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INTRODUCTION  
 

Préambule  

Le système immunitaire exerce des fonctions de surveillance, de défense contre les agents 

infectieux ou le soi altéré, d’auto-régulation et de préservation de l’homéostasie. 

Les différentes cellules du système immunitaire prennent naissance dans les organes 

lymphoïdes primaires (la moelle osseuse et le thymus) et sillonnent l’ensemble de l’organisme 

à travers le réseau sanguin et le système lymphatique. La coordination de la réponse 

immunitaire a lieu en périphérie, au sein des organes lymphoïdes secondaires que constituent 

la rate et les ganglions lymphatiques, mais également au niveau des tissus inflammés par le 

développement de petites structures lymphoïdes ectopiques, les organes lymphoïdes 

tertiaires.  

 

Pour être en mesure de répondre à toutes sortes d’aléas, la réponse immunitaire comprend 

une grande diversité de dispositifs et il est d’usage de distinguer, de manière un peu 

dogmatique, l’immunité « innée » de l’immunité « adaptative ».  

Dès la fin du 19eme siècle, au terme de la « révolution pastorienne », deux visions de 

l'immunité s’affrontent : celle de l'école allemande avec Paul Ehrlich, qui s'appuie sur le rôle 

prépondérant des anticorps (Ac) circulants et celle de l'école franco-russe, avec Elie 

Metchnikoff, qui place la phagocytose au centre des mécanismes antibactériens. D’un point de 

vue phylogénétique, le système immunitaire inné est conservé dans l’ensemble des espèces 

alors que le système adaptatif est retrouvé exclusivement chez les espèces vertébrées à 

mâchoire (Bleyzac, Exbrayat, & Fellah, 2005). 

 

L’immunité innée constitue le système de défense de première ligne : elle est immédiate et 

peu spécifique. Elle est activée en présence d’altération du soi, notamment par le défaut 

d’expression des molécules du complexe majeur d’histocomptabilité de classe I (CMH I), ou par 

la liaison de motifs associés aux microorganismes (Pathogen-associated molecular pattern – 

PAMPs) aux récepteurs PRR (Pattern-Recognition Receptors) (Medzhitov, Preston-Hurlburt, & 

Janeway, 1997). Les DC (Dendritic cells - DC), les monocytes-macrophages, les polynucléaires 

neutrophiles, les mastocytes, les cellules NK (Natural Killers) et les cellules lymphoïdes innées 

(Innate Lymphoid cell - ILC), en sont les principaux protagonistes. 

La réponse immunitaire adaptative fait suite à la réponse innée : elle est spécifique et à 

l’origine de la mémoire immunitaire. Les lymphocytes expriment des récepteurs spécifiques 

d’antigènes (T Cell Receptor – TCR ; B Cell Receptor - BCR) dont la diversité de reconnaissance 

est liée aux recombinaisons V(D)J sous l’action des recombinases RAG (Recombination 
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Activating Gene). La réponse immunitaire adaptative est orchestrée par les LT auxiliaires (helper 

T Lymhocyte – LTh ou LTCD4+), et la réponse immunitaire cellulaire, médiée par les LT 

cytotoxiques (cytotoxic T Lymphocyte - LTc ou LTCD8+). Les LB (Lymphocyte B), différenciés en 

plasmocytes, produisent les anticorps et sont responsables de la réponse à médiation 

humorale. 

 

Tel que l’énonce Philippe Kourilsky dans son livre intitulé « Le Jeu du hasard et de la 

complexité : La nouvelle science de l’immunologie », cette opposition entre immunité innée et 

adaptative a certes l’avantage de la simplicité, mais il n’y a plus lieu de faire une distinction 

aussi tranchée chez l’homme, compte tenu des interactions permanentes entre ces 2 systèmes. 

Bien sûr, cette distinction trouve toute sa justification dans la perspective de l’évolution, pour 

autant, on peut relativiser le sens fonctionnel de cette dichotomie. D’une part, l’immunité 

adaptative ne s’est pas seulement superposée à l’immunité innée préexistante, elle en est 

probablement issue (Bleyzac et al., 2005). D’autre part, les différents types de mécanismes 

développés ont eu le temps évolutif nécessaire pour s’entremêler, s’accorder et se 

perfectionner. 

 

En effet, Les cellules présentatrices d’antigènes (Ag - CPA), notamment les DC et les 

macrophages constituent le carrefour entre l’immunité innée et adaptative, en présentant les 

Ag aux lymphocytes. De surcroit, la nature des signaux « dangers » à l’origine de la stimulation 

de leurs PRR va moduler leur sécrétion de cytokines et ainsi orienter la polarisation de la 

réponse lymphocytaire auxiliaire ainsi que la réponse humorale. 

A son tour, l’immunité adaptative peut influencer les cellules de la réponse innée par des 

contacts cellulaires ou la sécrétion de cytokines, chémokines et immunoglobulines (Ig).  

Le concept même de mémoire immunologique ne semble plus être l’exclusivité du système 

adaptatif puisqu’il existe des formes de mémoire chez les cellules innées telles que les cellules 

NK au cours d’infections virales (O'Sullivan, Johnson, Kang, & Sun, 2015). 

 

 

La coopération entre ces deux systèmes est primordiale pour une réponse immunitaire 

optimale anti-infectieuse et antitumorale. Une meilleure compréhension des acteurs de 

l’immunité innée et de ces interactions avec les cellules adaptatives permettra sans doute de 

mieux comprendre les mécanismes impliqués au cours des maladies auto-immunes (MAI), 

inflammatoires et allergiques. 
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1 La rate 

Au cours du développement embryonnaire, tout comme le foie, la rate a des fonctions 

hématopoïétiques. Après la naissance, elle assure avec les ganglions lymphatiques la fonction 

d’organe lymphoïde secondaire. 

 

 

1.1 Anatomie de la rate 

Alors que les ganglions constituent un ensemble de plus de 500 petites structures 

disséminées en amas ou chaine dans les sites de convergence des vaisseaux lymphatiques, la 

rate est l’organe lymphoïde secondaire le plus volumineux et elle est directement connectée 

au réseau sanguin. 

Chez l’homme la rate mesure en moyenne 12 cm de long, 8 cm de large et 4 cm d’épaisseur. 

De forme ovoïde, encapsulé, et situé dans l’hypocondre gauche, cet organe hautement 

vascularisé a un débit sanguin de 300 ml/min, lui permettant 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 incomplètement la 

rate, et permet 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 1). 

 

 

Artère afférente

Veine efférente

Sinusoïdes veineux

Cordons de Billroth

Artériole centrale

Capsule

PALS

Follicule

Veine de collecte

Zone marginale
Pulpe blanche

Pulpe rouge

Hile splénique

Figure 1 : Structure macroscopique de la rate – Adapté de Mebius, Nature 2005 
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Deux types de compartiments spléniques sont distingués macroscopiquement :  

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 sont constitués de fibroblastes et de macrophages 

(Steiniger, 2015). La pulpe rouge fait le lien entre le réseau artériel et veineux splénique et doit 

sa pigmentation aux érythrocytes qui la constituent (Mebius & Kraal, 2005; Turner & Mabbott, 

2017). 

Disséminée dans tout le tissu splénique, la pulpe blanche est constituée de lymphocytes T, 

organisés autour des petites branches artérielles, nommés manchons lymphoïdes 

périartériolaires (PeriArteriolar Lymphoid Sheaths ; PALS) et de LB organisés en follicules et 

attenants aux PALS. La pulpe blanche est cernée par la zone marginale diffuse. 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, B 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, granulocytes, monocytes et macrophages (Mebius & Kraal, 2005; 

Steiniger, 2015; Turner & Mabbott, 2017) (Figure 2).  

 

La rate exerce les fonctions propres aux organes lymphoïdes secondaires telles que 

l’initiation des réponses adaptatives cellulaire et humorale. Cependant, sa localisation sur le 

réseau artériel et la spécificité de son architecture lui confèrent des propriétés particulières 

telles que l’immuno-surveillance et la filtration du compartiment sanguin, permettant la 

PALS Zone sombre Zone claire Zone 
marginale

Zone du 
manteau

FolliculePALS

Centre germinatif

Figure 2 : Microanatomie de la pulpe blanche splénique humaine - Adapté de 
Steiniger, Immunology 2015 
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phagocytose et l’élimination des érythrocytes sénescents, des particules opsonisées et des 

microorganismes circulants (Chadburn, 2000; Mebius & Kraal, 2005).  

Elle constitue également un réservoir cellulaire puisque près d’un tiers des plaquettes sont 

séquestrées dans les cordons de Billroth et qu’elle contient un contingent important de 

monocytes rapidement mobilisables en cas d’atteinte tissulaire ou d’inflammation (Kotze et al., 

1986; van der Laan et al., 2014). 

  

 

1.2 Fonctions immunologiques spléniques 

 La pulpe rouge 

Bien qu’elle contienne toutes les lignées hématopoïétiques, les fonctions de la pulpe rouge 

en conditions physiologiques sont essentiellement le fait des macrophages résidents. 

 

La sénescence des hématies entraine de très nombreuses perturbations métaboliques, la 

structure de la membrane plasmique des hématies est désorganisée en raison de l’oxydation 

des glycoprotéines et des phospholipides qui la constituent (Bratosin et al., 1998). Elles perdent 

notamment l’expression de CD47, molécule ubiquitaire protectrice, dont la liaison au récepteur 

inhibiteur SIRP-α (signal inhibitory regulatory protein α) exprimé par les macrophages et les 

polynucléaires, les protègent de la phagocytose (Oldenborg et al., 2000). La fragilisation et la 

rigidification de la membrane des hématies sénescentes entravent leur passage à travers le 

réseau réticulo-endothélial de la pulpe rouge :  elles y sont ainsi piégées puis reconnues et 

phagocytées par les macrophages (Mebius & Kraal, 2005). C’est ainsi que 5 millions de globules 

rouges sont éliminés chaque seconde chez l’homme (Bratosin et al., 1998).  

 

En raison de leur petite taille, le passage trans-splénique des débris cellulaires et des 

microorganismes est ralenti, et ils sont exposés aux macrophages spléniques. Les pathogènes 

circulants et toutes les particules opsonisées, en se liant aux PRR ou aux récepteurs aux 

fragments Fc des immunoglobulines, activent les macrophages spléniques et sont ainsi 

phagocytés (Medzhitov & Janeway, 1997; Ravetch, 1997). 

Les PRR constituent une grande famille de récepteur principalement représentée par les 

récepteurs « Toll-like » (Toll Like Receptor – TLR) spécifiques de nombreux constituants 

microbiens, mais également par les récepteurs Scavenger, les récepteurs de type lectine ou 

certaines intégrines.  
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Les récepteurs du fragment Fc des immuoglobulines (FcγR) lient les Immunoglobulines G 

(IgG). Il existe 3 types de récepteurs activateurs, FcγRI (CD64), FcγRIIa/c (CD32a/c), FcγRIII 

(CD16), et un récepteur inhibiteur, FcγRIIb (CD32b). Les cellules immunitaires peuvent exprimer 

ces quatre récepteurs de façon simultanée mais leur niveau d’activation dépend de leur 

expression relative (Wijngaarden et al., 2004). 

 

La phagocytose de microorganismes ou particules opsonisées, en présence de signaux 

dangers va entrainer la présentation d’Ag sur les molécules de CMH de classe II et l’expression 

des molécules de costimulation CD40, CD80 et CD86, indispensables à l’activation des 

lymphocytes. Suite à leur activation, les CPA diminuent l’expression des récepteurs de 

chémokines CCR5 (Récepteur 5 de chémokine au motif CC) et CCR6 au profit de CCR7, et se 

dirigent vers la zone périfolliculaire où les cellules stromales produisent CCL19 (Ligand 19 de 

chémokines de motif CC) et CCL21, chémokines se liant à CCR7 (Sallusto et al., 1998). 

 

La pulpe rouge est également une niche pour les plasmocytes de longue durée de vie et 

contient des LTCD8+ qui exercent leur action cytotoxique sur les cellules dont ils reconnaissent 

les Ag présentés sur les molécules de CMH-I. 

Dans un contexte infectieux, les DC contenues dans la pulpe rouge sont capables de 

phagocyter les agents infectieux (Wluka & Olszewski, 2006), d’en présenter certains Ag et 

d’être activées par les motifs PAMPs via les PRR. Les LB naïfs et mémoires, également présents 

dans la pulpe rouge (Harms Pritchard & Pepper, 2018; Steiniger, Seiler, Lampp, Wilhelmi, & 

Stachniss, 2014), peuvent reconnaitre par l’intermédiaire de leurs BCR les Ag circulants sous 

leur forme native, les capturer et les présenter à la surface de leurs molécules de CMH-II. 

 

 

 Pulpe blanche 

 Les manchons lymphoïdes péri-artériolaires  

De part et d’autre des artérioles spléniques, les cellules stromales expriment les chémokines 

CXCL21 (Ligand 21 de chémokines de motif CXC) et CXCL19, à l’origine du recrutement des 

cellules exprimant CCR7, notamment les CPA, les LT naïfs, ou des LB ayant reconnu des Ag 

natifs. Les manchons lymphoïdes péri-artériolaires (PeriArteriolar lymphoid Sheaths – PALS) 

constituent une structure anatomique centrale pour l’activation et la polarisation des LT.  
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 Activation des LT 

Dans les PALS comme dans les zones corticales des ganglions lymphatiques, les lymphocytes 

naïfs criblent la surface des CPA matures, à la recherche d’un complexe CMH-peptide de même 

spécificité que leur TCR. S‘en suivent 3 étapes indispensables à leur activation complète (Figure 3). 

 

 

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 de molécules d’adhésion (Melief, 2003). Le 1er signal, nécessaire mais non suffisant, 

initie la formation de la synapse immunologique, l’activation des voies de transcription anti-

apoptotiques et la production de l’IL-2 (Interleukine-2), facteur de croissance majeur pour les 

LT.  

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 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 de CTLA-4 (cytotoxic T Lymphocyte antigen), corécepteur de plus haute affinité que 

CD28, qui va entrer en compétition pour lier CD80 et CD86, et transmettre un signal inhibiteur. 

Figure 3 : Synapse immunologique 
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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 marqueurs de costimulation 

conduit à l’activation de la voie mTOR (mammalian Target Of Rapamycin), à la sécrétion d’IL-2, 

et à l’expression de la chaine α de son récepteur (chaine de haute affinité - CD25). Ainsi les 

cellules entrent en cycle cellulaire pour une prolifération clonale. 

 

Le troisième signal est lié à la signalisation du récepteur de l’IL-2 et la sécrétion de cytokines 

par les CPA qui orientent la polarisation des lymphocytes. 

 

Les LT auxiliaires, par l’expression du CD4 reconnaissent les molécules du CMH-II tandis que 

les LT cytotoxiques, CD8+ reconnaissent les molécules de classe I. Alors que l’activation du 

LTCD4+ est indépendante, celle des LTCD8+ requiert l’activation des LTCD4+ qui supportent leur 

prolifération par la production d’IL-2.  

 

 

 Polarisation lymphocytaire 

Dans la rate comme dans les ganglions lymphatiques, la sécrétion de cytokines par les CPA 

va être modulée en fonction de l’environnement, « signaux dangers » notamment, ce qui va 

entrainer une modulation de la polarisation des lymphocytes.  

 

Les LT CD4+ activés présentent une diversité phénotypique et fonctionnelle très importante. 

On distingue dans la fonction effectrice trois voies majeures de polarisation (Th1, Th2 et Th17) 

que nous détaillerons par la suite (Figure 4), et deux voies aux propriétés inflammatoires dont 

la découverte est plus récente (Th22 et Th9). Indépendamment de la nature et de la 

provenance de l’Ag, les CPA induisent également l’engagement des LTCD4+ vers deux voies 

particulières et essentielles à toute réponse immunitaire : les Tfh (T Follicular helper), 

indispensables à l’induction d’une réponse humorale mémoire et les LT régulateurs induits 

(iTreg), essentiels à la régulation des réponses cellulaire et humorale. 

 

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 (Figure 4). Sous la dépendance du facteur de transcription T-bet (T-box 

transcription factor), les Th1 expriment les récepteurs de chémokines CXCR3 et CCR5. Les LTh1 

vont produire des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ (interféron-γ), le TNFα (Tumor 

Necrosis Factor-α) et l’IL-2, qui vont participer à l’activation des LT cytotoxiques, des 

macrophages et des NK (Del Prete, 1992; Mosmann & Coffman, 1989).  
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La sécrétion de l’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 2006). Les LTh2 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 tel 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 (Luckheeram, Zhou, 

Verma, & Xia, 2012; Mosmann & Coffman, 1989).  

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 (Transforming Growth Factor-β) (Puel et al., 2011; 

Veldhoen, Hocking, Atkins, Locksley, & Stockinger, 2006). Les Th17 sont caractérisés par 

l’expression de RORγt (Retinoic acid-related Orphan Receptor-γt), CCR6 et sécrètent les 

cytokines pro-inflammatoires IL-17 A et F et IL-21 (Ivanov et al., 2006). 

 

L’engagement des lymphocytes dans l’une de ces 3 voies réprime la polarisation vers les 

autres axes. Ainsi, la sécrétion d’IFN-γ ou d’IL-4 inhibe la polarisation Th17, alors que 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, Kawashima, Hot, Miossec, & Miossec, 2010). T-bet réprime les 
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Figure 4 : Polarisation lymphocytaire TCD4+ 



 
Page | 17 

gènes associés à la polarisation Th2 tel que GATA3 et IL-4 alors que GATA3 inhibe indirectement 

la transcription de l’IFN-γ (Djuretic et al., 2007; Hwang, Szabo, Schwartzberg, & Glimcher, 

2005). Néanmoins, il ne s’agit pas d’une différenciation définitive et en fonction de 

l’environnement, un lymphocyte T peut évoluer d’une polarisation à l’autre, ce qui traduit sa 

plasticité. 

Les lymphocytes CD8+ ont une activité cytotoxique, mais ils participent également à la 

sécrétion de cytokines pro- ou anti-inflammatoires, modulant ainsi l’environnement 

cytokinique. Par analogie aux LT auxiliaires, on distingue les LTc1 sous la dépendance de T-bet 

et producteurs d’IFN-γ ; les LTc2, exprimant GATA3 et l’IL-4 ; les LTc17, sous la dépendance de 

RORγt et sécrétant de l’IL-17. 

 
Les LT régulateurs induits (iTreg) sont des cellules immunosuppressives générées en 

périphérie à partir de LT naïfs, distinctes des Treg naturels (nTreg) dont la différenciation est 

achevée dès leur sortie du thymus. En réponse au TGF-β et l’IL-2, les LT expriment Foxp3 

(Forkhead/winged-helix box protein 3), augmentent leur expression du récepteur de l’IL-2 et 

produisent les cytokines régulatrices IL-10 (Tr1) et TGF-β (Th3) (Chen et al., 2003). 

 

 

Enfin, les LTfh sont définis comme la population lymphocytaire T spécialisée dans la 

maturation des LB (Crotty, 2011). Dans la zone T, 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; Nurieva et al., 

2009). 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; Nurieva et al., 2008). 

Les Tfh nouvellement différenciés expriment fortement CXCR5 et diminuent leur expression 

de CCR7, ce qui conduit à leur attraction vers les zones B et leur colocalisation avec les DC 

folliculaires (FDC) qui expriment CXCL-13. 

 

 

 

 Interactions lymphocyte B / Lymphocyte Tfh 

Dans les PALS, les LB activés par la reconnaissance d’Ag natifs expriment les marqueurs de 

costimulation CD40, CD80 ou OX40, le récepteur de chémokine CXCR5 et sont attirés vers les 

centres germinatifs. A l’interface des zones T et B, leur rencontre avec les Tfh conditionne la 

voie de maturation dans laquelle ils vont s’engager (Qi, Cannons, Klauschen, Schwartzberg, & 

Germain, 2008) : 
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 Si l’interaction entre le CHM-II des LB et le TCR des lymphocytes T folliculaires de même 

spécificité est de courte durée, les LB s’orientent vers une réponse extra-folliculaire qui 

se traduit in fine par la génération, dans la zone marginale, de plasmocytes de courte 

durée de vie et la sécrétion d’Ig de faible affinité.  

 A contrario, un contact prolongé, va engager les LB vers une maturation T dépendante 

dans le centre germinatif.  

 

 

 Le centre germinatif 

Dans les organes lymphoïdes secondaires, le centre germinatif (CG) est une structure 

transitoire et adjacente aux PALS, constituée de Tfh, LB, FDC, et de macrophages. 

Contrairement à la réponse extra-folliculaire, la réponse du centre germinatif est à l’origine de 

la maturation d’affinité des Ig, de 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 

(Mesin, Ersching, & Victora, 2016). 

 

Dans le centre germinatif, les interactions très nombreuses entre les Tfh et les LB sont 

furtives mais au centre d’une coopération très étroite. La signalisation répétée via le TCR des 

Tfh est à l’origine d’une modulation de l’expression des récepteurs ICOS, CD40L, et de la 

sécrétion d’IL-21 et d’IL-4. Ceci leur permet d’accompagner la progression des LB à travers le 

CG et d’orchestrer leur processus de maturation (Shulman et al., 2014; Weinstein et al., 2016) 

(Figure 5).  

 

La formation de la zone sombre du CG résulte de l’interaction LB/Tfh, notamment de la 

signalisation via la molécule de costimulation CD40, qui induit une prolifération clonale des LB 

alors appelés centroblastes en raison de l’élargissement de leur cytoplasme. En périphérie de 

la zone sombre, les Tfh sécrètent de l’IL-4, IL-21 et BAFF (B-cell Activating Factor of the TNF 

Family), stimulant ainsi les mécanismes d’hypermutation somatique (HMS) des centroblastes, 

c’est-à-dire la génération de mutations ponctuelles dans la zone CDR3 des gènes codant pour 

les Ig, à l’origine de la maturation d’affinité des récepteurs à l’Ag, la perte de l‘expression des 

Ig membranaire et la commutation de classe isotypique (sous la dépendance de CD40/CD40L) 

(Weinstein et al., 2016). Progressivement, les centroblastes sont repoussés vers la zone claire 

du follicule, moins dense en cellules, où ils sont nommés centrocytes. 

 



 
Page | 19 

 

Les centrocytes sont alors sélectionnés selon l’affinité de leur BCR par un processus de 

compétition (Gitlin et al., 2015; Shulman et al., 2014). Ceux dont le BCR a une très haute affinité 

pour les Ag natifs présentés par les FDC reçoivent, de la part des Tfh de même spécificité, des 

signaux de survie via les interactions ICOS/ICOSL, CD40/CD40L et BAFF-R/BAFF. L’intensité de 

ces signaux est proportionnelle à la force de l’association du TCR avec le CMH-II présenté par 

les LB (Gitlin et al., 2015). Les centrocytes de faible affinité meurent par apoptose et sont 

phagocytés par les macrophages (Allen, Okada, & Cyster, 2007).  
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Figure 5 : Dynamique de la maturation des LB dans le centre germinatif (CG)– Adapté de Kurosaki, 
Nature revue immunology 2015  

A l’interface des zones T/B, la rencontre entre un LB et un TFH de même spécificité et plus 

particulièrement une forte signalisation CD40/CD40L, est à l’origine de la zone sombre du CG par 

une expansion clonale des cellules B spécifiques, alors appelées centroblastes. Cette prolifération 

clonale s’accompagne de la diversification des BCR par hypermutation somatique (HMS), puis les 

cellules B qui quittent le cycle cellulaire sont repoussées vers la zone claire et nommées 

centrocytes. La sélection d'affinité se fait alors par interaction avec des FDC et les Tfh spécifiques 

de l'antigène et la puissance des signaux qu’ils reçoivent conditionne le devenir des centrocytes. 

Ceux de faible affinité meurent par apoptose tandis que les centrocytes de haute affinité regagnent 

la zone sombre pour un nouveau cycle d’expansion et diversification. Le processus de maturation 

des Ig se déroule en plusieurs cycles pour aboutir à un phénotype terminal de plasmocyte ou de 

lymphocyte B mémoire, ils quittent alors le centre germinatif puis recirculent. 
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Le processus de maturation des Ig se déroule en plusieurs cycles, au cours desquels le LB 

recircule de la zone claire à la zone sombre, jusqu’à l’obtention d’un BCR suffisamment affin. 

Cette boucle de maturation aboutit à un phénotype terminal de plasmocyte pour la majorité 

ou de lymphocyte B mémoire (Allen et al., 2007; Shulman et al., 2014). Les mécanismes qui 

conditionnent la différenciation du lymphocyte B en plasmocyte ou en B mémoire ne sont pas 

clairement décrits mais sont influencés par la sécrétion d’IL-21 par les TFH, le nombre de cycles 

de maturation réalisés et l’affinité du BCR pour l’Ag. En effet, les LB mémoires sont générés 

plus précocement et expriment un BCR dont l’affinité est moindre que celle des plasmocytes 

de longue durée de vie (Mesin et al., 2016; Shinnakasu et al., 2016). 

 

Les LB mémoires perdent l’expression de CXCR5, quittent le CG puis recirculent pour 

regagner la moelle, les organes lymphoïdes secondaires et tertiaires où ils résideront dans 

l’attente d’une future rencontre avec l’Ag dont ils sont spécifiques (Kurosaki, Kometani, & Ise, 

2015). De façon similaire, les plasmocytes n’expriment plus CXCR5, au profit de CXCR4, quittent 

le CG, recirculent et migrent principalement vers la moelle osseuse attirés par la sécrétion de 

CXCL12 par les cellules souches mésenchymateuses médullaires. 

 

 

 La tolérance périphérique  

Dans les organes lymphoïdes, comme dans les tissus inflammés, les cellules 

immunosuppressives sont présentes et participent au maintien de l’homéostasie.  

 

En première ligne, les LT régulateurs (Treg), caractérisés par une expression constitutive et 

intense de CD25 et du facteur de transcription Foxp3, sont localisés préférentiellement dans 

les zones T mais également au sein des centres germinatifs (Audia, Samson, et al., 2011; 

Velasquez-Lopera et al., 2008). 

Alors que leur activation nécessite l’engagement de leur TCR, les Treg exercent une action 

immunosuppressive globale et sans spécificité vis-à-vis de l’Ag (Thornton & Shevach, 2000) : 

ainsi, ils sont capables d’inhiber la prolifération des LT, la production d’Ig par les LB, la 

cytotoxicité des NK, et la maturation des DC. Les mécanismes mis en jeu sont nombreux et 

impliquent notamment des interactions cellulaires dépendantes du contact par l’expression de 

CTLA-4 et TGF-β, mais également par la production de cytokines régulatrices, telles que l’IL-10, 

l’IL-35, l’IL-9 et le TGF-β (Collison et al., 2007; Ralainirina et al., 2007). 

D’autre part, les Treg via l’expression du récepteur à l’IL-2 entrainent une déprivation de 

l’environnement de cette cytokine indispensable à la survie des LT effecteurs, ce qui conduit à 

leur apoptose (Pandiyan, Zheng, Ishihara, Reed, & Lenardo, 2007). 
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L’expression constitutive du marqueur de costimulation CTLA-4 permet aux Treg d’inhiber 

directement la prolifération des LT en interrompant la transmission du 2ème signal d’activation 

par sa liaison avec CD80 (Paust, Lu, McCarty, & Cantor, 2004). Elle est également à l’origine de 

l’induction de DC tolérogènes (Manzotti et al., 2002), sa liaison aux molécules CD80 et CD86 

induisant l’expression de l’indoleamine 2,3-dioxygenase (IDO) par les DC. Cette enzyme confère 

aux DC des propriétés tolérogènes par la catalyse du tryptophane, acide aminé essentiel à la 

survie et la prolifération des LT et favorise également la conversion des LT naïfs en Treg 

engendrant une boucle d’auto-amplification (Fallarino et al., 2003). 

  

Récemment, une population de LB aux propriétés anti-inflammatoires a été décrite comme 

participant au maintien de la tolérance périphérique (Rosser & Mauri, 2015). Alors que chez la 

souris, on distingue une multitude de populations Breg matures et immatures, chez l’homme 

deux populations de Breg ont été identifiées dans le sang (Blair et al., 2010; Iwata et al., 2011). 

A ce jour, aucun marqueur membranaire ou facteur de transcription spécifique n’a pu être 

caractérisé, les Breg étant essentiellement identifiés par la sécrétion d’IL-10 (van de Veen et 

al., 2013). 

Ils semblent être issus de la conversion de LB immatures, matures ou de plasmablastes, sous 

l’influence du microenvironnement, l’implication des TLR et la signalisation du récepteur CD40 

étant les mécanismes les mieux caractérisés jusqu’à présent (Matsumoto et al., 2014; Mauri & 

Bosma, 2012). Ils exercent leurs fonctions anti-inflammatoires par la sécrétion d’IL-10, d’IL-35, 

et de TGF-β. Ainsi, ils régulent l’activité des LTCD4+, LTCD8+, des DC, des monocytes, et ils 

participent la différenciation des iTreg (Carter, Rosser, & Mauri, 2012; Matsumoto et al., 2014; 

Mauri & Bosma, 2012; Rosser & Mauri, 2015). 
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2 Les cellules lymphoïdes innées 

2.1 Découverte, définition et nomenclature 

Tout comme J.A. Walker, qui titrait sa revue consacrée aux ILC, « Innate Lymphoid Cells – 

How did we miss them ? », on s’étonne que cette population lymphoïde ait été révélée près de 

35 ans après la découverte des NK alors que la littérature scientifique en immunologie s’enrichit 

chaque année de plusieurs dizaines de milliers d’articles (Herberman, 1975; R. Kiessling, Klein, 

Pross, & Wigzell, 1975; Walker, Barlow, & McKenzie, 2013). 

 

Dans les années 2008 à 2010, une dizaine d’équipes rapportait simultanément l’existence 

de cellules lymphoïdes jusqu’alors inconnues, diversement nommées NK22, RORγt+ NKp46+, 

NK-LTi, nuocytes ou Natural Helper cells (Cella et al., 2009; Moro et al., 2010; Narni-Mancinelli 

et al., 2011; Price et al., 2010; Satoh-Takayama et al., 2010; Vonarbourg et al., 2010). Le terme 

de cellules lymphoïdes innées, basé sur l’aspect cytologique et phénotypique des cellules, sera 

utilisé pour la 1ère fois par Buonocore en 2010 (Buonocore et al., 2010). Par le recoupement de 

leurs caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles, Spitz a proposé en 2013, une 

uniformisation de leur nomenclature qui fait consensus à ce jour (Spits et al., 2013). 

Les ILC répondent à trois caractéristiques fondamentales : l’absence d’expression des 

marqueurs membranaires des lignées myéloïdes et dendritiques, une morphologie lymphoïde, 

et un défaut de réarrangement génique dépendant des recombinases RAG, conduisant à 

l’absence d’expression des récepteurs d’antigène, TCR ou BCR (Spits et al., 2013). Les ILC ne 

sont donc pas activées par la reconnaissance spécifique d’un Ag, bien qu’elles présentent une 

diversité fonctionnelle proche de celle des LT auxiliaires. Ainsi, par analogie à la nomenclature 

des LTh, les ILC sont classées selon les facteurs de transcription qu’elles expriment et les 

cytokines qu’elles secrètent (Figure 6) :  

 Les ILC de type 1 regroupent les NK et les ILC1. Elles sont sous la dépendance du facteur 

de transcription Tbet (et EOMES pour les NK) et sécrètent de l’IFN-γ, comme les LTh1.  

 Les ILC de type 2 expriment GATA-3 et sécrètent les interleukines IL-4, IL-5 et IL-13, 

comme les LTh2.  

 Les ILC de type 3, constituées des « lymphoid Tissus inducers » (LTi) et des ILC3, expriment 

RORγt ainsi que le récepteur de l’IL-23, et sécrètent l’IL-17 et IL-22 (Spits et al., 2013).  

 

On distingue également, à l’image des LT, les ILC cytotoxiques (les NK) des ILC auxiliaires 

(ILC1 ILC2 et ILC3). Les LTi, présentes dès le stade fœtal, ont une fonction particulière, 

puisqu’elles sont indispensables au développement des structures lymphoïdes secondaires et 

des tissus lymphoïdes associés à l’intestin (Honda et al., 2001). 
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La découverte récente des ILC a ouvert tout un pan de l’immunologie, permetant un 

nouveau regard sur les interactions possibles entre système inné et adaptatif et leurs 

implications potentielles en pathologies humaines. Ceci a provoqué ces dernières années un 

grand engouement, se traduisant par une littérature dense, empreinte de concepts originaux 

et de multiples controverses portant sur la classification des ILC ainsi que sur leurs fonctions.  

 

 

Dans le cadre de ce projet de recherche, notre étude s’est focalisée sur les ILC auxiliaires au 

sein des rates humaines non pathologiques et au cours d’une maladie auto-immune, la 

thrombopénie immunologique (ou purpura thrombopénique immunologique - PTI). 
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Figure 6 : Les cellules lymphoïdes innées (Spencer, Gilchrist, & Mallory) auxiliaires - 
OL2 : Organes lymphoïdes secondaires ; MICI : Maladies Inflammatoires 
Chroniques de l’Intestin. 
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2.2 Classification des ILC 

Selon la nomenclature élaborée par Spitz, les ILC se distinguent par l’absence d’expression 

des marqueurs des lignées lymphoïde (récepteurs spécifiques aux Ag (TCR, BCR) et leurs 

corécepteurs (CD3, CD4, CD8, CD19…)), myéloïde et plasmacytoïde (CD14, CD16, CD123, 

CD303) et érythrocytaire (glycophorine A). La plupart des ILC humaines expriment la lectine de 

type C (C-type lectin, CD161) et le récepteur de l’IL-7 (CD127), à l’exception des cellules NK, des 

LTi et de certaines sous-populations d’ILC1 telles que les ILC1 intraépithéliales (intra-épithelial 

ILC1 – ieILC1) (Crinier, Viant, Girard-Madoux, & Vivier, 2017; Spits et al., 2013). 

Compte tenu de la diversité des sous-populations, de la variabilité de leurs phénotypes et 

fonctions, la classification des ILC est sujette à de nombreuses controverses. L’appartenance 

même des NK aux ILC de type I peut être discutée tant leurs origines et fonctions diffèrent de 

celles des ILC1. 

Bien que toutes les sous-populations d’ILC auxiliaires soient présentes dans les épithéliums, 

une vision synthétique de leur répartition et fonction n’est pas aisée compte tenu des multiples 

stratégies d’identification utilisées au fil des années. Alors que les proportions d’ILC totales 

semblent stables pour un tissu donné dans des conditions physiologiques, la proportion des 

sous-populations est très variable selon les individus (Kramer et al., 2017; Simoni & Newell, 

2018). 

  

 

 ILC de type 1 

 Les cellules NK 

Les NK constituent une population hétérogène caractérisée par l’expression des marqueurs 

CD56, CD94, CD16 (FcγRIII) et l’absence de TCR et de CD3. Les cellules NK sont localisées dans 

les tissus (foie, poumons, placenta…), les organes lymphoïdes (ganglions, rate…) et le sang. Elles 

ont été identifiées par leurs fonctions cytotoxiques et elles sont capables d’induire la mort de 

cellules infectées ou de cellules tumorales suite à la détection de défaut d’expression des 

molécules du CMH-I (R. Kiessling et al., 1975) ou par un mécanisme de cytotoxicité à médiation 

cellulaire dépendante des anticorps (antibody-dependent cell-mediated cytotoxicity - ADCC). En 

fonction du microenvironnement dans lequel elles évoluent et de leur stade de 

développement, les NK peuvent produire des cytokines pro-inflammatoires (IFN-γ, TNF-α), anti-

inflammatoires (IL-10), des facteurs de croissance (Granulocyte-macrophage colony-

stimulating factor - GM-CSF, Granulocyte Colony Stimulating Factor - G-CSF, IL-3), et de 

nombreuses chémokines (CCL2, CCL3, CCL4, CCL5, XCL1 et CXCL8) leur permettant de moduler 

les réponses innée et adaptative (Bjorklund et al., 2016; Vivier et al., 2011; Walzer, Dalod, 

Vivier, & Zitvogel, 2005).   
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Chez l’homme, deux sous-populations de NK aux fonctions différentes sont identifiées selon 

le niveau d’expression de CD56 : les NK CD56low sont cytotoxiques et capables d’ADCC, alors 

que les NK CD56high sont peu cytotoxiques mais produisent des cytokines (Jacobs et al., 2001; 

Poli et al., 2009). 

 

 

 Les ILC1 

A ce jour, aucun marqueur spécifique et commun aux ILC1 n’a été identifié. Au sein des 

cellules exprimant CD161 et CD127, leur caractérisation repose sur l’absence d’expression de 

marqueurs spécifiques de lignées et des marqueurs des ILC2 (CRTh2) et ILC3 (cKit). En réponse 

à l’IL-15 et l’IL-12, les ILC1 produisent des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ et le 

TNF-α et sont présentes dans les muqueuses (Figure 6).  

 

Par ailleurs, on distingue une population intra-épithéliale (intra-épithelial ILC1 – ieILC1) 

exprimant Eomes (eomesodermin), T-bet, CD103, mais dont l’expression de CD127 est 

négative. Le développement de ces cellules est indépendant de l’IL-15 et leur précurseur n’a 

pas été identifié (Fuchs et al., 2013). En réponse à l’IL-12 et l’IL-15, les ieILC1 sécrètent des 

cytokines pro-inflammatoires et développent une activité cytotoxique par la production de 

granzyme et perforine, leur conférant des fonctions similaires aux NK (Fuchs et al., 2013). 

 

L’absence de marqueurs permettant la caractérisation formelle de la population d’ILC1 est 

problématique car elle rend leur identification ambiguë et certains auteurs doutent même de 

leur existence (Simoni & Newell, 2018).  

En effet, une étude des ILC dans différents compartiments humains par cytométrie de 

masse, permettant une modélisation stochastique des populations qui la constituent selon 

leurs similarités phénotypiques, n’a pas permis d’identifier la population d’ILC1. En suivant la 

stratégie d’identification classiquement utilisée dans la littérature, les auteurs ont montré 

qu’une proportion importante des cellules considérées comme les LC1 n’exprime pas Tbet et 

est largement contaminée par des LT, des DC et des cellules souches. Par ailleurs, la population 

d’ILC intra-épithéliales correspondrait selon ces mêmes auteurs à une sous-population de 

cellules NK.  

Néanmoins, l’approche méthodologique de ce travail a été largement critiquée, notamment 

quant à l’utilisation d’une déplétion magnétique pour isoler les ILC, sur l’absence d’Ac dirigés 

contre le TCR et le CD34 dans le cocktail d’exclusion des lignées et sur l’absence de 

considération de marqueurs phénotypiques exprimés par les ILC1 tel que le CD5 (Bernink, 
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Mjosberg, & Spits, 2017). De plus, une modification du plan d’analyse des données brutes a 

permis d’individualiser les ILC1, et d’exclure les cellules contaminantes (Bernink et al., 2017).  

 

 

 ILC de type 2 

Les ILC2 se distinguent par l’expression du marqueur CRTh2, et sont principalement 

localisées dans les poumons, la peau, le tissu adipeux et le foie (Halim, Krauss, Sun, & Takei, 

2012; McHedlidze et al., 2013; Molofsky et al., 2013; Roediger et al., 2013). En réponse à l’IL-

25 et l’IL-33, elles peuvent sécréter de l’IL-4, IL-5, IL-13, IL-19 et l’amphiréguline (Sonnenberg 

& Artis, 2015)(Figure 6). 

Bien que les ILC2 semblent constituer un groupe homogène, la multitude de cytokines 

qu’elles peuvent sécréter laisse supposer l’existence de sous-populations spécifiques (Koyasu, 

2015). D’autre part, il a été montré qu’au cours d’infections chez la souris on pouvait distinguer 

les ILC2 naturelles (natural ILC2 - nILC2) des ILC2 inflammatoires (Inflammatory ILC2 - iILC2) qui 

expriment RORγt et peuvent sécréter de l’IL-17 (Huang et al., 2015). 

 

 

 ILC de type 3 

 Les LTi  

Au cours de l’embryogenèse murine et humaine, les LTi migrent du foie (organe 

hématopoïétique) vers les ébauches des tissus lymphoïdes (Mebius, Rennert, & Weissman, 

1997). De par leur coopération avec les cellules stromales, elles sont à l’origine du recrutement 

des DC, des LB et LT, et vont ainsi participer à l’organisation anatomique des ganglions 

lymphatiques et des plaques de Peyer, tissus lymphoïdes associés à l’intestin (Cupedo et al., 

2009; Honda et al., 2001). 

 

Chez la souris adulte, les LTi sont situés à proximité des cryptes intestinales (Kanamori, 

1996), mais à ce jour, aucun marqueur phénotypique ne permet de les distinguer des ILC3.  

Comme toutes les ILC, les LTi sont dépourvus des principaux marqueurs de lignées 

hématopoïétiques mais leur expression de CD4 et de CD161 est variable. Elles expriment 

CD127, c-kit et CCR6, et n‘expriment pas le récepteur NKp44. Enfin, RORγt est indispensable à 

leur développement, au maintien de leur phénotype et de leurs fonctions (Crinier et al., 2017; 

Eberl et al., 2004). En réponse à une activation par l’IL-23, l’IL-1β, ou l’IL-6, elles sécrètent de 

l’IL-17 et de l’IL-22 (Sawa et al., 2010). 
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Il a été proposé de distinguer, chez la souris, les ILC3 des LTi selon l’intensité d’expression 

de CD127 et de c-kit, élevée dans la population de LTi (CD127highCD117high) et plus modérée 

pour les populations d’ILC3 (CD127low CD117low) mais cette distinction ne fait pas consensus et 

n’a pas été reprise dans les définitions phénotypiques des ILC (Sawa et al., 2010). 

 

 

 Les ILC3 

Les ILC3 humaines et murines sont principalement localisées dans la lamina propria des 

différentes portions de l’intestin et sont identifiées par l’expression du récepteur du facteur de 

croissance des cellules souches (stem cell factor – SCF) appelé c-kit (CD117). Sous l’effet de l’IL-

23 et de l’IL-1β, les ILC3 sécrètent principalement de l’IL-22 et du GM-CSF, et dans une moindre 

mesure de l’IL-17 (Mortha et al., 2014; Rankin et al., 2016) (Figure 6). 

Elles forment un groupe hétérogène dont les sous-populations se distinguent par 

l’expression des récepteurs naturels de cytotoxicité (Natural Cytotoxicity Receptors - NCR). Les 

ILC3 NCR+ expriment à leur surface NKp46 chez la souris et NKp44 chez l’Homme. Les ILC3 NCR+ 

sécrètent leurs cytokines après activation via le récepteur NCR ou en réponse aux ligands de 

TLR et à l’environnement cytokinique. Les ILC3 NCR- sécrètent essentiellement de l’IL-22, 

expriment CD45RA et les molécules CMH-II (Glatzer et al., 2013; Magri et al., 2014).  

 

Plus récemment, sur les bases d’une analyse transcriptomique de 3000 gènes sur cellule 

unique (Single cell RNA sequencing), Bjorklund a proposé de distinguer 3 sous-populations 

d’ILC3 aux fonctions différentes.  

Les ILC3 NCR+ constituent une sous-population de cellules activées tandis que la population 

NCR-CD62L+, minoritaire dans le ganglion lymphatique, est constituée de cellules naïves. Enfin, 

les ILC3 NCR-HLA-DR+ (Human Leukocyte Antigen – antigen D Related) auraient une activité 

tolérogène car capables de présenter des Ag sur leurs molécules de CMH II en l’absence 

d’expression des récepteurs de costimulation (Bjorklund et al., 2016). 

 

 

 Les ILC reg 

Dernièrement, un groupe d’ILC régulatrices, appelé ILCreg ou ILC10, dont la fréquence est 

augmentée dans un contexte inflammatoire, a été mis en évidence dans les tissus lymphoïdes 

et dans les épithéliums intestinaux murins (Kim et al., 2016). L’analyse du transcriptome de ces 

cellules productrices d’IL-10 et de TGF-β confirme qu’il s’agit bien d’une population d’ILC, 

distincte des Treg, notamment par l’absence d’expression du facteur de transcription Foxp3 (S. 

Wang et al., 2017).  
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Chez l’Homme, une population d’ILC productrice de cytokines régulatrices (Lin-CD127+IL-

10+) a également été identifiée dans l’intestin et serait impliquée dans la résolution de 

l’inflammation (S. Wang et al., 2017). 

 

  

2.3 Ontogénie 

Depuis l’identification des ILC, de nombreuses équipes se sont intéressées aux processus 

impliqués dans leur développement, que ce soit dans des modèles murins ou par l’étude ex-

vivo de cellules souches hématopoïétiques (CSH) humaines. 

 Chez la souris, l’ontogénie des lymphocytes innés est initiée à partir des précurseurs 

lymphoïdes communs (Common Lymphoid Precursors – CLP) dans le foie fœtal puis se poursuit 

à l’âge adulte dans la moelle osseuse. Un progéniteur commun de la lignée ILC a été identifié 

par l’expression du facteur de transcription ID2 (DNA-binding protein inhibitor 2), requis pour 

l’engagement précoce dans cette voie de différenciation (Cherrier, 2014; Moro et al., 2010; 

Satoh-Takayama et al., 2010; Yokota et al., 1999). 

 

 

 Développement des ILC murines 

Au cours du développement lymphocytaire murin, les cellules souches hématopoïétiques 

pluripotentes perdent leur potentiel de différenciation en précurseurs érythroïdes et 

myéloïdes, donnant lieu aux précurseurs lymphoïdes communs. L’engagement des précurseurs 

lymphoïdes communs dans une voie de différenciation se restreint progressivement par 

l’expression séquentielle de facteurs de transcription, en partie déterminée par le 

microenvironnement (Doulatov, Notta, Laurenti, & Dick, 2012). 

 

Ainsi sous la dépendance des facteurs de transcription NFIL3 (Nuclear Factor IL-3 regulated), 

ID2, TOX (Thymocyte selection-associated high mobility group box protein), TCF-1 (T Cell Factor 

1) et ԐTS1 (Avian erythroblastosis virus E26 homolog-1), les précurseurs lymphoïdes communs  

se différencient en précurseurs communs des lymphocytes innés (Common Innate Lymphoid 

Precursors – CILP), qui sont à l’origine d’un premier embranchement dans la lignée des ILC 

(Koues et al., 2016; Seillet et al., 2014) (Figure 7).  
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L’inhibition de TCF-1 engage les précurseurs communs des lymphocytes innés dans la voie 

de différenciation des ILC cytotoxiques, en générant les précurseurs des NK (NK precursors – 

NKP), qui vont donner lieu aux NK sous la dépendance de T-bet et Eomes (Carotta, Pang, Nutt, 

& Belz, 2011; Fathman et al., 2011). 

Inversement, la différenciation vers la voie des progéniteurs communs de lymphocytes innés 

helper (Commun Helper Innate Lymphoid Progenitor – CHILP) requiert le maintien de 

l’expression de TCF-1 et l’acquisition de GATA-3 (Constantinides, McDonald, Verhoef, & 

Bendelac, 2014; C. S. N. Klose et al., 2014; Yagi et al., 2014).  

 

Un second embranchement se dessine alors, conditionné par l’expression de PLZF 

(Promyelocytic Leukaemia Zinc Finger) qui engage irréversiblement les CHILP dans la 

différenciation en ILC auxiliaires, en passant par le stade précurseur d’ILC (Innate Lymphoid Cell 

Precursor – ILCP) (Constantinides et al., 2014; C. S. N. Klose et al., 2014). L’absence d’expression 

de PZLF permet la différenciation des CHILP en précurseurs des LTi (Lymphoid Tissue inducer 

Progenitor – LTiP) qui, sous la dépendance de RORγtt, TOX et ID2, engendrent les LTi (Eberl et 

al., 2004). 

Enfin, l’engagement des précurseur d’ILC vers les trois populations d’ILC auxiliaires requiert 

l’expression de T-bet, NFIL3, RUNX3 (Runt-related transcription factor 3) pour les ILC1, GATA-

3, RORα, Bcl11b, Gfi1 pour les ILC2 et RORγt, AHR (Aryl Hydrocarbon Receptor), ID2 pour les 

ILC3 (Gronke, Kofoed-Nielsen, & Diefenbach, 2016). 

 

 

Figure 7 : Ontogénie des ILC murines – Adapté de Crinier, Médecine sciences 2017 

ILC 
cytotoxiques

ILC 
auxiliaires

CLP

NFIL-3 
Id2 
Tox

TCF-1 
ETS-1

ILCP

Tbet
Eomes

ILC3 
NCR-

ILC2

ILC1

ILC3 
NCR+

NK

LTi

IL
C

 d
e 

ty
p

e 
2

NKP

LTiP

IL
C

 d
e

 t
yp

e
 1

IL
C

 d
e

 t
yp

e
 3

Tbet
NFIL3

RUNX3

ROR-α
Bcl11b
GATA-3

Gfil

ROR-γt
AHR
Id2

PLZF

ROR-γt
Tox
Id2

CHILP

Tox
NFIL3

Id2
ETS1

GATA-3CILP



 
Page | 30 

 Ontogénie des ILC humaines et ILC-poïèse 

De façon générale chez l’homme, l’hématopoïèse humaine est moins bien caractérisée, 

l’existence du progéniteur lymphoïde commun restant incertaine (Doulatov et al., 2012). 

L’ontogénie des ILC est assez peu décrite mais, il semblerait que le modèle de développement 

de ces cellules chez l’Homme diverge des paradigmes habituels et que la différenciation 

des précurseurs des ILC survienne au niveau tissulaire (Di Santo, Lim, & Yssel, 2017). 

 

L’existence de progéniteurs homologues aux précurseurs communs des lymphocytes innés 

(CILP) ou aux progéniteurs communs de lymphocytes innés helper (CHILP) n’a pas été 

démontrée jusqu’à présent, bien que plusieurs études rapportent la présence de progéniteurs, 

localisés dans les organes lymphoïdes secondaires comme les ganglions ou les amygdales, à 

faible potentiel de différenciation en LT ou DC mais capables de générer des cellules au 

phénotype proche des ILC : Lin- CD161+ (Freud et al., 2005; Montaldo et al., 2014; Tang et al., 

2012). In vitro, les cellules NK, les ILC3 et les ILC2 ont pu être générées à partir de progéniteurs 

hématopoïétiques CD34+ originaires du sang, de sang de cordon ombilical, de thymus, de 

moelle osseuse ou d’amygdales, mais également à partir de précurseurs hématopoïétiques à 

haut potentiel lymphoïde (CLP-like) (Canque et al., 2000; Montaldo et al., 2014; Renoux et al., 

2015; Tang et al., 2012).  

 

Plus récemment, l’équipe de Lim et Di Santo a identifié les précurseurs des ILC (ILCP) 

humaines dans le sang chez l’adulte (Lim et al., 2017). Les auteurs décrivent une population 

circulante d’ILC3 très différente des ILC3 humaines intestinales, n’exprimant pas Nkp44, ni 

RORγt et incapable de sécréter les cytokines IL-17 et IL-22 après stimulation pharmacologique 

par le phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) et la ionomycine (iono). Par ailleurs, ces cellules 

expriment l’IL-1R, CD45-RA et CD7.  

Ces cellules se révèlent être essentiellement constituées d’ILCP multipotents ou unipotents, 

capables de se différencier en ILC auxiliaires ou cytotoxiques. Elles se développent à partir des 

cellules souches hématopoïétique CD34+, sont abondantes dans le foie fœtal, le sang de cordon 

et les organes lymphoïdes, mais sont également présentes dans les tissus.  

 

Ce travail permet d’appréhender différemment les publications antérieures rapportant la 

présence dans les organes lymphoïdes de précurseurs capables de se différencier en ILC (Freud 

et al., 2005; Freud et al., 2006; Montaldo et al., 2014; Scoville et al., 2016; Yagi et al., 2014), ou 

traitant de l’adaptabilité du contingent de chaque population d’ILC selon l’organe et le contexte 

inflammatoire (Robinette et al., 2015), ou encore de la plasticité des ILC3 (Chea et al., 2015; C. 

S. Klose et al., 2013; Vonarbourg et al., 2010). 
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La synthèse de ces travaux a abouti à la proposition d’un modèle de développement unique 

nommé ILC-poïèse, au cours duquel les ILCP CD117+ pluripotents et unipotents se 

développeraient dans le foie fœtal à partir des cellules souches hématopoïétiques, et 

probablement dans les organes lymphoïdes à partir d’un précurseur ILCP CD34+. Ils 

rejoindraient les tissus par la circulation sanguine puis, en réponse au microenvironnement 

tissulaire, les ILCP se différencieraient en ILC auxiliaires et cytotoxiques matures en présence 

d’IL-1β (Figure 8). 

 

 

Loin d’être caractérisé en tout point, ce modèle met en exergue les similarités entre la 

réponse lymphoïde adaptative et la réponse lymphoïde innée. Alors que les organes 

lymphoïdes sont au cœur de la polarisation des LT, dans le modèle proposé par Di Santo, tout 

tissu inflammé peut être le lieu de différenciation des ILC. L’IL-1β est le signal indispensable à 

l’initiation de la différenciation, tandis que l’environnement cytokinique oriente la 

différenciation vers les différents types d’ILC. Ainsi, en réponse à une inflammation d’origine 

infectieuse ou autre, les tissus développent une réponse lymphoïde innée rapide, qui 

contribuera à la stimulation de l’immunité adaptative spécifique (Di Santo et al., 2017).  

Les dernières étapes de différenciation de chaque population d’ILC sont mal définies, ce qui 

rend difficile la distinction entre cellules aux stades tardifs de différenciation et ILC naïves non 

activées (Serafini, Vosshenrich, & Di Santo, 2015). 

Figure 8 : ILC-poïèse – Adapté de Mjösberg, Immunity 2017 - OL2 : Organe Lymphoïde 
secondaire 
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2.4 Plasticité 

Il est à présent établi qu’il existe une plasticité fonctionnelle entres les différentes 

populations d’ILC, à la fois chez l’Homme et chez la souris. Sous l’influence des facteurs 

environnementaux, ces cellules différenciées peuvent ainsi adapter la réponse lymphoïde 

innée en fonction du contexte tissulaire (Figure 9). Néanmoins, certaines observations portant 

sur la plasticité des ILC3 doivent être relativisées en prenant en compte les récents travaux sur 

l’ILC-poïèse et la présence potentielle de précurseurs d’ILC dans cette population (Lim et al., 

2017).  

 

 Ainsi, les ILC2 humaines sont en mesure d’acquérir, in vitro, l’expression de T-bet et de 

sécréter de l’IFN-γ sous l’influence de l’IL-12 (Lim et al., 2016). Au cours de pathologies 

respiratoires par exemple, l’émergence d’une population d’ILC1 pulmonaire résulte de la 

conversion des ILC2 résidentes (Bal et al., 2016; Silver et al., 2016). 

Au cours d’infections parasitaires et fongiques chez la souris, les ILC2 sont en mesure de 

s’adapter à l’environnement cytokinique pour s’orienter vers un phénotype « nILC2 like » ou 

« ILC3 like » productrice d’IL-17 (Huang et al., 2015). Inversement, en présence d’IL-2, la 

stimulation des ILC3 via un activateur de TLR-2 entraine la production de cytokines 

habituellement produites par les ILC2 comme l’IL-13 et l‘IL-5 (Crellin et al., 2010). 

 

Une plasticité entre les ILC1 et les ILC3 a également été établie. In vitro, une conversion des 

ILC3 en ILC1 est observée en présence d’IL-12 et d’IL-15 par inhibition de RORγt (Crinier et al., 

2017; Vonarbourg et al., 2010). A l’inverse, les ILC1 acquièrent un phénotype d’ILC3 en réponse 

Figure 9 : Plasticité des ILC auxiliaires chez l’Homme - 
Adapté de Crinier, Médecine sciences 2017 
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à l’IL-2, l’IL-23 et l’IL-1β (Gronke et al., 2016; C. S. Klose et al., 2013). Des travaux in vivo dans 

un modèle murin de maladie de Crohn suggèrent que l’accumulation d’ILC1 dans les 

muqueuses intestinales serait la conséquence d’une conversion des ILC3 résidentes (Bernink et 

al., 2013).  

Chez la souris, il a été montré que les ILC3 NCR- peuvent réguler l’expression de RORγt pour 

acquérir un phénotype se rapprochant des ILC1. Ces cellules, nommées « ex-ILC3 », expriment 

NKp46 et produisent de l’IFN-γ et du TNF-α (Vonarbourg et al., 2010). Enfin, sous l’influence de 

Notch et transitoirement de T-bet, les ILC3 NCR- acquièrent l’expression de NKp46 (Chea et al., 

2016; C. S. Klose et al., 2013; Viant et al., 2016; Vonarbourg et al., 2010). 

 

 

2.5 Fonctions des ILC auxiliaires  

De par leur localisation principalement muqueuse, les ILC ont des fonctions essentielles dans 

la lutte contre les pathogènes, le remodelage et l’homéostasie tissulaire. Plus récemment, elles 

ont été impliquées dans le développement de nombreuses pathologies inflammatoires telles 

que les maladies inflammatoires de l’intestin, le psoriasis et les maladies allergiques (Fuchs et 

al., 2013; Hams et al., 2014; Villanova et al., 2014). 

 Les ILC, dépourvues de récepteur spécifique d’Ag, sont activées par l’environnement 

cytokinique et des « signaux dangers », dépendants des cellules épithéliales et myéloïdes 

environnantes. Elles font partie des premiers effecteurs de l’immunité innée et répondent au 

microenvironnement par la modulation de leur sécrétion cytokinique, tantôt protectrice, tantôt 

inflammatoire.  

 

Compte tenu des mécanismes d’activation impliqués, une réponse mémoire des ILC 

effectrices n’est pas envisageable. Néanmoins, plusieurs études épigénétiques identifient au 

sein des ILC humaines tissulaires des populations dotées de supers amplificateurs de gènes, 

notamment au niveau du locus de l’IL-22 (Koues et al., 2016; Shih et al., 2016). En réponse à 

une stimulation récurrente, les promoteurs de ces facteurs de transcription seraient en 

quelque sorte « pré-amorcés », conférant ainsi aux ILC3 une capacité transcriptionnelle très 

rapide et soutenue. L’exposition répétée des ILC a un environnement cytokinique constant 

semble amplifier et maintenir l’intensité de leur réponse jusqu’à la génération d’ILC 

« priming ».  
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 ILC et homéostasie  

Physiologiquement ou cours de situations pathologiques, les ILC tissulaires participent au 

maintien de l’homéostasie et au remodelage des tissus. 

 

Au cours des infections virales pulmonaires, la présence d’ILC2 activées et productrices 

d’amphiréguline contribue à la réparation de l’épithélium des voies aériennes et à la 

préservation des fonctions pulmonaires (Monticelli et al., 2011). Dans l’intestin, la production 

d’IFN-γ par les ILC1 au cours d’infections participe au maintien de l’intégrité de la barrière 

intestinale, notamment par la stimulation de la sécrétion de mucus (C. S. Klose et al., 2013). 

Dans des conditions physiologiques, les ILC3 sont la principale source de GM-CSF intestinal. 

Elles interagissent avec les macrophages, producteurs d’IL-1β et participent par des 

mécanismes non encore élucidés au maintien du pool de LTreg intestinal qui est impliqué dans 

la tolérance vis-à-vis des Ag oraux (Mortha et al., 2014). D’autre part, les ILC3 aux fonctions 

tolérogènes limitent l’inflammation intestinale et participent au maintien du biotope intestinal 

en entrainant l’anergie des LT reconnaissant les peptides de la flore commensale intestinal 

(Hepworth et al., 2015).  

La production d’IL-22 par les ILC3 limiterait également les dommages tissulaires dus à 

l’inflammation en favorisant notamment l’expansion des cellules souches intestinales 

(Intestinal stem cell – ISC) (Lindemans et al., 2015; Y. Zheng et al., 2008). Par ailleurs, les ILCreg 

contribuent à la résolution de l’inflammation intestinale par la production d’IL-10 et de TGF-β 

(S. Wang et al., 2017). 

 

 

De par leur production d’IL-5 et d’IL-13, les ILC2 résidentes du tissus adipeux blanc sont 

essentielles au maintien du contingent éosinophile infiltrant le tissu adipeux, garant du 

maintien de l’homéostasie (Molofsky et al., 2013). Elles ont également un rôle dans le maintien 

de l’homéostasie métabolique en produisant des peptides méthionines-enképhalines qui 

agissent directement sur les adipocytes dont ils favorisent le brunissement, améliorant ainsi les 

capacités de thermogenèse adaptative (Brestoff et al., 2015). De façon similaire, la production 

d’IL-22 par les ILC3 pourrait être impliquée dans l’homéostasie métabolique puisque 

l’inactivation de son récepteur chez des souris atteintes d’obésité est à l’origine de désordres 

métaboliques (X. Wang et al., 2014).  
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 ILC et infections 

Dans un contexte d’infection virale ou bactérienne intracellulaire, les ILC1, sous l’influence 

de l’IL-12, l’IL-15 et l’IL-18 produites par les cellules infectées vont sécréter de l’IFN-γ et du TNF-

α. Elles initient alors la stimulation des macrophages tissulaires et la production de radicaux 

libres (Crinier et al., 2017). Lors de l’infection à Toxoplasma gondii, les ILC1 intestinales murines 

sont une source précoce et prédominante d’IFN-γ, qui vont contribuer avec les LT au contrôle 

de la réplication du parasite et au recrutement des macrophages inflammatoires (Schulthess et 

al., 2012).  

 

Au cours des infections parasitaires intestinales, les cellules épithéliales et plus 

particulièrement les cellules tuft produisent de l’IL-25, de l’IL-33 et de la lymphopoïétine 

stromale thymique (Thymic Stromal Lymphopoietin – TSLP), à l’origine de l’expansion des ILC2 

et de leur activation. En réponse à l’IL-25 et l’IL-33, les ILC2 sont une source précoce d’IL-13 et 

d’IL-5 qui provoquent une contraction des cellules musculaires lisses et une hyperplasie des 

cellules à gobelet conduisant à la sécrétion de mucus et à l’élimination des parasites intestinaux 

(C. S. Klose & Artis, 2016; Moro et al., 2010). De par leur production d’IL-13, elles entretiennent 

l’hyperplasie des cellules tuft intestinales (von Moltke, Ji, Liang, & Locksley, 2016). Dans des 

modèles murins, il a été montré que les ILC2 participaient, de par la sécrétion d’IL-5, à 

l’inflammation éosinophilique pulmonaire au cours des parasitoses (Yasuda et al., 2012). 

 

Suite à une infection bactérienne ou fongique extracellulaire, les ILC3 activées par la 

sécrétion d’IL-23 et d’IL-1β par les DC produisent de l’IL-17 et de l’IL-22, favorisant le 

recrutement des polynucléaires neutrophiles et la libération de peptides anti-microbiens par 

les cellules épithéliales (Gladiator, Wangler, Trautwein-Weidner, & LeibundGut-Landmann, 

2013; S. P. Spencer et al., 2014).  

La sécrétion d’IL-22 leur confère de nombreuses propriétés protectrices. Les ILC3 NCR+ sont 

indispensables au confinement anatomique de certaines bactéries symbiotiques du tube 

digestif, empêchant l’émergence d’une inflammation systémique (Sonnenberg et al., 2012). 

Elles sont également à l’origine de la fucosylation des cellules épithéliales intestinales, les 

protégeant de l’infection à Salmonella typhimurium (Goto et al., 2014) et sont initiatrices de la 

résistance à Citrobacter rodentium médiée par l’IL-22 (C. S. Klose & Artis, 2016; Sonnenberg, 

Monticelli, Elloso, Fouser, & Artis, 2011).  Les ILC3 favorisent également la sécrétion 

d’immunoglobulines A par la production de lymphotoxine (Hanash et al., 2012). 

 

De nouveaux travaux suggèrent que les ILC3 puissent directement influencer la réponse 

adaptative lymphocytaire B et T. En effet, Magri décrit une population d’ILC3 spléniques 

principalement localisée dans la zone marginale où elles soutiennent l’activation des LB et des 
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plasmocytes de la zone marginale par la sécrétion de BAFF et l’expression de CD40. Ces ILC3 

sécrétrices de GM-CSF et d’IL-8 participent également au recrutement et à l’activation d’une 

population de polynucléaires neutrophiles capables de stimuler les LB (Magri et al., 2014). 

Par ailleurs, les travaux de Von Burg suggèrent que les ILC3 auraient, comme les DC, les 

macrophages ou les LB, la capacité de présenter des Ag aux LT. En effet, malgré une cinétique 

lente, les ILC3 NCR- spléniques murines sont capables de phagocyter des billes de latex. En 

réponse à l’IL-1β, elles surexpriment des molécules de CMH-II et les molécules de costimulation 

(CD80, CD86 et CD40) et sont ainsi capables d’induire l’activation et la prolifération in vitro de 

LT. Dans le but d’évaluer l’importance de ces fonctions in vivo, les auteurs ont développé un 

modèle murin « Floxed H2-Ab1 allele » (I-abΔILC3) qui consiste à intégrer un système Cre (Causes 

recombination) sous le contrôle du promoteur de RORc qui délète l’allèle H2-Ab1. Dans ce 

système ou toutes les populations ROR+ sont dépourvues de molécules de CMH-II, ils décrivent 

une altération majeure de la production d’Ig, de la prolifération des LT et LB, malgré la 

préservation des fonctions CPA des DC, LB et macrophages (von Burg et al., 2014). 

Plus récemment, il a été montré qu’au cours de la maladie de Crohn, certaines ILC3 

exprimaient HLA-DR et étaient capables de présentation antigénique, mais avaient des 

propriétés tolérogènes compte tenu de l’absence d’expression de molécules de costimulation 

(Bjorklund et al., 2016; Hepworth et al., 2015). 

 

 

 ILC et cancer 

Très peu de données concernant les ILC auxiliaires au cours du cancer sont disponibles dans 

la littérature et toutes concernent l’impact des ILC sur l’environnement tumorale par leurs 

propriétés sécrétrices. Aucun article publié ne rapporte un potentiel rôle pro tumorigène ou 

antitumorale relatif aux propriétés tantôt tolérogènes et tantôt activatrices de ces cellules 

présentatrices.  

Un premier article de Eisenring en 2010 révèle l’importance d’une population, dont le 

phénotype se rapproche de celui des ILC3 NCR+, dans la régression du mélanome sous-cutané 

murin. De par leur sécrétion d’IL-12, elles favorisent l’expression de molécules d’adhésion par 

les cellules vasculaires tumorales, permettant l’infiltration des tumeurs par des LT cytotoxiques 

et des NK (Eisenring, vom Berg, Kristiansen, Saller, & Becher, 2010). Dans l’infiltrat lymphoïde 

tumoral de patients atteints de cancer du poumon non à petites cellules, les ILC3 NCR+ sont 

largement représentées et favoriseraient l’émergence de structures lymphoïdes tertiaires 

(Carrega et al., 2015).  
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En revanche, les ILC3 ont également un rôle néfaste puisqu’il a été montré dans un modèle 

de colite associée à un cancer que la sécrétion d’IL-22 participait à la croissance tumorale 

(Huber et al., 2012; Kirchberger et al., 2013). 

 

Enfin, une population d’ILC1 non conventionnelles est impliquée dans les mécanismes 

d’immuno-surveillance tumorale dans des modèles murins de cancers du sein et de la prostate. 

Cette population résidente prolifèrerait au sein des lésions précancéreuses et participerait au 

contrôle de la croissance tumorale par une activité cytotoxique (Dadi et al., 2016).  

 

 

 ILC et maladies inflammatoires 

 Les ILC1 

De par leur production d’IFN-γ, les ILC1 sont impliquées dans le développement de colites 

(Buonocore et al., 2010). Dans un modèle murin rag-/- de colite induite par l’injection d’anti-

CD40, la déplétion des ieILC1 provoque une diminution des infiltrats de cellules inflammatoires 

et une résorption des dommages de l’épithélium intestinal (Fuchs et al., 2013). 

Les patients atteints de la maladie de Crohn présentent une fréquence d’ILC1 intestinale 

majorée, tout comme celle des patients atteints de broncho-pneumopathie chronique 

obstructive (BPCO) (Bernink et al., 2013; Fuchs et al., 2013). 

 

  

 Les ILC2 

Au cours des maladies allergiques, pathologies au cours desquelles une polarisation Th2 est 

habituellement observée, il existe également une augmentation de la réponse ILC2 dans la 

peau, les bronches et le sang(Bartemes, Kephart, Fox, & Kita, 2014; Hams et al., 2014; Mjosberg 

et al., 2011; Salimi et al., 2013).  

Après exposition à un allergène, les cellules épithéliales, les cellules myéloïdes ou les 

basophiles activent les ILC2 par la sécrétion d’IL-25, IL-33 et TSPL (Thymic Stromal 

Lymphopoietin) (Imai et al., 2013; B. S. Kim et al., 2014; Sonnenberg & Artis, 2015) et leur 

production d’IL-5 participe au recrutement des polynucléaires éosinophiles dans la peau et les 

poumons. Chez la souris, dans un modèle d’allergie alimentaire, il a également été montré que 

la sécrétion d’IL-4 par les ILC2 altérait l’activation des LTreg et initiait celle des mastocytes 

(Noval Rivas, Burton, Oettgen, & Chatila, 2016). De par leur sécrétion d’IL-13, les ILC2 sont 

impliquées dans l’exacerbation des réactions inflammatoires et allergiques des voies 

respiratoires en agissant sur la polarisation des macrophages et la production de mucus (Barlow 

et al., 2012). 
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Une fois activées, les ILC2 expriment CD40L et participent à la commutation de classe 

isotypique des immunoglobulines en favorisant la production d’IgE, impliquées dans l’atopie 

(rhinite allergique, l’asthme ou la dermatite atopique) (Maggi et al., 2017). 

 

La proportion d’ILC2 est également augmentée au niveau hépatique dans un modèle murin 

de fibrose hépatique induite par l’IL-33 et dans les poumons dans un modèle de fibrose 

pulmonaire (D. Li et al., 2014).  

Enfin, la diminution de la proportion d’ILC2 au sein du tissu adipeux des souris obèses est 

associée à une inflammation chronique modérée et des désordres métaboliques (Hams, 

Locksley, McKenzie, & Fallon, 2013; Molofsky et al., 2013). L’administration d’IL-25 et d’IL-33 à 

ces animaux restaure le taux d’ILC2 et diminue la fréquence des maladies métaboliques 

(Brestoff et al., 2015).  

 

 

 Les ILC3 

Comme les Th17, les ILC3 sont impliquées dans la survenue de maladies inflammatoires 

chroniques intestinales (MICI), une sous-unité du récepteur de l’IL-23 ayant été identifiée 

comme étant un gène associé aux MICI (Duerr et al., 2006). Une majoration de la sécrétion d’IL-

17 par les ILC3 a été observée chez les patients atteints de la maladie de Crohn, alors qu’une 

autre étude rapporte une augmentation des ILC1 dans la lamina propria intestinale, ce qui 

pourrait en partie témoigner de la plasticité entre ILC3 et ILC1 (Fuchs et al., 2013; Geremia et 

al., 2011).  

D’autre part, dans une cohorte pédiatrique atteinte de la maladie de Crohn, il a été observé 

que la diminution de l’expression du CMH-II par les ILC3 était corrélée à l’augmentation des 

Th17 (Hepworth et al., 2015). 

 

Dans divers modèles murins, les ILC3 participent au développement de colites infectieuses 

ou induites par un agoniste de CD40 en raison de leur production d’IL-17, de GM-CSF ou d’IFN-

γ (C. S. Klose & Artis, 2016; C. S. Klose et al., 2013; Vonarbourg et al., 2010).  

Au cours de l’asthme associé à l’obésité, les ILC3 entretiennent l’hyperréactivité bronchique 

par la sécrétion d’IL-17 (H. Y. Kim et al., 2014). Les ILC3 NCR+ pourraient également être 

impliquées dans la physiopathologie du psoriasis puisque leur fréquence est augmentée dans 

le sang et les lésions cutanées des patients et que l’accumulation d’IL-22 dans la peau est à 

l’origine de la prolifération accrue des kératinocytes (Villanova et al., 2014). 
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En revanche, dans le contexte de la réaction du greffon contre l’hôte (Graft versus host 

disease – GvHD), les ILC3 pourraient jouer un rôle protecteur vis-à-vis des cellules souches 

intestinales (intestinal stem cells – ISC), l’IL-22 étant in vivo à l’origine du rétablissement du pool 

d’ISC, de la régénération épithéliale et de la baisse de la mortalité des souris (Lindemans et al., 

2015).  

 

 

 Cellules lymphoïdes Innées et LT : Similarités, différences, complémentarités et redondances 

Les ILC et les LT partagent de nombreuses similarités morphologiques, transcriptomiques et 

fonctionnelles sur lesquelles repose la classification des ILC. Cependant, sur le plan 

développemental, la dichotomie de ces deux lignées est précoce et l’absence d’expression du 

TCR par les ILC témoigne de leur évolution dans des systèmes distincts. 

L’étude transcriptomique des populations lymphocytaires murines révèle pleinement les 

limites de leur association, à l’image de l’opposition des clusters ILC2/Th2 ou ILC3/LTh17 malgré 

leur commune expression respective de GATA-3 et ROR-γt. Mais elle illustre également leurs 

similitudes tant leur répartition semble se refléter dans un miroir (Huntington, Carpentier, 

Vivier, & Belz, 2016; Robinette et al., 2015) (Figure 10).  

 

Du fait de la présence simultanée des ILC et des lymphocytes auxiliaires au sein des tissus, 

des similarités de leurs réponses au microenvironnement et des interactions entre elles, il 

existe vraisemblablement une redondance fonctionnelle entre lymphocytes et ILC. 

Figure 10 : Analyse transcriptomique en 
composante principale des populations 
lymphocytaires innées et adaptatives - 
Huntington, Current opinion in Immunology 2015  
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Il est par exemple difficile d’établir avec certitude que la protection de l’intestin vis-à-vis des 

pathologies inflammatoires chroniques ou que la fucosylation des cellules épithéliales repose 

exclusivement sur la production en IL-22 par les ILC3 NCR+, les LTh17 et Th22 pouvant 

également en être à l’origine (C. S. Klose & Artis, 2016; Sonnenberg et al., 2012).  

Dans de nombreux cas de déficits immunitaires monogéniques impliquant le système 

immunitaire inné, les patients présentent une susceptibilité restreinte à certains types 

d’infections qui s’atténue avec l’âge en raison du développement de l’immunité adaptative 

(Picard, Casanova, & Puel, 2011). C’est par exemple le cas des patients atteints de déficit en 

MyD88 qui présentent une susceptibilité aux infections à bactéries pyrogènes dans l’enfance.  

En 2016, deux articles font le constat de la redondance fonctionnelle entre ILC et LT. Rankin 

démontre que la protection des cellules intestinales, via la sécrétion d’IL-22 contre Citrobacter 

rodentium peut être assurée par les LT en cas de défaut des ILC3 alors qu’elles sont 

indispensables dans un contexte d’immunodéficience (Rankin et al., 2016). De même, après 

greffe de cellules souches hématopoïétiques avec conditionnement non myéloablatif, les 

patients dont la reconstitution des populations d’ILC est incomplète ne développent aucune 

pathologie particulière (Vely et al., 2016). 

 

Bien que potentiellement redondante avec celles des LT, les fonctions des ILC s’avèrent 

décisives au cours de la vie fœtale, de la petite enfance, et des pathologies dérégulant 

l’immunité adaptative. Il s’agit à la fois d’une redondance mais également d’une 

complémentarité, compte tenu de la coopération qui existe entre les ILC et les cellules de 

l’immunité adaptative. Ainsi, dans un modèle murin d’ankylostomiase, la coopération entre les 

ILC2 et les LT est indispensable au maintien des macrophages de type M2 dans l’immunité 

pulmonaire (Paclik, Stehle, Lahmann, Hutloff, & Romagnani, 2015).  

 

  



 
Page | 41 

3 La thrombopénie immunologique (PTI)  

3.1 Définition 

La thrombopénie immunologique (ou Purpura Thrombopénique Immunologique - PTI) est 

une cytopénie auto-immune rare définie par un taux de plaquettes dans le sang inférieur à 100 

G/L du fait d’une destruction périphérique des plaquettes et d’une production médullaire 

inadaptée (Audia, Mahevas, Samson, Godeau, & Bonnotte, 2017). 

La prévalence du PTI est d’environ 10/100 000 habitants et l’incidence varie de 1,6 à 

3,9/100000 patients/an. Elle survient à tout âge avec un pic de fréquence chez l’enfant, la 

personne âgée et une prédominance féminine modérée (sexe ratio d’environ 1,3) 

(Abrahamson, Hall, Feudjo-Tepie, Mitrani-Gold, & Logie, 2009). Alors que la majorité des 

enfants (80%) présentent une forme aiguë et guérissent en quelques semaines, le PTI de 

l’adulte évolue vers la chronicité dans 70% des cas. 

 

Un consensus international a établi une nomenclature qui répertorie les différentes phases 

de la maladie en fonction de la durée d’évolution : on parle de PTI nouvellement diagnostiqué 

au cours des 3 mois suivant le diagnostic, de PTI persistant entre 3 et 12 mois et de PTI 

réfractaire au-delà de 1 an d’évolution (Rodeghiero & Ruggeri, 2009). 

 

 

 

3.2 Manifestations cliniques du PTI 

Les troubles hémorragiques sont habituellement révélateurs et surviennent pour un taux de 

plaquettes inférieur à 20-30 G/L. Le plus souvent, il s’agit de manifestations hémorragiques 

cutanées tels qu’un purpura hémorragique pétéchial ou ecchymotique. Une atteinte muqueuse 

comme des épistaxis, des bulles hémorragiques intra-buccales, une hématurie peut également 

être observée et précéder les manifestations hémorragiques graves engageant le pronostic 

vital telles que les hémorragies cérébrales ou digestives (Rodeghiero & Ruggeri, 2009).  

Dans un tiers des cas cependant, le PTI est asymptomatique et le diagnostic est fortuit lors 

d’un bilan biologique systématique ou pré-opératoire par exemple (Frederiksen & Schmidt, 

1999). 
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3.3 Etiologies 

Le PTI est primaire dans 80% des cas, c’est-à-dire qu’il n’est pas associé à une autre maladie. 

Au cours du PTI secondaire, la thrombopénie est liée ou associée à une autre pathologie qui 

peut être :  

 Une maladie auto-immune : lupus systémique (LS) ou anémie hémolytique auto-

immune, constituant alors le syndrome d’Evans 

 Une infection virale : VIH (Virus de l’Immunodéficience Humaine), EBV (Epstein-Barr 

Virus), CMV (Cytomégalovirus), VHC (Virus de l’Hépatite C) 

 Une infection bactérienne : Helicobacter Pylori 

 Un déficit immunitaire primaire : essentiellement le déficit immunitaire commun 

variable (DICV) 

Parfois la thrombopénie est liée à une prise médicamenteuse (anti-inflammatoires 

stéroïdiens (AINS), antibiotiques par exemple), on parle alors de thrombopénie immuno-

allergique. 

 

Plusieurs polymorphismes génétiques ont été associés à la survenue du PTI ou à sa 

chronicisation : polymorphisme des FcγR, des molécules de CMH, des cytokines et de leurs 

récepteurs ou encore de certains facteurs de transcription (Foster et al., 2001; Maia et al., 

2009; Pavkovic, Petlichkovski, Karanfilski, Cevreska, & Stojanovic, 2018). 

 

Plusieurs mécanismes d’origine infectieuse ont été impliqués dans l’initiation de la réponse 

auto-immune, suggérant que la thrombopénie immunologique puisse être déclenchée par des 

facteurs exogènes chez un patient prédisposé. Cependant, ces facteurs exogènes ne sont que 

rarement identifiés. 

Un mimétisme moléculaire entre la glycoprotéine (GP) IIIa plaquettaire et des Ag viraux peut 

survenir au cours d’une infection comme l’a décrit Bettaieb en 1996 avec la GP120 du virus de 

l’immunodéficience humaine ou Zhang en 2008 avec le virus de l’Hépatite C (Bettaieb, 

Oksenhendler, Duedari, & Bierling, 1996; W. Zhang, Nardi, Borkowsky, Li, & Karpatkin, 2009). 

Des homologies de séquences entre la GPIIb/IIIa et les peptides viraux des herpes virus humains 

ont été identifiés par des programmes de prédiction et certains d’entre eux sont reconnus in 

vivo par les Ac antiplaquettes (Boughton, Simpson, Bolt, Buchan, & McLeish, 1995). 

 D’autre mécanismes sont impliqués, telles que la diminution de l’expression monocytaire 

du récepteur inhibiteur FcγRIIb au cours de l’infection à H. Pylori ou l’induction de clones 

lymphocytaires B polyclonaux lors de l’infection à EBV (Cines, Bussel, Liebman, & Luning Prak, 

2009; Liebman, 2008). Par ailleurs, l’infection chronique par le VHC peut entrainer la production 

de complexes immuns circulants qui se lient de façon non spécifique aux plaquettes et 

accélèrent leur clairance. 
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3.4 Physiopathologie du PTI 

La thrombopénie immunologique résulte de la mise en place d’un processus auto-immun 

complexe et probablement hétérogène d’un patient à l’autre, expliquant les présentations 

cliniques et des réponses thérapeutiques différentes (Figure 11). 
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Figure 11 : Physiopathologie du PTI – Adapté de Audia, Autoimmuniy Reviews 2017 

Les macrophages spléniques phagocytent les plaquettes opsonisées puis présentent des Ag 
dérivés des plaquettes à l’origine de l’activation des LT CD4+ autoréactifs. Ces LT CD4+ et plus 
particulièrement les Tfh, participent à la stimulation et maturation des LB autoréactifs, qui 
reconnaissent les antigènes plaquettaires natifs présentés à la surface des FDC. Les LB autoréactifs 
différenciés en plasmocytes migrent vers la moelle osseuse, ou nichent dans la rate, et produisent 
les anticorps antiplaquettaires ciblant notamment les glycoprotéines GPIIb/IIa et GPIb/IX.  

La polarisation des LT circulants est déséquilibrée avec une augmentation des ratios Th1/Th2 et 
Tc1/Tc2, ce qui favorise l’activation des lymphocytes T cytotoxiques dont le recrutement médullaire 
est augmenté. Dans la moelle les mégacaryocytes sont opsonisées par les auto-anticorps et par 
conséquent sont la cible de cytotoxicité dépendante des Ac par les macrophages spléniques. 

Enfin un déficit périphérique et médullaire, fonctionnel et/ou quantitatif des Treg se traduit par 
un défaut de régulation de la réponse auto-immune. 
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 Les plaquettes, cible de la réponse immunitaire au cours du PTI 

L’hypothèse d’une destruction plaquettaire par un composant du plasma a été démontrée 

dès 1951 avec la publication de Harrington et Hollingswort, qui rapportait l’induction d’une 

thrombopénie sévère transitoire chez des sujets sains après transfusion de plasma de patients 

atteints de PTI (Harrington, Minnich, Hollingsworth, & Moore, 1951). Depuis de nombreux 

travaux ont confirmé qu’il s’agissait d’auto-anticorps, principalement de classe IgG1. Ces 

anticorps antiplaquettes sont dirigés contre un ou plusieurs épitopes des GP plaquettaires, la 

GPIIb/IIIa principalement, la GPIb/IX et la GPIa/IIa, qui correspondent respectivement aux 

récepteurs du fibrinogène, du facteur Von Willebrand et du collagène (McMillan, 2007).  

Les auto-anticorps sont à l’origine de la destruction des plaquettes par phagocytose médiée 

par les fragments Fc et par cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps. Ils sont également 

responsables de la liaison du complément entrainant un phénomène de cytotoxicité 

dépendante du complément (Complement-Dependent Cytotoxicity - CDC) ou de façon plus 

anecdotique de l’induction de dérivés réactifs de l’oxygène (ROS - reactive Oxygen species) 

(Nardi, Tomlinson, Greco, & Karpatkin, 2001).  

 

Le risque hémorragique au cours du PTI ne survient habituellement que pour des taux très 

bas de plaquettes (<20-30 G/L). En effet, les fonctions d’hémostase primaire sont préservées 

malgré la liaison des auto-Ac aux plaquettes (Rand & Dean, 1998). D’autre part, le pool 

plaquettaire au cours du PTI est constitué essentiellement de plaquettes jeunes, hyperactivées. 

 

Alors que la détection d’auto-anticorps est possible en routine, elle est peu utile car 

l’absence d’anticorps antiplaquettes n’élimine pas le diagnostic de PTI : celle-ci peut être le fait 

de techniques de détection insuffisamment sensibles mais également du fait de mécanismes 

autres que la médiation humorale impliqués dans la destruction des plaquettes. 

 

 

 Dysfonctionnement de la réponse innée 

 Les macrophages 

De par leurs fonctions effectrices et présentatrices d’antigène, les macrophages jouent un 

rôle central dans la physiopathologie du PTI. 

Suite à l’opsonisation des plaquettes par les auto-anticorps, celles-ci sont phagocytées par 

les macrophages spléniques et dans une moindre mesure au niveau du foie (Heyns Adu et al., 

1986). Cette liaison se fait via les récepteurs FcγRI, FcγRIIA et FcγRIIIa dont l’affinité est 

augmentée par un polymorphisme prédominant chez certains patients (Audia, Mahevas, et al., 

2017; Kuwana, Okazaki, & Ikeda, 2009).  
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En 2009, Kuwana a montré ex vivo que les macrophages spléniques de patients atteints de 

PTI pouvaient stimuler spontanément les clones lymphocytaires T autoréactifs reconnaissant 

des peptides de GPIIb/IIIa sans chargement préalable de l’antigène, ce qui n’était pas le cas des 

DC et des LB. De surcroit, l’augmentation de l’expression de HLA-DR et du récepteur de 

costimulation CD86 à la surface des macrophages témoigne de leur activation (Audia, Mahevas, 

et al., 2017). 

Ces propriétés et aberrations fonctionnelles confèrent aux macrophages spléniques un rôle 

primordial dans l’activation des LT et la diversification antigénique. 

 

Par ailleurs, au cours du PTI, le taux sérique de GM-CSF est augmenté, tout comme la 

fréquence des monocytes surexprimant le récepteur FcγRI, avec un ratio FcγRIIa/FcγRIIb 

augmenté et une capacité de phagocytose amplifiée (Abboud, Laver, Xu, Weksler, & Bussel, 

1996; X. G. Liu et al., 2011).  

 

 Les cellules dendritiques 

Les DC au cours du PTI, participent à l’activation des LT par la présentation des Ag 

plaquettaires phagocytées mais également des Ag dérivés de corps apoptotiques plaquettaires 

(Catani et al., 2006). 

Au cours du PTI, les DC dérivées des monocytes présentent une surexpression de HLA-DR et 

de CD86 et sécrètent de plus grandes quantités d’IL-12 (Chu et al., 2006). Néanmoins, 

contrairement aux macrophages spléniques, les DC n’induisent pas la prolifération des clones 

T autoréactifs ex vivo sans un chargement préalable avec les Ag plaquettaires GPIIb/IIIa 

(Kuwana et al., 2009).  

 

 

 Les cellules lymphoïdes innées et les NK 

Les données de la littérature sur l’implication des ILC au cours du PTI concernent 

exclusivement les cellules NK et les résultats sont divergents. 

 

En 2015, il a été rapporté au cours du PTI un nombre des NK circulants identique à ceux des 

témoins mais avec un déficit fonctionnel portant sur la production d’IFN-γ et leur fonction 

cytotoxique. En revanche, la cytotoxicité dépendante des anticorps des NK spléniques est 

augmentée (Ebbo et al., 2015). 

Une autre équipe a étudié le compartiment de NK sanguin selon la sévérité des 

manifestations hémorragiques des patients. Le taux de NK CD56high circulants était plus élevé 

chez les patients présentant un syndrome sévère alors que le taux des NK totaux restait 
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identique. L’expression de TIM-3 (T-cell immunoglobulin and mucin-domain containing-3), 

important régulateur négatif de la transcription d’IFN-γ, était diminuée dans la population de 

cellules NK CD64high des patients atteints de PTI, en particulier lorsque les manifestations 

hémorragiques étaient sévères (Zahran, Youssef, Elsayh, Embaby, & Ibrahim, 2017). Enfin, la 

population de NK totale circulante est également moindre au cours de la phase aiguë du PTI de 

l’enfant (El-Rashedi, El-Hawy, Helwa, & Abd-Allah, 2017). 

 

 

 Altération de la réponse humorale 

Il s’agit du premier mécanisme mis en évidence, par la découverte des Ac antiplaquettes, 

plaçant les LB autoréactifs au cœur de la physiopathologie du PTI.  

 

Les centre germinatifs (CG), site de maturation du LB, sont observés en plus grand nombre 

au cours du PTI comparativement à des rates saines. Cette dysrégulation est en partie liée à 

l’augmentation des Tfh et se traduit par une corrélation positive entre la fréquence des Tfh, 

celle des LB du centre germinatif et celle des plasmocytes (Audia et al., 2014). 

Les plasmocytes autoréactifs de longue durée de vie sont impliqués dans l’échec du 

rituximab (RTX). N’exprimant pas le CD20, cible du RTX, ils peuvent nicher dans la rate ou la 

moelle osseuse, expliquant la persistance de la maladie (Kuwana, Iki, & Urabe, 2007; Mahevas 

et al., 2013). 

L’activation des LB par l’axe CD40/CD40L n’est pas exclusivement médié par les Tfh. Les 

plaquettes sont probablement elles même activatrices des LB, car elles expriment CD40L, 

expression qui est par ailleurs augmentée au cours du PTI. In vitro, elles sont en mesure 

d’induire la prolifération de LB ainsi que la production d’auto-anticorps (Solanilla et al., 2005). 

 

L’altération du contrôle lymphocytaire B est également médiée par une production accrue 

de la cytokine BAFF dans le sérum des patients, probablement par les monocytes sanguins 

(Vincent, Saulep-Easton, Figgett, Fairfax, & Mackay, 2013; Zhu et al., 2009). Physiologiquement, 

cette cytokine est impliquée dans la différenciation, la prolifération et la survie des LB. 

L’expression de l’ARNm du récepteur de BAFF des cellules mononucléées spléniques est 15 fois 

supérieure à celle des cellules mononucléées sanguines (Peripheral blood mononuclear cell - 

PBMC) des patients et BAFF contribue à la survie des plasmocytes spléniques (Thai et al., 2018; 

Zhou et al., 2009). 
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Les interactions entre Tfh et LB sont réciproques puisque la présence de LB est requise pour 

la survie des Tfh (Audia, Mahevas, et al., 2017) et que les LB activés peuvent également activer 

les clones T autoréactifs par présentation d’Ag et contribuer à la polarisation de la réponse 

cellulaire par la production de cytokines pro-inflammatoires. 

 

 

 Dysfonctionnement de la réponse cellulaire 

 Polarisation lymphocytaire 

Comme c’est le cas dans de nombreuses maladies auto-immunes, il existe un déséquilibre 

entre la réponse pro et anti-inflammatoire au cours du PTI. 

Dès 1996, l’équipe de Semple a rapporté une augmentation des taux sériques d’IL-2 et d’IFN-

γ, reflet de la polarisation Th1 prédominante. Ceci a été confirmé avec la mise en évidence du 

déséquilibre des balances Th1/Th2 et Tc1/Tc2 dans le sang en lien avec une diminution des 

réponses Th2 et Tc2 (Panitsas et al., 2004; Stasi et al., 2007; T. Wang et al., 2005). Ainsi, 

l’expression de GATA-3 au sein des splénocytes et des cellules sanguines est diminuée alors que 

celle de T-bet est stable chez les patients en phase active. D’autre part, les taux de sécrétion 

d’IL-4, d’IL-5 et IL-10 par les LT CD4+ sont moindres au cours du PTI (Panitsas et al., 2004; T. 

Wang et al., 2005). 

Au niveau splénique, nous avons rapporté un déséquilibre de la balance Th1/Treg, qui contribue 

à l’activation des cellules cytotoxiques, notamment chez les patients en échec du traitement 

par RTX (Audia et al., 2013). 

 

Les résultats des travaux portant sur le rôle des LT Th17 au cours du PTI sont discordants et 

leur implication dans la physiopathologie du PTI n’est donc pas clairement établie. Certains 

auteurs décrivent une augmentation du compartiment Th17 (Hu et al., 2011; Ji et al., 2012; 

Rocha et al., 2011; J. Zhang, D. Ma, et al., 2009) alors que pour d’autres, la polarisation 

sanguine TH17 est similaire à celle des sujets témoins (Sollazzo et al., 2011). La proportion de 

LTh17 spléniques au cours du PTI est quant à elle identique à celle observée au sein de rates 

de sujets témoins (Audia et al., 2013). 

 

 

 Cytotoxicité des LTCD8+ 

Plusieurs indices laissaient supposer l’implication d’autres mécanismes qu’une réponse 

humorale dans la destruction plaquettaire périphérique au cours du PTI, tels que l’absence 

d’induction systématique de thrombopénie par la transfusion de plasma de patients à des 
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témoins sains (Harrington et al., 1951), l’absence de détection d’auto-anticorps sériques chez 

40% des patients ou la polarisation lymphocytaire en faveur d’un profil Th1. 

En 2003, l’équipe de B. Olsson montre une augmentation de la transcription des protéines 

impliquées dans les mécanismes de cytotoxicité, granzyme A, granzyme B et perforine, et 

rapporte pour la première fois la lyse in vitro des plaquettes par les LT cytotoxiques autologues 

de patients. Par ailleurs, ils observent une augmentation de l’expression des récepteurs KIR 

(killer cell immunoglobulin-like receptor), capables de contrôler l’activité cytotoxique des NK, 

chez les patients en rémission (Olsson et al., 2003). 

Cette cytotoxicité médiée par les LTCD8+ a été confirmée à plusieurs reprises (F. Zhang et al., 

2006; C. Zhao et al., 2008) et nous avons montré que les LT cytotoxiques spléniques pouvaient 

être impliqués dans les mécanismes d’échappement au RTX. 

 

 

 Les LTCD4+, clé de voute des réponses humorales et cytotoxiques 

De par le rôle majeur des Tfh dans la maturation des LB et la polarisation pro-Th1 qui 

soutient l’activation des cellules cytotoxiques, les LTCD4+ ont un rôle primordial dans 

l’orchestration et le maintien des deux voies de destruction plaquettaire. 

 

Le travail de Chow publié en 2010 illustre cette position centrale dans un modèle murin de 

PTI basé sur le transfert de splénocytes de souris KO-CD61 (knock-out) et immunisées contre le 

CD61, à des souris immunodéficientes (Severe Combined ImmunoDeficiency - SCID), dont les 

plaquettes expriment l’antigène plaquettaire CD61 (GPIIIa) (Chow et al., 2010). Les auteurs ont 

montré l’implication à la fois de la réponse humorale et cytotoxique dans la survenue de la 

pathologie : lorsque la fraction splénique transférée est préalablement déplétée en LB, la 

thrombopénie est induite malgré une absence totale de sécrétion d’Ac antiplaquettes et 

dépend des LT CD8+. A l’inverse, dans le cas d’une déplétion en LTCD8+ préalable, la 

thrombopénie est sévère et des anticorps antiplaquettes sont détectés.  

Mais ce travail révèle avant tout le caractère indispensable des LT CD4+, dans le 

développement de la réponse antiplaquettaire humorale et dans la réponse cytotoxique, 

puisque lors du transfert de la fraction splénique déplétée en LTCD4+, il n’y a pas d’induction 

de thrombopénie. 

 

D’autre part, l’analyse du répertoire de la région hypervariable de la chaine β du TCR des LT 

auxiliaires révèle un profil oligoclonal des cellules auto-réactives, dirigés contre un épitope N-

terminal du déterminant antigénique GPIIb/IIIa (Stasi et al., 2007). De plus, les populations 

lymphocytaires T auto-réactives, plus particulièrement les LTCD4+, voient leur processus de 
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mort cellulaire induite par l’activation (Activation-Induced Cell Death - AICD) perturbé, 

favorisant la survie des clones autoréactifs lymphocytaires. Les LTh présentent une 

augmentation de la transcription du facteur anti-apoptotique Bcl-2 et une diminution de celle 

du facteur pro-apoptotique Bax (Bcl-2-Associated X protein), associée à une altération de 

l’expression de Fas-L (Apoptosis Stimulating Fragment Ligand), et des caspases 8 et 1 (Stasi et 

al., 2007). 

 

 

 Atteinte de la mégacaryopoïèse 

Simultanément à la destruction périphérique des plaquettes, les mécanismes 

compensatoires de régulation de la mégacaryopoïèse sont insuffisants au cours du PTI, et les 

mégacaryocytes sont eux même la cible du système immunitaire. 

 

De façon surprenante, au cours du PTI, la thrombopénie ne s’accompagne pas d’une 

élévation du taux de thrombopoïétine (TPO), le principal facteur de croissance régulateur de la 

prolifération des précurseurs mégacaryocytaires et de l’endomytose des mégacaryocytes 

(Vainchenker, Besancenot, & Favale, 2013).  

Physiologiquement, la production hépatique de la thrombopoïétine est relativement stable 

et régulée par la sénescence des plaquettes (Grozovsky et al., 2015). La régulation de l’activité 

de la TPO est intimement liée à sa liaison à son récepteur c-Mpl qui est exprimé par les cellules 

souches hématopoïétiques, les mégacaryocytes à tous les stades de différenciation et par les 

plaquettes. Ainsi, lorsque le contingent plaquettaire sanguin est normal, une grande partie de 

la TPO va se lier aux plaquettes via c-Mpl, empêchant ainsi sa biodisponibilité au niveau 

médullaire et créant un équilibre entre le taux de plaquettes circulantes et la production 

mégacaryocytaire (Kuter & Rosenberg, 1995). 

Au cours du PTI, le pool de mégacaryocytes médullaires est proche de la normale, et malgré 

une durée de vie limité, le taux de plaquettes gagnant la circulation est important et non 

sénescent. De ce fait, le taux de TPO produite par le foie est insuffisamment élevé pour stimuler 

la thrombopoïèse, contrairement à ce qui est observé lors des thrombopénies centrales, 

comme au cours de l’aplasie médullaire par exemple (Kosugi et al., 1996). 

  

Les cellules de la lignée mégacaryocytaire exprimant la GPIIb/IIIa et GPIb/IX, sont également 

la cible des auto-anticorps du fait de la diffusion passive des Ac sériques dans la moelle osseuse 

et de leur sécrétion par les plasmocytes matures et les plasmocytes de longue durée de vie 

résidants dans la moelle osseuse (Kuwana et al., 2007; Kuwana, Okazaki, Kaburaki, & Ikeda, 

2003). 
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Plusieurs études in vitro ont montré que l’ajout d’Ac antiplaquettes aux cultures de 

différenciation mégacaryocytaire de cellules CD34+ dérivées de sang de cordon entraine un 

déficit quantitatif et qualitatif de la maturation des mégacaryocytes, se traduisant par une 

altération de la production plaquettaire (Ji et al., 2012; Lev et al., 2014; McMillan, Wang, Tomer, 

Nichol, & Pistillo, 2004). 

 

Au cours du PTI, l’expression de la chémokine membranaire CX3CL1 et de la molécule 

d’adhésion VCAM-1 (Vascular Cell Adhesion Molecule-1) est normale dans la moelle. 

Cependant, les lymphocytes T sont en plus grand nombre dans la moelle osseuse des patients 

en raison de la surexpression de leurs récepteurs CX3CR1 (récepteur de CX3CL1) et de VLA-4 

(Very Late Activation antigen-1 - récepteur de VCAM-1), molécules de recrutement tissulaire 

des lymphocytes cytotoxiques activés (Olsson, Ridell, Carlsson, Jacobsson, & Wadenvik, 2008).  

 

L’apoptose des mégacaryocytes étant un processus endogène normal dans la genèse des 

plaquettes, sa description au cours du PTI est d’interprétation difficile. Elle serait cependant 

plus importante chez les patients atteint de PTI en raison d’une cytotoxicité dépendante du 

complément et de cytotoxicité cellulaire dépendante des Ac suite à l’opsonisation des 

mégacaryocytes (McMillan et al., 2004). Ces observations sont corroborées par l’étude en 

microscopie électronique des mégacaryocytes médullaires des patients qui révèle des 

anomalies morphologiques. Les modifications structurelles, témoignant du processus 

apoptotique tels qu’une condensation de la chromatine, un gonflement mitochondrial, une 

vacuolisation cytoplasmique sont présentes chez plus de ¾ des patients atteint de PTI 

(Houwerzijl et al., 2004).  

 

 

 Rupture de tolérance périphérique 

La génèse et la perpétuation des mécanismes auto-immuns impliqués au cours du PTI sont 

possibles du fait d’une rupture des mécanismes de tolérance périphérique. 

 

L’existence d’un déficit quantitatif des Treg sanguins au cours du PTI est débattue et dépend 

du phénotype utilisé pour l’identification de cette population : CD4+CD25high, CD4+Foxp3+ ou 

CD4+CD25highFoxp3+. Certains auteurs rapportent une diminution de leur fréquence (Ling, Cao, 

Yu, & Ruan, 2007; B. Liu et al., 2007; Stasi et al., 2008) alors que d’autres, dont notre équipe, 

décrivent un maintien du taux de LTreg circulants au cours du PTI (Audia, Lorcerie, Godeau, & 

Bonnotte, 2011; Bao et al., 2010; Yu et al., 2008). En revanche, dans les compartiments 
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spléniques et médullaires, site de la réponse inflammatoire, la fréquence des LTreg est 

diminuée (Audia, Samson, et al., 2011; Olsson et al., 2008). 

In vitro, la capacité des Treg sanguins et spléniques à réprimer la prolifération de LT 

effecteurs est altérée, tout comme leur propension à produire les cytokines anti-

inflammatoires IL-10 et IL-35, essentielles à la régulation de réponse Th1 et Th17 (B. Liu et al., 

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

 

 

Concernant la population lymphocytaire B, les travaux de Li en 2012 puis Gudbrandsdottir 

en 2017 rapportent une diminution de la population régulatrice CD19+CD24highCD38high 

sanguine au cours du PTI chronique ainsi qu’une diminution de la sécrétion d’IL-10 par la 

population lymphocytaire B totale, ce qui altère leur capacité à inhiber l’activation des 

monocytes in vivo (Gudbrandsdottir, Brimnes, Kollgaard, Hasselbalch, & Nielsen, 2018; X. Li et 

al., 2012). 

 

 

Les propriétés tolérogènes des DC au cours du PTI sont également déficientes, ainsi 

l’expression de IDO par les moDC (monocyte derived DC) matures est diminuée et corrélée à 

une moindre conversion des LTCD4+ naïfs en Treg (Catani et al., 2013). D’autre part le taux de 

TIMP-3 (Metalloproteinase inhibitor 3) sérique est significativement plus bas chez les patients 

(Catani et al., 2006). Cette protéine inhibitrice de métalloprotéase, produite par les 

macrophages et les DC tolérogènes, entraine une réduction de l’expression de CD86, et de la 

production d’IL-12 et TNF-α, favorisant de ce fait la polarisation Th2 des lymphocytes (Shao et 

al., 2012). 

 

 

 

3.5 Prise en charge thérapeutique et mécanismes d’échappement 

Le traitement du PTI a pour objectif d’augmenter le taux de plaquettes au-dessus de 30 G/L, 

taux généralement suffisant pour empêcher tout saignement (Figure 12). De ce fait, 

l’instauration d’un traitement n’est pas systématique. En raison d’étiologies diverses et de 

l’implication variable des différents mécanismes physiopathologiques, la réponse aux 

traitements est variable et imprévisible d’un patient à l’autre. 
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 1ère ligne 

Lorsque le syndrome hémorragique est marqué ou que le taux de plaquettes est inférieur à 

20-30 G/L, les corticoïdes sont généralement proposés en première ligne de traitement, et 

permettent une réponse transitoire dans près de 80% mais sans incidence sur l’évolution de la 

pathologie.  

Les glucocorticoïdes répriment de nombreux gènes inflammatoires dans toutes les cellules 

immunitaires. Au cours du PTI, ceci conduit au rétablissement du ratio Th1/Treg, à une 

augmentation du taux de Treg circulants et un rétablissement du taux sérique de BAFF (Barnes, 

2006; Cao et al., 2012; Kamhieh-Milz, Ghosoun, Sterzer, & Salama, 2018). 

A forte dose, les corticoïdes permettent également de rétablir la balance entre l’expression 

des FcγR inhibiteurs et activateurs à la surface des monocytes circulants, participant ainsi à la 

modulation de leur fonction phagocytaire (X. G. Liu et al., 2011). La corticothérapie permet 

également de corriger les anomalies morphologiques mégacaryocytaires.  

 

L’administration d’immunoglobulines polyvalentes intraveineuses (IgIV) est réservée aux 

patients réfractaires à la corticothérapie ou en cas de syndrome hémorragique important. Les 

IgIV sont efficaces dans près de 80% des cas avec une augmentation du taux de plaquettes en 

1 à 3 jours seulement. Cependant, en raison de la durée de vie des IgG, la réponse est 

transitoire, de 1 à 3 semaines et n’apporte pas de bénéfices sur l’évolution de la pathologie sur 

le long terme. 

 L’efficacité thérapeutique des IgIV repose sur divers mécanismes immunorégulateurs 

(Nimmerjahn & Ravetch, 2008). Elles bloquent les FcγR activateurs impliqués dans la 

phagocytose des plaquettes opsonisées, saturent les FcR néonataux exprimés par les cellules 

endothéliales, accélérant ainsi la clairance des auto-anticorps, et inhibent la maturation des DC 

en les orientant vers un profil tolérogène 

Figure 12 : Stades et thérapeutiques de la thrombopénie immunologique – IgIV : Immunoglobulines 
polyvalentes IntraVeineuses, RTX : Rituximab, TPO-RA: Thrombopoietin Receptor Agonist 
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Chez la souris, l’administration d’IgIV peut être à l’origine d’une activation et d’une 

augmentation de l’expression des récepteurs inhibiteurs FcγRIIb d’une part et diminution de 

l’expression des FcγR activateurs d’autre part. Au cours du PTI, l’expression du FcγRIIb par les 

macrophages spléniques et les monocytes circulants des patients n’est pas augmentée. En 

revanche, leur capacité de phagocytose est altérée et la clairance des plaquettes est diminuée 

par les IgIV (Audia, Santegoets, et al., 2017; Newland & Macey, 1994; Shimomura et al., 2012). 

 

 

 2ème ligne 

La stratégie à adopter vis-à-vis des PTI persistants ou chroniques n’est pas parfaitement 

codifiée ni consensuelle. Avec une normalisation du taux de plaquettes chez 60 à 70% des 

patients, la splénectomie est la seule thérapeutique curative du PTI et reste de ce fait le 

traitement de référence des formes chroniques (Kojouri, Vesely, Terrell, & George, 2004). 

Néanmoins, l’apparition de nouvelles thérapeutiques, en particulier le RTX et les agonistes de 

récepteur de la TPO (TOP-RA), a profondément modifié la stratégie thérapeutique. 

 

La splénectomie permet de prolonger la survie des plaquettes par l’élimination de leur 

principal site de destruction d’une part et du lieu de maturation des LB autoréactifs d’autre 

part. Ainsi les patients répondeurs voient leurs taux de LT et LB mémoires circulants diminuer 

(Kuwana, Okazaki, Kaburaki, Kawakami, & Ikeda, 2002), accompagné d’une diminution de 

l’expansion clonale des LT autoréactifs (Fogarty et al., 2003), d’une élévation du taux de Treg 

(Sakakura et al., 2007) et de la suppression d’une niche des plasmocytes de longue vie 

(Mahevas et al., 2013). 

Cette approche thérapeutique radicale n’est pas anodine mais le taux de mortalité est faible 

(<1%.). Puisqu’une rémission spontanée peut survenir dans l’année qui suit le diagnostic chez 

près de 30% des patients adultes, la splénectomie n’est habituellement pas proposée avant un 

an d’évolution, c’est-à-dire au stade de PTI chronique (Rodeghiero & Ruggeri, 2009). L’asplénie 

expose au risque infectieux, notamment envers les germes encapsulés (Bisharat, Omari, Lavi, 

& Raz, 2001). Une complication infectieuse peut survenir chez 2 à 5% des patients 

splénectomisés, majoritairement au cours des deux premières années, Streptococcus 

pneumoniae, Hemophillus influenza et Nesseria meningitidis étant les trois germes les plus 

incriminés. Ces infections peuvent être d’une extrême gravité, il est donc indispensable de 

vacciner les patients au moins deux semaines avant la splénectomie contre ces germes. 

 

Par ailleurs, dans les semaines succédant l’intervention, plus de 70% des patients présentent 

une thrombocytose, définie par un taux de plaquettes supérieur à 400 G/L, ce qui peut majorer 
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le risque d’accident thromboembolique, notamment au niveau des veines porte et splénique 

(Bouvier et al., 2017; Boxer, Braun, & Ellman, 1978).  

 

Pour 1/3 des patients « non répondeurs » à la splénectomie (PTI réfractaire), le pool de 

lymphocytes mémoires autoréactifs sanguin et la clonalité des LT subsistent. L’origine de cette 

non réponse n’est pas clairement établie : elle est probablement le fait de la localisation 

médullaire des plasmocytes autoréactifs et / ou d’une destruction hépatique des plaquettes. 

 

 

Depuis plusieurs années, le rituximab est envisagé en 2nde ligne thérapeutique et permet 

ainsi d’éviter ou de retarder le recours à la splénectomie (Godeau et al., 2008). La réponse est 

relativement rapide (2 à 8 semaines) et persiste dans 40% des cas à 2 ans, mais est seulement 

de 20% à 5 ans (Khellaf et al., 2014; V. L. Patel et al., 2012). Le RTX est un anticorps chimérique 

anti-CD20, qui cible les cellules lymphocytaire B, du stade pré-B au stade de lymphocyte B 

mature, conduisant à leur destruction par des phénomènes d’ADCC, de CDC et d’apoptose. 

De façon surprenante le RTX entraine, chez les patients répondeurs, la correction des 

anomalies des populations lymphocytaires T, en restaurant le profil polyclonal du TCR, et en 

rééquilibrant les réponses Th1/Th2 et Tc1/Tc2 (Stasi et al., 2007). Une augmentation de la 

population Treg circulante et un rétablissement de leur fonctionnalité ont également été 

décrits (Stasi et al., 2008). 

 

Le RTX est inefficace dans 40% des cas et les causes de cet échec sont multiples et 

partiellement connues. D’une part, le RTX ne cible pas les plasmocytes qui n’expriment pas le 

CD20, notamment les plasmocytes de longue durée de vie qui peuvent donc maintenir la 

production des anticorps antiplaquettes (Mahevas et al., 2013). La prédominance d’une 

destruction plaquettaire par les LT CD8 cytotoxiques est également impliquée dans l’échec du 

rituximab. Ainsi, nous avons observé dans les rates des patients réfractaires au RTX une 

restriction oligoclonale de la population LT CD8, une augmentation des LT CD8 mémoires ainsi 

qu’une polarisation Tc1 et Th1 prépondérante (Audia et al., 2013).  

 

 

Afin de palier à la production médullaire inadaptée, les agonistes du récepteur de la TPO 

(TPO-RA) sont également utilisés en 2nde ligne thérapeutique et permettent une correction de 

la thrombopénie dans 70 à 85% des cas, sans pour autant inhiber la réponse auto-immune 

(Kuter, 2008). Ce traitement suspensif permet tout de même d’obtenir une réponse prolongée 

après utilisation transitoire chez environ 15% des patients. Cette immunomodulation pourrait 

être le fait de la restauration de la fonctionnalité des LTreg (Bao et al., 2010) et le 
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rétablissement de l’équilibre entre les FcγR activateurs et inhibiteurs exprimés à la surface des 

monocytes (X. G. Liu et al., 2016). 

 

 

Dans des rares cas, le PTI est multi-réfractaire, c’est-à-dire que les patients ne répondent 

pas aux traitements de 2nde ligne, incluant la splénectomie, le RTX et les TPO-RA. Le pronostic 

vital peut être mis en jeu et la prise en charge repose alors sur des associations thérapeutiques, 

notamment avec des immunosuppresseurs. 

 

Actuellement, de nouvelles molécules sont à l’étude ayant pour cible les FcγR 

(clinicaltrials.gov NCT00244257), l’interaction CD40/CD154 (clinicaltrials.gov NCT02009761) ou 

la molécule BAFF ((clinicaltrials.gov NCT01440361 et NCT01609452). A plus long terme, des 

thérapeutiques régulant l’apoptose plaquettaire (L. Zhao et al., 2017) et des stratégies de 

thérapie cellulaire comme la transfusion de cellules souches mésenchymateuses (Ma et al., 

2012) ou de Treg (X. L. Zhang et al., 2009) pourrait être envisagées. 

 

  



 
Page | 56 

4 Problématique 

De par leur sécrétion de cytokines ou par des mécanismes plus spécifiques comme la 

présentation antigénique, les ILC sont en mesure de moduler la réponse lymphocytaire T et B 

au sein des muqueuses afin de préserver l’homéostasie, ou de participer à une réponse anti-

infectieuse. Pour autant, les ILC spléniques humaines n’ont pas été décrites dans des conditions 

physiologiques et leur implication dans la physiopathologie des maladies auto-immunes, au 

sein des organes lymphoïdes secondaires est peu documentée. 

 

Le premier objectif de ce travail était donc d’identifier et de caractériser les ILC auxiliaires 

spléniques humaines dans des conditions physiologiques et de les comparer aux ILC circulantes. 

Nous avons également recherché les sous-populations d’ILC3 décrites par Bjorklund en 2016 

(ILC3 NCR+, NCR-CD62L+ et NCR-HLA-DR+), les ILC reg (ou ILC-10) et tenté de caractériser la 

population d’ILC3 afin d’évaluer les propriétés tolérogène ou activatrices de ces cellules.  

 

Par la suite nous avons caractérisé les ILC issues de la rate de patients atteints de PTI afin de 

déterminer leur implication dans la genèse ou l’évolution de la physiopathologie. Les questions 

étaient multiples : 

 La fréquence des ILC spléniques et de leurs sous-populations est-elle modifiée au 

cours du PTI ? 

 Les ILC présentent-elles un profil cytokinique pro-inflammatoire ? 

 Le profil d’expression des chémokines permet-il d’envisager une localisation des ILC 

dans les PALS ou dans les centres germinatifs au cours du PTI ? 

 Les ILC3 ont-elles des propriétés activatrices ou tolérogènes au cours du PTI ? 

 

Dans le but d’apporter des éléments de réponse à ces nombreuses questions, nous avons 

réalisé une étude phénotypique des ILC dans la rate de patients atteints de PTI et étudié 

l’expression des molécules d’adressage, leur profil d’activation et leurs capacités de sécrétion 

cytokinique en réponse à une stimulation pharmacologique.  

Enfin, nous avons mené une expérience d’expansion des ILC spléniques dans le but 

d’entreprendre une étude fonctionnelle des mécanismes mis en jeu.  
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MATERIEL ET METHODE 

1 Cohorte de patients 

L’ensemble des patients atteints de PTI et des donneurs sains ont donné leur consentement 

éclairé en conformité avec les principes éthiques de la déclaration d’Helsinki, et ont été inclus 

dans le cadre de protocoles d’études cliniques du centre hospitalier de Dijon, approuvés par le 

comité d’éthique de Bourgogne. 

 

Cette étude a nécessité le recueil de prélèvements sanguins de 9 donneurs sains, indemnes 

de pathologies inflammatoires, cancéreuses, auto-immunes ou infectieuses récentes et n’ayant 

pas reçu de traitement par corticoïdes ou immunosuppresseurs le mois précédant le 

prélèvement.  

 

Dix-huit patients atteints de PTI primaire ont été inclus, selon les critères suivants : taux de 

plaquettes inférieur à 100 G/L, et exclusion des thrombopénies d’origine virale, familiale ou 

induite par une prise médicamenteuse ainsi que de toutes maladies auto-immunes pouvant 

être associées à une thrombopénie. Les splénectomies ont été réalisées dans le cadre de la 

prise en charge thérapeutique habituelle des patients. En première ligne thérapeutique, 16 des 

18 patients avaient reçu des corticoïdes et 14 des IgIV. Préalablement à la splénectomie, 8 

patients ont reçu en 2nde ligne de traitement du RTX, des TPO-RA, de la dapsone ou d’autres 

molécules.  

Tableau 1 : Caractéristiques des patients splénectomisés 

Contrôles (n=11) PTI (n=18) p

Informations générales

Age [interquartile range - IQR ] 47 [28,5 - 66,5] 48,4 [29,2 - 54,8] 0,7

Sex ratio (femme / homme) 6/5 9/9 1

Taux de plaquettes (G/L) 221,3 ± 59,8 21,5 ± 8,3 <0,001

Durée de la maladie (mois) [IQR]  - 24 [16,5 - 61,8]

Traitements antérieurs, n (%)

Corticoïde  - 16 (88,8)

IgIV  - 14 (77,7)

Rituximab  - 8 (44,4)

Dapsone  - 8 (44,4)

TPO-RA  - 7 (38,8)

Autre  - 4 (22,2)

IgIV  - 7 (3,38)

TPO-RA  - 6 (33,3)

Stéroïdes  - 4 (22,2)

Aucun  - 1 (5,5)

Réponse à la splénectomie, n (%)  - 14 (77,7)

Traitements précédents la splénectomie (2 semaines), n (%)
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Enfin, 11 prélèvements spléniques issus de splénectomies d’hémostase post-traumatiques 

ont été utilisés comme contrôles.  

 

La moyenne d’âge et le sexe ratio des patients et des témoins splénectomisés sont 

identiques. Les caractéristiques de l’ensemble des patients splénectomisés sont présentées 

dans le tableau 1. 

 

 

 

2  Méthodologie 

2.1 Séparation des cellules mononucléées sanguines 

Le prélèvement sanguin des donneurs sains a été recueilli dans des tubes héparinés puis le 

sang a été déposé sur une solution de polyfluorocarbone liquide de densité 1,077 (Ficoll®), à 

un ratio de 2/1 (sang/ficoll).  

Après centrifugation 30 min à 800g, sans frein ni accélération, les cellules mononucléées 

sanguines (PBMC) peuvent être isolées grâce à la création d’un gradient de densité. Le sérum 

de densité 1,006 constitue la fraction supérieure, les PBMC ont été recueillies à l’interface des 

phases de sérum et de ficoll, tandis que les hématies et cellules polynucléées plus denses ont 

sédimentés au fond du tube. Les PBMC recueillies ont été lavées trois fois avec du tampon 

phosphate saline (phosphate buffered saline – PBS) puis phénotypées. 

 

 

2.2 Dissociation et conservation des prélèvements spléniques 

Dans l’heure suivant la splénectomie, des fragments spléniques 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 (chlorure d’ammonium 150mM, 

bicarbonate de potassium 10mM, EDTA 0,1 mM). Les splénocytes sont ensuite lavés dans du 

milieu de culture (Roswell Park Memorial Institute medium - RPMI) à 4°C, supplémenté à 10% 

en sérum de veau fœtal (SVF), puis de nouveau filtrés. La viabilité des cellules est mesurée par 

un comptage cellulaire en présence de bleu trypan, colorant vital d’exclusion. Enfin, les cellules 

sont congelées à -196°C dans une solution cryoprotectrice de SVF et diméthylsulfoxyde à 10% 

(DMSO) jusqu’à utilisation.  
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2.3 Immunophénotypage 

 Appareil et configuration 

 BD Canto II 

L’analyse phénotypique des cellules a été réalisée sur un cytomètre en flux Becton Dickinson 

(BD) Canto 10. Cet analyseur est doté de 3 lasers de 405nm, 488nm et 633nm, et peut mesurer 

jusqu’à 10 paramètres de fluorescence et 2 paramètres optiques (taille des cellules, Forward 

scatter, FSC - Granularité des cellules, Side Scatter, SSC)(Figure 13). 

 

 

En raison de la configuration de l’appareil, de la très faible représentation de notre 

population d’intérêt, de la complexité de son identification, et de la co-expression de la plupart 

des Ag recherchés, nous avons fait le choix de restreindre l’analyse à 8 paramètres de 

fluorescence afin de limiter la complexité analytique inhérente à la compensation, le risque 

d’artefacts et la distorsion du signal qu’elle provoque. Les fluorochromes utilisés sont le Brillant 

Violet (Zheng, Lefebvre, & Laurent) 421, BV510, BV605, FITC (Fluorescein Isothiocyanate-5), PE 

(Phycoerythrin), PerCP ef710 (Peridinin Chlorophyll Protein Complex eFluor®710), PeCy7 

(Phycoerythrin Cyanin7), APC (Allophycocyanin). L’acquisition des données a été réalisée avec 

le logiciel BD FACSDiva™. 

 

 

 Matrice de compensation 

Les billes de capture d’Ac « UltraComp eBeadsTM » ont été utilisées pour générer la matrice 

de compensation des fluorochromes (Figure 14).  

Figure 13 : Banc optique du cytomètre BD Canto 10 et fluorochromes utilisés pour 
l’immunophénotypage 
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Conformément aux recommandations du fournisseur, les billes ont été marquées 

individuellement avec chacun des 8 fluorochromes choisis pour ce phénotype. 

 

L’analyse de la fluorescence des mono-marquages sur l’ensemble des PMT 

(Photomultiplicateur) du cytomètre révèle le chevauchement des spectres d’émission des 

fluorochromes et permet au logiciel d’acquisition DIVA de calculer la matrice de compensation 

à appliquer pour soustraire la contamination spectrale. 

 

 

 

 

 

Figure 14 : Représentation de la fuite spectrale des fluorochromes – Matrice de 
compensation 
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 Phénotypage membranaire 

Le phénotypage membranaire des splénocytes décongelés et des PBMC a été réalisé dans 

du PBS supplémenté avec 1% d’albumine de sérum bovin (bovin serum albumin – BSA), pendant 

30 min à 4°C.  

 

En conformité avec la nomenclature proposée par Sptiz en 2013, nous avons identifié les ILC 

en excluant d’abord les cellules des lignées lymphoïdes, myéloïdes, plasmacytoïdes, et les 

cellules souches par l’utilisation d’un cocktail d’Ac FITC appelé « lineage » (Lin) (tableau 2)(Spits 

et al., 2013). 

 

Les ILC ont ensuite été identifiées par un anti-CD161 BV605 et un anti-CD127 BV510, et les 

sous-populations d’ILC distinguées par l’utilisation des anticorps anti-CRTh2 PeCy7, anti-CD117 

BV421, et anti-NKp44 Per-eFluor710.  

L’ensemble des Ac ayant permis la caractérisation de ces populations sont répertoriés dans 

le tableau 3. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Ly T Ly B NK
Mono     

Macro
DC Masto

Cellules 

souches

 CD3  CD19  CD16  CD14  CD123  FcεR1  CD34

 TCRαβ  CD20  CD94  CD16  CD303

 TCRγδ

Tableau 2 : Composition du cocktail d’exclusion (Lin) 

Ag Fluorochrome Fournisseur

HLA-DR APC Miltenyi

CD40L PE eBiosciences

ICOS APC eBiosciences

BAFF APC eBiosciences

Ki67 PE Miltenyi

INF-γ APC eBiosciences

IL-17 PE eBiosciences

GM-CSF APC Miltenyi

IL-10 PE eBiosciences

IL-22 PE eBiosciences

IL-5 APC Miltenyi

TNF-α PE eBiosciences

IL-2 APC eBiosciences

CCR6 AlexaFluor647 Biolegend

CCR7 PE eBiosciences

CXCR5 PE eBiosciences

CD62L PE eBiosciences

CXCR3 PE BD Pharmingen

Ag Fluorochrome Fournisseur

Lineage cocktail 3    
(CD3, CD14,           

CD19, CD20)

FITC BD Pharmingen

CD123 FITC BD Pharmingen

CD34 FITC BD Pharmingen

TCRαβ FITC eBiosciences

TCRγδ FITC eBiosciences

FCεRI FITC eBiosciences

CD303 FITC Biolegend

CD16 FITC eBiosciences

CD94 FITC Biolegend

CD127 BV510 Biolegend

CD161 BV605 Biolegend

CRTH2 PeCy7 Biolegend

CD117 BV421 Biolegend

NKp44 PerCP-eFluor710 eBiosciences

CD80 PE eBiosciences

CD83 APC Biolegend

Tableau 3 : Liste et provenance des anticorps utilisés pour l’immunophénotypage 
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 Sécrétion de cytokines 

Afin de stimuler la production de cytokines des populations d’intérêt, les splénocytes ont 

été incubés 4h à la concentration de 106 cellules/ml de milieu RPMI et 10% SVF, à 37°C, en 

présence de PMA 0,1 µg/ml et de ionocycine 1µg/ml. L‘activité de leur l’appareil de golgi a été 

inhibée par l’ajout de Brefeldine A (BD Golgi Pulg) à 1µl/ml, empêchant ainsi la sécrétion des 

cytokines produites et permettant leur détection au sein du cytoplasme. 

La quantification des cytokines intracellulaires a été réalisée après fixation et 

perméabilisation des membranes cytoplasmiques en utilisant le kit « Intracellular fixation and 

permeabilization buffer » eBioscience™. 

 

 

 Expression des facteurs de transcription 

Le marquage des facteurs de transcription et du marqueur de prolifération Ki67 a été réalisé 

après la fixation et perméabilisation des membranes cytoplasmiques et nucléaires par 

l’utilisation du kit « True Nuclear™ transcription factor buffer set » BioLegend. 

 

 

2.4 Tri des ILC spléniques 

Les ILC spléniques totales issues de la rate d’un patient atteint de PTI ont également été 

triées. Après dissociation de la rate, une première étape d’enrichissement par un tri 

magnétique a été réalisée en conditions stériles. Les cellules ont été marquées avec l’Ac lin3 

FITC (BD - CD3 CD14 CD19 CD20) pendant 30 minutes à 4°C en présence d’un tampon de BSA 

et EDTA (Running Buffer - Miltenyi). L’utilisation de billes magnétiques dirigées contre la FITC a 

permis d’exclure les cellules exprimant ces marqueurs, permettant d’obtenir une fraction 

splénique enrichie en ILC. Le tri magnétique a été effectué avec l’AutoMACS® pro separator 

(Miltenyi) selon les recommandations du fournisseur. 

Le tri par cytométrie en flux (BD FACSAria II) des ILC totales a été réalisé selon la stratégie 

de phénotypage habituelle, à partir des splénocytes déplétés en LT, LB et monocytes. 

Le tri magnétique de 150 millions de splénocytes nous a permis d’obtenir 9,03 millions de 

cellules dans la fraction splénique enrichie à partir de laquelle nous avons trié 61 731 ILC.  
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2.5 Expansion des ILC spléniques 

Dans le but de suivre leur prolifération, les ILC triées ont été marquées par un colorant 

cytoplasmique fluorescent permanent, le CellTrace FarRed (Invitrogen), qui est excité par le 

laser rouge et émet un maximum de fluorescence à 661nm.  

Afin d’induire une prolifération des ILC spléniques triées, celles-ci ont été cultivées pendant 

7 jours à 37°C dans du RPMI 10% SVF, en présence d’un cocktail de cytokines associant l’IL-2 

(10UI/ml – Miltenyi) +/- IL-1β (50ng/ml - Miltenyi) +/- IL-7 (50ng/ml - Milyenyi) +/- IL-23 

(50ng/ml – Miltenyi).  

Les proportions et la prolifération des ILC ont été mesurées par cytométrie en flux. A chaque 

division cellulaire, le cytoplasme des cellules est réparti entre les deux cellules filles, divisant 

ainsi la quantité de colorant cytoplasmique par 2. L’indice de prolifération cellulaire est ainsi 

proportionnel à la perte de la fluorescence à 660nm. 

 

 

2.6 Analyses statistiques 

L’analyse des données brutes de cytométrie a été réalisée avec le logiciel FlowJo 10.2, les 

résultats sont exprimés soit en % de cellules positives, soit en intensité médiane de 

fluorescence (Median Fluorescence Intensity – MFI), dans ce cas la MFI des contrôles 

isotypiques a été retranchée aux valeurs de MFI des Ag recherchés. Les expériences de 

prolifération ont été analysées avec le logiciel ModFit LT5 et l’analyse statistique avec le logiciel 

GraphPad Prism5.   

 

En raison de la distribution non normale des données, celles-ci ont été comparées par le test 

non paramétrique de Mann-Whitney et les corrélations effectuées avec le test de Spearman. 

Les résultats sont exprimés par leur médiane [interquartiles]. Les valeurs p < 0,05 sont 

considérées comme significatives. 
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RESULTATS 

1 Identification des ILC auxiliaires spléniques 

La 1ère étape de notre étude a consisté à valider la stratégie d’identification phénotypique 

des ILC afin de comparer leurs distributions dans les compartiments sanguins et spléniques, 

dans des conditions physiologiques. 

Après élimination des doublets par la discordance de leur taille avec leur aire, nous avons 

sélectionné des cellules à la morphologie lymphoïde sur les critères de taille et de granularité. 

Cette sélection, très majoritairement constituée de lymphocytes nous a permis d’exprimer la 

fréquence des ILC spléniques en nombre d’ILC par million de lymphocytes. 

 

Les ILC n’exprimant aucun des marqueurs des lignées lymphoïdes, myéloïdes, 

plasmacytoïdes et des cellules souches, elles sont sélectionnées par la négativité du marquage 

d’exclusion Lin, puis la population d’ILC totale est identifiée par la co-expression de CD161 et 

CD127 (Figure 15). 

Les sous-populations d’ILC sont identifiées selon les phénotypes suivants : 

 ILC1: Lin- CD161+ CD127+ CRTh2- CD117-  

 ILC2: Lin- CD161+ CD127+ CRTh2+ 

 ILC3: Lin- CD161+ CD127+ CRTh2- CD117+  

 ILC3 NCR- : NKp44- 

 ILC3 NCR+ : NKp44+ 

 

 

Cette stratégie phénotypique nous a permis d’identifier les ILC sanguines et leurs sous-

populations. Les ILC sanguines représentent environ 0,1% des cellules de morphologie 

lymphoïde (Figure 15). Les ILC3 NCR- constituent la population majoritaire alors que les ILC3 
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NCR+ sont quasiment inexistantes, ce qui est en accord avec la description du compartiment 

sanguin proposée par Lim (Lim et al., 2017).  

Dans la rate, les ILC totales représentent près de 0,3% des cellules lymphoïdes, l’ensemble 

des sous-populations est présent et les ILC3 NCR- sont prédominantes (Figure 15).  

 

 

Lorsque l’on compare la quantité d’ILC totales issues de prélèvements sanguins de 9 témoins 

sains et de 11 rates contrôles, il n’y a pas de différence significative entre leurs taux (872 ILC/ 

106 lymphocytes sanguins [664-1664]) et 2443 ILC /106 lymphocytes spléniques [311-3392]), 

malgré une médiane d’ILC spléniques 3 fois supérieure (Figure 16). 

Bien que le pool d’ILC totales soit identique, la distribution des sous-populations est très 

différente entre le compartiment sanguin et splénique. Les ILC1 et les ILC2 sont très peu 

présentes dans les rates des sujets contrôles en comparaison avec leur fréquence dans le sang 

(respectivement 4.8% vs. 27% des ILC totales, p=0,008 et 2.5% vs. 14,5% des ILC totales, 

p=0,001). Inversement, la proportion d’ILC3 totale, est beaucoup plus abondante dans les rates 

que dans le sang (90% vs. 49.5% des ILC totales, p=0,001). Les ILC3 représentent 90% des ILC 

totales dans une rate saine, soit près de 2200 ILC3/million de lymphocytes, faisant d’elles la 

population d’ILC spléniques prédominante.  

 

 

 

L’étude des molécules d’adressage CXCR3 et CCR6 par les ILC totales sanguines et spléniques 

révèle un profil d’expression « opposé » selon les compartiments (Figure 17). De façon 

cohérente avec la faible représentation des ILC1 dans la rate, CXCR3, récepteur des chémokines 

CXCL9 CXCL10 CXCL11 et marqueur de polarisation de « type Th1 » est moins exprimé par les 
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Figure 16 : Quantification des ILC auxiliaires et de leurs sous populations 
dans les compartiments sanguins et spléniques 
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ILC totales spléniques que par les ILC totales sanguines (10.4% vs. 1.4%, p=0,01). Inversement, 

en cohérence avec la prédominance des ILC3 dans la rate, la proportion d’ILC exprimant CCR6, 

récepteur de CCL20 et marqueur de la polarisation de « type Th17 » est plus élevée dans la rate 

(69.8% vs. 42.2%, p=0,03). 

 

Dans le sang, la proportion d’ILC exprimant HLA-DR est relativement faible (respectivement 

pour les ILC1, 2 et 3 : 4,5%, 3,5% et 16,6%), en revanche beaucoup plus d’ILC spléniques 

expriment cette molécule, notamment au sein des sous-populations d’ILC2 et d’ILC3 

(respectivement 81% et 68,5%). 

 

 

Cette étude du compartiment splénique humain dans des conditions physiologiques, nous a 

permis d’identifier et de quantifier l’ensemble des sous-populations d’ILC pour la première fois. 

La forte expression de CCR6 est le reflet d’une proportion prédominante d’ILC3 dans la rate et 

l’expression de HLA-DR laisse supposer que ces ILC puissent avoir des fonctions de cellules 

présentatrices d’antigènes.  

 

 

2 Etude phénotypique des ILC auxiliaires spléniques au cours du PTI 

2.1 Elaboration du phénotype d’intérêt 

Dans le but de sélectionner les Ag les plus appropriés à la caractérisation des ILC auxiliaires 

spléniques au cours du PTI, nous avons évalué l’expression d’un large panel de marqueurs 

d’intérêt par les 4 sous-populations issues de 3 rates de patients et témoins. 
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Figure 17 : Expression des molécules d’adressage et du CMH-II par les 
ILC spléniques et sanguines 
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Dans ces expériences de mise au point, l’expression de 14 marqueurs de costimulation, 

d’activation, de prolifération ou molécules d’adressages a été mesurée ainsi que l’expression 

de 3 facteurs de transcription et la production de 10 cytokines. L’établissement d’un score 

d’expression nous a permis d’identifier les Ag non pertinents afin de les exclure du phénotype 

final. Ainsi, en fonction de l’expression et de l’intensité du marquage, nous avons attribué pour 

chacun des Ag recherchés, une valeur d’expression de 0 à 2. La somme des valeurs établies au 

cours du phénotypage des 3 rates nous a permis d’établir un score d’expression, de 0 à 6 dont 

les valeurs sont reportées dans le tableau 4 (en gris, les Ag non retenus pour l’analyse des ILC).  

 

 En raison de l’absence de détection de l’expression des marqueurs de costimulation CD40L 

et ICOS, des marqueurs d’activation CD69 et CD25 et de la chémokine CCR7, ces Ag ont été 

exclus de l’analyse phénotypique. De façon similaire, la sécrétion d’IL-17 n’ayant pas été 

détectée dans nos conditions de stimulation sa recherche n’a pas été maintenue et nous avons 

préféré une analyse de la production intracellulaire de BAFF à son expression membranaire 

(BAFFm). Les autres marqueurs ont été conservés. 

Tableau 4 : Score d’expression des antigènes étudiés 

NCR- NCR+

 CD83 3 5 4 4

 CD80 1 0 1 1

 CD86 3 1 1 2

 CD40L 0 1 0 0

 ICOS 0 0 0 0

 HLA-DR 4 5 6 6

 CD69 1 0 0 1

 CD25 0 0 0 0

 CD62L 3 2 3 2

 CXCR5 3 0 0 1

 CCR6 3 3 6 6

 CXCR3 3 0 0 0

 CCR7 1 0 0 0

Prolifération  Ki67 0 0 1 1

 IL-2 4 4 3 4

 TNFα 6 6 6 6

 GM-CSF 2 3 3 3

 IFNγ 5 2 2 2

 IL-17 0 0 0 0

 IL-22 0 1 2 2

 BAFF(m) 1 2 2 2

 BAFF 4 4 4 4

 IL-5 2 2 2 3

 IL-10 3 2 3 3

 Tbet 3 1

 GATA3 2 3

 RORγ 1 1

Facteurs de 

transcription

0

2

3

ILC1 ILC2
ILC3

Costimulation

Activation

Adressage

Cytokines
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2.2 Quantification des ILC  

L’analyse quantitative de la population globale d’ILC auxiliaires révèle une fréquence 

médiane similaire dans les rates des patients de PTI et dans les rates contrôles (2443 vs. 2349 

ILC par million de lymphocytes) (Figure 18). La quantification des sous-populations montre 

également une relative stabilité de la fréquence des ILC2, ILC3 NCR+ et ILC3 NCR- ; en revanche 

la proportion d’ILC1 spléniques est augmentée chez les patients atteint de PTI (84 vs. 236.8 

ILC1 par million de lymphocytes, p=0,03). 

 

 

Du fait de l’augmentation de la fréquence des ILC1 spléniques au cours du PTI d’une part, et 

de la prédominance de la population d’ILC3 d’autre part, nous avons focalisé la caractérisation 

phénotypique sur ces deux populations. De surcroit, la très faible proportion d’ILC2 dans les 

rates ne permettait pas une analyse approfondie de leur phénotype.   

 

 

2.3 Caractérisation phénotypique des ILC spléniques au cours du PTI  

 ILC auxiliaires totales 

Bien que la fréquence d’ILC totales soit similaire dans les rates des patients et des témoins, 

nous avons dans un premier temps analysé le pool d’ILC dans sa globalité. L’expression des 

facteurs de transcription T-bet et ROR-γt a été mesurée sur 4 échantillons. Comme attendu, 

l’expression de T-bet est plus intense dans la population d’ILC1 alors que RORγt est 

principalement exprimé par les ILC3 et le pool d’ILC totales, puisque majoritairement constitué 

d’ILC3 (Figure 19). 

0

4000

8000
10000

12000

 I
L

C
 p

e
r 

1
0

6
 L

y

Patient

Témoin

0

20

40

60

80

100

%
 p

a
rm

i 
IL

C
 t

o
ta

le
s

Figure 4: Quantification des ILC effectrices spléniques au cours de 
la Thrombopénie immunologique
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Figure 18 : Quantification des ILC auxiliaires spléniques  
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De façon similaire, l’expression du marqueur de prolifération Ki67 a été mesurée à partir de 

4 échantillons. Le niveau d’expression de Ki67 par les ILC spléniques est très bas, ce qui traduit 

l’absence de prolifération de ces cellules (Figure 19). 

 

 

L’analyse des molécules d’adressage montre une expression faible et similaire de CXCR5 et 

CXCR3 par les ILC spléniques des patients et des témoins (respectivement 1,29% vs. 1,70% et 

1,36% vs. 1,61%) (Figure 20). CCR6 est le récepteur de chémokine majoritairement exprimé par 

les ILC spléniques et ce de façon similaire entre patients et témoins. L’expression de son ligand, 

CXCL20 dans la zone marginale des organes lymphoïdes secondaires laisse supposer une 

localisation préférentielle des ILC au sein des zones marginales spléniques (Magri et al., 2014). 

Enfin, le taux d’ILC exprimant la L-sélectine (CD62L) dans la rate des patients atteint de PTI est 

plus important (0,27% vs. 5,45%, p=0,0005).  
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Figure 20 : Expression des molécules d’adressage par les ILC 
spléniques totales 
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Tel que nous l’avons observé lors de la comparaison des compartiments sanguins et 

spléniques, l’expression d’HLA-DR par les ILC spléniques est élevée (Figure 21). Bien que la 

proportion d’ILC exprimant HLA-DR chez les témoins soit très variable d’un individu à l’autre, 

les proportions d’ILC exprimant HLA-DR dans les rates des témoins et des patients atteints de 

PTI sont similaires (67,92% vs. 65,89%). 
 

En revanche, les taux d’ILC exprimant les molécules de costimulation CD80, CD86 et CD83 

sont très bas et identiques entre les témoins et les patients (Figure 21). Une telle différence 

entre les proportions d’ILC exprimant le CMH-II et les molécules de costimulation est en faveur 

d’une population prédominante exprimant le CMH-II sans les molécules de costimulation qui 

pourrait donc avoir des fonctions de CPA tolérogènes.  

 

 

L’étude des cytokines sécrétées par les ILC spléniques après une stimulation de 4 heures par 

PMA/iono révèle un profil pro-inflammatoire au cours du PTI (Figure 22). La fréquence des ILC 

sécrétant les cytokines pro-inflammatoires IL-2 et GM-CSF est plus importante au cours du PTI 

(respectivement, 10% vs. 18% des ILC totales p=0,03 et 2,7% vs. 8,2%, p=0,015). Le TNF-α est 

0

4000

8000
10000

12000

 I
L

C
 p

e
r 

1
0

6
 L

y

Patients 

Témoins 

0

20

40

60

80

100

%
 p

a
rm

i 
IL

C
 t

o
ta

le
s

Figure 21 : Expression de HLA-DR et des molécules de 
costimulation par les ILC spléniques totales  
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Figure 22 : Sécrétion de cytokines par les ILC totales 

IL-2

0

20

40

60

80

100 

C
e
lls

 (
%

)

IL-2 TNF-a

0

20

40

60

80

100

C
e
lls

 (
%

)

TNF-α GM-CSF

0

10

20

30

40 

C
e
lls

 (
%

)

GM-CSF BAFF

0

10

20

30

40

50

C
e
lls

 (
%

)

BAFFIL-22IL-22

0

5

10

15

C
e
lls

 (
%

)

IFN-g

0

10

20

30

%
 I
L

C
 T

o
ta

le
s

IFN-γ IL-10

0

5

10

15

20

25

C
e
ll
s
 (

%
)

IL-10



 
Page | 71 

la cytokine la plus sécrétée par les ILC spléniques, sans différence chez les patients et témoins, 

alors que l’IL-22, l’IFN-γ et BAFF sont faiblement sécrétés dans ces conditions de stimulation 

(<10%), avec des fréquences similaires entre patients et témoins.  

Malgré l’absence de différence significative entre les patients et les témoins, environ 6 % 

des ILC spléniques sécrètent de l’IL-10 dans ces conditions de stimulation, traduisant 

vraisemblablement des propriétés régulatrices des ILC spléniques (Figure 22). 

 

 

 

L’analyse des ILC spléniques par groupes de patients, selon les traitements administrés 

préalablement à la splénectomie, n’a révélé aucune incidence sur la fréquence des ILC 

spléniques, la distribution des sous-populations, l’expression des marqueurs membranaires ou 

la sécrétion des cytokines (données non représentées). 

 

 

 Les ILC1  

La proportion d’ILC1 est augmentée dans les rates des patients atteints de PTI et elles 

présentent un état d’hyperactivation (Figure 23) 

 

La proportion d’ILC1 spléniques exprimant la molécule d’adressage aux organes lymphoïdes 

secondaires CD62L est augmentée dans les rates des patients (1,58% vs. 14,12% des ILC1, p= 

0,008) tout comme le taux d’ILC1 exprimant le récepteur de chémokine CXCR3 (1,5% vs. 4,3% 

des ILC1, p=0,03). Par ailleurs, au sein des rates des patients atteints de PTI, on observe une 

augmentation de la proportion d’ILC1 sécrétant de l’IL-2, cytokine importante pour la 
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Figure 23 : Phénotype des ILC1 spléniques au cours du PTI (molécules 
d’adressage, d’activation et cytokines) 
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prolifération lymphocytaire, et de l’IFN-γ, cytokine de polarisation pro-inflammatoire 

(respectivement 9,09% vs. 18,42% d’ILC1, p=0,0038 puis 3,24% vs. 8,70% d’ILC1, p=0,03). 

 

Le récepteur CXCR3 est le récepteur des chémokines induites par l’IFN-γ (CXCL9, CXCL10 et 

CXCL11). Il existe une corrélation positive entre la fréquence d’ILC1 spléniques exprimant 

CXCR3 et la sécrétion d’IFN-γ après 4 heures de stimulation (Figure 24).  

 

 

 Les ILC3 totales 

Les ILC3 spléniques représentent la population majoritaire des ILC et leur fréquence est 

similaire dans les rates des patients et des témoins, (Figures 18 et 25).  

 

L’analyse de cette population dans sa globalité révèle une augmentation de la proportion 

exprimant CD62L au cours du PTI (0,15% vs. 3,54% des ILC3, p=0,0017). Le taux d’ILC3 
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Figure 25 : Les ILC3 spléniques au cours du PTI  
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Figure 24 : Corrélation entre l’expression de CXCR3 et la 
sécrétion d’IFN-γ par les ILC1 au cours du PTI  
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exprimant CCR6 est élevé, mais équivalent dans les rates des témoins et patients (66,01% vs. 

69,94% d’ILC3) (Figure 25).  

 

 

Après 4h de stimulation par la PMA et la ionomycine, on observe une tendance à 

l’augmentation de la proportion d’ILC3 secrétant de l’IL-2 mais de façon non significative (7,46% 

vs. 11,28%) (Figure 26). Nous n’avons pas été en mesure de détecter une production d’IL-17 

dans les conditions de stimulation appliquées (résultats de mise au point, tableau 04), comme 

cela a déjà été rapporté (Magri et al., 2014). Par ailleurs, la proportion d’ILC3 totales exprimant 

l’IL-22 est très faible et ne diffère pas entre patients et témoins. La proportion d’ILC3 exprimant 

BAFF est également similaire entre les témoins et les patients. 

 En revanche, la fréquence d’ILC3 totales sécrétant du GM-CSF, cytokine pro-inflammatoire 

activatrice des macrophages et des polynucléaires, est augmentée dans les rates des patients 

atteints de PTI (1,58% vs. 6,45% des ILC3, p=0,0083). 

  

 

 

 

Bien qu’elle soit similaire chez les patients et les témoins, la fréquence d’ILC3 spléniques 

exprimant de HLA-DR est importante (>65%) et l’intensité d’expression de ces molécules est 

élevée (Figure 27). Plusieurs articles ont attribué des propriétés de présentation antigénique 

aux ILC3, tantôt activatrices, tantôt tolérogènes (Bjorklund et al., 2016; Magri et al., 2014).  

Au niveau splénique, nous observons une faible proportion d’ILC3 exprimant les molécules 

de costimulation CD83 et CD86 tant chez les patients que chez les témoins, avec une intensité 

d’expression très faible comparativement au HLA-DR. De ce fait, les ILC3 spléniques ne sont 
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Figure 26 : Sécrétion cytokinique des ILC3 spléniques 
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probablement pas en mesure d’induire une activation efficace des lymphocytes. Le défaut de 

signalisation via CD28 conduisant à l’anergie ou la mort des lymphocytes, cette divergence 

d’expression confère probablement aux ILC des propriétés tolérogènes.   

 

 

 Les sous-population d’ILC3 

Classiquement, on distingue chez l’homme deux sous-populations d’ILC3 selon l’expression 

du récepteur de mort, NKp44. Dans le cadre de notre étude de la physiopathologie du PTI, nous 

n’avons pas identifié de différence entre ces deux populations chez les patients et les témoins. 

Leur fréquence, leur profil phénotypique et leur production de cytokines sont identiques 

(données non représentées). 

 

Récemment, sur les bases d’une étude transcriptomique, la classification des ILC3 a été 

révisée et 3 sous-populations se distinguent (Bjorklund et al., 2016) : 

 ILC3 NCR+ : population activée, la plus à même de sécréter des cytokines. 

 ILC3 NCR-HLA-DR+ : Sous-population majoritaire dans les organes lymphoïdes secondaires 

dépourvue de molécules de costimulation et ayant des fonctions tolérogènes 

 ILC3 NCR-CD62L+ : Sous-population minoritaire dans les organes lymphoïdes 

secondaires, considérée comme des cellules naïves.  
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Figure 27 : Fréquence et intensité 
d’expression de HLA-DR et des molécules 
de costimulation par les ILC3 spléniques 
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Nous avons identifié et quantifié ces 3 sous-populations au sein des splénocytes des patients 

atteints de PTI et des témoins (Figure 28). Tel que décrit dans les ganglions, les ILC3 NCR-HLA-

DR+ constituent la sous-population d’ILC3 majoritaire et les ILC3 NCR-CD62L+ sont presque 

inexistantes dans les rates des témoins (Figure 29).  

 

 

Rapporté par million de lymphocytes, le nombre d’ILC3 NCR+ et d’ILC3 NCR-HLA-DR+ est 

similaire entre patients et témoins (respectivement 14,44 vs. 7,78 et 40,68 vs. 44,82 par million 

de lymphocytes), en revanche la fréquence des ILC3 NCR-CD62L est augmentée chez les 

patients (0,11 vs. 3,0 par million de lymphocytes, p=0,0008) (Figure 29). 

 

Le CD62L et le HLA-DR n’étant pas inclus dans notre phénotype d’indentification des ILC, ces 

marqueurs n’ont pas été mesurés dans l’ensemble des tubes. De ce fait, nous ne pouvons pas 

analyser plus précisément le phénotype et la production cytokinique de ces sous- populations, 

Figure 28 : Identification des 3 sous-populations d’ILC3 dans la rate d’un patient atteint de PTI 
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Figure 29 : Répartition des populations 
d’ILC3 spléniques  
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ce qui aurait pu être informatif pour déterminer leurs fonctions et propriétés. 

La démonstration d’une corrélation positive entre les fréquences des ILC1 CD62L+ et des 

ILC3 NCR-CD62L+ est le reflet de l’augmentation simultanée de ces deux populations au cours 

du PTI (Figure 30). Associé à leur commune expression de CD62L, ces éléments laissent 

supposer une possible colocalisation dans les zones marginales de la rate et un potentiel lien 

entre ces 2 populations cellulaires.  

 

 

Bien que la fréquence des ILC3 NCR-CD62L+ soit augmentée au cours du PTI, cette population 

reste rare puisque qu’elle ne représente que 3% des ILC totales en moyenne dans le PTI, soit 

environ 70 cellules par million de lymphocytes. Ces cellules ne semblent pour autant pas 
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Figure 31 : Fréquence des ILC3 et ILC1 spléniques au cours du PTI en fonction 
de la réponse à la splénectomie 
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anodines dans la physiopathologie du PTI car dans la rate des patients réfractaires à la 

splénectomie, on note une diminution de la population d’ILC3 NCR-CD62L+ alors que les ILC3 

NCR-HLA-DR+ sont augmentées (Figure 31). 

 On observe également une baisse de la fréquence des ILC3 NCR+ et des ILC1 CD62L+ mais 

non significative, possiblement en raison du nombre trop faible de patients réfractaires inclus 

dans notre étude (Figure 31). 

 

 

L’analyse de l’expression de CD80 et CD86 n’a pas été réalisée dans les rates des patients 

non répondeurs. En revanche, la comparaison de l’intensité d’expression de CD83 et CMH-II 

confirme un profond déséquilibre d’expression entre les molécules de présentation 

antigénique et les molécules de costimulation chez les patients non répondeurs.  

 

 

 

Ceci pourrait traduire la mise en œuvre de mécanismes d’immunorégulation dans les rates 

des patients non répondeurs, impliquant notamment l’expansion d’une population d’ILC 

tolérogènes, ILC3 NCR-HLA-DR+ (Figure 32).  
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L’analyse de la sécrétion des cytokines par les ILC totales, en fonction de la réponse à la 

splénectomie semble corroborer l’hypothèse d’une activité régulatrice des ILC spléniques dans 

la rate des patients réfractaires. On visualise, malgré la faiblesse de l’échantillon, une 

augmentation significative du taux d’ILC spléniques sécrétant de l’IL-10 et une tendance à la 

baisse du taux d’expression de l’IL-2 (Figure 33).  

 

 

 

 

Ainsi, cette étude du compartiment splénique humain permet une première description 

phénotypique des ILC relativement complète.  

Dans des conditions physiologiques, l’ensemble des sous-populations d’ILC a été identifié et 

la fréquence moyenne des ILC totales est de 2443 ILC par million de lymphocytes. Les ILC2 sont 

très peu représentées dans la rate, les ILC3 sont prédominantes et les ILC3 NCR- constituent la 

sous-population majoritaire. Les ILC spléniques totales expriment majoritairement le récepteur 

de chémokine CCR6 et sécrètent d’importantes quantités de TNF-α. Les ILC3 expriment 

fortement HLA-DR mais elles n’expriment pas ou peu les molécules de costimulation. Par 

ailleurs, dans nos conditions de stimulation, la proportion d’ILC3 qui secrètent des cytokines 

« Th17 » telles que l’IL-17 et l’IL-22 sont très faibles.  

 

Au cours du PTI, la fréquence des ILC totales est similaire dans la rate des patients et des 

témoins, en revanche elles sont plus nombreuses à exprimer CD62L et à sécréter de l’IL-2 et du 

GM-CSF. Les ILC1 spléniques sont en plus grand nombre au cours du PTI, avec une 

augmentation de la proportion de cellules exprimant CXCR3 et CD62L, et secrétant de l’IL-2 et 

de l’IFN-γ. Les ILC3 constituent la population d’ILC prédominante dans la rate mais leur 

Figure 33 : Sécrétion cytokinique par les ILC totales en fonction de la réponse 
à la splénectomie 
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proportion est similaire chez les patients et les témoins. La proportion d’ILC3 spléniques 

secrétant du GM-CSF est plus importante au cours du PTI et on observe une augmentation de 

la sous-population d’ILC3 NCR-CD62L+, corrélée avec la fréquence des ILC1 CD62L+.  

 

Enfin, la répartition des sous-populations d’ILC spléniques des patients non répondeurs 

diffère par des proportions moindres d’ILC3 NCR-CD62L+, d’ILC3 NCR+ et d’ILC1 CD62L+ au profit 

des ILC3 NCR-HLA-DR+. L’augmentation cette population d’ILC3 NCR-HLA-DR+, n’exprimant pas 

ou peu les molécules de costimulation et l’augmentation de la proportion d‘ILC3 sécrétant de 

l’IL-10 et peu d’IL-2 sont autant de signes en faveur d’un rôle principalement régulateur des ILC 

spléniques dans la rate des patients non répondeurs à la splénectomie. 

 

 

 

3 Expérience d’expansion des ILC 

L’analyse fonctionnelle des sous-populations d’ILC spléniques et sanguines est limitée par la 

très faible fréquence de ces cellules. De ce fait, nous avons cherché à expandre les ILC 

spléniques pour en faciliter l’étude.  

 

Le pool d’ILC totales a été trié par cytométrie en flux selon la stratégie usuelle 

d’identification (Figure 34) à partir de splénocytes frais dissociés de la rate d’un patient atteint 

de PTI et enrichi par tri magnétique (cf. matériels et méthodes).  La répartition des sous-

populations était la suivante : ILC1 2,69%, ILC2 15,7%, ILC3 NCR- 45,5% et ILC3 NCR+ 35,7%.  

 

Après 7 jours de culture avec un cocktail cytokinique associant l’IL-1β +/- l’IL-2 +/-l’IL-7 +/-

l’IL-23, la prolifération des cellules et la répartition des sous-populations ont été analysées.   

Notre choix s’est porté sur ces cytokines car l’IL-7, dont l’ensemble des ILC expriment son 

récepteur, le CD127 et l’IL-1β sont des cytokines nécessaires à la différenciation et la 

prolifération des ILC et de leurs précurseurs. L’IL-2 est indispensable à la prolifération des 

Figure 34 : Identification et répartition des sous-populations des ILC triées par cytométrie en flux 
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cellules lymphoïdes et par ailleurs, l’association de l’IL-1β et de l’IL-23 est nécessaire à la 

différenciation des ILC3 (Crinier et al., 2017).  

 

Les ILC non stimulées, cultivées 7 jours sans ajout de cytokines, présentent une bonne survie, 

et même une légère prolifération (indice de prolifération - IP=2,0) (Figure 36). 

De façon surprenante, leur phénotype évolue après plusieurs jours de stimulation :  les ILC 

non stimulées sont toujours dépourvues des marqueurs des lignées hématopoïétiques mais 

perdent également l’expression du récepteur CD127. De plus, 88% des cellules expriment 

CRTh2, indiquant un phénotype « ILC2-like» (Figure 35). 

 

En présence de cytokines et ce, quel que soit le cocktail utilisé, les ILC ne retrouvent pas 

l’expression de CD127 et environ 15% d’entre elles acquièrent l’expression de marqueurs 

présents dans le « lineage » (exemple de la condition IL-2/IL-7/IL-23, Figure 35). 

 

La répartition des sous-populations est plus classique en revanche, on dénombre des taux 

de cellules CRTh2+ avoisinant les 6% et qui restent relativement constants selon les conditions 

de stimulations. Parmi les cellules CRTh2-, on retrouve les cellules CD117+ Nkp44+/- 

correspondant aux populations d’« ILC3 NCR+ »  et « ILC3 NCR- », ainsi que les cellules CD117- 

correspondant aux « ILC1 ». Après expansion des ILC, on dénombre une quantité importante 

de cellules CD117-Nkp44+ que l’on nommera « ILC1 NCR+ ». L’influence des cocktails sur la 

Figure 35 : Phénotype des sous-populations d’ILC spléniques après 7 jours de stimulation - Exemples 
des cellules en conditions « non stimulées » et en présence d’IL-2, IL-7 et IL-23. 
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répartition des sous-populations et la prolifération de l’ensemble des cellules est rapporté dans 

la figure 36. 

 

L’action conjointe de l’IL-1β et de l’IL-2 entraine une prolifération importante des ILC, 

induisant 6 générations de cellules (IP=8,61) alors que l’ajout d’IL-23 puis d’IL-7 semble 

diminuer la prolifération des ILC. C’est en l’absence d’IL-1β que l’indice de prolifération est le 

plus faible, confirmant l’importance de cette cytokine dans l’induction de la prolifération 

des ILC. 

Sur la représentation de la répartition des sous-populations d’ILC en fonction de la 

stimulation appliquée, on visualise clairement la surprenante proportion d’« ILC2 » lorsque les 

cellules sont cultivées 7 jours sans cytokines (non stimulées). Ces cellules, qui n’ont pas 

proliféré, semblent s’être polarisées vers un phénotype ILC2 par l’acquisition du récepteur 

CRTh2.  

En comparaison avec la répartition des sous-populations d’ILC spléniques du patient à l’état 

basal (J0), après 7 jours de culture avec l’IL-1β et l’IL-2, on observe une relative stabilité de la 

proportion des populations d’ILC1 NCR- et d’ILC3 NCR+. En revanche, dans cette condition, le 

Figure 36 : Prolifération et répartition des sous-populations d’ILC au cours de 
l’expansion induite par différentes cytokines 
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taux d’LC1 NCR+ est fortement augmenté alors que celui des ILC3 NCR- est plus faible. L’ajout 

d’IL-23 dans le cocktail cytokinique favorise l’expansion ou la différenciation en ILC3 NCR+ au 

détriment des ILC3 NCR-. Enfin, lorsque le cocktail cytokinique est dépourvu d’IL-1β, la 

proportion d’ILC1 diminue de façon importante, cette condition de stimulation favorisant 

l’expansion des ILC3 NCR+.  

 

Ces résultats issus d’une unique expérience doivent être interprétés avec prudence. A ce 

stade, nous ne pouvons pas déterminer si les modifications des proportions des sous-

populations d’ILC sont le fait de capacités prolifératives différentes ou de phénomènes de 

plasticité ou de différenciation terminale.  

 

 

Néanmoins, si on se focalise sur les populations d’ILC1 NCR- et d’ILC3 NCR+, on peut entrevoir 

certains éléments de réponse. Alors que la proportion d’ILC3 NCR+ semble diminuer avec la 

prolifération des ILC totales, la proportion d’ILC1 NCR+ augmente au fur et à mesure des 

générations. Sur la base de cette observation, nous avons représenté l’évolution de l’expression 

des marqueurs Nkp44, CD117 et « Lineage » au cours des générations cellulaires (Figure 37). 

 

Cette représentation permet de visualiser 2 phases distinctes lors de l’expansion des ILC 

spléniques dans ces conditions de stimulation : une première phase de prolifération au cours 

de laquelle le phénotype des cellules semble stable (générations 1, 2 et 3) puis une seconde 

phase au cours de laquelle les cellules continuent de proliférer mais changent de phénotype 

(générations 4, 5 et 6). 

En présence d’IL-1β, l’expression de Nkp44 est stable au cours des 3 premières générations 

puis on observe un continuum entre la population NCR+ et NCR- à partir de la 4éme génération. 

Dans le cas des stimulations par IL-1β et IL-2 +/- IL-23, on visualise une perte d’expression de 

Nkp44 alimentant les cellules NCR-, principalement au cours de la 5ème génération. Ce 

phénomène requiert la présence d’IL-1β, tandis que l’ajout d’IL-7 dans le cocktail cytokinique 

le bloque partiellement. 

 

Lorsque l’on observe l’évolution de l’expression de CD117 au cours des générations, la 

démonstration est encore plus nette. A partir de la 4ème génération, un continuum 

phénotypique s’établit entre les cellules CD117+ et CD117-, allant jusqu’à une perte 

d’expression presque complète de CD117 par les cellules de 6ème génération en présence d’IL-
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1β. De plus, l’inhibition de la prolifération induite par l’IL-7 ou l’absence d’IL-1β n’altère pas 

cette évolution de phénotype.  

Dans la littérature, il a été décrit une plasticité entre les ILC1 et les ILC3 en présence d’IL-1β, 

IL-2 et IL-23 (Gronke et al., 2016). Dans le cas de notre patient atteint de PTI, cette condition 

de stimulation n’est pas favorable aux ILC3 et elle entraine un léger retard de prolifération qui 

diffère la perte d’expression de CD117.  

 

De façon générale, l’acquisition de l’expression de marqueurs de lignées hématopoïétiques 

« Lin » évolue peu mais de façon relativement constante au cours des générations jusqu’à une 

Figure 37 : Evolution phénotypique des ILC au cours de leur prolifération induite par différents 
cocktails de cytokines 
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expression plus importante par les cellules de 5ème génération. De façon surprenante, les 

cellules ayant dépassé la 6ème génération n’expriment pas de marqueurs de lignée.  

 

Une dernière remarque peut être tirée de cette représentation de la prolifération. En 

présence d’IL-7 et plus encore en absence d’IL-1β, les indices de prolifération sont nettement 

plus faibles (respectivement 5,4 et 3,4). Cette diminution n’est pas due à un retard général de 

la prolifération car une part notable d’ILC sont en 5ème et 6ème génération. Ceci traduit plus 

vraisemblablement une inhibition partielle et/ou totale de la prolifération d’une petite 

proportion d’ILC, puisque certaines d’entre elles sont toujours dans la population 0 et ne sont 

donc pas entrées en division.  

 

 

L’ensemble de ces données préliminaires sur l’expansion et la plasticité des ILC spléniques 

est à confirmer et les conditions d’expansion sont à affiner pour permettre de comparer les 

capacité prolifératives et plastiques des ILC spléniques dans des conditions physiologiques et 

au cours du PTI. 
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DISCUSSION 
 

Dans le cadre de cette étude, nous avons réalisé la première description phénotypique des 

ILC spléniques humaines dans des conditions physiologiques et dans la rate de patients atteints 

de thrombopénie immunologique. Ces travaux permettent une caractérisation de cette lignée 

lymphoïde rare et ouvrent de nombreuses pistes concernant leur localisation prédominante 

dans la microarchitecture splénique, leurs propriétés plastiques, leur provenance et leurs 

propriétés fonctionnelles dans des conditions normales et pathologiques (Figure 38) 
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Figure 38 : Implication des ILC dans la physiopathologie du PTI 
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Nous avons identifié l’ensemble des populations et sous-populations d’ILC spléniques dans 

des conditions physiologiques et la fréquence moyenne des ILC totales est d’environ 2400 ILC 

par million de lymphocytes (0,24%). 

La répartition des sous-populations d’ILC dans la rate est très différente de celle du 

compartiment sanguin. Les ILC3 NCR+ constituent la population d’ILC la plus importante alors 

que les ILC1 et 2 sont très peu représentées. En accord avec cette répartition, la fréquence 

d’ILC spléniques totales exprimant CCR6 est très majoritaire et l’expression de CXCR3 par les 

ILC totales est diminuée dans la rate en comparaison avec le compartiment sanguin. 

 

 

Les ILC spléniques totales 

Dans des conditions physiologiques, la cytokine majoritairement exprimée par les ILC 

spléniques est le TNF-α. Cette cytokine leur confère d’une part des propriétés générales pro-

inflammatoires, par la stimulation probable de la phagocytose des macrophages spléniques, le 

recrutement de monocytes/macrophages et de polynucléaires neutrophiles ou encore en 

contribuant à la sécrétion de nombreuses autres cytokines pro-inflammatoires (IL-6, l’IL-1β…) 

ou facteur de croissance (GM-CSF, M-CSF…). Par ailleurs, les ILC spléniques pourraient 

également contribuer au maintien des centres germinatifs spléniques, le TNF-α étant 

indispensable à la production de CXCL13 par les cellules stromales et les FDC (Tumanov et al., 

2010), ou entretenir l’axe TNF-α/CCL20/CCR6 qui permet le recrutement et la rétention des LB 

dans la zone marginale (Paradis et al., 2014).  

 

La fréquence médiane d’ILC spléniques totales produisant de l’IL-10 est d’environ 5%. Ces 

cellules récemment décrites dans l’intestin chez l’homme dans un contexte inflammatoire sont 

nommées ILC10 ou ILCreg, et présenteraient des propriétés régulatrices par la répression de la 

production des médiateurs inflammatoires et seraient ainsi impliquées dans la résolution de 

l’inflammation (S. Wang et al., 2017). 

 

Etant donné la faible proportion de cellules exprimant les récepteurs de chémokines étudiés, 

il n’est pas évident de déterminer la localisation préférentielle des ILC dans la rate dans un 

contexte non pathologique. Il est peu probable que les ILC soit résidentes dans les manchons 

lymphoïdes périartériolaires car nous n’avons pas été en mesure de détecter l’expression de 

CCR7. L’expression de CD62L est presque inexistante par les ILC des rates témoins et les ILC 

exprimant CXCR5 représentent environ 2%, et sont réparties dans les trois groupes. Cela 

n’exclut pas la possible présence d’ILC au sein des centres germinatifs mais leur influence est 

probablement minime du fait de leur fréquence très faible (0,004% des cellules lymphoïdes) 
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comparativement aux populations lymphocytaires T CD4+ spléniques constituées en moyenne 

de 20% de cellules exprimant CXCR5 et 0,5% de Tfh (Audia et al., 2014).  

In fine, le récepteur de chémokine majoritairement exprimé par les ILC spléniques est CCR6, 

récepteur de CCL20 (également appelé Macrophage Inflammatory Protein-3 - MIP3α). CCR6 

est considéré comme le récepteur de la chémokine indispensable au recrutement des LTh17 

sur les sites inflammatoires, mais il permet également le recrutement des LTreg et son 

expression par les LB et les Tfh influence le développement des CG et favorise la génération 

d’Ig de forte affinité (Lee & Korner, 2017; Reimer et al., 2017). La localisation des cellules 

sécrétant CCL20 dans la rate est peu documentée mais elles seraient principalement présentes 

dans les zones périfolliculaires et les zones marginales mais peuvent également être localisées 

dans les PALS lors d’infections (Lalic et al., 2018; Paradis et al., 2014). 

Cette première description des ILC spléniques ne nous permet pas de déterminer leurs 

localisations, et leur influence potentielle sur les autres cellules immunitaires ou sur 

l’architecture des follicules spléniques dans des conditions physiologiques. Localiser les ILC 

dans le tissu splénique est une étape nécessaire à la compréhension de leur action. La 

localisation de CCL20 par immunohistochimie sur des coupes de rates donnerait une première 

indication. Il est également possible de directement identifier des cellules « ILC like » en 

microscopie à fluorescence par la réalisation d’un marquage ciblant CD3 (ou Lin), CD127 et 

selon la population recherchée Tbet, RORγt ou GATA3 (Mackley et al., 2015; S. Wang et al., 

2017; Withers et al., 2012). 

 

Au cours du PTI, la fréquence des ILC totales spléniques est similaire à celle des témoins, 

tout comme le taux de cellules sécrétrices de TNF-α ou d’IL-10. En revanche elles sont plus 

nombreuses à exprimer le CD62L et à sécréter de l’IL-2 et du GM-CSF principalement du fait 

des ILC1 et ILC3.   

 

 

Les ILC1 spléniques 

Comparativement aux sujets témoins, les ILC1 sont en plus grand nombre dans les rates des 

patients atteints de PTI et sont plus nombreuses à exprimer CD62L et CXCR3 et à sécréter de 

l’IL-2 et de l’IFN-γ. 

L’expression moyenne de CD62L (L-sélectine) par les ILC1 des patients atteints de PTI est de 

14% mais elle peut s’élever jusqu’à 40%. A ce jour, 4 ligands de la L-sélectine ont été identifiés : 

GlyCAM-1, CD34, MadCAM-1 et PSGL-1. Une des fonctions majeures de CD62L est d’initier le 

« rolling » des lymphocytes à la surface des veinules post-capillaires à endothélium épais des 

ganglions (high endothelial venule – HEV) qui expriment les ligands CD34 et GlyCAM-1, 



 
Page | 88 

aboutissant à la transmigration des lymphocytes naïfs à travers les cellules endothéliales pour 

entrer dans les ganglions.  

Bien que cela soit toujours discutée, on considère que la circulation intrasplénique est un 

système ouvert. Les artères centrales, entourées des PALS se ramifient et quittent la pulpe 

blanche pour donner naissance à de courts capillaires qui s’ouvrent directement dans les 

cordons de Billroth. Les cellules sanguines quittent la rate par les sinusoïdes veineux qui 

s’unissent pour former les veines septales puis spléniques. La rate est ainsi dépourvue de HEV 

et le recrutement des lymphocytes est indépendant de CD62L.  

Cependant, les cellules stromales de la zone marginale splénique expriment MadCAM-1, ce 

qui suggère que les ILC1 exprimant CD62L soient localisées dans la zone marginale au cours du 

PTI (Steiniger, 2015). Une étude des rates par microscopie à fluorescence permettrait de 

confirmer cette hypothèse.  

 

L’hypothèse d’une fonction « helper » des ILC vis-à-vis des LB de la zone marginale est peu 

probable car nous n’avons pas détecté d’expression d’ICOS ni de CD40L à la surface des ILC1 

dans les expériences de mise au point. Par ailleurs, l’expression membranaire de BAFF par les 

ILC1 n’est pas augmentée au cours du PTI (~10%). On peut tout de même s’interroger sur une 

expression préférentielle de BAFF par les ILC1 CD62L+. Les modalités de phénotypage et le 

logiciel d’analyse utilisé ne nous permettent pas de répondre à cette question, les deux Ag 

ayant été recherchés dans des tubes différents. En revanche, une réanalyse de nos données en 

utilisant un logiciel d’intégration et d’analyse multidimensionnelle des données de cytométrie 

en flux (type Infinicyt™) permettrait de statuer sur la co-expression de ces marqueurs. Ce type 

de logiciel permet de fusionner les analyses de plusieurs tubes grâce à la reconnaissance des 

cellules analysées sur la base de leur profil de fluorescence de 4 marqueurs identiques. 

 

 

Plus probablement, les ILC1 contribuent à la polarisation Th1/Tc1 et à la survie des LT 

spléniques au cours du PTI.  

L'augmentation de l’expression de CXCR3, récepteur des chémokines induites par l’IFN-γ, 

témoigne de leur état d’activation et est corrélée à la sécrétion d’IFN-γ. De par leur importante 

production d’IFN-γ, les ILC1 pourraient moduler l’activité des CPA et favoriser la polarisation 

des LTh1 et LTc1 de façon directe par l’induction des facteurs de transcription STAT1 puis Tbet, 

ou indirecte par l’inhibition des Th2 et Th17 (Szabo, Sullivan, Peng, & Glimcher, 2003).  

La sécrétion d’IL-2 par les ILC1 est majorée au cours du PTI. Elle favorise leur propre survie 

par une boucle de rétrocontrôle positive autocrine d’une part et d’autre part, si la promiscuité 

des cellules est suffisante, pourrait participer à la survie et la prolifération des LT, plus 

particulièrement des LT CD8+ (Boyman & Sprent, 2012). 
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Les ILC3 spléniques 

Bien que leur fréquence soit stable au cours du PTI, les ILC3 sont prédominantes dans la rate 

et les ILC3 NCR- constituent la sous-population majoritaire. 

 

 

Que ce soit dans des conditions physiologique, ou dans les rates de patients atteints de PTI, 

les ILC3 spléniques expriment majoritairement le récepteur de chémokine CCR6, leur 

permettant probablement de résider dans la zone marginale tel que décrit par Magri (Magri et 

al., 2014). Cet article montre le rôle primordial des ILC3 dans la survie des LB de la zone 

marginale ainsi que leur importance dans la production d’IgM indépendante des LT et passant 

par une expression importante de BAFF, CD40 et DLL-1. Dans notre étude, nous avons observé 

une faible expression de BAFF et CD40 par les ILC3, ce qui va plutôt à l’encontre cette 

hypothèse. Par ailleurs, au cours du PTI, les anticorps antiplaquettes sont essentiellement 

constitués d’isotype IgG.  

En revanche, l’augmentation des ILC3 produisant du GM-CSF pourrait participer à la 

stimulation des LB indépendamment des LT par l’activation des neutrophiles « helpers ». Chez 

la souris, les ILC3 spléniques, par leur forte production de GM-CSF et CXCL9, recrutent et 

activent les neutrophiles de la zone marginale leur permettant in vivo d’influer sur la sécrétion 

d’Ig A, M et G de façon T indépendante. 

Très peu de données sont disponibles sur le rôle des neutrophiles dans la physiopathologie 

du PTI. Une étude in vitro de leur activation par les ILC des patients permettrait dans un premier 

temps de conforter cette hypothèse. 

Par ailleurs, la production de GM-CSF par les ILC3 leur permet probablement de contribuer 

à la maturation des DC mais également d’entretenir l’activation des macrophages spléniques, 

acteurs essentiels dans la physiopathologie du PTI.  

 

Lors de l’analyse des cytokines secrétées par les ILC spléniques, les taux d’IL-22 mesurés sont 

peu élevés et nous n’avons pas été en mesure de détecter la sécrétion d’IL-17 par les ILC3 et 

ce même au sein de la population d’ILC3 NCR+, les plus aptes à sécréter ces cytokines, ce qui a 

déjà été rapporté par d’autres auteurs avec une stimulation identique (Magri et al., 2014). 

De façon générale, l’ensemble des cytokines que nous avons mesuré dans les populations 

d’ILC spléniques est relativement faible, et les proportions d’ILC sécrétant des cytokines 

n’excèdent que rarement 10%, à l’exception du TNF-α et l’IL-2. Cela est probablement du à des 

conditions de stimulation non optimales. Sur la base de nombreux travaux publiés, nous avons 

fait le choix de stimuler les ILC par de la PMA, activateur spécifique de la protéine kinase C (PKC) 

et de NF-κB, associée à la ionomycine, ionophore calcique. Utilisées pour stimuler des LT, ces 

molécules miment une activation via le TCR aboutissant à la sécrétion d’IL-2 en quelque heures. 
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Dans des conditions physiologiques, les ILC sont principalement activées par des cytokines dont 

les voies de signalisation n’engagent généralement pas PKC mais la voie des MAP Kinases 

(mitogen-activated protein kinase). A l’inverse, le choix d’une stimulation cytokinique n’est pas 

aisé car il risque d’influencer la polarisation des ILC. Néanmoins, il est probable qu’une 

utilisation de l’IL-1β et de l’IL-23 permettrait de mesurer la production des cytokines « Th17 » 

tel que l’IL-22 et l’IL-17.  

De ce fait, il serait inapproprié d’exclure la présence d’ILC3 « mémory-like » dont l’exposition 

répétée à un environnement inflammatoire leur confèrerait des capacités de sécrétion d’IL-22 

importantes et rapides (Koues et al., 2016; Shih et al., 2016). Etant donné l’environnement dans 

lequel évoluent les ILC spléniques des patients atteints de PTI, la recherche de ces cellules 

mériterait d’être de nouveau explorée en utilisant une stimulation cytokinique plutôt que 

PMA/iono.  

 

 

Nos travaux confirment l’expression des molécules de CMH-II par les ILC3 spléniques dans 

des conditions physiologiques et sans stimulation.  

Depuis les travaux de Von Burg en 2014 sur des souris, on attribue aux ILC3 des fonctions 

phagocytaires et on la présume capable d’influencer les réponses T et B par présentation 

antigénique. Des ILC3 aux propriétés activatrices avec une surexpression de HLA-DR et des 

molécules de costimulation en réponse à l’IL-1β ont été décrites, leur permettant d’activer les 

LT et de stimuler la sécrétion d’Ig par les LB. 

D’autre travaux plus récents, également réalisés chez la souris, indiquent que les ILC3 

intestinales et ganglionnaires exprimant HLA-DR possèdent une activité tolérogène (Hepworth 

et al., 2015). Par ailleurs, les travaux menés par Bjorklund identifient les ILC3 NCR-HLA-DR+ 

comme une sous-population à part entière dont la signature transcriptomique confirme la 

capacité de présentation antigénique mais leur confère des propriétés tolérogènes en raison 

de l’absence d’expression des molécules de costimulation (Bjorklund et al., 2016). Enfin, dans 

une cohorte pédiatrique atteinte de maladie de Crohn, il a été observé que la diminution 

d’expression du CMH-II par les ILC3 était corrélée à l’augmentation des Th17 (Hepworth et al., 

2015). 

 

Dans le cadre de notre étude, nous avons recherché un lien entre ces populations mais ces 

résultats préliminaires ne nous ont pas permis d’établir de corrélation entre le taux d’ILC3 

exprimant HLA-DR et le taux de Th17 spléniques (donnée non représentée). Cependant la 

fréquence d’ILC3 exprimant les récepteurs de costimulation CD80, CD83 et CD86 est basse et 

l’intensité de leur expression est très faible. Ce déséquilibre est donc plutôt en faveur d’un 
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profil tolérogène de ces ILC3 HLA-DR+, ce qui est corroboré par l’augmentation de la proportion 

d’ILC3 sécrétant de l’IL-10 et peu d’IL-2. 

 La fréquence des ILC3 exprimant HLA-DR est similaire au cours du PTI mais, dans la rate des 

patients non répondeurs à la splénectomie, la population d’ILC3 NCR-HLA-DR+ est largement 

prédominante.  

 

Ceci suggère que chez certains patients, des mécanismes tolérogènes mettant notamment 

en jeu les ILC soient mis en place afin de réguler la destruction plaquettaire splénique et de 

maintenir une certaine tolérance. Chez les patients non répondeurs à la splénectomie, la 

destruction plaquettaire a probablement lieu dans d’autres organes que la rate expliquant 

l’absence de réponse à la splénectomie. 

Afin d’affirmer les propriétés tolérogènes de cette sous-population d’ILC, il faudrait en 

premier lieu consolider ces observations dans un groupe plus important de patients non-

répondeurs. Par ailleurs, les capacités de phagocytose des ILC3 pourrait être confirmée sur la 

population d’ILC totales (majoritairement constituée d’ILC3) avec des billes de latex 

fluorescentes puis avec des plaquettes opsonisées. Par la suite, des expériences de coculture 

avec des lymphocytes permettraient de déterminer les fonctions activatrices ou tolérogènes 

des ILC3 spléniques humaines.  

 

 

Dans les rates contrôles comme dans celles des patients atteints de PTI, nous avons identifié 

les 3 sous-populations d’ILC3 décrites par Bjorklund dans les ganglions humains sur la base de 

leur profil transcriptomique. Alors que les taux d’ILC3 NCR+ et ILC3 NCR-HLA-DR+ sont similaires 

chez les patients et les témoins, la fréquence d’ILC3 NCR-CD62L+ est augmentée dans les rates 

des patients atteint de PTI.   

Cette population dont l’analyse transcriptomique est en faveur de cellules naïves n’est pas en 

mesure de sécréter de l’IL-17 ou de l’IL-22 en réponse à une stimulation par PMA/iono ou IL-

23 et IL-1β et ce malgré l’expression des récepteurs de ces cytokines. Ces cellules non activées 

présentent certaines similitudes avec les précurseurs d’ILC décrites par Lim en 2017 dans les 

tissus lymphoïdes et non lymphoïdes chez l’homme (Di Santo et al., 2017; Lim et al., 2017). 

Dans notre travail, le phénotype utilisé ne nous permet pas d’affirmer que ces cellules 

correspondent aux précurseurs des ILC, définis par le phénotype Lin-CD7+ CD127+ CD45RA+ 

CRTh2+ CD117+ Nkp44- IL-1R+ (Lim et al., 2017). 
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Les sous-populations d’ILC spléniques au cours du PTI :  

 Prolifération, recrutement, plasticité, différenciation 

Nous avons mis en évidence dans la rate des patients atteint de PTI une augmentation 

globale de la fréquence des ILC1, des ILC1 sécrétant de l’IFN-γ et de l’IL-2, des ILC1 CD62L+ et 

des ILC3 NCR-CD62L+. Bien que nos résultats ne nous permettent pas de déterminer l’origine 

de ces cellules, plusieurs hypothèses peuvent être proposées.  

 

L’expression du marqueur de prolifération Ki67 dans la population d’ILC spléniques globale 

est faible, ce qui va contre l’hypothèse d’une prolifération de ces cellules. Pour autant, les 

résultats obtenus lors de l’expérience d’expansion des ILC spléniques montre que ces cellules 

n’ont pas perdu leurs capacités prolifératives et sont en mesure de proliférer en réponse à un 

environnement cytokinique approprié. Au cours du PTI, l’environnement cytokinique 

intrasplénique est considéré comme pro-inflammatoire en raison de l’état général d’activation 

et de polarisation des cellules immunitaires, pour autant l’analyse du secrétôme splénique n’a 

jamais été réalisée. Une analyse en multiplex des cytokines issues d’un lysat de splénocytes 

frais permettrait d’évaluer et de comparer le pool cytokinique dans sa globalité. En revanche, 

ce type d’analyse ne prend pas en compte les mécanismes subtils de régulation cytokinique, 

notamment l’agencement des cellules entre elles, au sein de la microarchitecture des organes 

lymphoïdes. 

 

Qu’il s’agisse d’une population naïve ou de précurseurs des ILC, nous avons observé une 

corrélation entre la sous-population d’ILC3 NCR-CD62L+ et les ILC1 CD62L+, toutes deux plus 

fréquentes dans les rates des patients. Compte tenu de l’expression de la L-sélectine, et de la 

localisation de son ligand MadCAM, ces cellules sont probablement colocalisées dans la zone 

marginale splénique.  

 

La possibilité d’un recrutement des populations naïves CD62L+ est à considérer, et plus 

particulièrement dans l’hypothèse d’une population d’ILC3 CD62L+ répondant aux 

caractéristiques des précurseurs des ILC. Les travaux de Lim sur l’ILC-poïèse des précurseurs 

d’ILC, issus de la moelle, circulants pour rejoindre les organes lymphoïdes secondaires ou les 

muqueuses inflammées où ils se différencient en ILC matures en réponse au 

microenvironnement. Nos résultats suggèrent qu’une population circulante d’ILC exprimant 

CD62L, constituée soit de cellules naïves, soit de précurseurs, est attirée lors de son passage à 

travers la pulpe rouge splénique, puis retenue dans la zone marginale en raison de l’expression 

de MADCAM par les cellules stromales. Pour tester cette hypothèse, l’analyse des ILC sanguines 

au cours du PTI serait informative ainsi que l’étude de la zone marginale splénique qui pourrait 

révéler une infiltration par des ILC CD62L+.  
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Une des questions sous-jacentes à l’augmentation des populations d’ILC1 et d’ILC3 

exprimant CD62L est l’existence d’une plasticité entre ces populations. De façon générale, les 

ILC3 ont été décrites comme ayant des capacités plastiques importantes. De plus, dans un 

environnement favorable, notamment en présence d’IL-1β, d’IL-2 et d’IL-23, les ILC1 peuvent 

se différencier en ILC3 (Gronke et al., 2016; C. S. Klose et al., 2013; Vonarbourg et al., 2010). Si 

on considère les résultats de notre expérience d’expansion des ILC, nous n’avons pas observé 

chez ce patient atteint de PTI de différenciation des ILC1 en ILC3, à en juger par l’absence 

d’acquisition de CD117 dans ces conditions de stimulation. Au contraire, quelles que soient les 

conditions de stimulation cytokinique, la perte d’expression de CD117 in vitro est inévitable au 

cours des 5 et 6èmes générations.  

Ces observations nécessitent d’être enrichies par le suivi de l’évolution des facteurs de 

transcription et des capacité sécrétrices des cellules mais elles suggèrent qu’une plasticité ou 

une différenciation de la population ILC3 NCR-CD62L+ en ILC1 CD62L+ soit possible en réponse 

au microenvironnement à la suite de leur recrutement dans les zones marginales.  

 

On peut également s’interroger sur les fonctions de cette population d’ILC1 non activées 

exprimant CD62L. S’agit-il d’une population spécifique aux fonction biologiques particulières 

dont la fréquence est augmentée chez les patients, ou d’un état transitoire avant 

différenciation en ILC1 activées ? Une étude in vitro de la plasticité des ILC3 NCR-CD62L+ triées, 

permettrait de confirmer ou d’infirmer leur capacité à générer des ILC1 et de déterminer si le 

phénotype ILC1 CD62L+ constitue une étape dans le continuum de différenciation.  
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ETUDE DES CELLULES LYMPHOÏDES INNEES SPLENIQUES HUMAINES ET 

DE LEURS IMPLICATIONS AU COURS DE LA THROMBOPENIE 

IMMUNOLOGIQUE 
 

De découverte récente, les ILC ont été caractérisées comme cellules effectrices de l’immunité innée 

capables de moduler les réponses lymphocytaires T et B dans les muqueuses. Cependant, leur rôle au 

sein des organes lymphoïdes chez l’Homme au cours des maladies auto-immunes n’a pas été étudié.  

La thrombopénie immunologique est une maladie auto-immune responsable d’une destruction 

périphérique des plaquettes associée à une production médullaire inadaptée. La rate joue un rôle 

central dans la physiopathologie en étant le site principal de la destruction des plaquettes et du maintien 

de la réponse auto-immune. La splénectomie faisant partie du traitement de cette maladie, cela donne 

une occasion unique d’étudier la réponse immunitaire au sein d’un organe lymphoïde secondaire au 

cours d’une maladie auto-immune chez l’Homme. 

 

Dans le cadre de ce projet nous avons étudié le phénotype des ILC spléniques dans des conditions 

physiologiques et au cours du PTI.  

L’étude du compartiment splénique humain dans des conditions physiologiques nous a permis de 

quantifier les ILC totales qui représentent 0,24 % des cellules lymphoïdes et d’identifier les différentes 

sous populations d’ILC spléniques. Les ILC totales expriment majoritairement le récepteur de chémokine 

CCR6 et sécrètent d’importantes quantités de TNF-α. Les ILC3 sont les plus représentées, constituées 

essentiellement d’ILC3 NCR-, tandis que les ILC2 sont très peu nombreuses dans la rate.  

Au cours du PTI, la fréquence des ILC spléniques totales est similaire à celle des témoins, en revanche 

elles sont plus nombreuses à exprimer CD62L, ligand de MadCam, exprimé dans la zone marginale.  

Les ILC1, plus nombreuses dans les rates des patients, contribuent vraisemblablement à alimenter 

l’environnement pro-inflammatoire splénique.  Elles sont plus nombreuses à exprimer CXCR3, CD62L et 

à sécréter de l’IL-2 et de l’IFN-γ.  La fréquence des ILC3 spléniques totales est similaire entre les patients 

et les témoins mais la proportion de cellules sécrétant du GM-CSF est plus importante au cours du PTI. 

De même, la sous-population d’ILC3 « naïves » NCR-CD62L+, est augmentée et sa fréquence est corrélée 

à celle des ILC1 CD62L+.  

Enfin, la répartition des sous-populations d’ILC spléniques des patients non répondeurs à la 

splénectomie diffère des patients répondeurs par une diminution des ILC3 NCR-CD62L+, des ILC3 NCR+ 

et ILC1 CD62L+, au profit des ILC3 NCR-HLA-DR+. L’augmentation de cette population d’ILC3 NCR-HLA-

DR+ n’exprimant pas ou peu les molécules de costimulation et l’augmentation de la proportion d‘ILC3 

sécrétant de l’IL-10 et peu d’IL-2 sont autant de signes en faveur d’un rôle principalement régulateur 

des ILC3 dans la rate des patients non répondeurs à la splénectomie. 

 

 Ces résultats viennent enrichir les connaissances sur la physiopathologie du PTI et sur la contribution 

des ILC1 et des ILC3 à l’environnement pro-inflammatoire splénique. Ils ouvrent également de nouvelles 

perspectives sur une possible implication des ILC3 dans le maintien de la tolérance, notamment chez 

les patients non répondeurs à la splénectomie. 

 

MOTS-CLES : Cellules lymphoïdes innées, rate, thrombopénie immunologique. 


