dans des conditions homéostatiques (Sather et al. 
2007) mais les étapes de leur différenciation sont partiellement déchiffrées. D’origine majoritairement 

thymique (Panduro, Benoist, and Mathis 2016), ils transiteraient initialement dans les OL2 avant d’être 
adressés dans leur tissu de résidence grâce à l’expression de récepteurs de chémokines, notamment 

CCR2, CCR4, CCR6, CCR8 ou CCR9 (Lee, Kang, and Kim 2007; Miragaia et al. 2019).  
L’expression combinatoire des récepteurs de chémokines permettant leur adressage vers les 

différents tissus n’est pas encore déchiffrée mais les Treg tissulaires ont des signatures 
transcriptomiques très distinctes et ils expriment des marqueurs spécifiques selon leur localisation 

(Panduro, Benoist, and Mathis 2016). Ainsi les Treg de la peau sont caractérisés par l’expression de 
CCR4 et de l’intégrine alpha E (CD103) (Sather et al. 2007), les Treg présents dans les muscles 

produisent de l’amphiréguline (AREG) (Burzyn et al. 2013) ou encore, les Treg du tissu adipeux viscéral 
expriment PPAR-γ (Peroxisome Proliferator-Activated Receptor γ) (Cipolletta et al. 2012). Ils peuvent 
également être impliqués dans des processus pathologiques tels que la résistance à l’insuline (Zhou et 

al. 2015). 
 

 
 

3.2   Mécanismes fonctionnels des Treg 

Les Treg disposent de plusieurs mécanismes immunosuppressifs, ces fonctions immunorégulatrices 
étant identiques, qu’il s’agisse de Treg induits ou thymiques (Figure 18. Fonctions immunosuppressives 

des Treg). Au sein des OL2 comme dans les tissus, ils préservent l’homéostasie en régulant localement 
l’activité des cellules du système immunitaire inné et adaptatif, par des mécanismes dépendants ou 
non de leur spécificité antigénique, par la sécrétion de molécules effectrices ou par des mécanismes 

dépendants d’un contact cellulaire. Ils exercent également des fonctions non immunologiques en 
participant notamment à la réparation tissulaire (Sakaguchi et al. 2020; Grover, Goel, and Greene 

2021).  
 

Une grande partie des études fonctionnelles des Treg ont été conduites in vitro et il est difficile 
d’évaluer in situ leur prédominance, leur coexistence ou leur temporalité de mise en jeu. Pour autant, 

les Treg font preuve d’une remarquable adaptabilité fonctionnelle et il est vraisemblable qu’ils 
modulent leur mode d’action selon l’environnement, le tissu et le contexte physiologique ou 

physiopathologique afin d’optimiser leur réponse. 
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Les cytokines anti-inflammatoires

Les propriétés immunosuppressives des Treg peuvent être médiées par la sécrétion de cytokines 
anti-inflammatoires telles que le TGF-β, l’IL-10, et l’IL-35. Ces cytokines exercent leurs fonctions d’une 

part en inhibant l’activation des LT effecteurs et d’autre part en soutenant la différenciation et la survie 
des Treg induits. 
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Figure 18. Fonctions immunosuppressives des lymphocytes T régulateurs.
Représentation des principaux mécanismes régulateurs des Tregs. Perturbation de 
l’environnement métabolique : déprivation en IL-2 via l’expression du récepteur de haute 
affinité à l’IL-2, déprivation en ATP par les ectonucléotidases CD39 et CD73. Sécrétion de 
cytokines inhibitrices : l’IL-10, l’IL-35 et le TGF-β. Libération de vésicules extracellulaires 
et de TNFR2 soluble. Mécanismes d’induction de mort cellulaire : cytolyse médiée par les 
granzymes. Modulation de la maturation des cellules dendritiques par l’inhibition du 
CMH-II par LAG3, ou par l’inhibition du signal de co-stimulation CD80/86 et l’induction 
d’IDO. (ADO : Adénosine, ATP : Adénosine Triphosphate, AxR : Adenosin x Receptor, DC : 
Dendritic Cell, CMH : Complexe Majeur d'Histocompatibilité, CPA : Cellule Présentatrice 
d’Antigène, CTLA-4 : Cytotoxique-T-Lymphocyte-Antigen 4 protein, FOXP3 : 
Forkhead/winged-helix box protein 3 gene, IDO : Indoléamine 2,3 dioxygénase, IL : 
interleukine, IL-2R : Interleukin 2 Receptor, LAG-3 : Lymphocyte-Activation Gene 3, LT : 
Lymphocyte T, TβR : Récepteur de TGF-β, TGF-β : Transforming Growth Factor-β, TNF-α : 
Tumor Necrosis Factor α, TNFR2 : Tumor Necrosis Factor Receptor 2, VE : Vésicule 
Extracellulaire)
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Les Treg produisent de fortes quantités de TGF-β, synthétisé sous forme de protéine latente, 
associé au peptide LAP par une liaison non-covalente. Le TGF-β latent est pris en charge par la protéine 

GARP (Glycoprotein A Repetitions Predominant), puis il est exprimé à la surface des Treg et peut être 
clivé et sécrété sous forme de TGF-β mature (Nakamura et al. 2004; Sun, Jin, and Li 2016) (Figure 19. 

Synthèse et expression de TGF-β).
La production de TGF-β est un mécanisme majeur impliqué dans le contrôle d’homéostasie et le 

maintien de la tolérance. Les souris déficientes pour le gène TGFB1 (Transforming Growth Factor 
Beta 1) présentent un phénotype proche des souris scurfy, associant une production d’auto-Ac, une

dysrégulation des réponses lymphocytaires T et B, et le développement de multiples manifestations 
auto-immunes létales (Shull et al. 1992; Turner et al. 2020).

Le TGF-β intervient sur 3 aspects différents de la réponse immunitaire. Il a tout d’abord un effet 
suppressif direct sur les LT effecteurs puisque l’utilisation d’Ac neutralisants conduit à une prolifération 
anarchique des LT in vitro (Nakamura et al. 2004). Il participe également à la régulation de l’activation 

des CPA, réprimant de ce fait leur dialogue avec les LT (Oh et al. 2017). Parallèlement, le TGF-β renforce 
par une boucle autocrine, le phénotype et les fonctions des Treg eux-mêmes en stabilisant l’expression 

de Foxp3 (Marie et al. 2005). En outre, il influe de façon quantitative sur la population de Treg, par 
conséquent sur le rapport Treg/Teff de la réponse immunitaire, puisque l’activation de LT naïfs en 

présence de TGF-β permet la génération de Treg induits (Fu et al. 2004).

Figure 19. Synthèse et expression de TGF-β.
Adaptée de Sun 2016 - Le TGF-β est synthétisé sous la forme d’un homodimère LAP/TGF-
β : le pro-TGF-β. Son clivage par la furine permet de former le TGF-β latent qui est pris en 
charge par la protéine membranaire GARP et transporté à la surface des Treg. La libération 
du TGF-β mature est médiée par les intégrines αvβ6 et αvβ8. (FOXP3 : Forkhead/Winged-
Helix Box Protein 3 gene, GARP : Glycoprotein A Repetitions Predominant, LAP : Latency-
Associated Peptide, TβR : Récepteur de TGF-β, TGF-β : Transforming Growth Factor-β)

Figure 19. Synthèse et expression de TGF β
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L’immunosuppression des Treg médiée par la sécrétion d’IL-10 semble être un mécanisme 
intrinsèquement lié à la régulation de l’inflammation des muqueuses notamment intestinales et 

respiratoires ainsi que dans le maintien de la tolérance vis-à-vis du microbiote intestinal. Les souris 
IL10-/-, tout comme les souris Il10flox/flox × FOXP3YFP-Cre dont la production d’IL-10 est inactivée dans les 

lymphocytes Foxp3+, développent spontanément des colites, des pathologies inflammatoires des voies 
respiratoires et ont une susceptibilité accrue aux maladies inflammatoires chroniques de l’intestin 

(MICI) (Kuhn (Kühn et al. 1993) 1993, Rubtsov (Rubtsov et al. 2008) 2008). Par ailleurs, l’inactivation 
de la production d’IL-10 par les LT Foxp3+ au cours des glomérulonéphrites aiguës entrave la capacité 

des Treg à réguler la réponse Th17 au niveau rénal mais également de façon systémique (Ostmann et 
al. 2013). L’IL-10, par une boucle autocrine, potentialiserait la capacité des Treg à contrôler la réponse 

inflammatoire de type Th17 (Chaudhry et al. 2011). Pour autant, l’inactivation de la production d’IL-10 
par les Treg ne conduit pas au développement de syndrome auto-immun systémique (Rubtsov et al. 2008). 

En 2007, les travaux menés par l’équipe de Collison ont permis de décrire une nouvelle cytokine 
inhibitrice, l’IL-35 (Collison et al. 2007). Cette cytokine dimérique est constituée de la chaine α de l’IL-

12 (p35) et de la chaine β de l’IL-27 codée par le gène EBI3 (Epstein-Barr Virus Induced 3). Les Treg issus 
de souris IL12A-/- ou EBI3-/- ont des capacités fonctionnelles altérées in vitro, elles ne parviennent pas 

à réguler in vivo la prolifération des LT effecteurs et à contrôler le développement de MICI ou 
d’encéphalites auto-immunes (Collison et al. 2007; Liu et al. 2012).

L’IL-35 exerce ses fonctions immunosuppressives en inhibant directement la prolifération des LT 
effecteurs d’une part, en bloquant la polarisation Th17, ainsi qu’en favorisant la prolifération des Treg 

(Collison et al. 2007; Niedbala et al. 2007). Dans un premier temps, on pensait que la production d’IL-
35 était restreinte aux Treg puisque EBI3 est directement régulé par Foxp3, cependant des travaux 

récents ont montré que l’IL-35 était capable de soutenir la génération de cellules aux propriétés 
suppressives, les iTR35 (IL-35 Induced Regulatory T Cell Population), et ce indépendamment de l’IL-10, 

du TGF-β ou de Foxp3 (Collison et al. 2007). 

Répression des cellules présentatrices d’antigènes
Les Treg exercent un effet immunosuppresseur direct sur les cellules dendritiques, par l’expression 

de récepteurs membranaires au niveau de la synapse immunologique. Ils inhibent leur maturation et 
leurs fonctions de présentation antigénique. Deux axes sont principalement impliqués, l’axe CTLA-
4/CD80-CD86 et l’axe LAG-3/CMH II. 

Le récepteur inhibiteur de costimulation CTLA-4 est un homologue de CD28. Ils partagent les 

mêmes ligands, CD80 et CD86, mais l’affinité de CTLA-4 est environ 20 fois supérieure à celle de CD28, 
ceci lui donne un avantage compétitif (van der Merwe et al. 1997; Onishi et al. 2008; Yokosuka et al. 

2010). Contrairement aux LT effecteurs, les Treg expriment CTLA-4 de façon constitutive et la 
signalisation de l’axe CTLA-4/CD80-CD86 confère aux DC des propriétés tolérogènes par la production 

de IDO. La sécrétion de IDO dans le micro-environnement provoque un déficit local en tryptophane 
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qui contraint les LT effecteurs à un arrêt de la synthèse de protéines et donc un arrêt du cycle cellulaire 
(Yan et al. 2010). L’acide 3-hydroxyanthranilique (3-hydroxyanthranilic acid, 3-HAA), un produit de 

dégradation du tryptophane, entraine par ailleurs une augmentation de la sécrétion de TGF-β par les 
DC associé à une diminution de la sécrétion d’IL-6, favorisant la génération de Treg induits et 

l’inhibition de la polarisation Th17. 
Il apparait également que les Treg sont à l’origine d’une diminution de l’expression des récepteurs 

CD80 et CD86 des DC par un phénomène de trans-endocytose médié par CTLA-4 (Qureshi et al. 2011). 
La régulation des DC médiée par CTLA-4 est un des mécanismes fonctionnels majeurs, les souris 

dont le gène CTLA4 est invalidé dans les Treg développent une maladie lymphoproliférative auto-
immune systémique et létale (Wing et al. 2008). Un phénotype similaire, associant une perturbation 

de l'homéostasie des lymphocytes T et B et un syndrome complexe de dysrégulation immunitaire, a 
été décrit chez des patients portant des mutations hétérozygotes de CTLA4 (Schubert et al. 2014). De 
plus, une faible expression de CTLA-4 est associée à une diminution de la capacité suppressive des Treg 

vis-à-vis des LT effecteurs au cours de la PR (Flores-Borja et al. 2008).  
 

Le récepteur LAG-3 (Lymphocyte-activation Gene 3) est un récepteur transmembranaire associé au 
CD4 et de très haute affinité avec le CMH de classe II, il peut être exprimé par les Treg et il participe à 

leurs fonctions immunosuppressives (Huang et al. 2004; Workman and Vignali 2005). Au cours de 
l’interaction DC/Treg, l’engagement de LAG-3 avec le CMH de classe II inhibe la maturation des DC, 

entrave l’expression de CD80 et CD86 ce qui altère leurs capacités immunostimulatrices (Liang et al. 
2008). 

 
 

L’expression de ces récepteurs de costimulation confère aux Treg une propriété encore peu décrite 
mais probablement majeure : comme les LT CD4+, ils ont la capacité de capturer spécifiquement 

certains récepteurs membranaires de leurs partenaires par trogocytose (Nakayama et al. 2021). La 
trogocytose des Treg est un mécanisme puissant du fait de la grande stabilité de leurs synapses 
immunologiques, il cible les CPA de même spécificité antigénique et contribue à l'induction de la 

tolérance spécifique aux antigènes.  
Par la liaison de CTLA-4, ou de 4-1BB (récepteur de costimulation inductible TNFR9, CD137) les Treg 

sont capables de soustraire CD80/CD86 ou 4-1BB-L à la surface des DC, limitant ainsi leur capacité de 
costimulation (Qureshi et al. 2011; Luu et al. 2021). La trogocytose de CD80/CD86 dépendante de 

CTLA-4 induit par ailleurs une augmentation de l’expression de PD-L1 (Programmed death-ligand 1) 
dans les DC, ce qui déséquilibre la proportion d’hétérodimères CD80/PD-L1 à leur surface et renforce 

leur profil tolérogène, PD-L1 ayant une action inhibitrice sur les LT (Tekguc et al. 2021). Il a également 
été observé que les Treg ayant une très forte spécificité antigénique étaient capables d’éliminer le 

CMH de classe II de la surface des DC, empêchant ainsi la présentation antigénique (Akkaya et al. 2019).  
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Perturbation métabolique
Etant donné l’identification précoce de CD25 en tant que marqueur des cellules suppressives, la 

déprivation du microenvironnement en IL-2 par les Treg a été l’un des premiers mécanismes
fonctionnels immunosuppresseurs décrits.

Le récepteur de l’IL-2 est un récepteur hétérotrimérique qui selon le stade d’activation des 
lymphocytes, est exprimé sous des combinaisons différentes, ce qui module son affinité pour l’IL-2 

(Figure 20. Configuration du récepteur de l’IL-2) (Spolski, Li, and Leonard 2018). Le lymphocyte T naïf 
exprime un récepteur dimérique d’affinité intermédiaire, constitué de la chaine β (IL-2Rβ, CD122) et 

de la chaine γ (IL-2Rγ, CD132). Après activation et engagement de la signalisation du TCR et/ou du 
récepteur de l’IL-2 lui-même, les LT expriment la chaine α et le récepteur prend alors sa forme 

trimérique, de haute affinité pour l’IL-2. Les Treg, qui expriment le CD25 de façon constitutive et 
intense, vont lier et séquestrer l’IL-2 présente dans le microenvironnement. Ils restreignent ainsi 
l’activation et la prolifération des LT effecteurs, et le défaut d’engagement de la voie de signalisation 

Akt entraine l’apoptose des LT (Duthoit et al. 2005; Oberle et al. 2007; Pandiyan et al. 2007).

Bien que ce mécanisme ait été récemment corroboré par une étude de modélisation de la 
consommation de l’IL-2 dans les niches immunologiques (Oyler-Yaniv et al. 2017), l’importance de 

cette déprivation en IL-2 est souvent relativisée. D’une part l’appauvrissement du 
microenvironnement en IL-2 tiendrait également de la capacité des Treg à directement inhiber la 

sécrétion d’IL-2 par les LT effecteurs eux-mêmes (Thornton and Shevach 1998), et d’autre part, ce 
mécanisme semblerait plus particulièrement impliqué dans la régulation de la prolifération des LT CD8+

(Chinen et al. 2016). En revanche, la signalisation de la forme complète du récepteur de l’IL-2 est 
indispensable à la stabilité phénotypique et fonctionnelle des Treg (Setoguchi et al. 2005). 

Le second mécanisme mis en jeu par les Treg est la perturbation du métabolisme des purines, elle 

est médiée par les éctonucléotidases CD39 et CD73 qui agissent sur l’hydrolyse de l’ATP (Adénosine 
Triphosphate) et c’est un mécanisme majeur dans la résolution de l’inflammation. 

Figure 20. Configuration du récepteur de l’interleukine-2.
Adaptée de Spolski 2018 - Représentation des trois configurations du récepteur 
de l’interleukine-2 et de ses affinités. (JAK : Janus Kinase)
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Sous forme libre dans la matrice extracellulaire, l’ATP agit comme un puissant motif moléculaire 
associé au danger (DAMP - Damage Associated Molecular Pattern), c’est une molécule hautement pro-

inflammatoire avec d’importantes propriétés chimioattractante (Junger 2011). Les Treg catalysent la 
dégradation de l’ATP en AMP (Adénosine Monophosphate) via CD39 puis CD79 hydrolyse l’AMP en 

adénosine (ADO) qui pour sa part est doté de propriétés anti-inflammatoires (Deaglio et al. 2007)
(Figure 21. Mode d’action des ectonucléotidases CD39 et CD73). Les récepteurs de l’adénosine (A1R, 

A2AR, A2BR ou A3R) sont des récepteurs purinergiques P1 couplés à la protéine G et dans la majorité 
des cellules immunitaires, leur signalisation conduit à une augmentation de l’AMPc (Adénosine 

Monophosphate cyclique) puis à l’activation de la voie PKA (Protéine kinase A) (Allard et al. 2020; 
Spolski, Li, and Leonard 2018).

Dans les LT, l’activation de la voie PKA conduit à un blocage complet de leur activation par 
l’inhibition de la voie de signalisation de NFκB, du TCR, et des récepteurs calciques (Ohta and Sitkovsky 
2001; Wehbi and Taskén 2016). La signalisation de PKA permet par ailleurs la phosphorylation de CREB,

son recrutement au niveau du promoteur et des CSN de Foxp3, ce qui d’une part favorise la conversion 
de LT naïfs en iTreg, et d’autre part stabilise l’expression de Foxp3 dans les Treg (Guereschi et al. 2013; 

Kim and Leonard 2007; Zheng et al. 2010). De façon similaire, l’activation de PKA dépendante de 
l’AMPc conduit à la conversion des DC et des macrophages vers un profil tolérogène et elle inhibe 

l’activation des PNN et des LB (Allard et al. 2020). Par ailleurs, les Treg sont capables de directement 
transférer de l’AMPc à leurs partenaires, notamment aux LT par des jonctions communicantes de type 

GAP et de ce fait d’induire l’activation de la voie PKA (Bopp et al. 2007). 

Figure 21. Mode d’action des ectonucléotidases CD39 et CD73.
Adaptée de Passarelli 2019 - Par l’expression membranaire des ectonucléotidases CD39 
et CD73, les Treg déphosphorylent successivement l’ATP en ADP, AMP puis en Adénosine 
(ADO). L’ADO est dotée d’importantes propriétés anti-inflammatoires, sa liaison avec ses 
récepteurs conduit à la production d’AMPc et à l’activation de la voie PKC qui inhibe 
l’activation des LT, des NK, des PNN et favorise la conversion de DC tolérogènes et 
l’induction de Treg. (ADM : Adénosine Diphosphate, AMP : Adénosine Monophosphate, 
ATP : Adénosine Triphosphate, AxR : Adenosin x Receptor, LT : Lymphocyte T, TCR : T Cell 
Receptor, Treg : LT régulateur)
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Cytolyse directe
Si l’activité cytolytique des cellules NK ou des LT cytotoxiques est bien décrite, elle n’est pas 

restreinte à ces deux types cellulaires. En effet, les Treg activés peuvent également être dotés de 
capacités lytiques, impliquant notamment le système granzyme/perforine. 

De façon similaire aux LT CD8+, les Treg libèrent dans l’espace interstitiel des synapses 

immunologiques des granules cytolytiques contenant de la perforine, qui après polymérisation crée 
des pores dans la cellule cible. Les granzymes qui diffusent à travers les pores vont activer les 

programmes apoptotiques de la cellule cible (Hay 2022 ds autre). Chez l’homme, les Treg activés sont 
capables d’induire une apoptose des LT effecteurs, des LT CD8+ ou des CPA autologues, 

indépendamment de FasL et l’implication de granzyme A semble prépondérante (Grossman et al. 
2004). 

Etonnement, dans les modèles murins, les Treg exercent leurs fonctions cytolytiques sur les LT via

granzyme B préférentiellement et indépendamment de l’implication de la perforine (Gondek et al. 
2005; Cao et al. 2007). La cytolyse de LB par des Treg murins a également été observée in vitro (Zhao 

et al. 2006).

L’effet cytolytique des Treg peut également être médié par d’autres mécanismes. Il a été décrit par 
exemple que les Treg pouvaient induire la mort des LT CD4+ par l’activation de la voie TRAIL-DR5 (TNF-

Related Apoptosis-Inducing Ligand - Death Receptor 5) (Ren et al. 2007) ou pouvaient directement 
activer la voie Fas/FasL des LT CD8+ (Strauss, Bergmann, and Whiteside 2009).

Autres mécanismes immunosuppresseurs

D’autres mécanismes immunosuppresseurs des Treg ont été récemment décrits, comme 
notamment l’inhibition des LT CD8+ par PD-1. Bien que l’expression intracellulaire de PD-1 soit 

importante dans les Treg, la proportion de Treg qui exprime PD-1 à la surface membranaire est 
relativement faible (moins de 15 %), qu’ils soient circulants ou qu’ils proviennent des OL2 (Rodríguez-

Perea et al. 2016) (Raimondi et al. 2006). L’induction de l’expression membranaire de PD-1 semble 
dépendante de l’activation du TCR des Treg et il a été décrit dans un contexte d’infection virale 

chronique, que les Treg PD-1+ augmentaient et inhibaient l’activation et la prolifération des LT CD8+

qui expriment son ligand PD-L1 ((Park et al. 2015). 

Les Treg sont également capables d’excréter des proportions importantes de récepteur 2 du TNF-α 
(TNFR2), sous forme soluble, après stimulation de leur TCR (van Mierlo et al. 2008). Dans un contexte 

inflammatoire, ils neutralisent ainsi le TNF-α présent dans le microenvironnement et inhibent ses 
propriétés pro-inflammatoires. 

Enfin, la sécrétion de VE par les Treg participe également au contrôle des réponses inflammatoires 

et à l’établissement d’un environnement tolérogène (Grover, Goel, and Greene 2021). Chez l’homme 
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comme chez les rongeurs, les Treg produisent des vésicules extracellulaires suite à l’activation de leur 
TCR et ces vésicules présentent in vitro des propriétés immunomodulatrices similaires aux cellules dont 

elles sont issues : elles sont capables de réguler la prolifération des LT effecteurs, elles limitent la 
sécrétion de cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ ou l’IL-2, et elles participent à la 

conversion des DC tolérogènes (Torri et al. 2017; Smyth et al. 2013; Okoye et al. 2014). 
Les VE tirent en partie leurs fonctions des récepteurs membranaires qu’elles expriment, 

notamment des ectoenzymes CD39 et CD73 (Smyth et al. 2013). Elles constituent également un
mécanisme d’échanges intercellulaires puisqu’elles permettent aux Treg de directement transférer à 

leurs cellules cibles des molécules effectrices telles que des miRNA (ou miR, micro-RNA). Ainsi, la 
présence de miR-150-5p et de miR-142-3p dans les VE conduit à une augmentation de la sécrétion d’IL-

10 et à l’inhibition de l’IL-6 dans les DC activées (Tung et al. 2018), tandis que le miRNA Let-7d permet 
de réguler la polarisation Th1 des LT effecteurs (Okoye et al. 2014) et miR-146a-5p inhibe la 
prolifération des LT CD4+ (Torri et al. 2017). 

Rôle non régulateur des Treg
Le rôle des Treg ne se limite pas au contrôle des réponses inflammatoires et au maintien de 

l’homéostasie. Les Treg résidant dans les tissus participent activement à la réparation tissulaire par des 

mécanismes distincts de leurs fonctions régulatrices et adaptés au tissu lésé (Zhou et al. 2015). A titre 
d’exemple, les Treg résidant des muscles participent à la réparation musculaire par la sécrétion de 

facteur de croissance tel que l’AREG (Burzyn et al. 2013), les Treg présents dans le système nerveux 
centrale favorisent pour leur part la différenciation des progéniteurs des oligodendrocytes et ils 

interviennent dans les processus de myélinisation par la production de CCN3 (Cellular Communication 
Network Factor 3) (Dombrowski et al. 2017).

3.3 Régulation phénotypique et fonctionnelle des Treg : adaptabilité, plasticité et stabilité

Bien que cela puisse sembler antagonique, les concepts de stabilité et de plasticité des Treg sont 
intrinsèquement liés. La stabilité des Treg est relative au maintien de leur potentiel régulateur, quel 

que soit l’environnement dans lequel ils évoluent et elle repose en grande partie sur la stabilité de 
l’expression de Foxp3. En revanche, la plasticité des Treg se rapporte à leur adaptabilité fonctionnelle, 

elle se traduit par une évolution phénotypique qui leur permet d’ajuster leur réponse au contexte 
inflammatoire, tout en maintenant leur stabilité. Cependant, l’équilibre est fragile et la plasticité des 

Treg peut conduire à une instabilité phénotypique, à la perte de l’expression de Foxp3 et par 
conséquent la perte de leurs fonctions immunorégulatrices (Figure 22. Régulation phénotypique et 

fonctionnelle des Treg).
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Stabilité des Treg
La stabilité des Treg est régie par différents mécanismes qui impliquent une régulation 

épigénétique du gène de Foxp3. Le niveau de déméthylation du promoteur de Foxp3 et des CNS 
conditionne directement la stabilité de son expression : plus le gène de Foxp3 est déméthylé, plus il 

est accessible à la transcription (Grover, Goel, and Greene 2021). 
Les processus permettant la stabilisation de Foxp3 sont nombreux et loin d’être complètement 

élucidés. Nous développerons dans ce chapitre 4 mécanismes d’implication majeur.
Le premier des mécanismes impliqués est l’engagement du TCR. En raison de la spécificité de leur 

répertoire notamment, les Treg ont une stimulation de leur TCR en périphérie très soutenue 
comparativement aux LT conventionnels et elle est déterminante pour le maintien de l’expression de 

Foxp3 (Moran et al. 2011; Vahl et al. 2014). Dans le cas d’un modèle murin de KO (Knock-out)
conditionnel pour le TCR, la perte de son expression dans la population de Treg mature conduit à un 

effondrement des populations de Treg circulants et à une perte de leur fonction malgré l’expression 
normale de leurs molécules fonctionnelles. En l’absence du TCR, la stabilisation de Foxp3 ne peut être 
compensée par d’autres mécanismes. La signalisation du TCR et de ces corécepteurs permettent 

notamment le recrutement de l’enzyme EZH2 (Enhancer of zeste homolog 2) qui inhibe l’expression 
des gènes répresseurs de FOXP3 par la méthylation de leur histones (DuPage et al. 2015; Yang et al. 

2015).

Foxp3

Teff FT

Treg

Treg Th-like

Ex-Treg

Stabilité

Instabilité

Plasticité

Figure 22. Régulation phénotypique et 
fonctionnelle des Treg.

Représentation conceptuelle de la stabilité et de la 
plasticité fonctionnelle et phénotypique des Treg. 
(Foxp3 : Forkhead/ Winged-Helix Box Protein 3, FT : 
Facteur de transcription, Teff : LT effecteur, Treg : LT 
régulateur)
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Le second mécanisme indispensable à la survie et à la stabilité des Treg est l’engagement du 

récepteur de l’IL-2 (Setoguchi et al. 2005). Il participe à la stabilisation de l’expression de Foxp3 par 
l’activation de la voie Jak, permettant la phosphorylation de STAT5 et son recrutement sur la CNS2 

(Nair et al. 2016). La délétion conditionnelle de l’IL-2Rα dans les populations de Treg périphériques 
murins conduit au dysfonctionnement mitochondrial des Treg et à une augmentation de leur apoptose 

(Toomer et al. 2019). 
Les Treg ne sécrètent pas d’IL-2, le gène IL2A est notamment réprimé par Foxp3 et Helios (Wu et 

al. 2006; Baine et al. 2013). Ils sont de ce fait hautement dépendant de la sécrétion paracrine d’IL-2 
des LT CD4+ et de façon intéressante, les Treg exercent une boucle de rétrocontrôle négative en 

réprimant la production d’IL-2 par les LT effecteurs (Thornton and Shevach 1998).  
 
Depuis quelques années à présents, des liens directs entre les différentes voies métaboliques et la 

fonction des cellules immunitaires ont été établis (Atif et al. 2020) et selon leur statut, leur polarisation 
ou leur état d’activation, les populations lymphocytaires T présentent un profil métabolique 

spécifique. Notamment, la différenciation et la survie des Treg sont principalement dépendant de 
l’oxydation des acides gras (FAO, Fatty Acid Oxidation), tandis que la prolifération et la polarisation des 

LT conventionnels dépendent préférentiellement de la glycolyse (Michalek et al. 2011; Shi and Chi 
2019). Les différents métabolites générés tels que l'acétyl-coenzyme A (acétyl CoA) ou les acides gras 

ne participent pas seulement aux différents programmes métaboliques mais ils modulent le statut 
épigénétique des cellules en générale, en influençant notamment la stabilité de l’expression de FOXP3 

dans les Treg (Peng et al. 2016; Chapman et al. 2018; Pacella et al. 2018).  
 

L’impact des miRNA est également majeur dans la stabilisation de l’expression de Foxp3. Dans le 
modèle de KO conditionnel Dicer, qui permet de bloquer le processus de maturation des miRNA, les 

Treg sont instables et leurs fonctions sont altérées (Zhou et al. 2008). Les miRNA préférentiellement 
exprimés par les Treg et modulant leur activité sont nombreux. Parmi eux miR-155, dont la synthèse 
dépend directement de Foxp3, agit sur la stabilisation de l’expression de Foxp3 par l’IL-2 en ciblant la 

traduction de SOCS1 (Suppressor of Cytokine Signaling Protein 1), une protéine inhibitrice de la 
signalisation de STAT5 (Lu et al. 2009). On citera également miR-142 et miR-151-5p qui permettent le 

maintien de l’homéostasie des Treg en ciblant notamment les voies de signalisation Pi3K 
(Phosphoinositide 3-Kinase)/Akt (Wang et al. 2022; Cao et al. 2021).  

 
Bien que le phénotype et la fonctionnalité des Treg soient strictement conditionnés à l’expression 

de Foxp3, une régulation dynamique et adaptée à l’environnement inflammatoire dans lequel ils 
évoluent est possible.  
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Plasticité et instabilité des Treg
Tout en maintenant leurs fonctions suppressives et l’expression de Foxp3, les Treg peuvent 

exprimer des facteurs de transcription et des récepteurs de chimiokines associés aux populations de 
LT effecteurs polarisés. Ce gain d’expression permet aux Treg de rejoindre le site d’inflammation de 

façon conjointe avec les LT effecteurs et de réguler spécifiquement ces populations polarisées (Duhen 
et al. 2012).

Ainsi, exposés à l’IFN-γ ou à l’IL-12, les Treg acquièrent l’expression de T-bet et CXCR3, ce qui leur 
permet de migrer vers les sites inflammatoires à médiation Th1 (Koch et al. 2012; Koch et al. 2009; 

Levine et al. 2017). Cette population de Treg « Th1-like » est notamment décisive dans la prévention 
de la GvHD (Graft-Versus-Host Disease, maladie du greffon contre hôte) et du rejet d’allogreffe 

(Koenecke et al. 2012). Il existe également une coopération transcriptionnelle entre Foxp3 et les 
facteurs de transcription associés à la polarisation Th2 (GATA3 et IRF4), cette association étant 
indispensable à la régulation de la réponse de type Th2 (Zheng et al. 2009; Wohlfert et al. 2011). De la 

même façon, l’activité des TFH au sein des centres germinatifs est spécifiquement régulée par une 
population de Treg exprimant Bcl-6 et CXCR5, les TFR (Chung et al. 2011). 

Le cas des Treg « Th17-like » est le plus signifiant car, bien qu’il existe une réelle dualité identitaire 

entre les Treg et les Th17, les Treg ont une aptitude particulière à se polariser en Th17. A nouveau, la 
co-expression de Foxp3, STAT3 et de CCR6 confère aux Treg une plus grande propension à réguler la 

réponse Th17 (Chaudhry et al. 2009; Sefik et al. 2015) mais il est important de noter que in vitro, les 
Treg ROR-γt+ seraient capables de sécréter de l’IL-17 tout en conservant leur activité suppressive 

(Koenen et al. 2008; Voo et al. 2009). La polarisation des Treg « Th17-like » survient en réponse à un 
environnement pro-inflammatoire, notamment riche en IL-6 et en IL-23, mais elle est interdépendante 

de la concentration en TGF-β. Moins la concentration en TGF-β est importante dans le 
microenvironnement, moins Foxp3 exerce son effet suppresseur sur ROR-γt et moins il réprime la 

production d’IL-17 (Zhou et al. 2008).
La provenance même des Treg « Th17-like » porte à discussion car cette population peut avoir 

diverses origines. Chez l’homme notamment, une sous-population de Treg exprime une isoforme 

épissée de Foxp3 (Foxp3∆2, Foxp3 delta2), dépourvue de l’exon 2, donc ne possédant pas le site de 
liaison de ROR-γt, indispensable à la régulation de la polarisation des Treg « Th17-like » (Zhou et al. 

2008). Ces cellules ont une plus grande propension à exprimer ROR-γt, et leur présence est 
indispensable pour conduire une régulation optimum de la réponse inflammatoire médiée par l’IL-17 

(Sato et al. 2021). Par ailleurs, les Treg « Th17-like » peuvent également être issus de lymphocytes 
Th17 ayant transitoirement acquis l’expression de Foxp3 (McMurchy et al. 2013). 

Bien qu’elle permette d’optimiser la réponse régulatrice, le phénomène de plasticité peut être 

préjudiciable à la fonctionnalité des Treg et les Treg « Th-like » peuvent devenir pathogéniques et 
contribuer aux processus auto-immuns. Au cours de la sclérose en plaques ou du diabète auto-immun 

notamment, les Treg circulants des patients sont en partie producteurs d’IFN-γ et ont des capacités 
suppressives altérées (Dominguez-Villar, Baecher-Allan, and Hafler 2011; McClymont et al. 2011).  De 
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façon similaire, les Treg « Th17-like » sont fréquemment incriminés dans la physiopathologie des MAI 
ou inflammatoires, c’est notamment le cas au cours de la PR, du psoriasis ou de l’artérite à cellules 

géantes (Bovenschen et al. 2011; Komatsu et al. 2009; Miyabe et al. 2017; Samson et al. 2021). 
 

Pour une partie des « Treg Th-like », s’en suit un déséquilibre de l’expression de facteurs de 
transcription, en la défaveur de Foxp3, ce qui conduit à une instabilité phénotypique des Treg et in fine 

à la perte totale de l’expression de Foxp3. Ces ex-Treg ont alors un phénotype et des fonctionnalités 
de LT effecteurs polarisés (Gaddis et al. 2018; Zhou et al. 2009; Bovenschen et al. 2011; Komatsu et al. 

2014).  
Toutes les populations de Treg n’ont pas la même susceptibilité à la polarisation et toutes ne 

subissent pas de déviation phénotypique et fonctionnelle lorsqu’elles évoluent dans un 
environnement inflammatoire. Tout comme leur stabilité, l’instabilité des Treg est relative au niveau 
de déméthylation de FOXP3 mais les mécanismes de régulation post traductionnels de Foxp3 peuvent 

également être mis en jeu (Miyao et al. 2012). Du fait de leur différenciation périphérique à partir de 
LT conventionnels, et de l’avidité plus faible de leur TCR, les iTreg ont un niveau de déméthylation de 

FOXP3 moins important que les tTreg. Les iTreg seraient ainsi plus sensibles à la polarisation (Ohkura 
et al. 2012). Par ailleurs, l’intensité d’expression de CD25 pourrait permettre de discriminer les Treg 

les plus instables, les Treg CD25low semblant être les plus sensibles à une conversion en LT effecteurs 
(Komatsu et al. 2009).  

 
Quelques-uns des mécanismes impliqués dans la plasticité des Treg ont été décryptés, l’IL-1β, l’IL-

4, l’IL-6, l’IL-12 ou l’IL-23 ont notamment été identifiées parmi les cytokines pouvant intervenir lors de 
ce phénomène (Shi and Chi 2019).  

Les travaux décrivant les aspects moléculaires de l’influence de l’IL-6 sur le destin des lignées Treg 
« Th17-like » sont nombreux. D’une part, l’activation du récepteur de l’IL-6 et plus spécifiquement la 

signalisation de la glycoprotéine GP130 (IL-6Rβ) conduit à l’activation de la voie Jak2/STAT3 (Hirano 
2021). STAT3 neutralise alors les effets de la signalisation de l’IL-2 puisqu’il entrave la liaison de STAT5 
sur CNS2, ce qui inhibe la transcription de Foxp3 (Laurence et al. 2012). L’Il-6 induit également 

l’expression du régulateur de transcription ID-2 (Inhibitor Of DNA Binding 2) qui par l’inhibition de la 
liaison de EA2 (Endophilin A2) au promoteur de Foxp3, freine également la transcription de Foxp3 

(Laurence et al. 2012). Par ailleurs, l’IL-6 favorise l’expression de Pim-1 (Pim-1 Proto-Oncogene, 
Serine/Threonine Kinase) qui par la phosphorylation de la partie C-terminale de Foxp3 altère ses 

capacités de liaison à l’ADN et inhibe l’induction de l’expression de CD25 ou de CTLA-4 (Li et al. 2014).  
Sans surprise, les régulateurs post traductionnels de Foxp3 font partie des mécanismes régulant 

directement la plasticité des Treg. A titre d’exemple, dans des conditions d’hypoxie, HIF-1 intervient 
sur deux aspects importants de la conversion des Treg en Th17. D’une part elle initie le passage du 

métabolisme oxydatif à la glycolyse aérobie, plus favorable à l’activité Th17. D’autre part, HIF-1 induit 
la polyubiquitination de Foxp3 et sa dégradation par le protéasome (Kim et al. 2006; Dang et al. 2011). 
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Cas controversés de OX40L et du TNF-α
Il existe des molécules qui exercent des rôles ambivalents vis-à-vis de la stabilité des Treg, c’est 

notamment le cas de OX40L et du TNF-α. Tous deux sont des ligands de récepteurs de la superfamille 
du TNF (respectivement OX40, et TNFR1 et TNFR2), et ont des propriétés pléiotropes. Leur fonctions 

précises dans l’homéostasie des Treg restent controversées. 

OX40 est une molécule de costimulation secondaire exprimée par environ 10 % des Treg humains 
(Rodríguez-Perea et al. 2016). Plusieurs études ont rapporté que son activation dans les Treg était 

associée à une instabilité du phénotype et à une altération de leur capacité suppressive (Vu et al. 2007; 
Valzasina et al. 2005). A l’opposé, des travaux décrivent un rôle positif de OX40 sur l’homéostasie des 

Treg et leur prolifération (Takeda et al. 2004; Griseri et al. 2010; Xiao et al. 2012). Parmi eux, les travaux 
de Xiao ont confirmé que la stimulation in vitro des Treg par OX40 diminuait le niveau d’expression de 
Foxp3, mais combinée à une stimulation par l’IL-2 cela permet leur expansion et le maintien de leurs 

capacités fonctionnelles (Xiao et al. 2012). 
Par ailleurs l’axe OX40/OX40L serait impliqué dans le dysfonctionnement des Treg au cours du lupus 

par la régulation négative de l’expression de Foxp3 (Jacquemin et al. 2018). 

Le TNF-α est une cytokine majeure de l’inflammation et elle est incriminée dans la physiopathologie 
de nombreuses MAI ou inflammatoires (Aggarwal 2003). Pour autant, les arguments en faveur de 

propriétés immunosuppressives du TNF-α sont nombreux (Zakharova and Ziegler 2005) et le rôle du 
TNF-α vis-à-vis de la stabilité des Treg est controversé (Salomon 2021).

Différentes études conduites in vitro ont montré que la présence de TNF-α dans les cocultures 
conduisait à une diminution de l’expression de Foxp3 et à une inhibition des propriétés suppressives 

des Treg (Valencia et al. 2006; Nie et al. 2013). De plus, l’administration d’anti-TNF-α à des patients 
atteints de polyarthrite rhumatoïde permet d’augmenter la fréquence des Treg circulants, de diminuer 

leur apoptose spontanée, de restaurer une expression intense de Foxp3 et de rétablir les capacités 
suppressives des Treg des patients (Ehrenstein et al. 2004; Toubi et al. 2005; Valencia et al. 2006; 
Nguyen and Ehrenstein 2016).

De façon tout à fait antinomique, il a été décrit que le TNF-α par son effet anti-inflammatoire
pouvait retarder in vivo le développement de néphropathie lupique ou du diabète (Jacob 1988, Jacob 

1990). De plus, les patients recevant un traitement par des anti-TNF-α peuvent développer des 
anticorps antinucléaires et diverses manifestations auto-immunes telles que des lésions de 

vascularites ou des lésions évocatrices de lupus (Ramos-Casals et al. 2007; Sfikakis 2010). La 
signalisation du TNF-α jouerait un rôle direct dans la stabilité phénotypique et fonctionnelle des Treg 

en maintenant l’expression de Foxp3 dans un contexte inflammatoire (Chen et al. 2007; Hamano et al. 
2011; Chen and Flies 2013). 

Cette dualité fonctionnelle du TNF-α à l’égard des Treg pourrait reposer sur la nature de ses deux 

récepteurs, le récepteur au TNF-α de type 1 (TNFR1) ou de type 2 (TNFR2) (Hohmann et al. 1989; 
Salomon 2021) (Figure 23. Dualité fonctionnelle de TNFR1 & TNFR2 dans les Treg).
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L’expression de TNFR1 est ubiquitaire, il est activé par sa liaison avec le TNF‐α soluble et il est 

constitué d’un domaine de mort permettant le recrutement des protéines adaptatrices TRADD (Tumor 

Necrosis Factor Receptor Type 1‐Associated DEATH Domain Protein) et FADD (Fas‐Associated protein 

with Death Domain) et la constitution du DISC (Death‐Inducing Signaling Complex). Une signalisation 

exclusive de TNFR1 dans les lymphocytes conduit à l’activation des caspases et à la mort cellulaire par 

apoptose (Faustman and Davis 2010). Inversement le TNFR2 est exprimé par les cellules endothéliales, 

par les cellules immunitaires et par la majorité des Treg circulants (Chen et al. 2010). Il est spécifique 

du TNF‐α membranaire et schématiquement sa signalisation aboutit à l’activation de la voie NFκB, 

MAPK (Mitogen‐Activated Protein Kinase) et/ou AP‐1 qui promeut la survie cellulaire (Grell et al. 1998), 

(Faustman and Davis 2010). Bien qu’il existe probablement des liens et une coopération entre ces deux 

récepteurs et leurs voies de signalisation (Weiss et al. 1998) (Faustman and Davis 2013), le TNFR1 est 

associé à la médiation de l’effet cytotoxique induit par le TNF‐α et l’induction de l’apoptose, tandis que 

le TNFR2 est associé à des fonctions de survie cellulaire (Faustman and Davis 2013). 

 

 

Il existe chez l’homme une corrélation positive entre l’expression de Foxp3 et de TNFR2 (Chen et 

al. 2010) et c’est par la signalisation du TNRFR2 que le TNF‐α stabiliserait l’expression de Foxp3, et qu’il 

renforcerait les propriétés fonctionnelles des Treg (Hamano et al. 2011; Chen and Flies 2013).  

 

 

Figure 23. Dualité fonctionnelle des récepteurs 1 et 2 du TNF (TNFR1 & TNFR2) 
dans les Treg 

La signalisation de la voie du TNFR1 est activée par la liaison du TNF‐α membranaire ou 
soluble. Elle peut conduire à une diminution des fonctions des Treg, à une diminution de 
l’expression de Foxp3 et à une augmentation de l’apoptose par l’activation des caspases. 
En opposition, la signalisation de la voie TNFR2 est permise par la liaison du TNF‐α 
membranaire et active les voies NFκB et MAPK. TNFR2 jouerait un rôle direct dans la 
stabilité phénotypique et fonctionnelle des Treg. (AP‐1 : Activating  Protein‐1, Foxp3 : 
Forkhead/Winged‐Helix Box Protein 3, MAPK : Mitogen‐Activated Protein Kinase, mTNF‐α 
: membrane Tumor Necrosis Factors α, NFκB : Nuclear Factor‐Kappa B, sTNF‐α : Soluble 
Tumor Necrosis Factors α, TNFR : Tumor Necrosis Factors Receptor, Treg : LT régulateur) 



Introduction 

 94 . 

 
 

 
 

  



Les Treg

95 .

4
Problématique



Introduction 

 96 . 

4 Problématique 
L’AHAI à auto-Ac chauds est responsable d’une destruction des GR par des auto-Ac ciblant certains 

Ag érythrocytaires membranaires (protéines Rhésus, protéine bande 3, glycophorine A). Les LB 
autoréactifs et les macrophages spléniques occupent une place centrale dans la physiopathologie de 

l’AHAI puisqu’ils sont respectivement à l’origine de la sécrétion des auto-Ac et de la phagocytose des 
GR opsonisés. 

L’étude de l’implication des LT CD4+ dans la physiopathologie est parcellaire et nous l’avons 
constaté au cours de cette introduction, la plupart des résultats sont extrapolés de modèles murins. 

De plus, les mécanismes conduisant à la rupture de tolérance sont encore inconnus.  
La question du déséquilibre de la polarisation des LT au cours de l’AHAI est toujours débattu et les 

données concernant les Treg nécessitent d’être consolidées chez l’homme. Un déficit quantitatif des 
Treg circulants chez les patients a été rapporté dans une seule étude, et aucune ne fait état des 

capacités fonctionnelles des Treg au cours de l’AHAI.  
 

 
L’objectif de ce travail est de réaliser une étude globale de la réponse lymphocytaire T en intégrant 

ses acteurs effecteurs et régulateurs. Nous nous focaliserons plus particulièrement sur cette dernière 
en apportant une étude fonctionnelle et en explorant les mécanismes impliqués dans son potentiel 
dysfonctionnement. Notre hypothèse principale est qu’il existe au cours de l’AHAI un déséquilibre de 

la balance lymphocytaire pro- et anti-inflammatoire qui participe à la réaction auto-immune. 
Une meilleure compréhension de la physiopathologie de l’AHAI permettrait d’envisager de 

nouvelles pistes thérapeutiques indispensables pour améliorer la réponse aux traitements, augmenter 
les rémissions et apporter des alternatives thérapeutiques aux patients multiréfractaires.  

 
 

La première partie de ce travail avait pour objectif initial de réaliser une étude concomitante des 
populations circulantes de LT effecteurs et régulateurs afin d’évaluer l’équilibre de la réponse 

lymphocytaire T au cours de l’AHAI. 
Sur la base d’une cohorte de 20 patients, inclus dans notre protocole d’étude au diagnostic et 

exempts de tout traitement, appareillés avec 30 témoins sur l’âge et le sexe, ce premier axe d’étude 
s’est organisé en 4 phases distinctes :  

• Une étude phénotypique des LT effecteurs et de leur polarisation  
• Une étude phénotypique des Treg circulants 
• Une étude fonctionnelle des Treg circulants en évaluant leur capacité à inhiber la prolifération 

et la sécrétion de cytokines de LT effecteurs autologues (n= 9 patients vs. 9 témoins) 
• Une étude transcriptomique comparative de Treg des patients (n=4) et de témoins (n=4) 
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Dans un second temps, nous avions pour objectif de réaliser un parallèle avec le compartiment 

splénique, principale foyer de destruction des GR, d’activation et de maturation des clones 
lymphocytaires autoréactifs et site de synthèse des auto-Ac. Nous avions 3 objectifs principaux :   

• Evaluer l’équilibre de la balance pro- et anti- inflammatoire lymphocytaire T splénique  

• Etudier les particularités des lymphocytes T spléniques des patients non répondeurs à la 
splénectomie 

• Evaluer l’impact des thérapeutiques administrées en amont de la splénectomie sur les 
populations T.  
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1 L’AHAI & la réponse lymphocytaire T périphérique 
1.1 Résumé de l’article 

 
L'anémie hémolytique auto-immune à auto-Ac chaud (AIHA) est une maladie auto-immune rare et 

acquise, médiée par des auto-anticorps ciblant les globules rouges. L'implication des lymphocytes T 
helper (Th) CD4+ dans la physiopathologie a été peu étudiée et la plupart des résultats sont extrapolés 

de modèles murins. Bien que cela soit encore débattu, l’AIHA pourrait être associée à une polarisation 
pro-inflammatoire de type Th17 et à un déficit quantitatif en lymphocytes T régulateurs (Treg).  

Nous avons réalisé la première quantification concomitante des LT effecteurs et des Treg, ainsi 

qu’une étude fonctionnelle et transcriptomique des Treg de patients atteints d’AHAI au diagnostic.  

Nous avons observé une orientation des LT effecteurs vers une polarisation Th17 accompagnée 
d’une diminution des Treg circulants, principalement des Treg effecteurs. Ce déficit quantitatif est 

associé à une diminution de la capacité des Treg à inhiber la prolifération des LT effecteurs, ce qui 
semble favoriser d’avantage la polarisation Th17. Le déficit en Treg est associé à une diminution du 

niveau d’expression de la protéine Foxp3, le facteur de transcription dominant des Treg, qui assure le 
maintien de la stabilité de leur phénotype et de leurs fonctions suppressives. Le profile 

transcriptomique des Treg des patients a révélé :  

1. Un fort engagement des voies de signalisation du TNF dans les Treg, en accordance avec 
une augmentation significative du TNF-α sérique chez les patients 

2. Un rôle possible de mécanismes post-traductionnels conduisant à la dégradation de 

Foxp3 à l’origine des dysfonctionnements des Treg 

In vitro, nous avons montré qu'en plus de l'inhibition de la phagocytose des érythrocytes par les 
monocytes, le fostamatinib, un inhibiteur de SYK, était également capable de freiner la production de 

TNF-α. Cette thérapeutique, qui semble ainsi cibler plusieurs versants de la physiopathologie, apparait 
comme une approche prometteuse dans l’AIHA.  
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2 Evaluation des populations Lymphocytaires T spléniques 
2.1 La rate, anatomie et fonctions

La rate est l’organe lymphoïde secondaire le plus volumineux et mesure chez l’homme 12 cm de 
long, 8 cm de large et 4 cm d’épaisseur en moyenne. De forme ovoïde, encapsulé, et située dans 

l’hypocondre gauche, elle est directement connectée au réseau sanguin et son débit sanguin moyen 
est de 300 ml/min, ce qui lui permet chaque jour de filtrer plusieurs fois l’ensemble de la masse 

sanguine. 
Le hile est constitué de l’artère splénique afférente et de la veine splénique efférente. La capsule, 

très dense, donne naissance aux travées spléniques qui cloisonnent partiellement la rate et permettent 
la distribution des gros vaisseaux au centre de l’organe (Chadburn 2000; Steiniger 2015). La différence 

majeure entre l’organisation générale des ganglions et de la rate est caractérisée par l’absence de 
connexion directe avec le système lymphatique puisque le hile splénique est dépourvu de canaux 

lymphatiques (Figure 24. Structure macroscopique de la rate).

Deux compartiments spléniques se distinguent macroscopiquement : 

1. La pulpe rouge, qui représente 75 % de la masse splénique, est constituée d’un vaste réseau 
veineux délimité par un endothélium discontinu appelé sinusoïdes veineux. Les cordons de 

Billroth situés entre les sinusoïdes veineux contiennent de nombreux fibroblastes et 
macrophages (Steiniger 2015). La pulpe rouge fait le lien entre les réseaux artériel et veineux 

splénique et elle doit sa pigmentation aux érythrocytes qui la constituent (Mebius and Kraal 
2005; Turner and Mabbott 2017). 

Figure 24. Structure macroscopique de la rate.
Adaptée de Mebius 2005 - L'artère splénique afférente se ramifie en artérioles centrales 
enveloppées par la pulpe blanche, elle-même organisée en manchons lymphoïdes 
périartériolaires (PALS, PeriArteriolar Lymphoid Sheaths), follicules et zones marginales. 
La pulpe rouge est constituée des cordons de Billroth et d’un réseau de sinusoïdes veineux 
qui se rassemblent dans la veine splénique efférente. 

Artère afférente
Veine efférente

Sinusoïdes veineux
Cordons de Billroth

Artériole centrale

Capsule

PALS
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Zone marginale
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2. Disséminée dans tout le tissu splénique, la pulpe blanche est constituée de lymphocytes T, 
organisés en manchons lymphoïdes périartériolaires (PeriArteriolar Lymphoid Sheaths ; PALS) 

autour des petites branches artérielles, et de LB organisés en follicules et attenants aux PALS. 
La pulpe blanche est cernée par la zone marginale. La structure des centres germinatifs est 

similaire dans la rate et dans les ganglions lymphatiques : ils sont délimités par les lymphocytes 
du manteau, composés d’une zone claire riche en LT, LB et DC folliculaires (Follicular Dendritic 

cells - FDC) et d’une zone sombre principalement constituée de centroblastes en prolifération.
L’ensemble du follicule est délimité par une zone périfolliculaire infiltrée d’érythrocytes, de 

granulocytes, de monocytes et de macrophages (Mebius and Kraal 2005; Steiniger 2015; Turner 
and Mabbott 2017) (Figure 25. Micro-anatomie de la pulpe blanche splénique humaine).  

Etant donné sa localisation sur le réseau artériel et la spécificité de son architecture, la rate ou plus 
précisément, la pulpe rouge splénique confère à la rate des propriétés particulières telles que 

l’immuno-surveillance et la filtration du compartiment sanguin (Chadburn 2000; Mebius and Kraal 
2005). 

Bien qu’elle contienne toutes les lignées hématopoïétiques, la fonction immunologique de la pulpe 
rouge en condition physiologique est essentiellement assurée par les macrophages résidents qui 

éliminent par phagocytose les cellules sénescentes, les particules opsonisées et les microorganismes 
circulants via leurs TLR et les récepteurs Fc des immunoglobulines (Medzhitov and Janeway 1997; 

Ravetch 1997). Les LB naïfs et mémoires également présents, reconnaissent les Ag circulants sous leur 
forme native, les capturent, puis rejoignent la pulpe blanche pour achever leur différenciation et leur 

maturation (Harms Pritchard and Pepper 2018; Steiniger et al. 2014). 

Figure 25. Micro-anatomie de la pulpe blanche splénique humaine.
Adaptée de Steiniger 2015 - Schématisation d’un manchon lymphoïde périartériolaire 
(PALS, PeriArteriolar Lymphoid Sheaths) et d’un follicule lymphoïde. 

Figure 25. Micro anatomie de la pulpe blanche splénique humaine.
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La pulpe rouge est également une niche pour les plasmocytes de longue durée de vie et elle contient 
des LT CD8+ qui y exercent leur action cytotoxique (Chadburn, 2000). Elle constitue un réservoir 

cellulaire important, près d’un tiers des plaquettes sont séquestrées dans les cordons de Billroth et 
elle contient un contingent important de monocytes rapidement mobilisables en cas d’atteinte 

tissulaire ou d’inflammation (van der Laan et al. 2014; Kotzé et al. 1986). 
 

La rate exerce également les fonctions conventionnelles des organes lymphoïdes secondaires au 
sein de la pulpe blanche.  

De part et d’autre des artérioles spléniques, les cellules stromales expriment les chémokines 
CXCL21 et CXCL19, à l’origine du recrutement des CPA, des LT naïfs, ou des LB ayant reconnu leur Ag 

et qui expriment CCR7. Tout comme les zones corticales des ganglions lymphatiques, les PALS 
constituent une structure anatomique centrale pour l’activation et la polarisation des LT telle que nous 
l’avons précédemment décrite dans le second chapitre de l’introduction.  

Les LB activés et les TFH expriment CXCR5, récepteur de CXCL13, produit par les FDC. Ils rejoignent 
ainsi les follicules primaires, adjacents aux PALS et sites de la réponse adaptative humorale. La nature 

des interactions (intensité, durée, fréquence) entre les LB, les TFH et les FDC de même spécificité 
oriente les LB vers deux voies de maturation (Mesin, Ersching, and Victora 2016; Shulman et al. 2014; 

Weinstein et al. 2016) :  
• Une maturation extra-folliculaire qui se traduit in fine par la génération, dans les zones 

marginales, de plasmocytes de courte durée de vie et la sécrétion d’Ig de faible affinité.  
• Une maturation T dépendante dans les centres germinatifs conduisant à une maturation de 

l’affinité des Ig, à la sélection de cellules B de haute affinité, de leur expansion clonale et de leur 
différenciation en cellules B mémoires et plasmocytes de longue durée de vie. 
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2.2 Rationnel 

Pour des raisons évidentes d’accessibilité du matériel biologique, nous avons débuté ce projet par 
l’étude des populations circulantes, qui permet une description de la physiopathologie pendant la 

phase active de la maladie, mais qui ne reflète que partiellement les mécanismes impliqués dans la 
réaction auto-immune.  

Au cours des cytopénies auto-immunes, la destruction des plaquettes lors du PTI ou des globules 
rouges au cours de l’AHAI, est majoritairement intratissulaire et splénique (Audia et al. 2017; Michalak 

et al. 2020). La rate constitue le principal foyer d’activation et de maturation des clones lymphocytaires 
autoréactifs et elle est le site de synthèse des auto-Ac.  

Alors que plusieurs articles rapportent des descriptions de la fréquence et de l’état d’activation des 
populations myéloïdes et lymphoïdes spléniques au cours du PTI chez l’homme (Audia et al. 2021), la 

description du compartiment splénique humain au cours de l’AHAI est restreinte. Deux articles ont 
apporté une description des populations lymphocytaires B et des plasmocytes de longue durée de vie 

(Mahévas et al. 2015) (Thai et al. 2018). Ils ont d’une part observé une augmentation des CG spléniques 
dans les rates des patients ayant reçu une courte corticothérapie et d’autre part, ils ont observé que 

la déplétion des cellules B par le RTX conduisait à processus de sélection et de maturation des 
plasmocytes à longue durée de vie autoréactifs, médié par BAFF.  

En revanche, aucune étude ne fait état des populations lymphocytaires T CD4+ spléniques au cours 

de l’AHAI. 
 

Bien qu’elle soit de moins en moins indiquée en raison de l’efficacité des thérapeutiques 
médicamenteuses et du fait du risque infectieux auquels elle expose, la splénectomie était 

historiquement proposée en deuxième ou troisième intention aux patients atteints d’AHAI (Jäger et al. 
2020). Nous avons tiré l’avantage de cette thérapeutique pour proposer une description quantitative 

des lymphocytes T spléniques au cours de l’AHAI. Afin de réaliser un parallèle avec les observations 
faites dans le compartiment sanguin, un immunophénotypage des LT CD4+ a été réalisé et trois 

indicateurs ont été ciblés : 

• La fréquence des LT régulateurs 

• La polarisation des LT effecteurs 

• L’équilibre de la balance pro/anti-inflammatoire 

Nous avions pour objectif de réaliser une étude comparative de ces marqueurs entre des 

prélèvements spléniques de patients atteints d’AHAI et des rates contrôles ; de rechercher un potentiel 
lien entre l’expression de ces marqueurs et la réponse des patients à la splénectomie ; d’observer 

l’impact des thérapeutiques administrées en amont de la splénectomie sur ces indicateurs.  
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2.3 Matériel et méthode

Cohorte de patients
Les patients et les témoins ayant participés à cette étude prospective ont donné leur consentement 

éclairé en conformité avec les principes éthiques de la déclaration d’Helsinki et ils ont été inclus dans 
un protocole de recherche clinique (Clinical Trial : NCT02828670). Les caractéristiques cliniques des 

patients et témoins splénectomisés sont renseignés dans le tableau 06 (Tableau 06. Caractéristiques 
des sujets splénectomisés). 

L’âge médian des 11 patients était de 68 ans, le rapport femmes/hommes de 1,2 et le diagnostic de 

wAIHA a été défini par un taux d’hémoglobine inférieure à 11 g/dL, avec une augmentation du nombre 
de réticulocytes, une diminution de l'haptoglobine et un test direct à l'antiglobuline positif (IgG +/- 

complément).
Parmi les 11 patients splénectomisés, 5 présentaient une AHAI secondaire, associée à un lupus 

systémique (n=1), à une thrombopénie immunologique (c’est-à-dire syndrome d’Evans, n=1), ou à un 

lymphome malin non hodgkiniens de bas grade (n=3). La qualification d’AIHA primitive a été retenue 
pour les 6 autres patients, après exclusion des tumeurs malignes lymphoprolifératives, des autres 

maladies auto-immunes, d’une infection VIH et des autres pathologies infectieuses associées aux AHAI, 
conformément aux recommandations.

Les splénectomies ont été réalisées dans le cadre de la prise en charge thérapeutique habituelle 
des patients. En première ligne thérapeutique, 10 des 11 patients avaient reçu des corticoïdes, 2 

patients du rituximab, et préalablement à la splénectomie, 7 patients avaient reçu du RTX en 2nde ligne 
de traitement, et 1 patient de l’Azathioprine.  

La comparaison des patients a été effectuée avec des prélèvements spléniques contrôles, issus de 

splénectomies d’hémostase post-traumatiques de 10 témoins, dont l’âge médian était de 57 ans 
(P=0,04) avec un ratio femmes/hommes de 1,5 (P=1.0).

Contrôles 
n=10

AHAI 
n=11 P 

Informations générales
Age médian, année [IQR] 57 [46 - 62] 68 [51 - 72] 0,04

Sex ratio, Femme/Homme 4/6 5/6 1 

AHAI primitive, n (%) - 6 (54,5) - 

Durée médiane de la maladie, mois [IQR] - 22 [14 - 49] - 
Traitements antérieurs, n (%)

Corticoïde - 10 (90,9) - 

Rituximab - 9 (81,8) - 

Azathioprine - 1 (9,1) - 
Réponse à la splénectomie, n (%) - 6 (54,5) -

Tableau 06. Caractéristiques des sujets splénectomisés.
IQR : Interquartile Range



Evaluation des populations Lymphocytaires T spléniques

149 .

Dissociation et conservation des prélèvements spléniques
Dans l’heure suivant la splénectomie, les fragments de rate stériles ont été dissociés 

mécaniquement à l’aide d’un piston de seringue. La suspension cellulaire a été filtrée à travers un tamis 
cellulaire en nylon de 100 µm puis les hématies ont été hémolysées 10 min à température ambiante 

dans une solution hypotonique (Lysing Buffer, BD Pharm Lyse). Enfin, les splénocytes ont été 
cryoconservés dans une solution cryoprotectrice de SVF (Sérum de Veau Fœtal, Eurobio) et DMSO 10 % 

(Diméthylsulfoxyde) jusqu’à leur utilisation. 
  

Immunophénotypage
Les anticorps et les réactifs utilisés pour l’immunophénotypage sont détaillés dans le tableau 07

(Tableau 07. Réactifs utilisés pour l’immunophénotypage). La veille de l’immunophénotypage, les 
splénocytes ont été décongelés puis conservés une nuit à 37°C, à la concentration de 106 cellules/ml 

dans un milieu RPMI 1640 (Lonza) supplémenté par 10 % de SVF et 1 % d’un cocktail de pénicilline, 
streptavidine et fongizone (Lonza).

Anticorps Fluorochromes Clones Fournisseurs Références

CD3 BV510 OKT3 BioLegend 317332
CD4 PECy7 SK3 eBiosciences 25-0047-42

CD4/CD25 PECy5/PE nc. BioLegend 320403

CD45RA APC eFluor780 HI100 eBiosciences 47-0458-42

Foxp3 PB 259D BioLegend 320216

Foxp3 AF488 150D BioLegend 320212

IFN-γ APC 4S.B3 eBiosciences 17-7319-82
IL-17 PE eBio64CAP17 eBiosciences 12-7178-42

IL-4 AF488 8D4-8 eBiosciences 53-7049-42

Réactifs  Fournisseurs Références

Fixable Viability Stain 780 BD Biosciences 565388

Intracellular Fixation & Permeabilization Buffer Set eBiosciences 88-8824-00

True-Nuclear Transcription Factor Buffer Set BioLegend 424401

Tableau 07. Réactifs utilisés pour l’immunophénotypage.
AF : Alexa Fluor, APC : Allophycocyanin, BV : Brilliant Violet, Cy : Cyanine, Foxp3 : 

Forkhead/Winged-Helix Box Protein 3, IFN-γ : Interféron γ, IL: Interleukine, PB : Pacific Blue, PE : 
Phycoerythrin.
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Les splénocytes morts ont été éliminés par tri magnétique (Dead Cell removal kit – Miltenyi) et le 
phénotypage membranaire a été réalisé à 4°C, dans du PBS SVF 1 % et en présence d’un colorant vital 

d’exclusion de type Zombie (Fixable Viability Stain - BD) afin d’exclure les cellules mortes résiduelles 
lors de l’analyse. 

Afin de stimuler la production des cytokines par les populations lymphocytaires, les splénocytes ont 

été cultivés 4h en présence de phorbol-12-myristate-23-acétate (PMA, 100 ng/mL, Sigma-Aldrich) et 
de ionomycine (1µg/mL, Sigma-Aldrich) et l‘activité de leur appareil de golgi a été inhibé par la 

bréfeldine A (GolgiPlug, 0.1 %, BD Biosciences). La production intracellulaire des cytokines a été 
mesurée après fixation et perméabilisation des membranes cytoplasmiques (Intracellular fixation and 

permeabilization buffer, eBioscience).
Le marquage du facteur de transcription Foxp3 a été réalisé après fixation et perméabilisation des 

membranes cytoplasmiques et nucléaires par l’utilisation du kit True Nuclear transcription factor buffer 

set (BioLegend).

Les données ont été acquises avec le cytomètre BD LSRFortessa Cell Analyzer (BD Biosciences).

Analyses et statistiques
L’analyse des données brutes de cytométrie a été réalisée avec le logiciel FlowJo® v10 software (BD 

Biosciences), les résultats sont exprimés en % de cellules positives, ou en intensité médiane de 
fluorescence (Median Fluorescence Intensity – MFI) avec dans ce cas un retranchement des valeurs de 

MFI des isotypes contrôles. Les analyses statistiques et les représentations graphiques ont été 
générées avec le logiciel Prism v9.3.0 (GraphPad Software). 

Compte tenu de la distribution non normale des variables étudiées, les comparaisons des données 
quantitatives ont été réalisées par des tests non paramétriques de Mann-Whitney. Les résultats sont 

exprimés par leur médiane [interquartiles] et les valeurs p < 0,05 sont considérées comme 
significatives.
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2.4 Résultats 

 Fréquence des lymphocytes T régulateurs spléniques 

Les Treg spléniques totaux ont été identifiés par le phénotype CD3+CD4+CD25highFoxp3+ et leur 

fréquence parmi les LT CD4+ est similaire entre les patients et les témoins (1,8 % vs. 2,5 %, P=0,47) 

(Figure 26A).  

La distinction des populations fonctionnelles de Treg, selon l’expression de CD45RA et Foxp3, 

montre que la fréquence des nTreg (CD45RA+Foxp3low, Fr.I) et des eTreg (CD4+CD45RA‐FoxP3high, Fr. II) 

n’est pas différente entre les patients et les témoins (nTreg : 0,3 % vs. 0,3 %, P=0,96 ; eTreg : 0,5 % vs. 

0,4 %, P=0,25 ; Figure 26B). 

 

 

 

 

Nous avons également mesuré l’expression de Foxp3 afin de déterminer si une diminution 

d’expression similaire à ce que nous avons observé dans le sang existait. Il existe en effet une tendance 

à une moindre expression comme en témoigne la MFI de Foxp3 qui tend à être moins importante chez 

les patients que chez les témoins (314 vs. 433, P=0,25 ; Figure 27A).  

Figure 26. Quantification des Treg spléniques. 
A| Diagramme en points représentant les fréquences des Treg des témoins 
(n=10) et des patients (n=11) parmi les LT CD4+ spléniques. B| Diagrammes 
en points montrant la fréquence des Tregs naïfs (CD45RA+Foxp3low : Fr. 
I/nTreg) et des Treg effecteurs (CD45RA‐Foxp3hi : Fr. II/eTreg) parmi les LT 
CD4+ spléniques. Les valeurs de P ont été calculées par le test non 
paramétrique de Mann‐Whitney, les valeurs médianes sont indiquées en 
noir. (eTreg : Effector Regulatory T Cell, Foxp3 : Forkhead/Winged‐Helix Box 
Protein 3, Fr : Fraction, HC : Healthy control, ns : Non Significatif, nTreg : 
Naive Regulatory T Cell, Treg : LT régulateur, wAIHA : Warm Autoimmune 
Hemolytic Anemia) 
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Etant donné la prédominance de la polarisation Th17 parmi les lymphocytes circulants des patients, 

nous avons quantifiés la sous‐population de Treg déficients pour l’exon 2 du gène FOXP3 (Treg 

Foxp3∆2) puisque cette population présente une susceptibilité accrue à une différenciation Th17. 

On observe dans la rate que la fréquence des Treg Foxp3∆2 tend à être plus importante que chez 

les patients (34,4 % vs. 12,1 %, P=0,2 ; Figure 27B). 

 

 

 

 

 Polarisation lymphocytaire T et balance pro/anti‐inflammatoire 

Parallèlement à l'évaluation des Treg, nous avons caractérisé la polarisation des LT effecteurs selon 

leur production de cytokines après 4 heures de stimulation polyclonale.  

Classiquement, les LT Th1 ont été identifiés par leur production d’IFN‐γ, les Th2 par leur production 

d’IL‐4 et les Th17 par leur production d’IL‐17. Identifiés de cette façon, les proportions des différentes 

populations lymphocytaires n’étaient pas différentes entre les patients et les témoins (Th1 : 7,9 vs. 

12,2 %, P=0,43 ; Th2 : 16,3 vs. 22,0 %, P=0,50 ; Th17 : 0,50 vs. 0,31 %, P=0,10 ; Figure 28A).  

Figure 27. Evaluation de l’expression de Foxp3 et Foxp3∆2 
au sein des Treg spléniques. 

A| Diagramme en points représentant l’expression 
nucléaire de Foxp3, évaluée par l'intensité de fluorescence 
moyenne (MFI) mesurée en cytométrie en flux, parmi les 
Treg spléniques de sujets témoins (n=10) et de patients 
(n=11). B| Diagrammes en points représentant la fréquence 
des Tregs déficients pour l’exon 2 du gène FOXP3 (Treg 
Foxp3∆2) parmi les Treg totaux spléniques. Les valeurs de P 
ont été calculées par le test non paramétrique de Mann‐
Whitney, les valeurs médianes sont indiquées en noir. 
(Foxp3 : Forkhead/Winged‐Helix Box Protein 3, Foxp3∆2 : 
Foxp3 dépourvue de l’exon 2, HC : Healthy control, ns : Non 
Significatif, Treg : LT régulateur, wAIHA : Warm Autoimmune 
Hemolytic Anemia) 



Evaluation des populations Lymphocytaires T spléniques

153 .

Enfin, nous avons mesuré les ratio Th1/Treg, Th2/Treg et Th17/Treg, qui permettent d’évaluer 

l’équilibre de la balance pro/anti-inflammatoire et contrairement aux observations faites dans le 
compartiment sanguin, les ratios étaient similaires entre les patients et les témoins (Th1/Treg : 3,1 vs. 

3,5 %, P=0,86 ; Th2/Treg : 10,1 vs. 10,2 %, P=0,60 ; Th17/Treg : 0,34 vs. 0,18 %, P=0,7 ; Figure 28B).

Figure 28. Evaluation de la polarisation des LT CD4+ spléniques et des 
rapports Treg/Th

A| Quantification des lymphocytes Th1 (CD3+CD4+IFN-γ+IL-17-), Th2 
(CD3+CD4+IL-4+) et Th17 (CD3+CD4+IL-17+IFN-γ-) par cytométrie de flux après 
stimulation polyclonale de 4h des splénocytes de sujets témoins (n=10) et de 
patients (n=11). Diagramme en points représentant les fréquences des Th1, 
Th2 et Th17 spléniques parmi les LT CD4+ spléniques. B| Représentation de 
l’équilibre de la balance pro- et anti-inflammatoire, évaluée par la mesure des 
ratios Th1/Treg, Th2/Treg et Th17/Treg (HC n=10 ; wAIHA n=11). (HC : Healthy 
control, ns : Non Significatif, Th : Lymphocyte T Helper, Treg : LT régulateur, 
wAIHA : Warm Autoimmune Hemolytic Anemia)
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Autres résultats
Par la suite, nous avons effectué des comparaisons de ces populations lymphocytaires spléniques 

en considérant la réponse ou non des patients à la splénectomie dans le but de caractériser un profil 
cellulaire particulier chez les patients non répondeurs, ce qui permettrait d’aider la compréhension de 

l’échec de cette thérapeutique. 
L’appréciation de la réponse des patients à la splénectomie a été déterminée en fonction de 

l’évolution de l’Hb sanguine, 3 mois après la splénectomie. La réponse était définie comme un gain 
d’Hb ≥ à 2g/dL (par rapport aux taux avant traitement) et/ou un taux d’Hb ≥11 g/dL chez la femme et 

≥12 g/dL chez l’homme. 
La fréquence des Treg et leurs sous-populations, la proportion des lymphocytes polarisés et les ratio 

Th/Treg ont été comparés pour 6 patients répondeurs et 4 patients non répondeurs et aucune 
différence ou tendance n’a pu être identifié (données non présentées). 

Pour finir, nous avons effectué des comparaisons de ces différentes populations lymphocytaires 
selon le type de traitement reçu avant la splénectomie et de nouveau aucune différence ou tendance 

n’a pu être identifié entre ces groupes de patients (données non présentées).
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Les résultats de notre travail sur la physiopathologie de l’AHAI chez l’homme viennent enrichir et 

préciser les données de la littérature concernant la réponse lymphocytaire et sa régulation. Ils 
suggèrent également de nouvelles hypothèses physiopathologiques avec l’implication du TNF-α, ce qui 

permet d’envisager de nouvelles cibles thérapeutiques.  
 

1. Evaluation globale de la réponse pro et anti-inflammatoire en périphérie 

Le premier intérêt de notre travail repose sur l'évaluation concomitante des réponses 
lymphocytaires T anti-inflammatoires et pro-inflammatoires au cours de l’anémie hémolytique auto-

immune.  
La quantification des Treg totaux circulants chez les patients au diagnostic nous a permis de 

confirmer la diminution de leur fréquence, telle qu’observée dans les travaux de Ahmad et al. (Ahmad, 
Elgohary, and Ibrahim 2011). Notre travail a permis de préciser que ce déficit quantitatif affecte 

principalement les Treg effecteurs, la sous-population de Treg activés, aux hautes capacités 
suppressives et dont la fréquence est deux fois plus faible chez les patients (Miyara et al. 2009).  

 
Parallèlement à la quantification des Treg, nous avons évalué la polarisation des LT circulants des 

patients au diagnostic car cela constitue un aspect essentiel de la physiopathologie des maladies auto-
immunes.  

D’un point de vue historique, la polarisation de type Th1 était associée à la physiopathologie de 

nombreuses MAI. Elle joue un rôle déterminant notamment au cours de l’artérite à cellules géantes 
ou de la SEP (Sclérose en Plaques), la production d’IFN-γ étant primordiale dans l’activation des CPA, 

dans la réaction auto-immune à médiation cellulaire et dans la chronicisation de l’inflammation (Ly et 
al. 2010; Kaskow and Baecher-Allan 2018). La polarisation Th2 est plus particulièrement impliquée 

dans la physiopathologie de l’allergie, la production d’IL-4, d’IL-5 et d’IL-13 des lymphocytes Th2 
favorise la production d’IgE par les plasmocytes et l’activation des éosinophiles (Romagnani 2000). 

Suite à la découverte de la polarisation Th17 en 2005, la dualité Th1/Th2 a été bouleversée et il est 
à présent établi que les lymphocytes Th17 jouent un rôle capital dans les mécanismes auto-immuns 

de nombreuses MAI ou auto-inflammatoires tels que le PR, la SEP, la maladie de Crohn, le psoriasis, ou 
l’asthme (Samson et al. 2011; Li et al. 2020; Moser et al. 2020; Ueno et al. 2018). Même si une 

polarisation lymphocytaire prédomine au cours d’une réponse auto-immune, les lymphocytes Th1 et 
Th17 agissent probablement de manière séquentielle et synergique (Bettelli et al. 2008; Santarlasci et 

al. 2009). Ainsi, en influençant la nature des chémokines secrétées par les cellules épithéliales et 
endothéliales locales, les Th17 agissent directement sur le recrutement des CPA, des cellules 
cytotoxiques, et des cellules de type Th1. Ils amplifient la réponse immunitaire et contribuent à 

l’installation d’un état inflammatoire chronique (Bettelli et al. 2008; Santarlasci et al. 2009).   
Le statut de la polarisation dans l’AHAI est encore très discuté dans la littérature. Dans le modèle 

NZB la polarisation Th1 semble majeure (Shen et al. 1996) mais il a initialement été décrit chez 
l’homme une prédominance de la polarisation de type Th2 au détriment des Th1. Dans les années 

2000, plusieurs études menées sur le sécrétome des PBMC, ou dans les sérums de patients, ont 
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rapporté une augmentation de l’IL-4 associée à une diminution de l’IFN-γ comparativement aux sujets 

sains (Fagiolo, Vigevani, and Pozzetto 1994; Barcellini et al. 2000; Fagiolo and Toriani-Terenzi 2002).  
Un unique article rapporte chez l’homme une production importante d’IFN-γ par les LT de patients 

suite à une stimulation de 5 jours par des peptides dérivants de la protéine Rh. Cependant, ces résultats 
doivent être nuancés car cette étude portait sur des échantillons de patients dans la phase active de 

leur maladie non traitée ou recevant des corticostéroïdes (Hall et al. 2012).  
Depuis quelques années, un rôle prépondérant de la polarisation Th17 au cours de l’AHAI est 

présumé. Les travaux de A. Hall et L. Xu publiés en 2012 ont indépendamment décrit une augmentation 
du taux d’IL-17 sérique chez les patients au diagnostic d’AHAI (0,4 pg/ml vs. 0,02 pg/ml) ainsi qu’une 

augmentation de la proportion de lymphocytes Th17 après stimulation (Hall et al. 2012; Xu et al. 2012).  
 

Nos résultats ne révèlent pas d’implication particulière de la population Th1 ou Th2, mais ils 
apportent des arguments forts en la faveur d’une polarisation de type Th17 prédominante au cours de 
l’AHAI. 

En effet, les taux d’IFN-γ, d’IL-4 et d’IL-17 étaient non détectables par technique Luminex dans les 
sérums de nos patients au diagnostic mais dans le cas de l’IL-17 la limite de détection de notre kit était 

inférieure aux taux mesurés dans le sérum des patients de l’étude de A.Hall (résultats non présentés, 
limite de détection respectives : 0,4 pg/ml, 9,3 pg/ml et 1,8 pg/ml). Concernant les fréquences des Th1, 

des Th2 et des Th17 parmi les PBMC après 4 heures de stimulation polyclonale, elles étaient 
équivalentes chez les patients et les témoins.  

Après 4 jours de stimulation par des billes ciblant CD2/CD3/CD28 en revanche, la sécrétion d’IL-17 
par les LT CD4+ effecteurs des patients était trois fois supérieure à celle des témoins, là où les taux 

étaient non différents pour l’IFN-γ et non détectables pour l’IL-4. De plus, l’analyse des ratios Th/Treg 
qui permettent d’évaluer la balance de la réponse pro/anti-inflammatoire, montrent un net 

déséquilibre du ratio Th17/Treg dans l’AIHA, alors que les ratios Th1/Treg et Th2/Treg ne sont pas 
affectés.  

 
La difficulté à établir un consensus à propos de la polarisation lymphocytaire au cours de l’AHAI 

tient en partie du fait d’une grande disparité des protocoles expérimentaux. Bien que seulement 7 

articles étudient cet aspect de la physiopathologie, la méthodologie des études est hétérogène 
notamment en ce qui concerne les techniques d’analyses (dosage ELISA, quantification par cytométrie 

en flux, Luminex), le matériel biologique (sérum de patients, PBMC, LT CD4+) ou le type de stimulation 
appliqué in vitro (non stimulés, agents mitogènes, GR opsonisés, peptides Rh).  

Cependant, ces résultats pourraient également refléter une polarisation en périphérie moins 
franche au cours de l’AHAI que celle observée par exemple dans certaines maladies auto-immunes 

telle que la PR (Miossec 2007). On retrouve également cet aspect lors du PTI, une autre cytopénie 
auto-immune pour laquelle, malgré une littérature plus riche, la polarisation des populations LT 

circulants est toujours discutée. Le PTI est considéré comme une MAI de type Th1 mais il s’agit d’une 
polarisation relative, principalement liée à un déséquilibre du rapport Th1/Th2 par diminution de la 

polarisation Th2 (Ogawara et al. 2003; Stasi et al. 2007). De plus, aucun consensus n’a pu être établi 
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quant à la fréquence des Th17 parmi les LT circulants, qui est indifféremment rapportée augmentée 

ou stable chez les patients atteints PTI au diagnostic (Zhang et al. 2009; Guo et al. 2009; Ma et al. 2008).  
Au cours de ces deux cytopénies auto-immunes, la rate est le principal site de la réaction auto-

immune. Elle est le lieu de destruction des plaquettes lors du PTI et des GR lors de l’AHAI et il semblerait 
que l’étude de la polarisation des populations circulantes ne soit pas une approche idéale pour refléter 

le microenvironnement des follicules spléniques.  
 

Le ratio Th/Treg est le reflet de l’équilibre de la représentation des acteurs pro et anti-
inflammatoires de la réponse immunitaire. Il est utilisé au cours des MAI pour évaluer la réponse 

lymphocytaire T auto-immune, où il apparait fréquemment déséquilibré (Wang et al. 2012; Yan et al. 
2020). Dans notre étude les balances Th1/Treg et Th2/Treg chez nos patients sont identiques à celles 

des sujets témoins. En revanche, le ratio Th17/Treg est augmenté, ce qui appuie d’avantage la 
polarisation Th17 dominante au cours de l’AHAI. 

Outre l’évaluation quantitative de la balance immunitaire, le ratio Th17/Treg peut également 

indiquer une instabilité phénotypique des Treg. Dans des conditions physiologiques, les Treg sont 
capables d’orienter leur phénotype vers un profil Treg « Th17 like » afin de réguler spécifiquement la 

réponse Th17 (Chaudhry et al. 2009; Sefik et al. 2015). Dans de nombreuses MAI, cette plasticité peut 
conduire à une instabilité de l’expression de Foxp3 en la faveur de ROR-γt, conduisant in fine à une 

dérive des Treg « Th17 like » en « ex-Treg Th17+ », ce qui se traduit directement par une augmentation 
du ratio Th17/Treg (Gaddis et al. 2018; Zhou et al. 2009; Bovenschen et al. 2011; Komatsu et al. 2014).  

Cette polarisation est particulièrement observée parmi les Treg Foxp3∆2 ainsi que par les Treg 
présentant une faible déméthylation du promoteur de Foxp3, ce qui est un état non favorable à sa 

transcription (Zhou et al. 2008; Sato et al. 2021; Miyao et al. 2012). D’un point de vue moléculaire ces 
cellules sont de ce fait caractérisées par une diminution progressive de la transcription et donc de 

l’expression de Foxp3, contrebalancée par l’expression de ROR-γt, CCR6, STAT3 et par la production 
d’IL-17.  

Dans notre étude, nous ne sommes pas en mesure de statuer sur l’état de conversion des Treg des 
patients mais plusieurs éléments laissent à penser que la population Treg « Th17 like » n’est pas sur-
représentée parmi les Treg circulants des patients. D’une part, le ratio Th17/Treg est déséquilibré mais 

nous n’observons pas de corrélation directe entre le taux de Treg circulants et la fréquence des Th17 
(corrélation de Spearman : P=0.70, R2=0.007, résultat non présenté). La faible intensité d’expression 

de Foxp3 par les Treg des patients pourrait présager d’une instabilité phénotypique des Treg. 
Cependant le RNAseq rapporte une augmentation des transcrits de Foxp3 dans les Treg des patients, 

laissant penser un niveau de déméthylation de son promoteur important. Enfin, les Treg des patients 
produisent des taux équivalents de transcrits des gènes de CCR6, de STAT3, de ROR-γt et de l’IL-17, 

comparativement aux Treg des témoins.  
Des investigations complémentaires sont nécessaires afin d’évaluer l’implication de la polarisation 

ou de l’instabilité des Treg circulants au cours de l’AHAI. La quantification de la population de Treg 
Foxp3∆2 chez les patients constituerait un élément important, tout comme l’évaluation du taux de 

méthylation du promoteur de Foxp3 et de la sécrétion d’IL-17 par les Treg. 
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2. Evaluation globale de la réponse pro et anti-inflammatoire splénique 

A l’heure actuelle, aucun article publié n’apporte de description des populations lymphocytaires T 
CD4+ spléniques humaines au cours de l’AHAI. Sur la base de l’immunophénotypage réalisé sur les 

PBMC, nous avons étudiés les LT CD4+ spléniques des patients afin de préciser cet aspect de la 
physiopathologie. Cependant nos résultats sont d’interprétation délicate et nous permettent pas 

d’établir des connexions avec les observations faites dans le compartiment sanguin. En effet, la 
splénectomie est un traitement de dernière ligne, les patients ont donc reçu de multiples traitements, 

ou ont été traités de façon très prolongée par corticoïdes, ce qui impacte sans nul doute la réponse 
immunitaire. 

 
L’évaluation de la fréquence des Treg totaux, des Treg Foxp3∆2, et des sous-populations 

fonctionnelles nTreg et eTreg ne révèle pas de déficit quantitatif des populations régulatrices 
spléniques. Seules quelques tendances ont été observées, l’expression de Foxp3 parait plus faible 
parmi les Treg totaux spléniques des patients et la proportion de Treg Foxp3∆2 semble être 

augmentée.  
Concernant les populations de LT polarisés, nous n’observons aucune prédominance chez les 

patients comparativement aux témoins. La polarisation Th1 et Th2 semblent augmenter chez les 
patients, au détriment des Th17 mais de nouveau sans être significatif et aucun des 3 ratio Th/Treg 

n’était déséquilibré.  
 

Durant cette analyse du compartiment splénique, nous avons observé une très grande dispersion 
des valeurs mesurées, aussi bien parmi les témoins que les patients, témoignant de la grande 

hétérogénéité des individus au sein de chaque groupe.   
En effet, la splénectomie constitue généralement la troisième ligne thérapeutique au cours de 

l’AHAI et bien que l’ensemble des patients soient dans une phase de rechute ou d’échec de 
thérapeutique, ils ont reçu au préalable de fortes doses de corticoïdes et/ou du rituximab. Ils ont 

d’autre part une durée d’évolution de leur maladie qui s’étend de 2 à 50 mois et seulement 6 d’entre 
eux ont présenté une réponse complète à la splénectomie. Ces éléments peuvent modifier la 
représentation des différentes sous-populations lymphocytaires dans la rate des patients, la prise de 

glucocorticoïdes au long cours entraine notamment une apoptose importante des populations 
lymphocytaire T et B ce qui perturbe l’architecture splénique de la pulpe blanche (Andréau et al. 1998; 

Herold, McPherson, and Reichardt 2006). 
Du fait de cette dispersion, nous avons réalisé des analyses en sous-groupes, en prenant en compte 

les traitements reçus avant la splénectomie et la réponse à la splénectomie. Malgré cela, aucune 
différence ou tendance n’a pu être identifiée. 

Etant donné le caractère rare de l’AHAI et la diminution du recours à la splénectomie, cette étude 
phénotypique n’a pu être réalisée que sur un petit nombre de prélèvements de patients et de témoins 

(11 et 10 respectivement). Augmenter les effectifs nous permettrait de renforcer les sous-groupes de 
patients, d’augmenter la puissance de nos tests statistiques et nous permettrait peut-être de confirmer 

les tendances observées. 
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3. Atteinte fonctionnelle des Treg circulants 

Nous avons par ailleurs conduit la première exploration fonctionnelle des Treg circulants au cours 
de l’AHAI, chez l’Homme. Nos résultats montrent qu’outre le déficit quantitatif, les Treg des patients 

au diagnostic présentent un déficit fonctionnel qui se traduit par une moindre capacité à inhiber la 
prolifération des LT effecteurs et leur production de cytokines Th17. 

 
Au cours des expériences de cocultures Teff/Treg, nous avons mesuré chez les patients une 

augmentation de la sécrétion d’IL-17 par les LT effecteurs stimulés comparativement aux témoins, et 
cette sécrétion était amplifiée par la présence des Treg autologues.  

La production accrue d’IL-17 pourrait être révélatrice d’une conversion importante des Treg des 
patients en Treg « Th17 like » ou ex-Treg mais comme discuté précédemment, le profil 

transcriptomique des Treg des patients n’est pas en faveur à cette hypothèse. Nous nous orientons de 
ce fait davantage vers l’hypothèse que cette surproduction d’IL-17 tient d’une altération de la capacité 
des Treg à réguler la production d’IL-17 par les LT effecteurs, favorisant ainsi la polarisation de type 

Th17. 
L’évaluation de la sécrétion des cytokines a été réalisée de manière globale au cours du test 

fonctionnel, en dosant les cytokines des surnageants par méthode Luminex. Une analyse des cellules 
en coculture par cytométrie en flux nous aurait permis d’apprécier indépendamment la production de 

cytokines par les LT effecteurs et les Treg, mais nous ne disposions pas de suffisamment de cellules 
pour entreprendre ce type d’analyses.  

 
 

3.1. Profil transcriptomique des Treg 

L’altération fonctionnelle des populations régulatrices a été impliquée dans le déclenchement et 
l’entretien de multiples MAI (Grant et al. 2015) bien que pour la plupart, les mécanismes sous-jacents 

restent à déterminer. Nous avons montré que, dans le cas de l’AIHA, les dysfonctionnements des Treg 
sont très probablement liés à la diminution du niveau d’expression du facteur de transcription Foxp3. 

 
L’expression de Foxp3 est indispensable à l’orchestration du programme transcriptionnel des Treg 

(Colamatteo et al. 2019). En tant que régulateur principal, il façonne la lignée Treg, en permettant de 
maintenir leur phénotype et leur fonctionnalité.  

Outre le développement du syndrome IPEX chez les patients porteurs d’une mutation invalidante 
pour le gène FOXP3, une altération de l’expression de Foxp3 a été associée à la physiopathologie de 
plusieurs maladies auto-immunes telles que la PR ou la thyroïdite de Hashimoto (Su et al. 2019; Yang 

et al. 2018; Nie et al. 2013). De façon importante, nous avons observé pour la 1ère fois au cours de 
l’AHAI que l’intensité de son expression était 2 fois moindre dans les Treg des patients AHAI au 

diagnostic comparativement aux témoins.  
A cela s’ajoute une diminution de l’intensité d’expression de Helios qui est un marqueur de Treg 

dotés de hautes fonctions immunosuppressives (Thornton et al. 2019), puisqu’en s’associant avec 
Foxp3 il potentialise la fonctionnalité des Treg (Seng et al. 2020). 
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L’analyse fonctionnelle du RNAseq (GSEA, Gene Set Enrichment Analysis) nous indique que les Treg 
des patients ont un profil transcriptionnel de cellules activées. Cela se traduit par une augmentation 

générale de la transcription, un fort engagement des voies de signalisation du TCR et l’augmentation 
de l’expression des transcrits de FOXP3 comparativement aux Treg témoin.  

L’activation importante du TCR est supportée par une expression différentielle des transcrits de 16 
gènes effecteurs. Elle est cohérente avec l’augmentation de la transcription de Foxp3 puisque 

l’activation du TCR agit directement sur le niveau de déméthylation du promoteur et des CSN de FOXP3 
(Grover, Goel, and Greene 2021). Ainsi, lorsqu’un Treg reconnait un antigène, son expression de Foxp3 

augmente, ce qui vise à stabiliser son phénotype et ces fonctions. Cet aspect est en revanche en 
contradiction avec ce que nous observons concernant le niveau d’expression protéique de Foxp3 et 

sur les fonctions inhibitrices évaluées in vitro.   
Nous constatons également que la moindre expression de la protéine Foxp3 se répercute 

probablement sur le niveau d’expression des molécules effectrices des Treg. Malgré l’activation 

importante du TCR, seul les transcrits de CD25, CTLA-4, TIGIT et GARP sont augmentés et de façon 
modérée. Il est absolument nécessaire à présent de mesurer l’expression protéique des molécules 

effectrices des Treg, afin d’identifier plus précisément les mécanismes dysfonctionnant chez les 
patients. Une analyse plus approfondie du phénotype des Treg par cytométrie en flux permettrait 

d’apporter certains éléments de réponse. 
 

Bien que l’analyse transcriptomique des Treg ne nous permette pas d’identifier précisément les 
mécanismes impliqués dans l’atteinte fonctionnelle observée chez les Treg des patients, elle nous 

apporte cependant plusieurs indications sur le profil des Treg.  
 

 

3.2. Impact du TNF-α sur les Treg 
Le rôle du TNF-α à l’égard des Treg est une question délicate. Cette cytokine pléiotrope a 

indiscutablement des propriétés pro-inflammatoires et elle est impliquée dans la physiopathologie de 
nombreuses maladies auto-immunes ou inflammatoires (Salomon 2021). Les premiers articles parus 

s’accordaient sur son rôle délétère vis-à-vis de la fonction des Treg mais depuis une dizaine d’année, 
les études en faveur d’un rôle bénéfique de la signalisation de TNFR2 sur les Treg sont nombreuses 

(Hamano et al. 2011; Okubo et al. 2013; Yang et al. 2019; Lamontain et al. 2019; Lubrano di Ricco et al. 
2020; Salomon 2021). 

 

Dans le cas de notre étude, l’analyse GSEA des données du transcriptome nous a révélé un 
engagement important de la voie de signalisation du TNF dans les Treg des patients comparativement 

aux témoins, ce qui est en cohérence avec l’augmentation des concentrations sériques du TNF-α chez 
les patients AHAI. 

A ce stade de notre étude, nous n’apportons pas la démonstration d’une implication directe du 
TNF-α sur le déficit quantitatif ou fonctionnel des Treg, pour autant nous avons des arguments forts 
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nous permettant d’envisager sa participation dans l’atteinte des Treg au cours de l’AHAI. Sur la base 

des travaux réalisés par l’équipe de Christophe Benoist, nous avons calculé un indice d’activation de la 
signalisation du TNF dans le but d’évaluer quantitativement l’engagement de cette voie et de la 

comparer avec les données issues de l’immunophénotypage (Galván-Peña et al. 2021). Cet indice TNF 
a été calculé en réalisant, pour chaque donneur, la moyenne de l'expression normalisée de tous les 

gènes par rapport à l'expression moyenne des sujets contrôles. Nous avons observé des corrélations 
négatives entre l’intensité de l’engagement de la voie du TNF dans les Treg et leur fréquence en 

périphérie et également avec le niveau d’expression de Foxp3. 
 

La dichotomie des rôles du TNF-α vis-à-vis des Treg s’appuie principalement sur l’antagonisme 
fonctionnel de ses deux récepteurs.  

La signalisation de TNFR1 et TNFR2 est très complexe et il existe une interaction entre ces deux 
voies qui partagent de nombreux effecteurs (Yang et al. 2019; Faustman and Davis 2010). Très 
schématiquement, le TNFR1 est constitué d’un domaine de mort intracytoplasmique permettant 

l’activation de voies apoptotiques dépendantes des caspases, son activation conduit à la mort 
cellulaire par apoptose. Parallèlement, la signalisation de TNFR2 aboutit notamment à l’activation de 

NFκB qui promeut la survie cellulaire (Grell et al. 1998; Faustman and Davis 2010). Dans les Treg, elle 
favorise leur expansion, renforce leur signature phénotypique en augmentant l’expression de Foxp3 

notamment et elle potentialise leurs fonctions. De façon importante, il semblerait que TNFR1 ait une 
plus grande affinité pour le TNF-α soluble tandis que la formation d’agrégats avec le TNF-α 

membranaire est probablement nécessaire à la transduction du signal via TNFR2 (Mukai et al. 2010).  
 

Ces observations divergentes ne sont pas pour autant à opposer, il est possible de réunir ces deux 
hypothèses en considérant que la co-expression de TNFR1 et TNFR2 par les Treg permet l’activation 

concomitante des deux voies mais que probablement l’une est dominante.  
Dans des conditions physiologiques, l’expression de TNFR1 est ubiquitaire mais de faible intensité 

parmi les Treg, contrairement à l’expression TNFR2 qui est intense. Dans cette configuration, on peut 
penser que la signalisation de TNFR2 soit dominante et qu’elle permette une action « positive » du 
TNF-α sur les Treg.   

A l’inverse, il est tout à fait envisageable qu’il puisse exister dans un contexte pathologique un 
déséquilibre de la signalisation des récepteurs TNFR1 et TNFR2 dans les Treg. Ce déséquilibre pourrait 

être le fait soit d’une modification de l’expression des deux récepteurs (augmentation de l’expression 
de TNFR1 et/ou effondrement de TNFR2), ou dépendre de la forme selon laquelle le TNF-α est 

disponible, soluble ou membranaire, dans le microenvironnement des Treg. Dans ce contexte, la 
signalisation de TNFR1 serait dominante et l’effet globale du TNF-α sur les Treg délétère (Faustman 

and Davis 2010). A ce jour, aucune étude n’a évalué concomitamment l’expression de TNFR1 et TNFR2 
par les Treg au cours de MAI. 

 
Dans le cas de notre étude, nous n’avons pas suffisamment d’éléments pour évaluer l’activation 

des voies TNFR1/TNFR2 des Treg des patients comparativement aux témoins.  
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Les deux récepteurs sont transcrits dans les Treg des patients et des témoins, et les transcrits de 

TNFR2 sont augmentés chez les patients comparativement aux témoins. Il serait important de 
quantifier leur expression membranaire par cytométrie en flux par exemple et de comparer le rapport 

TNFR1/TNFR2.  
Il serait également intéressant de mesurer l’activation des deux voies de signalisation chez les 

patients et les témoins en suivant par exemple le recrutement de certaines molécules effectrices 
spécifiques de la voie TNFR2 tels que TRAF1 et certaines cIAP (Cellular Inhibitor of Apoptosis Protein-

1), ou de FADD et TRADD pour la voie TNFR1 (Brenner, Blaser, and Mak 2015). 
Enfin, si un déséquilibre de l’activation des voies TNFR1/TNFR2 était observé, il serait pertinent de 

renouveler les tests fonctionnels des Treg en présence d’agonistes de TNFR2, tels que les anticorps 
MR2-1, TNCscTNF80 ou STAR2 (Lamontain et al. 2019; Salomon 2021), pour rééquilibrer la signalisation 

du TNF-α et déterminer si cela permet de restaurer in vitro la fonctionnalité les Treg des patients 
atteints d’AHAI. 

 

 

3.3. Régulation post traductionnelle de Foxp3 

Etant donné l’expression élevée des transcrits de FOXP3 alors que son expression protéique est 
diminuée chez les patients nous avons orienté nos investigations sur sa régulation post-
traductionnelle. 

 
Des dysfonctions de la régulation post traductionnelle de Foxp3 ont été associées à la 

physiopathologie de plusieurs maladies auto-immunes telles que la PR ou la thyroïdite de Hashimoto 
(Nie et al. 2013; Yang et al. 2018; Su et al. 2019). Près d’une vingtaine de régulateurs post 

traductionnels de Foxp3 ont été décrits jusqu’à présent et ils agissent pour la plupart sur le niveau de 
d’ubiquitination, d’acétylation ou de phosphorylation de Foxp3 (Colamatteo et al. 2019). Pour six 

d’entre eux, nous avons observé une augmentation de leur transcription dans les Treg des patients 
atteints d’AHAI. Par ailleurs, leur niveau de transcription est négativement corrélé avec la fréquence 

des Treg circulants, la MFI de Foxp3, tandis qu’ils présentent une corrélation positive avec l’activation 
de la voie de signalisation du TNF. En d’autres termes, plus les Treg sont exposés au TNF-α, plus ces 

gènes régulateurs de Foxp3 sont transcrits et ils pourraient donc participer à la dégradation de Foxp3, 
entrainant un dysfonctionnement des Treg. Etant donné le faible nombre de Treg que nous avons triés 

pour chaque prélèvement de patients, nous n’avons pas eu la possibilité de réaliser sur les mêmes 
échantillons le test fonctionnel Treg et le RNAseq. Nous ne sommes, de ce fait, pas en mesure d’évaluer 
directement la corrélation entre l’expression des transcrits des régulateurs post-traductionnels de 

Foxp3 et la capacité fonctionnelle des Treg. 
 

Parmi les régulateurs post-traductionnels de Foxp3 différentiellement exprimés, Pim-2 permet la 
phosphorylation de Foxp3 ce qui conduit à l’instabilité de son expression et à une réduction de la 

fonction des Treg (Deng et al. 2015). Le niveau de transcription de Pim-2 est 2 fois supérieurs chez les 
patients comparativement aux témoins. 
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L’histone désacétylase HADAC7 entraine une diminution du niveau d’acétylation de Foxp3 

conduisant à une augmentation de sa dégradation par le protéasome (Colamatteo et al. 2019; Li et al. 
2007). Le niveau de transcription de HDAC7 est augmenté dans les Treg des patients atteints d’AHAI.  

Il est en revanche difficile de prédire l’impact des régulateurs de l’ubiquitination de Foxp3 car Stub1 
et USP7 sont tous les deux augmentés dans les Treg des patients mais ils ont des rôles antagonistes 

vis-à-vis de Foxp3.  La polyubiquitination K48 médiée par Stub1 conduit à l’adressage de Foxp3 au 
Protéasome 26S et à sa dégradation (Dang et al. 2011; Chen and Flies 2013). A contrario, la 

désubiquitinase USP7 renforce la stabilité de l’expression de Foxp3 et sa localisation nucléaire (van 
Loosdregt et al. 2013). 

 
Sans que l’on connaisse précisément leur mode d’action, d’autres protéines peuvent intervenir 

dans la régulation post-traductionnelle de Foxp3. Il a notamment été décrit que, dans un 
environnement inflammatoire riche en TNF-α ou en IL-6, la dégradation de Foxp3 pouvait être médiée 
par la protéine DBC1, en association avec la caspase 8 (Gao et al. 2015).  

Dans les Treg des patients nous avons observé une augmentation significative des transcrits de 
DBC1 et de la caspase 8. Leur niveau de transcription est également négativement corrélé avec 

l’intensité d’expression de Foxp3 et positivement corrélé avec l’engagement de la voie du TNF, ce qui 
suggère également leur implication dans la diminution d’expression de la protéine Foxp3.  

 
Dans l’ensemble, l’hypothèse d’une régulation post-traductionnelle de Foxp3 au cours de l’AHAI 

parait pertinente. Elle est soutenue par l’augmentation des niveaux d’expression transcriptionnelle de 
ces régulateurs qui est corrélée négativement avec l’expression protéique de Foxp3 dans les Treg des 

patients.  
Il est à présent nécessaire de démontrer formellement l’implication de ces régulateurs, en 

confirmant l’augmentation de leur expression protéique dans les Treg des patients. De plus, 
l’évaluation de l’état de phosphorylation, d’acétylation et d’ubiquitination de Foxp3 dans les Treg des 

patients comparativement à des témoins serait également utile. 
 
 

4. Provenance et incidence du TNF-α 
Un autre élément de notre travail à discuter concerne l’origine de l’augmentation du TNF-α sérique, 

qui a été très récemment observé dans une cohorte canadienne de 54 patients atteint d’AHAI et que 
nous confirmons par nos travaux (Branch et al. 2022).  

De façon générale, le TNF-α est produit par les cellules myéloïdes, les NK et par les lymphocytes T 

activés. Il est synthétisé sous forme d’une protéine trimérique transmembranaire qui peut être clivée 
par la métalloprotéase TACE (TNF-α Converting Enzyme ou ADAM17) pour générer le TNF-α soluble, 

les deux formes étant biologiquement actives (Brenner, Blaser, and Mak 2015).  
Au cours de notre travail, nous avons concentré nos recherches sur les populations lymphocytaires 

T et nous n’avons pas mesuré la production de TNF-α par les populations myéloïdes. Nous avons en 
revanche mesuré la sécrétion de TNF-α soluble par les LT effecteurs après 4 jours de stimulation par 
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des billes d’activation. La médiane des concentrations de TNF-α produites par les lymphocytes des 

patients tendaient à être plus élevées que celles des témoins (59,1pg/ml vs. 24,1pg/ml, P=0,19).  
De nouvelles investigations portant sur la production de TNF-α soluble ou membranaire par les 

monocytes circulants, les PNN ou les macrophages spléniques de patients atteint d’AHAI seraient utiles 
afin d’en préciser la source. Deux aspects importants de la physiopathologie de l’AHAI sont à éclaircir : 

quelles sont les cellules à l’origine de cette production accrue de TNF-α ? Quel en est la cause ?  
 

La littérature nous apporte à ce sujet quelques éléments permettant de penser que les 
macrophages spléniques pourraient être impliqués. Une augmentation du TNF-α sérique a été 

observée au cours d’autres anémies telles que la drépanocytose ou la sphérocytose (Belcher et al. 
2000; Rocha et al. 2011; Bowers et al. 2013) et il a été décrit dans des modèles murins que l’hème 

libre, issus de l’hémolyse des GR, activait les macrophages et impactait leur production de cytokines. 
Sans que les mécanismes ne soient complètement décryptés, l’hème serait susceptible d’activer le TLR-
4 et par un mécanisme impliquant la production d’espèces radicalaires d'oxygène (ROS) et la protéine 

adaptatrice SYK, l’hème stimulerait directement la production de TNF-α (Fortes et al. 2012; Prestes et 
al. 2020). 

Bien que le principal facteur de déclenchement de l’AHAI ne soit pas connu, l'hémolyse en elle-
même pourrait ainsi entretenir le processus auto-immun en favorisant la sécrétion de TNF-α par les 

monocytes, les macrophages ou les PNN spléniques. 
 

Afin de confirmer ces observations chez l’homme, nous avons quantifié la production de TNF-α par 
des monocytes issus de donneurs sains, cultivés in vitro dans des conditions artificielles d’hémolyse. 

Nos observations confirment que chez l’homme, comme cela avait été observé chez la souris (Fortes 
et al. 2012), l’hème libre augmente la production de TNF-α par les monocytes. De même, une 

augmentation de TNF-α est également observées lorsque les monocytes sont cultivés en présent ce de 
GR opsonisés. 

 
 

5. Les thérapeutiques  

Au cours de notre travail, nous avons rapporté une augmentation du TNF-α sérique chez les patients 
AHAI au diagnostic ainsi qu’un déficit fonctionnel des Treg circulants, deux observations majeures 

venant compléter la compréhension de la physiopathologie de l’AHAI. Bien que de nombreuses 
questions restent en suspens concernant les aspects mécanistiques ou les liens entre ces deux 
observations, elles nous permettent d’ores et déjà d’envisager de nouveaux axes thérapeutiques pour 

les patients : le renforcement des populations Treg et la neutralisation de la production du TNF-α ou 
de sa signalisation. 

Le rééquilibrage de la réponse lymphocytaire T et la stabilisation de la tolérance chez les patients 
AHAI permettrait d’améliorer la réponse aux thérapeutiques classiques, et pourrait leurs permettre 

une rémission complète et prolongée. 
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5.1. Stratégies de renforcement des populations Treg 

Les thérapies basées sur la génération des Treg ou sur le renforcement de leurs fonctions suscitent 
un grand intérêt pour traiter les maladies auto-immunes, les maladies auto-inflammatoires et prévenir 

le rejet de greffe en restaurant un état de tolérance.  
 

La thérapie cellulaire adoptive est une des approches à l’étude. Elle consiste à purifier les Treg 
circulants, le plus souvent des Treg naïfs, de les expandre in vitro par une co-stimulation TCR/CD28/IL-

2 puis de les administrer aux patients (Hippen et al. 2011; Arroyo Hornero et al. 2017; Sakaguchi et al. 
2020). Les Treg ainsi transférés persistent chez les patients receveurs pendant plus de 1 an et des essais 

de phase I ont rapporté une bonne tolérance et une bonne efficacité dans un contexte de prévention 
de l’apparition de GvHD ou de traitement du diabète de type 1 (Brunstein et al. 2016; Bluestone et al. 

2015). Malgré cela, la thérapie adoptive se heurte à des limites techniques due à la rareté des Treg 
dans le sang, à la diversité de leur spécificité et à leur faible capacité proliférative in vitro, ce qui rend 
difficile et couteuse l’application clinique de cette thérapeutique.  

Face à l’essor de l’ingénierie génétique, et l’inestimable apport des CAR T (Chimeric Antigen 
Receptor) dans le domaine de l’onco-hématologie, le développement de CAR Treg autoréactifs est à 

présent pressentie au cours des MAI.  
Cette approche consiste à développer in vitro des LT exprimant Foxp3 et un TCR artificiel de 

spécificité définie et indépendant de la reconnaissance au CMH. Elle présage d’une plus grande 
efficacité thérapeutique comparativement aux stratégies thérapie cellulaire adoptive polyclonale non 

spécifique. L’administration de CAR Treg autoréactifs aux patients atteint de MAI permettrait de 
restaurer une tolérance spécifique vis-à-vis des Ag ciblés par la réaction auto-immune (Riet and 

Chmielewski 2022). 
Les thérapies cellulaires sont des approches intéressantes pour compléter l’arsenal thérapeutique 

des patients atteint d’AHAI mais elles sont encore dans un processus développemental et leur 
utilisation en clinique pour le plus grand nombre n’est pas une perspective que l’on peut envisager à 

court terme.  
 
La seconde stratégie visant à renforcer la population Treg consiste à la stimuler son expansion in 

situ, directement chez le patient. L’administration d’IL-2 à faible dose est la principale approche 
actuellement envisagée. Elle permet de développer les Treg tout en évitant les complications liées à la 

signalisation de l'IL-2 sur les cellules NK ou les cellules T effectrices (Sakaguchi et al. 2020). Le bénéfice 
apporté aux patients atteint de MAI est actuellement évalué au cours de nombreux essai cliniques de 

phase I/II et cette stratégie thérapeutique a déjà montré des perspectives intéressantes notamment 
dans le cas de patients atteint de diabète de type 1, de LS, de PR ou de GvHD (Yuan et al. 2022). 

A titre d’exemple, plusieurs études ont rapporté au cours du lupus une bonne tolérance des 
patients à l’IL-2 faible dose associée à une réduction significative du score d’activité de la maladie 

(SELENA-SLEDAI), une augmentation des scores de réponse au traitement (SRI-4) ainsi qu'une 
réduction de la dose de corticothérapie d’au moins 50 % (Rosenzwajg et al. 2019; He et al. 2016; Zhao 

et al. 2019; Yuan et al. 2022).  
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D’un point de vue physiopathologique, l’IL-2 faible dose permet d’augmenter le nombre de Treg 

circulants, mais également d’empêcher la polarisation des TFH et des Th17 en inhibant les facteurs de 
transcription ROR-γt et Bcl-6 (Zhao et al. 2019; Miao et al. 2021). Elle permet ainsi de rééquilibrer les 

ratio Treg/Th17 et TFR/TFH et de rétablir l’homéostasie immunitaire.  
Etant donnée le déficit quantitatif en Treg associé au déséquilibre du ratio Treg/Th17 que nous 

avons observé au cours de ce travail, l’utilisation d’IL-2 à faible dose pourrait être une approche 
thérapeutique tout à fait pertinente au cours de l’AHAI. 

 
Depuis quelques années, une nouvelle approche visant à expandre in situ les Treg de patients 

atteint de MAI par l’administration d’agonistes de TNFR2 est envisagé. Etant donné l’expression 
importante de TNRF2 par les Treg effecteurs comparativement aux LT conventionnels, son action 

positive sur la prolifération des Treg et le renforcement de leurs capacités suppressives, des 
expériences sur différents modèles de MAI ont été conduits. Il a notamment été observé dans un 
modèle murin d’arthrite que l’administration d’agoniste de TNFR2 augmentait la fréquence des Treg 

dans la rate et les ganglions lymphatiques inguinaux, et améliorait le score clinique et histologique des 
animaux (Lamontain et al. 2019). A ce jour, 3 molécules ont prouvé leur efficacité chez l’homme in 

vitro (MR2-1, TNF07 et TNC- scTNFR2), mais aucun essai clinique n’a débuté pour évaluer l'utilisation 
d'agonistes du TNFR2 au cours de MAI (Salomon 2021).  

Au cours de l’AHAI, si l’hypothèse selon laquelle l’activation des voies du TNF est déséquilibrée en 
faveur de TNFR1 et entraine la perte de l’expression de Foxp3 par les Treg des patients était confirmé, 

l’utilisation d’agonistes de TNFR2 pourrait être pertinente. Cette approche permettrait de rééquilibrer 
l’activation des voies de signalisation du TNF en la faveur de TNFR2, favorable aux Treg, et pourrait 

peut-être restaurer la fonctionnalité des Treg des patients. 
 

 

5.2. Neutralisation du TNF-α ou de sa signalisation  
La seconde stratégie thérapeutique que les résultats de notre travail suggère est la neutralisation 

du TNF-α.  
Aucun article n’avait jusqu’à présent rapporté un rôle du TNF-α dans la physiopathologie de l’AHAI 

et les inhibiteurs de TNF-α ne font, par conséquent, pas partie de l’arsenal thérapeutique disponible. 
Les inhibiteurs de TNF-α ont été développés durant la fin des années 90 et ils occupent une place 

centrale dans la prise en charge de nombreuses maladies inflammatoires et auto-immunes telles que 
les MICI, la PR, le psoriasis, ou le lupus (Evangelatos et al. 2022). Actuellement, cinq inhibiteurs sont 
approuvés cliniquement, quatre Ac monoclonaux et une protéine de fusion (Tableau 08. Inhibiteurs 

de TNF-α). Sur le plan biologique général, ils ciblent directement le TNF-α soluble ou membranaire et 
inactivent son action pro-inflammatoire vis-à-vis des cellules myéloïdes, des LT effecteurs et des 

cellules endothéliales (Salomon 2021). 
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Étanercept Protéine de fusion TNFR2-IgG1 Fc 

Infliximab Ac monoclonal chimérique humanisé IgG1κ anti-TNF

Adalimumab Ac monoclonal humain IgG1κ anti-TNF

Golimumab Ac monoclonal humain IgG1κ anti-TNF

Certolizumab Ac monoclonal humain PEGylé IgG1κ anti-TNF

Du fait notamment de l’antagonisme fonctionnel de TNFR1 et TNFR2 précédemment discuté, il est 
tout aussi délicat de décrire l’effet du TNF-α sur les Treg que de déchiffrer les conséquences de son 

inactivation. Pour autant, quelle que soit la molécule utilisée ou la pathologie ciblée, une grande 
majorité des publications décrivent, après traitement par un inhibiteur de TNF-α : 

• Une augmentation de la proportion de Treg circulants dans le sang 

• Une augmentation des capacités suppressives des Treg ou une intensification de la 
sensibilité des LT effecteurs vis-à-vis de l’effet suppresseur des Treg (Salomon 2021)  

Etant donné l’implication du TNF-α dans la physiopathologie de l’AHAI et de l’altération quantitative 

et fonctionnelle des Treg, l’inactivation du TNF-α par des inhibiteurs est une perspective thérapeutique 
prometteuse tout comme celle du blocage de sa production.  Le ciblage du TNF-α pourrait être une 

approche complémentaire aux traitements actuels, avec l’optique de restaurer la tolérance 
immunitaire et de ce fait améliorer la rémission complète prolongée des patients. 

Il existe actuellement plusieurs molécules permettant d’inhiber la production de TNF-α telle que la 

chloroquine, la thalidomide ou ses dérivés (lénalidomide et pomalidomide). Nous avons observé au 
cours de notre travail que le fostamatinib était également capable in vitro d’inhiber la production de 

TNF-α de monocytes sains activés dans un contexte hémolytique artificielle. 
Le fostamatinib est un inhibiteur de la tyrosine kinase SYK, qui permet de bloquer la signalisation 

des FcγR et d’inhiber l’activation et la phagocytose des macrophages spléniques (Kuter et al. 2022) et 

depuis quelques années, il dispose d’une AMM pour le PTI (Bussel et al. 2019). Son efficacité au cours 
de l’AHAI a été évaluée lors d’une étude clinique de phase II en 2019 et il a montré des effets 

prometteurs avec une réponse obtenue pour 46 % des patients (Kuter et al. 2022). 
Il est intéressant de noter que l'inhibition de SYK altère également la signalisation du BCR et de ce 

fait, la survie des lymphocytes B, leur maturation et la production d'anticorps in vitro (Roders et al. 
2018). Cet aspect suggère que le fostamatinib pourrait également réduire la production d’auto-Ac chez 

les patients, bien que cette hypothèse nécessite d’être confirmée chez l’Homme. 

Tableau 08. Inhibiteurs de TNF-α
Fc : Fragment Cristallisable, Ig : Immunoglobuline, TNF-α : Tumor Necrosis Factors 
α, TNFR2 : Tumor Necrosis Factors Receptor 2.
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Ainsi, le fostamatinib pourrait exercer, au cours de l’AHAI, une action étendue en agissant sur 3 

volets différents de la physiopathologie :  

• L’inhibition de la capacité phagocytaire des macrophages spléniques 

• La réduction de la production des auto-Ac 

• L’inhibition de la production de TNF-α par les macrophages spléniques 

La diversité de son action pourrait lui conférer un effet à court terme en réduisant directement la 
clairance des GR, mais également un effet à long terme en restaurant un état de tolérance stable par 

le rétablissement du déficit quantitatif et fonctionnel des Treg.  
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CONCLUSION 

Au cours de ce travail, nous avons réalisé pour la première fois une étude simultanée des 
populations de LT effecteurs et des Treg circulants au cours de l’AHAI, ainsi qu’une étude fonctionnelle 

et transcriptomique des Treg au diagnostic.  
Nos travaux ont tout d’abord permis de confirmer l’existence d’un déficit quantitatif en Treg 

circulants chez les patients au diagnostic associé à une polarisation de type Th17 prédominante.  
Nous rapportons par ailleurs deux faits importants venant compléter la compréhension de la 

physiopathologie de l’AHAI :  

• Un déficit fonctionnel des Treg circulants lié à la diminution du niveau d’expression de 
Foxp3.  

• Une augmentation du TNF-α sérique chez les patients AHAI au diagnostic  

 
Des investigations complémentaires sont à présent nécessaires pour comprendre les liens entre ces 

deux observations et en déchiffrer les mécanismes. Pour autant, nos résultats nous permettent d’ores 
et déjà d’envisager de nouveaux axes thérapeutiques pour les patients tels que le renforcement des 

populations Treg et/ou la neutralisation de la production du TNF-α.  
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Etude des populations lymphocytaires 
T au cours de l’anémie hémolytique 

auto-immune 
L'anémie hémolytique auto-immune à auto-anticorps 
chaud (AIHA) est une maladie auto-immune rare, 
acquise et à l’origine d’une destruction des GR par des 
auto-Ac ciblant certains Ag érythrocytaires 
membranaires (protéines Rhésus, protéine bande 3, 
glycophorine A). Le rôle des populations lymphocytaires 
T helper (Th) CD4+ dans la physiopathologie a été peu 
étudié et la plupart des résultats sont extrapolés de 
modèles murins. Bien que cela soit encore débattu, 
l’AIHA pourrait être associée à une polarisation pro-
inflammatoire de type Th17 et à un déficit quantitatif en 
lymphocytes T régulateurs (Treg).  
Au cours de ce travail, nous avons réalisé la première 
étude concomitante des LT effecteurs et des Treg 
circulants, ainsi qu’une étude fonctionnelle et 
transcriptomique des Treg de patients atteints d’AHAI au 
diagnostic. Nous avons observé une orientation des LT 
effecteurs vers une polarisation Th17 accompagnée 
d’une diminution des Treg circulants, principalement des 
Treg effecteurs. Ce déficit quantitatif est associé à une 
diminution de la capacité des Treg à inhiber la 

prolifération des LT effecteurs, ce qui semble favoriser 
d’avantage la polarisation Th17.  
Le déficit en Treg est associé à une diminution du niveau 
d’expression de la protéine Foxp3, le facteur de 
transcription dominant des Treg, qui assure la stabilité 
de leur phénotype et le maintien de leurs fonctions 
suppressives. Le profil transcriptomique des Treg des 
patients a révélé : |1. Un fort engagement des voies de 
signalisation du TNF dans les Treg, en accord avec une 
augmentation significative du TNF-α sérique chez les 
patients. |2. Un rôle possible de mécanismes post-
traductionnels conduisant à la dégradation de Foxp3 à 
l’origine des dysfonctionnements des Treg. 
A travers ce travail nous rapportons deux observations 
majeures pour la compréhension de la physiopathologie 
de l’AHAI, l’augmentation du TNF-α sérique chez les 
patients AHAI au diagnostic ainsi que le déficit 
quantitatif et fonctionnel des Treg circulants. Bien que 
les aspects mécanistiques ou les liens entre ces deux 
observations restent à préciser, elles nous permettent 
d’ores et déjà d’envisager de nouveaux axes 
thérapeutiques pour les patients tels que le 
renforcement des populations Treg et/ou la 
neutralisation de la production du TNF-α.
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T cell lymphocytes in warm 
autoimmune hemolytic 

anemia 
Warm autoimmune hemolytic anemia (wAIHA) is a rare 
acquired autoimmune disease mediated by antibodies 
targeting red blood cells. The involvement of CD4 T 
helper (Th) cells has been scarcely explored, with most 
findings extrapolated from animal models. Although it is 
still debated, wAIHA is thought to be associated with a 
pro-inflammatory Th17 polarization and a quantitative 
deficit of regulatory T cells (Treg).   
In this work, we performed the first concomitant 
quantification of circulating effector T lymphocytes 
(Teff) and Treg, associated with functional and 
transcriptomic analyses of Treg in human wAIHA at 
diagnosis. We observed a shift towards a Th17 
polarization of Teff and a decrease in circulating Treg, 
notably effector Treg. This quantitative deficit was 
associated with an impairment of Treg capability to 
inhibit Teff proliferation and promoted the Th17 

skewing. Treg deficiency was related to the diminished 
Foxp3 protein level, the master transcription factor 
maintaining phenotype stability and suppressive 
functions of Treg.  
The transcriptomic profile of patients' Treg revealed: |1. 
A strong engagement of TNF signaling pathways in Treg, 
consistent with serum TNF-α increase in patients. |2. A 
possible role of post-translational mechanisms leading 
to Foxp3 downregulation accounting for Treg 
dysfunctions. 
Through this work, we report two novel and major 
observations for the understanding of wAIHA 
pathophysiology: the increase of serum TNF-α in 
patients at diagnosis, and both a quantitative and 
functional deficit of circulating Treg. Although the 
mechanistic aspects and the links between these two 
observations remain to be clarified, they allow us to 
consider new therapeutic axes for patients such as Treg 
strengthening and/or the neutralization of TNF-α 
production. 

wAIHA, Treg, Th17, TNF-α
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