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QUEL EST L'OBJET DE CETTE THESE? 

	
Le	sujet	de	notre	thèse	peut	paraître	abstrait.	
		
Elle	 traite	 de	 "tolérance	 aux	 greffons",	 c'est-à-dire	 de	 la	 capacité	 surprenante	 qu'ont	 un	
nombre	très	limité	de	patients	transplantés	de	ne	pas	rejeter	leur	greffon	en	l'absence	de	
prise	de	médicaments	immunosuppresseurs	ou	d'immunodéficience.		
		
A	contrario,	l’écrasante	majorité	des	patients	transplantés	sont	exposés	au	rejet	et	aux	con-
séquences	de	la	prise	d’immunosuppresseurs	au	long	cours.	A	titre	d'exemple,	nous	retrans-
crivons	ici	un	extrait	du	dossier	médical	d'un	patient	transplanté	cardiaque	également	suivi	
en	néphrologie.	Ce	parcours	illustre	des	problématiques	telles	que:	la	dysfonction	du	greffon,	
le	rejet	de	greffe,	la	souffrance	psychologique	ou	encore	plusieurs	complications	directement	
liées	aux	immunosuppresseurs	telles	que:	la	néphrotoxicité,	les	infections	opportunistes,	les	
complications	osseuses	et	métaboliques,	...	Eviter	ces	complications	est	l'enjeu	qui	fait	l'inté-
rêt	d'étudier	la	tolérance	aux	greffons	aujourd'hui.	
	
	
	
	
Problématique	post-transplantation	cardiaque:	
Sérologie:	CMV	donneur	+	receveur	+	//	Toxo	donneur	+,	receveur	-	
Résistance	à	R-ATG*?	
2013:	rejet	grade	2	traité	par	Solumédrol	
2013:	réactivation	CMV	traitée	par	Valcyte	
2013:	fracture	du	pubis	et	hémorragie	rétropéritonéale	
2014:	infection	à	HEV	traitée	par	ribavirine	
2014:	TVP	étendue	veine	fémorale	commune	
2014:	gammopathie	monoclonale,	collection	24	h	ok	
2014:	diarrhée	à	Giardia	L.	
2014:	sonde	double	JJ	uretère	gauche,	urolithiase	
2016:	prothèse	de	genou	droite	
2016:	cure	de	cataracte	droite	
2018:	tentative	de	suicide	(pendaison,	fractures	costales	gauches	et	droites)	
2018:	zona	
2018:	prothèse	totale	de	hanche	droite	
2019:	résection	de	condylomes	acuminés	
2019:	presbyaccousie	bilatérale	
Décompensation	cardiaque	
Obésité	morbide	
Insuffisance	rénale	chronique	(néphropathie	IgA	+	inhibiteurs	des	calcineurines*)		
	
*	Immunosuppresseurs	
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RESUME 
	

	

Chaque	année	en	Europe,	quelques	70.000	nouveaux	patients	requièrent	un	traitement	

permanent	dans	 le	cadre	d'une	 insuffisance	rénale	terminale.	Dans	 le	même	temps,	on	

réalise	environ	20.000	greffes,	laissant	quantité	de	patients	en	dialyse.	Le	taux	de	survie	

en	dialyse	est	médiocre	(2/3	à	3/4	moindre	que	chez	les	sujets	non	dialysés	des	mêmes	

âges)	ce	qui	rend	le	problème	de	la	disponibilité	des	greffons	parfaitement	criant.	

	

La	pénurie	de	greffons	est	directement	liée	à	leur	survie	limitée:	10	ans	en	valeur	médiane	

et	en	 l'absence	de	censure	pour	 la	mort	des	patients,	ou	bien	15	ans	si	 l'on	se	 limite	à	

regarder	les	pertes	de	greffes	liées	à	des	causes	intrinsèques.	Plus	de	60%	des	greffons	

sont	perdus	des	suites	de	lésions	de	rejet	chronique.	

	

Dans	ce	contexte,	nous	avons	choisi	de	nous	intéresser	à	de	très	rares	patients,	découverts	

fortuitement,	qui	en	dépit	de	l'arrêt	de	leurs	immunosuppresseurs	pour	diverses	raisons,	

maintiennent	pendant	une	durée	prolongée	d'au	moins	1	an,	une	bonne	fonction	de	leur	

greffon.	Ces	patients,	tout	en	étant	bien	portants,	semblent	être	devenus	sélectivement	

incapables	de	monter	une	 réaction	 inflammatoire,	 à	 tout	 le	moins	destructrice,	 à	 l'en-

contre	de	leur	greffon.	On	dit	qu'ils	sont	"opérationnellement	tolérants".	En	pratique,	ils	

disposent	d'un	rein	allogénique	qu'ils	ne	rejettent	pas	mais	sans	avoir	à	subir	les	consé-

quences	néfastes	et	redoutables	des	immunosuppresseurs	(infections,	cancers,	diabète,	

hypertension	artérielle,	...).	

	

Comprendre	et	maîtriser	la	tolérance	opérationnelle	ouvrirait	la	voie	à	des	transplanta-

tions	plus	durables	et	plus	sûres.		

	

Plusieurs	études	transcriptomiques,	mécanistiques	et	épigénétiques	laissent	penser	que	

la	tolérance	opérationnelle	repose	sur	l'expansion	de	populations	cellulaires	régulatrices	

au	sein	des	répertoires	alloréactifs,	aux	dépends	des	cellules	effectrices.	Ces	équilibres	

fins	seraient	maintenus	grâce	à	une	série	de	modifications	épigénétiques	(microARN,	mé-

thylations)	 assurant	 une	 stabilité	 relative	 au	 phénotype.	 Malgré	 notre	 meilleure	
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compréhension	des	mécanismes	responsables	de	l'homéostasie	de	la	tolérance,	ses	mé-

canismes	causaux	restent	à	ce	jour	inconnus.	

Nous	avons	émis	 l'hypothèse	que	 la	 tolérance	requerrait	une	prédisposition	génétique	

pour	pouvoir	s'installer,	concrètement:	que	les	patients	tolérants	se	distinguent	du	reste	

de	la	population	par	un	excès	de	variants	à	haute	pénétrance	localisés	dans	les	exons	

de	gènes	jouant	un	rôle	critique	dans	le	développement	de	la	dite	tolérance.	

	

Pour	valider	cette	thèse,	nous	avons,	dans	un	premier	temps:	

-	 contribué	 à	 montrer,	 au	 travers	 de	 la	 première	 étude	 pangénomique	 d'association	

("GWAS")	validée	sur	le	rejet	aigu	d'allogreffe	rénale	que	le	génome	des	receveurs	influen-

çait	les	réponses	alloimmunes,	hors	du	système	HLA.	

-	réuni	la	plus	grande	cohorte	de	patients	tolérants	sur	le	territoire	européen	à	ce	jour	

composée	de	22	patients	de	la	biocollection	l'université	de	Nantes	et	de	18	patients	iden-

tifiés	prospectivement	dans	le	cadre	d'une	étude	dédiée;	TOMOGRAM,	

-	montré	que	la	tolérance	était	associée	à	une	survie	prolongée	des	greffons,	

-	montré	qu'il	s'agissait	d'une	découverte	rare,	identifiée	par	les	cliniciens	chez	seulement	

0.03%	de	leurs	patients	greffés	et	sans	condition	prédisposante	patente.	

	

Dans	un	second	temps,	nous	avons	

-	séquencé	les	exomes	de	40	patients	tolérants	et	les	avons	comparés	à	ceux	de	209	con-

trôles	in-house,	

-	 filtré	nos	données	selon	notre	hypothèse	de	travail	et	circonscrit	un	ensemble	de	va-

riants	exoniques	moyennement	à	hautement	pathogènes	(au	total	84.643,	répartis	dans	

16.343	gènes),	

-	comparé	les	distributions	de	variants	(par	gène;	par	variant)	chez	les	cas	et	chez	les	con-

trôles,	à	l'aide	du	test	aSKAT-O;	un	test	basé	sur	une	analyse	de	la	variance	et	ajusté	pour	

les	petits	échantillons.		

Nos	résultats	immédiats	ont	été	soumis	à	3	contrôles:	une	correction	pour	les	hypothèses	

multiples	(FDR	0.05);	des	interventions	pour	repérer	d'éventuelles	stratifications	(notam-

ment	d'après	une	analyse	en	composantes	principales	ou	PCA)	et	enfin;	l'examen	soigneux	

des	variants	retenus	dans	les	fichiers	post-alignement	(BAM).	
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Au	terme	de	ce	processus,	nous	n'avons	pas	pu	identifier	de	variant	ou	de	gène	ségréguant	

avec	la	tolérance.	Nous	concluons	que	la	prédisposition	à	 la	tolérance	repose	peu	vrai-

semblablement	 sur	 une	 hérédité	 monogénique	 simple	 et	 homogène	 ("mendélienne").	

D'autres	données,	en	ce	compris	nos	propres	travaux	sur	les	déterminants	génétiques	du	

rejet	aigu	de	greffe,	nous	encouragent	à	rechercher	des	causes	génétiques	plus	complexes.	

De	nouvelles	études	d'association	tirant	parti	du	séquençage	génome-entier	et	exploitant	

des	cohortes	plus	larges	sont	requises.	

	

Notre	travail	est	structuré	en	quatre	chapitres.	

	

Le	chapitre	1	entend	montrer	les	ravages	de	l'insuffisance	rénale	terminale	et	les	limites	

actuelles	de	la	transplantation	rénale.	Les	patients	tolérants	sont	présentés	comme	une	

opportunité	d'explorer	de	nouveaux	paradigmes	susceptibles	de	favoriser	la	survie	pro-

longée	des	patients	et	des	greffons,	à	l'abri	des	insultes	immunologiques	et	des	immuno-

suppresseurs.	Notre	thèse	est	détaillée.	Le	lecteur	qui	le	souhaite	trouvera	ici	retracés	les	

concepts	immunologiques	et	génétiques	manipulés	tout	au	long	de	notre	ouvrage.	

		

Le	chapitre	2	détaille	les	caractéristiques	des	patients	tolérants	opérationnels	au	travers	

d'une	cohorte	européenne	inédite.	Nous	détaillons	la	stratégie	et	les	méthodes	mises	en	

place	pour	étudier	ce	phénotype	rare.	

	

Le	chapitre	3	présente	nos	principaux	résultats.	Notre	contribution	à	l'étude	pangéno-

mique	d'association	(GWAS)	sur	 le	rejet	aigu	en	transplantation	rénale	ainsi	que	notre	

étude	d'association	exomique	intéressée	au	phénotype	opposé,	la	tolérance	opérationelle	

aux	greffons.		

	
Le	chapitre	4	passe	en	revue	la	thèse	et	ses	contributions.
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1 INTRODUCTION 

	

	

RESUME	

	

En	guise	d'introduction	à	ce	travail	nous	avons	cherché	à	démontrer	l'importance	

des	ravages	causés	par	l'épidémie	mondiale	d'insuffisance	rénale	éventuellement	termi-

nale	et	la	place	centrale	qu'occupe	la	transplantation	rénale	dans	sa	prise	en	charge	mais	

aussi	ses	limites	(1.1);	ensuite	nous	avons	détaillé	les	mécanismes	immunologiques	qui,	

en	l'absence	d'immunosuppression	conduisent	inévitablement	au	rejet	d'allogreffe	(1.2);	

la	section	(1.3)	aborde	les	patients	exceptionnels	que	sont	les	patients	tolérants	opéra-

tionnels	 qui	 contre	 toute	 attente	maintiennent	 un	 greffon	 fonctionnel	 en	 l'absence	 de	

toute	immunosuppression.	Face	à	cette	situation	inédite	nous	avons	choisi	d'explorer	la	

génomique	de	ces	patients,	nous	expliquons	pourquoi	nous	avons	choisi	cette	piste	en	

section	(1.4)	et	exposons	le	but	de	ce	travail	(1.5).	Enfin,	une	annexe	plus	technique	re-

prend	les	bases	générales	du	séquençage	à	haut	débit	et	de	l'analyse	bioinformatique	des	

données	génomiques	pour	le	lecteur	intéressé	(1.6).	
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1.1 Epidémiologie de l'insuffisance rénale terminale 

	
	
Les	maladies	rénales	chroniques	concernent	8	à	16%	de	 la	population	mondiale	

(Jha	et	al.,	2013;	Mills	et	al.,	2015).	Parmi	ces	malades,	on	évalue	à	plus	de	2	millions	le	

nombre	 d'individus	 ayant	 recours	 à	 un	 traitement	 de	 substitution	 de	 type	 dialyse	 ou	

transplantation	rénale	(Eggers,	2011).	Il	est	estimé	que	ce	nombre	représente	moins	de	

10	%	des	patients	qui	devraient	bénéficier	de	ces	traitements	vitaux.	Actuellement,	cinq	

pays,	qui	représentent	à	peine	12	%	de	la	population	mondiale,	regroupent	plus	de	la	moi-

tié	des	patients	traités	dans	le	monde1.	Cent	autres	pays	en	développement,	contribuant	

à	plus	de	la	moitié	de	la	population	mondiale,	contribuent	à	peine	à	20%	de	la	population	

traitée	(Couser	et	al.,	2011).	Il	existe	une	relation	étroite	entre	le	développement	écono-

mique	et	la	disponibilité	de	traitements	de	suppléance	rénale.	En	conséquence,	on	s'at-

tend	à	ce	que	 le	nombre	mondial	de	patients	bénéficiant	de	tels	traitements	augmente	

fortement	dans	les	années	à	venir,	en	particulier	dû	aux	cohortes	d'Inde	et	de	Chine.	En	

Europe,	le	nombre	de	patients	en	insuffisance	rénale	terminale	progresse	toujours	mais	

cependant	moins	vite	que	lors	des	précédentes	décades.	Globalement,	l'incidence	du	re-

cours	aux	traitements	de	substitution	rénale	dépendra	essentiellement	du	contrôle	de	la	

pandémie	de	diabète,	du	vieillissement	des	populations	et	des	budgets	financiers	alloués	

aux	soins	de	santé.	

	

D'après	une	vaste	étude	couvrant	plus	de	35	nations	européennes,	71.000	individus	ont	

débuté	un	traitement	de	remplacement	rénal	définitif	en	2014	pour	une	population	de	

532	millions	d'habitants	(Pippias	et	al.,	2017),	soit	une	incidence	annuelle	de	133	pmp	

(par	million	de	population).	Au	terme	des	trois	premiers	mois	de	leur	prise	en	charge,	ces	

patients	étaient	massivement	 traités	par	hémodialyse	 (81%),	 les	autres	bénéficiant	de	

dialyse	 péritonéale	 (13%)	 ou	d'une	 greffe	 rénale	 (6%).	Au	 terme	de	 l'année	 2014,	 on	

comptait	sur	le	même	territoire	491.000	sujets	en	traitement	de	remplacement	rénal,	soit	

une	prévalence	de	924	pmp.	Durant	la	même	période,	seules	19.400	transplantations	pu-

rent	être	réalisées.	La	pénurie	d'organes	est	donc	criante.	Elle	est	lourde	de	conséquences	

pour	les	patients	dialysés.	

	
	
1	Ces	pays	sont	l'Allemagne,	le	Brésil,	les	Etats-Unis,	l'Italie	et	le	Japon.	
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Le	sujet	dialysé	a	une	espérance	de	vie	médiocre	et	bien	inférieure	à	celle	du	patient	

transplanté.	Selon	la	même	étude,	la	survie	à	5	ans	des	patients	ayant	débuté	une	dialyse	

entre	2005	et	2009	était	de	56%	(IC	à	95%	(55,3-56,1)),	contre	96%	(IC	à	95%	(95,2-

96,2)	et	92%	(IC	à	95%	(91,9-92,7)	respectivement	pour	les	patients	transplantés	avec	

un	greffon	issu	d'un	donneur	vivant	ou	décédé.	La	dialyse	ampute	l'espérance	de	vie	des	

patients	âgés	de	20	à	45	ans	des	deux-tiers	contre	un	tiers	pour	la	transplantation	en	com-

paraison	à	une	population	ajustée	pour	l'âge,	le	genre	et	diverses	comorbidités.	Les	écarts	

de	survie	entre	dialyse	et	transplantation	ne	sauraient	refléter	des	comparaisons	fidèles	

entre	sujets	randomisés	et	pris	en	charge	en	double	aveugle,	pour	des	raisons	éthiques	et	

pratiques	évidentes.	En	conséquence,	les	patients	dialysés	étudiés	ici,	qui	n'ont	pas	accédé	

à	la	transplantation,	présentent	sans	doute	plus	de	comorbidités.	Cependant,	l'avantage	

de	survie	des	greffés	persiste	lorsque	l'on	compare	les	patients	candidats	à	une	greffe	ré-

nale	qui	l'obtiennent	à	ceux	qui	restent	en	dialyse	par	malchance	(Wolfe	et	al.,	1999).	De	

surcroît,	la	haute	mortalité	observée	en	dialyse	cadre	également	avec	les	données	de	co-

horte	qui	montrent	à	l'envi	la	surmortalité	graduelle	liée	à	la	maladie	rénale	chronique,	

qu'elle	consiste	en	une	baisse	du	débit	de	filtration	glomérulaire	et/ou	en	une	albuminu-

rie	(Chronic	Kidney	Disease	Prognosis	et	al.,	2010;	Go	et	al.,	2004).	Ainsi,	les	patients	in-

suffisants	rénaux	chroniques	accusent	une	mortalité	cardiovasculaire	et	non-cardiovas-

culaire	plus	de	8	fois	supérieures	à	celles	de	sujets	contrôles	(de	Jager	et	al.,	2014)	.		

	

Finalement,	les	contraintes	liées	aux	techniques	de	dialyse,	les	comorbidités	associées	à	

l'insuffisance	rénale	terminale	et	l'anxiété	générée	par	la	maladie	procurent	souvent	au	

malade	dialysé	une	piètre	qualité	de	vie,	bien	en	deçà	des	standards	en	transplantation	

(Laupacis	et	al.,	1996;	Ogutmen	et	al.,	2006).		

	

Pour	conclure,	sans	que	dialyse	et	transplantation	n'aient	pu	être	comparées	directement,	

on	considère	généralement	que	la	transplantation	est	le	meilleur	traitement	possible	pour	

la	plupart	des	patients	en	insuffisance	rénale	terminale,	tant	du	point	de	vue	de	la	survie	

que	de	celui	de	la	qualité	de	vie.	
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Les	succès	de	la	transplantation	entachés	par	les	pertes	tardives	de	greffon.	

La	transplantation	rénale	ne	s'est	véritablement	développée	qu'à	l'avènement	de	moyens	

pharmacologiques	d'immunosuppression.	A	partir	de	1962,	l'usage	généralisé	d'azathio-

prine	puis,	 rapidement,	de	stéroïdes	ont	permis	de	prévenir	et/ou	de	 traiter	 les	 rejets	

précoces	(Starzl	et	al.,	2004).	Au	cours	des	3	à	4	premières	décennies,	également	mar-

quées	par	la	mise	sur	le	marché	d'immunosuppresseurs	de	plus	en	plus	puissants	(ciclos-

porine	et	anticorps	monoclonaux	anti-CD3	au	début	des	années	80,	tacrolimus	au	début	

des	années	90),	on	a	assisté	à	des	progrès	continus	en	terme	de	contrôle	du	rejet	aigu	et,	

parallèlement,	 à	 un	 allongement	 progressif	 de	 la	 survie	 des	 greffons	 au	 long-cours	

(Hariharan	et	al.,	2000).	Récemment	cependant,	vers	le	milieu	années	90,	malgré	le	con-

trôle	toujours	meilleur	des	rejet	aigus,	la	survie	des	greffons	au	long	cours	a	commencé	à	

stagner	voire	 à	décliner	 (Meier-Kriesche	et	 al.,	 2004;	Pascual	 et	 al.,	 2002;	 Starzl	 et	 al.,	

2004).	Ainsi,	alors	que	quelques	91%	(±0,4)	des	greffons		sont	encore	fonctionnels	à	un	

an,	on	n'en	dénombre	plus	que	77%	(±0,6)	à	5	ans	et	56%	(±0,8)	à	10	ans	(Gondos	et	al.,	

2013).	La	médiane	de	survie	d'un	greffon	est	donc	d'environ	10	ans,	et	passe	à	15	si	l'on	

exclut	 les	patients	décédés	avec	un	greffon	 fonctionnel	 (Lamb	et	al.,	2011).	Les	consé-

quences	des	pertes	tardives	(au-delà	d'un	an)	de	greffon	concernent	non	seulement	les	

individus	mais	aussi	la	collectivité.	Les	patients	de	retour	en	dialyse	subissent	les	comor-

bidités	citées	plus	haut.	Ceux	qui	pourront	bénéficier	d'une	nouvelle	greffe	requerront	

souvent	une	prise	en	charge	plus	exigeante	que	la	précédente,	tant	d'un	point	de	vue	im-

munologique	(Heaphy	et	al.,	2014)	que	chirurgical	(Ooms	et	al.,	2015).	Enfin,	la	ré-admi-

nistration	de	doses	massives	d'immunosuppression	en	début	de	greffe	accroît	le	risque	

néoplasique	(Ducroux	et	al.,	2017).	Au	niveau	collectif,	le	recours	itératif	aux	greffes	ac-

centue	la	pénurie	d'organes.	Récemment,	aux	Etats-Unis,	les	re-transplantations	concer-

naient	14%	des	inscrits	en	attente	d'un	rein	et	près	de	12	%	des	greffes	effectives	(Heaphy	

et	al.,	2014;	Magee	et	al.,	2007).	Il	paraît	donc	crucial	de	comprendre	les	causes	de	ces	

échecs	tardifs.	

	 	

Il	y	a	peu,	on	classait	les	greffons	perdus	sur	base	histomorphologique	et	la	majeure	partie	

des	pertes	était	expliquée	par	des	glomérulopathies	ou	un	processus	de	fibrose	intersti-

tielle	et	d'atrophie	tubulaire	indistinct.	Etaient	retenus	comme	rejet	chroniques,	les	glo-

mérulopathies	 évidentes	 et/ou	 les	 atteintes	 microcirculatoires	 qui	 s'accompagnaient	

d'un	marquage	anti-C4d	positif	sur	les	capillaires	péritubulaires	à	la	biopsie	rénale	(Solez	
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et	al.,	2007).	Depuis	que	le	diagnostic	des	rejets	chroniques	s'est	affiné,	suite	à	l'implé-

mentation	des	méthodes	très	sensibles	de	détection	des	anticorps	anti-HLA	anti-donneur,	

on	a	pu	se	rendre	compte	que	beaucoup	plus	de	lésions	qu'on	ne	pensait,	étaient	médiées	

par	des	anticorps	anti-greffon,	en	ce	compris	en	l'absence	de	marquage	anti-C4d	in	situ.	

On	s'aperçoit,	par	exemple,	que	 la	 fibrose	rénale,	généralement	attribuée	à	 l'usage	des	

inhibiteurs	de	calcineurine	(tacrolimus,	ciclosporine)	s'accompagne	dans	plus	d'un	quart	

des	cas	d'anticoprs	anti-greffon	(El-Zoghby	et	al.,	2009).		

La	manière	de	diagnostiquer	les	rejets	chroniques	a	été	revue	et	étendue	et	éclaire	d'un	

jour	nouveau	la	problématique	des	pertes	tardives	de	greffon	(Haas	et	al.,	2014).	Désor-

mais,	sur	100	greffons	perdus	(données	censurées	pour	les	patients	décédant	avec	une	

greffon	fonctionnel),	60	pertes	sont	attribuables	à	un	processus	de	rejet	chronique	lié	à	a	

présence	d'anticorps	anti-HLA	contre	le	greffon;	18	sont	liées	à	des	glomérulonéphrites	

inaugurales	ou	récurrentes;	7	à	une	infection	opportuniste	par	des	bk-Polyomavirus	et	6	

à	d'autres	causes	variées	(Sellares	et	al.,	2012)	.	

	

La	conclusion	inattendue	et	malheureuse	de	cette	section	est	que	plus	de	60	ans	après	

la	généralisation	de	 l'usage	des	médicaments	 immunosuppresseurs	en	greffe	ré-

nale,	notre	principal	défi	demeure	la	maîtrise	des	phénomènes	de	rejet.	Dans	la	pro-

chaine	section,	nous	donnons	un	éclairage	sur	les	mécanismes	immunologiques	qui	sous-

tendent	le	rejet	de	greffe	rénale.		

	

	

1.2 Bases immunologiques du rejet et de la tolérance aux allogreffes de rein 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Une	greffe	allogénique	désigne	toute	greffe	entre	deux	individus	de	la	même	espèce	non	

génétiquement	identiques.	Dans	ce	chapitre	nous	montrons	comment	des	motifs	molécu-

laires	du	greffon	sont	reconnus	par	le	système	immunitaire	de	l'hôte	(1.2.2)	et	conduisent	

à	une	réponse	inflammatoire	spécifique	visant	à	les	éradiquer	(1.2.3);	nous	détaillons	les	

formes	histologiques	que	peuvent	revêtir	le	rejet	de	greffe	(1.2.4);	en	dernier	lieu,	nous	

évoquons	 comment	 certains	 écarts	 au	 processus	 d'activation	 normal	 du	 système	
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immunitaire	peuvent	mener,	à	l'inverse,	à	l'acceptation	sélective	du	greffon,	c'est-à-dire	à	

un	état	de	"tolérance"	(1.2.5).	

	

La	5ème	édition	du	livre	"Les	Bases	de	l'immunologie	Fondamentale	et	Clinique"	rédigé	par	

A.K.	Abbas	et	collègues	constitue	la	référence	principale	de	cette	section	(Abbas,	2016).	

Les	références	spécifiques	continuent	d'être	mentionnées	dans	le	texte.	

	

Les	 lecteurs	et	 lectrices	rompu.e.s	à	 l'immunologie	peuvent	se	rendre	directement	à	 la	

section	1.3,	page	21.	

	

	

 Les	antigènes	de	transplantation	(phase	de	reconnaissance)	

Les	principales	molécules	à	l'origine	de	la	réponse	alloimmune	sont	des	protéines	

codées	par	les	gènes	du	complexe	majeur	d'histocompatibilité	(CMH	en	français	ou	

HLA	pour	"Human	Leukocyte	Antigen",	en	anglais).	Les	molécules	du	système	HLA	com-

posent	un	groupe	hétérogène	de	protéines	exprimées	à	 la	surface	des	cellules.	Chaque	

individu	possède	12	allèles	HLA:	6	allèles	codant	pour	des	molécules	HLA	dites	de	classe	

I	(HLA-A,	-B,	-C),	et	au	moins	6	allèles	codant	pour	des	molécules	distinctes	dites	de	classe	

II	(HLA-DR,	-DQ,	-DP).	En	outre,	chacun	de	ces	gènes	est	extrêmement	polymorphique	et	

compte	de	un	à	plusieurs	milliers	d'allèles	dans	 l'espèce	humaine.	La	chance	que	deux	

individus	non	apparentés	possèdent	12	mêmes	allèles	(qu'ils	soient	"HLA	identiques")	est	

donc	infime.	Les	disparités	HLA	interindividuelles	constituent	la	principale	barrière	aux	

allogreffes,	mais	la	fonction	biologique	des	molécules	HLA	est	évidemment	ailleurs2.		

	

Physiologiquement,	le	rôle	des	molécules	HLA	est	de	présenter	des	antigènes	pep-

tidiques	(microbiens,	alimentaires,	aériens,	 ...)	aux	lymphocytes	T	et	d'initier	une	ré-

ponse	antigène-spécifique.	Les	molécules	HLA	de	classes	I	et	II	ont	des	structures	et	des	

fonctions	distinctes.	Fonctionnellement,	 les	 fragments	peptidiques	 issus	de	 la	dégrada-

tion	de	protéines	cytosoliques	sont	apprêtés	sur	des	molécules	HLA	de	classe	I	et	présen-

tées	 à	 la	 surface	 des	 cellules	 à	 l'intention	 des	 lymphocytes	 T	 CD8+.	 En	 revanche,	 les	

	
	
2	Il	existe	d'autres	antigènes	de	transplantation	comme	les	antigènes	du	système	ABO	ou	les	antigènes	dits	mineurs.	
Ceci	sort	du	cadre	de	ce	travail	et	cette	thématique	ne	sera	pas	approfondie	ici.	
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fragments	peptidiques	issus	de	l'endocytose	et	de	la	dégradation	de	protéines	extracellu-

laires	sont	apprêtés	sur	des	molécules	HLA	de	classe	II	reconnaissables	exclusivement	par	

les	lymphocytes	T	CD4+.	L'ensemble	des	cellules	nucléées	de	l'organisme	expriment	des	

molécules	HLA	de	classe	I	tandis	que	seules	les	cellules	immunitaires	spécialisées	dans	la	

présentation	antigénique	expriment	 constitutivement	des	molécules	HLA	de	classe	 II3.	

Seuls,	les	complexes	HLA-peptides	ne	permettent	pas	de	déclencher	une	réponse	inflam-

matoire,	ils	doivent	être	présentés	par	des	cellules	spécialisées	disposant	de	molécules	de	

costimulation.	

	

Modes	de	présentation	des	antigènes	et	antigènes	de	transplantation.	

La	rencontre	entre	les	cellules	présentatrices	d'antigènes,	typiquement	des	cellules	den-

dritiques,	et	 les	 lymphocytes	T	naïfs	a	 lieu	dans	 les	organes	 lymphoïdes	périphériques	

(ganglions,	rate,	greffon).	Dans	le	cas	de	la	transplantation,	les	lymphocytes	T	de	l'hôte	

peuvent	aussi	bien	reconnaître	des	alloantigènes	présentés	par	les	cellules	dendritiques	

du	donneur	-	on	parle	de	présentation	directe	 -	que	des	alloantigènes	présentés	par	 les	

cellules	dendritiques	du	soi	-	on	parle	alors	de	présentation	indirecte.		

	

La	présentation	indirecte	est	similaire	à	celle	de	tout	antigène	étranger:	les	cellules	den-

dritiques	de	l'hôte	vont	apprêter	des	peptides	étrangers,	dans	ce	cas	précis	allogéniques,	

sur	des	molécules	HLA	du	soi	et	déclencher	une	réaction	inflammatoire.	La	présentation	

directe	est	plus	surprenante:	pour	rappel,	chaque	lymphocyte	T	a	été	sélectionné	pour	

réagir	exclusivement	à	des	peptides	étrangers	portés	par	des	molécules	HLA	du	soi4.	Que,	

dans	le	cas	de	la	présentation	directe,	des	lymphocytes	T	réagissent	à	des	peptides	pré-

sentés	sur	des	molécules	HLA	exogènes	mérite	plus	ample	explication.	L'opinion	domi-

nante	est	que,	sur	les	milliers	de	complexes	HLA-peptides	présents	à	la	surface	de	chaque	

cellule	du	greffon,	il	s'en	trouve	forcément	plusieurs	semblables	à	s'y	méprendre	à	des	

	
	
3	Cellules	dendritiques,	phagocytes	mononuclés,	lymphocytes	B,	cellules	épthéliales	thymiques.		
 
4	Au	cours	du	processus	de	sélection	thymique	qui	a	lieu	durant	la	période	néonatale,	seuls	les	lymphocytes	qui	recon-
naissent	des	complexes	HLA	du	soi	-	peptide	étranger	atteindront	la	maturité.	Un	processus	de	sélection	positive	retient	
les	lymphocytes	utiles,	c'est-à-dire,	ceux	qui	sont	capables	de	reconnaitre	les	molécules	HLA	du	soi	-	peptide	avec	une	
certaine	affinité.	Un	processus	de	sélection	négative	élimine	les	lymphocytes	nuisibles,	c'est-à-dire,	ceux	qui	reconnais-
sent	avec	une	forte	affinité	un	complexe	HLA	du	soi	-	peptide	et	qui	mèneraient	immanquablement	à	des	réactions	auto-
immunes.	
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complexes	 HLA	 du	 soi	 -	 peptide	 étrangers,	 reconnus	 par	 le	 système	 immunitaire.	 En	

d'autres	termes,	les	antigènes	de	transplantation	mimeraient	des	antigènes	contre	lesquels	

le	système	immunitaire	est	programmé	pour	réagir,	créant	ainsi	une	réaction	croisée.	

	

Enfin,	précisons	que	l'on	a	plus	récemment	décrit	un	mode	de	présentation	semi-directe,	

dans	lequel	les	cellules	dendritiques	du	receveur	captent	des	molécules	HLA	du	donneur	

et	les	expriment	comme	telles	à	leur	surface5.	Les	alloantigènes	formés	résultent	alors	des	

mêmes	principes	que	dans	la	voie	directe	(Alegre	et	al.,	2016).		

	

Les	notions	abordées	dans	cette	section	sont	synthétisées	dans	le	Tableau	1.	

	
	

Tableau	1	-	Modes	de	présentation	et	formation	des	antigènes	de	transplantation.	

Mode	de	

présentation		

Définition	 Antigène	de	transplantation	

Directe	

les	cellules	dendritiques	du	donneur	ap-

prêtent	des	peptides	endo-	ou	exogènes	sur	

leurs	molécules	HLA.	

HLA	du	donneur	

+		

peptide*		

Indirecte	

les	cellules	dendritiques	du	receveur	ap-

prêtent	des	peptides	endo-	ou	exogènes	sur	

leurs	molécules	HLA.	

HLA	du	soi		

+		

peptide	du	donneur**			

Semi-directe	

les	cellules	dendritiques	du	receveur	cap-

tent	des	molécules	HLA	du	donneur	et	pré-

sentent	des	peptides	sur	ces	dernières.	

HLA	du	donneur	

+		

peptide*			

*	 indifféremment	du	soi	ou	pas;	par	ex.	microbien	

**	 typiquement:	dégradation	d'une	molécule	HLA	(antigène	majeur),	alternativement	dégradation	

d'une	variante	allélique	d'un	protéine	polymorphe	(antigène	mineur)	
	

	

	

	

	
	
5	Les	cellules	dendritiques	du	donneur,	 lésées	 lors	du	processus	d'ischémie-reperfusion,	 libèrent	diverses	vésicules	
dans	l'espace	extracellulaire	(exosomes,	membrane	cellulaire	sous	forme	de	microvésicules	ou	autres	vésicules	résul-
tant	de	leur	apoptose)	qui	seront	captées	et	arborées	à	la	surface	des	cellules	dendritiques	du	receveur.		
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 Induction	d'une	réponse	inflammatoire	contre	le	greffon	(phase	effectrice)		

La	reconnaissance	d'un	antigène	par	un	 lymphocyte	T	déclenche	une	succession	

d'évènements.	La	liaison	entre	la	cellule	présentatrice	d'antigène	et	le	lymphocyte,	ini-

tialement	faible,	est	renforcée	par	différentes	molécules	d'adhésion.	Une	redistribution	

très	organisée	des	protéines	membranaires	s'ensuit	à	la	surface	des	lymphocytes	et	des	

cellules	présentatrices	d'antigènes;	on	parle	de	"synapse	immunologique".	Du	côté	lym-

phocytaire,	les	récepteurs	TCR,	les	corécepteurs	CD4	ou	CD8	et	des	molécules	de	costimu-

lation	telles	le	CD28	se	regroupent	en	microclusters,	entourés	par	des	molécules	de	signa-

lement	et	d'adhésion	qui	stabiliseront	la	structure	le	temps	nécessaire	(Choudhuri	and	

Dustin,	 2010).	 L'expression	 de	 molécules	 de	 costimulation	 est	 induite	 par	 des	 méca-

nismes	liés	à	l'immunité	innée	et	renforcée	par	la	liaison	du	ligand	à	son	récepteur.	

	

Les	corécepteurs	CD4	ou	CD8,	transportés	près	des	complexes	TCR,	mettent	en	contact	

leurs	tyrosines	kinases	("Lck")	avec	des	motifs	d'activation	basés	sur	la	tyrosine	("ITAM")	

présents	sur	les	différentes	chaines	transmembranaires	du	lymphocyte	(en	particulier	ζ	
et	CD3).	Une	fois	phosphorylés,	ces	motifs	assurent	le	recrutement	de	la	protéine	ZAP-70	

qui	peut	à	son	tour	être	phosphorylée	par	Lck.	Activée,	ZAP-70	phosphoryle	diverses	pro-

téines	adaptatrices	et	enzymes	à	proximité	du	TCR	et	entraîne	une	cascade	d'évènements	

de	signalisation	intracellulaire.	On	peut,	quoiqu'un	peu	artificiellement	en	raison	de	con-

fluences,	isoler	quatre	voies	de	signalisation	déclenchées	par	l'engagement	du	TCR.	

1)	La	voie	calcium	-	NFAT	(nuclear	factor	of	activated	T-cells)	

2)	La	voie	protéine	kinase	θ	-	NFκB	(nuclear	factor	kB)	
3)	La	voie	des	Ras-	et	Rac	-MAP	kinases	et	d'AP-1	(activating	protein	1)	

4)	La	voie	de	la	phosphatidylinositol-3	kinase	(PI-3	kinase).	

	

Pour	plus	de	détails	sur	les	évènements	métaboliques	dans	chacune	de	ces	voies,	nous	

vous	référons	à	la	Figure	1.	
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Figure	1	-	Voies	de	transduction	des	signaux	dans	les	lymphocytes	T	

	
	 Activation	de	la	Phospholipase	Cɣ1	(PLCɣ1)	 Recrutement	et	activation	de	protéines	adapta-

trices	
	 Voie	Ca2+	-	NFAT	 Voie	protéine	kinase	k	

-	NFkB	
Voie	des	Ras-	et	Rac	–	
MAP	kinases	et	d’AP-
1	

Voie	de	la	PI-3	ki-
nase	

INTERMEDIAIRES	
BIOCHEMIQUES	
(et	enzymes	acti-
vées)	

Génération	d’IP3	au	dé-
part	de	PIP2	

Génération	de	DAG	à	
partir	de	PIP2	

Phosphorylations	en	
cascade	dépendantes	
de	ZAP-70	

PI-3	kinase	phospho-
ryle	le	PIP2	membra-
naire	en	PIP3	

• augmentation	du	cal-
cium	cytosolique	

• formation	du	com-
plexe	Ca2+	calmodu-
line	

• activation	de	la	phos-
phatase	calcineurine	

• activation	de	PKC	qui	
gagne	la	membrane	
cellulaire	

• phosphorylation	et	dis-
socation	de	l’inhibiteur	
de	NFkB	(IKB)	

• recrutement	à	la	
membrane	de	RAS	et	
RAC	grâce	à	leur	liai-
son	à	la	GTP	

• activation	des	MAP	ki-
nases	ERK	et	JNK	

• augmentation	de	l’ex-
pression	/	phosphory-
lation	des	protéines	c-
Fos	et	c-Jun	

• activation	des	sé-
rine/thréonine	ki-
nases	Akt	et	mTOR	

FACTEURS	DE	
TRANSCRIPTION	

• translocation	de	
NFAT	au	niveau	du	
noyau	

• NFkB	gagne	le	noyau	 • c-Fos	+	c-Jun	phospho-
rylées	=	AP-1	

• activation	des	sé-
rine/thréonine	ki-
nases	Akt	et	mTOR	

SYNTHESE	PRO-
TEIQUE	

IL-2,	IL-23	 Inducteurs	du	cycle	cellulaire,	molécules	effec-
trices	telles	CD40L	(CD4)	ou	molécules	cyto-
toxiques	(CD8)	

Protéines	anti-apop-
totiques	

Abbreviations:	AP-1,	activating	protein	1;	APC,	antigen	presenting	cell;	CD40L,	CD40	ligand;	DAG,	diacylglycerol;	ERK,	extra-
cellular	signal-regulated	kinase;	GTP/GDP,	guanosine	triphosphate/guanosine	diphosphate;	IL-2(R),	interleukin-2	(re-
ceptor);	ITAM,	immunoreceptor	tyrosine-based	activation	motif;	JNK,	c-Jun	N-terminal	kinase;	MAP	kinases,	mitogen-acti-
vated-protein-kinase;	mTOR,	mammalian	target	of	rapamycin;	NFAT,	nuclear	factor	of	activated	T	cells;	PIP2,	phosphatidyli-
nositol	4,5-bisphosphate;	PIP3,	phosphatidylinositol	3,4,5-trisphosphate;	PKC,	protein	kinase	C;	PLCɣ1,	isoforme	ɣ1	phos-
pholipase	C	specific	of	phosphatidylinositol	;	PI-3,	phosphatidylinositol-3	;	ZAP-70,	zeta-associated	protein	of	70	kD.	

	

	

Légende:	 La	 reconnaissance	 de	 l'antigène	 par	 les	 lymphocytes	 T	 induit	 des	 événements	 précoces	 de	

signalisation	qui	comprennent	la	phosphorylation	des	tyrosines	des	molécules	du	complexe	du	TCR	et	le	

recrutement	 de	 protéines	 adaptatrices	 au	 niveau	 du	 site	 de	 reconnaissance	 de	 l'antigène	 par	 le	

lymphocyte	 T.	 Ces	 événements	 précoces	 conduisent	 à	 l'activation	 de	 plusieurs	 intermédiaires	

biochimiques,	qui	à	leur	tour	activent	des	facteurs	de	transcription	qui	stimulent	l'expression	de	gènes	

dont	les	produits	sont	à	la	base	des	réactions	lymphocytaires	T.		

Les	effets	possibles	de	la	costimulation	sur	ces	voies	de	signalisation	ne	sont	pas	présentés.	Par	simplicité,	

les	voies	de	signalisation	sont	illustrées	comme	indépendantes	l'une	de	l'autre,	mais	en	fait	elles	sont	

interconnectées	dans	des	réseaux	complexes.	
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Ensemble,	ces	voies	de	signalisation	vont	aboutir	à	de	nouvelles	synthèses	protéiques:	

(cytokines	et	leur	récepteurs,	en	premier	lieu	desquelles	l'interleukine-2,	protéines	anti-

apoptotiques,	 protéines	 utiles	 à	 l'initiation	 du	 cycle	 cellulaire,	 protéines	 cytotoxiques	

dans	le	cas	des	lymphocytes	CD8+).	La	réponse	fonctionnelle	des	lymphocytes	T	va	con-

sister	en	une	expansion	clonale	fantastique	qui	va	culminer	à	3	ou	4	jours,	parallèlement	

à	leur	différenciation	en	cellules	effectrices	ou	en	cellules	mémoires.	Il	a	été	établi	qu'un	seul	

alloantigène	de	transplantation	pouvait	être	reconnu	par	1	lymphocyte	T	sur	103	ou	sur	

102	contre	1	sur	105	à	1	sur	106	lymphocytes	T	pour	un	antigène	microbien.	Au	cours	de	

l'activation	chaque	lymphocyte	T	peut	ensuite	générer	10.000	cellules	filles.	

	

Les	cellules	effectrices	

En	réponse	à	l'antigène	et	aux	molécules	de	costimulation,	les	cellules	T	se	différencient	

distinctement	selon	qu'elles	possèdent	un	corécepteur	CD4	ou	CD8,	puis	davantage	sous	

l'action	de	différentes	cytokines.		

Les	lymphocytes	T	CD8+	vont	se	différencier	en	cellules	effectrices	directement	

cytotoxiques	appelées	CTL	(Cytotoxic	lymphocytes).	Dans	les	suites	de	leur	activation	par	

une	cellule	présentatrice	d'antigène,	elles	développent	des	propriétés	cytolytiques	et	sont	

capables	d'induire	l'apoptose	de	leur	cellule	cible	par	plusieurs	mécanismes.	

	

Les	lymphocytes	T	CD4+	vont	se	différencier	en	cellules	effectrices	auxiliaires	ou	

T	helper	 (Th)	 capables	d'activer	d'autres	 cellules	pour	éliminer	 l'antigène.	Les	 cellules	

CD4+	auxiliaires	produisent	quantité	de	cytokines	visant	à	activer	des	cellules	effectrices	

(immunité	cellulaire),	 renforcer	 les	 immunités	de	barrière,	accroitre	 l'inflammation	ou	

encore	activer	les	lymphocytes	B	pour	qu'ils	produisent	des	anticorps	de	haute	affinité	

(immunité	humorale).	Les	lymphocytes	T	auxiliaires	expriment	le	CD40L	(CD40	ligand)	

qui	joue	un	grand	rôle	dans	l'activation	des	macrophages	et	des	lymphocytes	B.	Selon	l'en-

vironnement	cytokinique,	les	lymphocytes	auxiliaires	peuvent	se	différencier	davantage	

en	 sous-types	 de	 cellules	 effectrices:	 Th1,	 Th2,	 Th17,	Tfh	 (cellules	 T	 auxiliaire	 follicu-

laires)	ou	même	en	 lymphocytes	T	régulateurs	(Tregs,	voir	plus	 loin)	produisant	diffé-

rentes	cytokines	et	présentant	des	fonctions	spécialisées.	Tant	les	lymphocytes	Th1,	Th2	

que	Th17	ont	déjà	été	incriminés	dans	le	développement	du	rejet	mais	ces	catégories	sont	

moins	étanches	qu'il	n'y	paraît	(plasticité)	et	il	est	un	peu	illusoire	de	vouloir	les	étudier	

séparément	dans	ce	contexte.	
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Suite	à	 leur	différenciation,	 la	plupart	des	 lymphocytes	T	CD4+	 auxiliaires	 (Th1,	Th2,	

Th17)	migrent	vers	les	sites	d'inflammation	pour	y	rencontrer	leur	antigène	et	activer	des	

cellules	cytolytiques	(macrophages,	neutrophiles,	...)	participant	de	l'immunité	cellulaire.		

D'autres	T	CD4+	 auxiliaires,	 folliculaires	 cette	 fois,	 les	Tfh,	 jouent	un	 rôle	 fondamental	

dans	l'élaboration	des	réponses	humorales	contre	le	greffon.	Les	Tfh	restent	dans	les	gan-

glions	mais	migrent	au	bord	de	la	zone	folliculaire	pour	y	rencontrer	des	lymphocytes	B	

préalablement	activés	par	le	même	antigène.	Une	fois	le	contact	T-B	établi,	les	lympho-

cytes	B	activés	rejoignent	les	follicules	lymphoïdes,	y	prolifèrent	(centres	germinatifs)	et	

débutent	la	production	d'anticorps	efficaces	et	de	très	haute	affinité	pour	l'antigène	ciblé6.	

Les	 cellules	 différenciées	 sécrétrices	 d'anticorps	hautement	 spécifiques	 s'appellent	 les	

plasmoblastes	et	rejoignent	généralement	la	moelle	osseuse.	D'autres	cellules	B	dites	B	

mémoires	continuent	à	circuler	dans	le	sang,	sans	produire	d'anticorps	à	moins	que	l'an-

tigène	ne	refasse	son	apparition.	

	

Finalement,	une	fraction	des	cellules	T	activées	se	différencie	également	en	cellules	T	mé-

moires	à	longue	vie.	Elle	survivront	dans	les	organes	lymphoïdes	secondaires	ou	dans	la	

circulation	et	seront	à	même	de	réagir	plus	rapidement	en	cas	de	réintroduction	de	l'an-

tigène	(London	et	al.,	2000).	

	

	

	
	
6	Suite	à	la	rencontre	T-B	dans	les	régions	parafolliculaires	des	ganglions	lymphatiques,	les	cellules	B	activées	prolifè-
rent	et	se	mettent	à	produire	des	IgM	et	des	IgD	de	faible	affinité.	Certaines	de	ces	cellules	vont	migrer	au	sein	des	
follicules,	proliférer	et	engendrer	des	centres	germinatifs.	Au	cours	des	divisions	successives	des	lymphocytes	B,	les	
gènes	des	immunoglobulines	font	l'objet	de	mutations	intenses	qui	intéressent	les	chaines	lourdes	(commutation	"iso-
typique"	ou	"de	classe"	des	immunoglobulines)	et	les	régions	variables	(maturation	d'affinité).	Au	terme	de	ce	proces-
sus,	les	cellules	sécrétrices	d'antigènes	qui	rejoignent	la	circulation	produisent	des	anticorps	d'isotypes	nouveaux	(en	
particulier	des	IgG	dans	le	cas	des	greffes	rénales)	de	très	haute	affinité	pour	leur	antigène.		
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 Des	mécanismes	immunologiques	aux	lésions	histologiques:	les	différents	

type	de	rejets		

Nous	venons	de	voir	comment	les	antigènes	de	transplantation	sont	reconnus	par	le	sys-

tème	immunitaire	de	l'hôte	et	comment,	en	l'absence	d'immunosuppresseurs,	ils	déclen-

chent	une	réponse	puissante,	antigène-spécifique,	destinées	à	détruire	le	greffon.		

Cliniquement,	en	l’absence	d’immunosuppression,	toute	transplantation	aboutira	à	un	re-

jet	du	greffon,	c'est-à-dire	à	une	perte	de	fonction	accompagnée	de	lésions	histologiques	

caractéristiques.	On	peut	classer	les	rejets	de	plusieurs	manières:	sur	base	du	délai	d'ap-

parition	(rejets	hyperaigu,	aigu,	chronique,	aigu	tardif7);	sur	base	histologique	(rejet	in-

terstitiel-cellulaire,	rejet	vasculaire)	ou	sur	base	physiopathologique.	Dans	le	présent	ou-

vrage,	nous	nous	référons	à	une	classification	étiologique	et	consensuelle	qui	différencie	

les	rejets	sur	base	de	leur	origine	cellulaire	T	ou	B	supposée	(Haas	et	al.,	2014;	Nankivell	

and	Alexander,	2010).	Bien-sûr,	en	pratique,	plusieurs	processus	peuvent	coexister.	

	

Au	cours	des	rejets	médiés	par	les	cellules	T	(TCMR	pour	T-Cell	Mediated	Rejec-

tion),	les	cellules	T	CD8+	cytotoxiques	(CTL)	interagissent	directement	via	leur	TCR	avec	

les	complexes	peptide-CMH	de	classe	I	en	surface	des	cellules	parenchymateuses	et	vas-

culaires	du	greffon	et	occasionnent	des	lésions	de	tubulite	et	dans	une	moindre	mesure	

d'endothélite.	Suite	à	la	nécrose	de	cellules	tubulaires,	de	nombreuses	cellules	mononu-

clées	(CD4+,	CD8+,	macrophages,	 ...)	envahissent	l'espace	interstitiel	(infiltrats)	et	y	sé-

crètent	des	cytokines	pro-inflammatoires.	L'éventuelle	prolongation	de	ces	évènements	

mènera	à	des	lésions	chroniques	dominées	par	de	l'atrophie	tubulaire,	la	fibrose	inters-

titielle	et	une	obstruction	progressive	des	vaisseaux	de	petits	et	moyens	calibres	(arté-

riosclérose)	résultant	de	la	prolifération	des	cellules	musculaires	lisses.	

	

Au	cours	des	rejets	médiés	par	les	anticorps	(ABMR	pour	AntiBody-Mediated	Re-

jection),	des	anticorps	anti-HLA	préformés	ou	de	novo	vont	se	fixer	sur	les	cellules	endo-

théliales	du	greffon.	Il	s'ensuit	une	activation	de	la	voie	classique	du	complément	(incons-

tamment	accompagnée	d'une	positivité	des	immunomarquages	anti-C4d)	qui	entraîne	un	

	
	
7	Les	rejets	dits	hyperaigus	se	produisent	dans	les	minutes	qui	suivent	la	levée	des	clamps	chirurgicaux	vasculaires	lors	
de	la	transplantation;	les	rejets	dits	aigus	sont	ceux	qui	apparaissent	dans	les	jours	ou	semaines	qui	suivent	la	transplan-
tation,	les	rejets	dits	chroniques	se	développent	de	façon	indolente	en	plusieurs	mois	ou	années	et	aboutissent	à	une	
perte	progressive	des	fonctions	du	greffon,	les	rejets	aigus	tardifs	se	manifestent	à	distance	de	la	transplantation	par	
une	perte	brutale	de	la	fonction	du	greffon.	
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recrutement	de	cellules	inflammatoires	(polynucléaires,	...)	et	de	la	nécrose	endothéliale	

qui	à	son	tour	va	favoriser	l'agrégation	plaquettaire	et	la	coagulation.	

	

Le	lecteur	ou	la	lectrice	intéressée	trouvera	dans	le	Tableau	2	un	résumé	des	principales	

médications	utilisées	couramment	en	 transplantation	pour	prévenir	ou	 traiter	 le	 rejet.	

Ces	notions	seront	utiles	pour	la	suite	de	l'exposé.	

	

Tableau	2	-	Principales	médications	administrées	en	pratique	courante	pour	prévenir	le	

rejet	d'allogreffe	et	leurs	mécanismes	d'action	(adapté	de	Pascual	et	al.2002).	

Médications	 Principaux	mécanismes	d'action	

Corticostéroïdes	 Inhibition	de	la	transcription	de	cytokines	dans	plusieurs	types	cel-

lulaires	clés	(lymphocytes,	macrophage,	cellules	dendritiques).	

Azathioprine	 Inhibition	de	la	synthèse	des	purines	(ADN	et	ARN)	dans	les	myélo-

cytes	de	la	moelle	osseuse	et	dans	les	leucocytes.	

Anticorps	polyclonaux	anti-lym-

phocytaires	

Opsonisation	des	lymphocytes,	clearance	des	lymphocytes,	lyse	

médiée	par	le	complément.	

Ciclosporine		 Inhibition	de	la	synthèse	de	l'interleukine-2	par	inhibition	des	cal-

cineurines	dans	les	lymphocytes;	stimulation	de	la	production	de	

TGF-ß	dans	diverses	cellules	.	

Tacrolimus	 Inhibition	de	la	synthèse	de	l'interleukine-2	par	inhibition	des	cal-

cineurines	dans	les	lymphocytes.	

Mycophénolate	mofétil	 Inhibition	des	voies	de	synthèse	des	purines	par	inhibition	de	l'en-

zyme	inosine	monophosphate	dehydrogenase	(IMPDH);	par	rap-

port	à	l'azathioprine,	sélectivité	accrue	pour	les	lymphocytes.	

Sirolimus,	everolimus	 Inhibition	de	la	transmission	du	signal	médié	par	l'interleukine-2,	

résultant	en	une	inhibition	de	la	progression	du	cycle	cellulaire	et	

de	la	prolifération.	

Anticorps	monoclonaux	dirigés	

contre	le	récepteur	à	l'IL-2	

Fixation	à	la	sous-unité	alpha	du	récepteur	à	l'interleukine-2	sur	

les	lymphocytes	T	activés	résultant	en	une	inhibition	des	réponses-

IL-2	médiées.	

Abatacept,	Beletacept	 Protéines	de	fusion	CTLA-4	-	Immunoglobulines	qui	inhibent	les	si-

gnaux	de	costimulation	par	fixation	aux	récepteurs	CD80	et	CD86	à	

la	surface	des	cellules	présentatrices	d'antigènes.	



16	 	

 L'induction	d'une	réponse	protectrice	envers	le	greffon:	le	concept	de	tolé-

rance.	

Les	immunosuppresseurs	empêchent	le	rejet	du	greffon	en	bloquant	de	manière	aspéci-

fique	des	pans	assez	larges	de	notre	immunité.	Au	prix	d'un	accroissement	important	de	

l'incidence	des	infections	et	de	certains	cancers.	Cependant,	la	capacité	du	système	immu-

nitaire	de	l'hôte	à	entraîner	la	destruction	des	antigènes	étrangers	reste	intacte	et,	aussitôt	

les	immunosuppresseurs	arrêtés,	le	rejet	survient.	Pourtant,	expérimentalement,	bloquer	

sélectivement	l'une	ou	l'autre	étape	de	l'activation	des	lymphocytes	naïfs	peut	permettre	

de	réorienter	le	système	immunitaire	vers	l'acceptation	des	antigènes.	On	parle	dans	ce	

cas	de	"tolérance	immunologique".		

Dans	cette	section,	nous	définissons	le	concept	de	tolérance	immunologique;	détaillons	

ses	bases	mécanistiques	et	examinons	sa	pertinence	en	transplantation	humaine.		

	

Définition	de	la	tolérance	immunologique	

En	immunologie,	on	définit	la	tolérance	immunitaire	comme	"l'absence	de	réponse	spéci-

fique	à	un	antigène	qui	est	normalement	induite	par	l'exposition	des	lymphocytes	à	cet	

antigène"	(Abbas,	2016).	La	tolérance	au	soi,	étant	l'absence	de	réponse	inflammatoire	à	

l’égard	des	antigènes	de	nos	propres	cellules,	est	la	mieux	connue.	En	transplantation,	la	

tolérance	 fait	 référence	 à	 un	 état	 d'immunoquiescence	 sélectif	 à	 l'égard	des	 antigènes	

d'un	donneur.	

	

Dans	un	contexte	expérimental,	on	s'assurera,	avant	de	parler	de	tolérance,	de	la	réunion	

d'au	moins	3	critères	(Newell,	2011):	

(1)	que	le	greffon	maintient	une	fonction	normale	suffisamment	longtemps	après	l'arrêt	

de	toute	immunosuppression,		

(2)	in	vitro,	que	la	suppression	des	réponses	immunologiques	s'exerce	spécifiquement	à	

l'égard	du	donneur,	

(3)	que	le	greffon	conserve	une	histologie	normale	longtemps	après	l'arrêt	de	toute	im-

munosuppression,		

-	dernier	critère	souvent	ajouté	-	que	le	receveur	tolérant	accepte	un	second	greffon	du	

même	donneur	mais	rejette	le	greffon	d'un	donneur	tiers.	
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Sur	base	de	ces	critères	on	a	pu	montrer	que	l'un	ou	l'autre	écart	à	l'activation	normale	

des	lymphocytes	T	engendrait	de	la	tolérance	aux	greffons	dans	plusieurs	modèles	expé-

rimentaux.	

	

Mécanismes	fondamentaux	de	la	tolérance	immunologique	

On	distingue	traditionnellement	les	mécanismes	centraux	(ayant	siège	dans	les	organes	

lymphoïdes	primaires)	des	mécanismes	périphériques	(organes	lymphoïdes	secondaires	

et	tissus	périphériques).		

	

La	tolérance	centrale	fait	référence	au(x)	processus	de	sélection	des	lymphocytes	

T	et	B	immatures	au	sein	des	organes	lymphoïdes	génératifs	ou	primaires.	

	

• La	sélection	des	lymphocytes	T	s'opère	au	niveau	du	thymus	durant	la	période	néona-

tale.	Comme	nous	l'avons	vu	plus	haut	(1.2.2),	il	s'agit	d'une	sélection	double	au	cours	

de	 laquelle	 les	 lymphocytes	reconnaissant	un	peptide	sur	une	molécule	HLA	du	soi	

sont	conservés	(sélection	positive)	puis	ceux	reconnaissant	un	tel	complexe	avec	une	

forte	affinité	(autoréactifs)	sont	éliminés	(sélection	négative).	Certains	lymphocytes	T	

autoréactifs,	au	lieu	d'être	éliminés,	survivent	sous	la	forme	de	cellules	T	régulatrices	

qui	migrent	dans	les	tissus	périphériques.		

Concernant	 les	 cellules	 T,	 la	 tolérance	 centrale	 recouvre	 donc	 deux	 phénomènes,	

d'une	part	une	tolérance	délétionelle	et	d'autre	part	la	production	de	cellules	régula-

trices	dites	naturelles.	Nous	reviendrons	à	ces	cellules	un	peu	plus	bas.	Notons	déjà	

que	d'autres	types	de	cellules	régulatrices	(dites	adaptatives)	peuvent	se	former	dans	

les	organes	lymphoïdes	périphériques.	

	

• Les	lymphocytes	B	immatures	font	eux-aussi	l'objet	d'une	sélection	centrale,	dans	la	

moelle	osseuse,	visant	à	l'élimination	des	cellules	auto-réactives.	Celle-ci	a	peu	d'im-

plications	en	transplantation	et	nous	ne	la	détaillons	pas	ici.		
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La	tolérance	périphérique		

	

• Les	lymphocytes	T	qui	ont	réchappé	du	processus	de	sélection	centrale	peuvent	en-

core	être	l'objet	de	mécanismes	suppresseurs	en	périphérie.	Pour	qu'il	y	ait	une	quel-

conque	 réaction	 inflammatoire,	 il	 faut	d'abord,	naturellement,	que	 les	 lymphocytes	

naïfs	soient	mis	en	contact	avec	leur	antigène.	Concrètement	cela	implique	qu'il	y	ait	

un	lieu	de	rencontre	(des	structures	lymphoïdes	intactes)	et	que	les	antigènes	soient	

apprêtés	sur	des	molécules	HLA.	A	défaut	de	remplir	ces	conditions,	on	parlera	d'igno-

rance.	 	Cependant,	ce	concept	a	relativement	peu	d'implications	en	transplantation	

clinique.	Une	fois	un	contact	établi	entre	un	lymphocyte	et	un	antigène,	des	écarts	au	

processus	normal	d'activation	peuvent	entraîner	la	disparition	réelle	(délétion	par	

apoptose)	ou	fonctionnelle	(anergie,	exhaustion	clonale)	des	lymphocytes	T	dirigés	

contre	cet	antigène.	Une	fois	activés,	 les	lymphocytes	matures	peuvent	encore	faire	

l'objet	d'une	suppression	extrinsèque	par	des	cellules	régulatrices.	

	

-	La	délétion	et	l'exhaustion	clonale	sont	causées	par	la	carence	en	signaux	de	costi-

mulation	 (interaction	 B7/CD28)	 au	moment	 de	 l'activation	 du	 lymphocyte	 par	 les	

complexes	HLA-antigènes.	En	l'absence	totale	de	costimulation	les	lymphocytes	T	fi-

nissent	par	mourir	faute	de	cytokines	et	de	synthèse	de	molécules	anti-apoptotiques.	

Alternativement,		en	l'absence	d'une	costimulation	suffisante,	les	molécules	B7	en	sur-

face	des	cellules	présentatrices	d'antigène	se	lient	préférentiellement	à	des	molécules	

inhibitrices	(Cytotoxic	T	Lymphocyte-Associated	antigen	4	-	CTLA-4	ou	CD152	et	Pro-

grammed	[Cell]	Death	Protein	1	-	PD-1)	plutôt	qu'activatrices	(le	CD28)	en	raison	de	

leur	plus	grande	affinité8.	

	

-	Des	cellules	T	régulatrices	(Tregs)	sont	capables	d'inhiber	l'activation	des	cellules	

T	naïves	ainsi	que	la	fonction	des	cellules	T	matures	et	même	d'autres	cellules	(NK,	B,	

cellules	dendritiques	ou	macrophages).	Il	existe	plusieurs	types	de	cellules	T	régula-

trices	(Walsh	et	al.,	2004;	Wood	et	al.,	2012).	Les	cellules	Tregs	dites	naturelles	sont	

	
	
8	Molécule	inhibitrice	prototypique,	le	CTLA-4,	à	la	surface	des	lymphocytes	T,	agit	de	deux	manières:	1°	elle	capte	et	
dégrade	les	molécules	B7	en	surface	des	cellules	présentatrices	d'antigènes	(mécanisme	appelé	trans-endocytose)	et	
contribue	donc	à	l'épuisement	des	signaux	de	costimulation,	2°	elle	délivre	des	signaux	inhibiteurs	aux	cellules	T	et	ces	
dernières	deviennent	anergiques.	
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des	cellules	autoréactives	générées	au	niveau	du	thymus	comme	expliqué	plus	haut.	

Elles	se	caractérisent	par	une	haute	expression	du	CD25	et	du	facteur	de	transcription	

foxP3.	Elles	exercent	leurs	propriétés	régulatrices	sur	les	cellules	T	matures	via	des	

molécules	inhibitrices	(tel	CTLA-4)	et	aussi	par	compétition	en	s'accaparant	l'IL-2	via	

leurs	très	nombreux	récepteurs.	Les	cellules	Tregs	dites	adaptatives	sont	générées	

dans	 les	 tissus	périphériques,	en	présence	de	TGF-β ou	d'IL-10,	au	départ	de	Tregs	

naturelles	ou	bien	de	cellules	effectrices	CD4+	ou	CD8+.	Elles	exercent	leurs	propriétés	

suppressives	via	la	sécrétion	de	cytokines	inhibitrices	(TGF-β,	IL-10)	et	expriment	peu	

le	CD25.	D'autres	types	de	Tregs	ont	été	décrits	mais	ceci	sort	du	cadre	de	ce	travail.	

	

• Les	lymphocytes	B	peuvent	également	faire	l'objet	d'une	désactivation	en	périphérie.	

Les	lymphocytes	qui	reconnaissent	un	antigène	sans	la	coopération	d'un	lymphocyte	

T	(soit	en	l'absence	de	lymphocyte	auxiliaire	Tfh	soit	en	présence	d'une	cellule	régu-

latrice	Tfr)	peuvent	devenir	anergiques	ou	disparaître	par	apoptose.		

Enfin,	 plusieurs	 environnements	 pro-inflammatoires	 sont	 susceptibles	 de	 donner	

naissance	 à	des	cellules	B	 régulatrices	 (Bregs)	 dotées	de	propriétés	 immunosup-

pressives9.	Les	effets	régulateurs	de	ces	cellules	s'exercent	principalement	par	l'inter-

médiaire	de	la	production	de	cytokines	(principalement	l'IL-10	et	selon	les	cas	l'IL-35	

et	le	TGF-β)	mais	requièrent	parfois	un	contact	avec	la	cellule	cible.	Ces	effets	visent	

collectivement	à	réprimer	une	réponse	inflammatoire	et	s'exercent	sur	quantités	de	

cellules:	en	inhibant	la	différenciation	des	cellules	CD8+	cytotoxiques,	des	cellules	Th1	

et	Th17,	de	plusieurs	monocytes	et	cellules	dendritiques	pro-inflammatoires	ou	en-

core	en	favorisant	la	différenciation	de	cellules	régulatrices	T,	B	ou	NK.	A	la	différence	

des	 Tregs	 caractérisées	 par	 la	 présence	 d'un	 facteur	 de	 transcription	 univoque	

(Foxp3),	on	n'a	pas	encore	trouvé	à	ce	jour	de	marqueur	permettant	d'isoler	sans	faille	

toutes	les	cellules	B	régulatrices.	Collectivement	ces	cellules	semblent	caractérisées	

par	la	production	d'IL-10	(on	parle	de	cellules	B10),	sans	pour	autant	que	cela	ne	suf-

fise	à	les	déterminer.	Plusieurs	types	tissulaires	de	lymphocytes	B,	à	plusieurs	niveaux	

de	différenciation	(immatures,	matures	et	même	des	plasmoblastes)	ont	en	commun	

des	 qualités	 immunosuppressives.	 Il	 a	 été	 évoqué	 que	 plusieurs	 environnements	

	
	
9	Bien	que	l'inflammation	soit	critique,	la	génération	de	Bregs	reste	antigène	spécifique	et	implique	une	coactivation	
de	la	cellule	B	via	un	Toll-like	receptor	et/ou	l'engagement	du	CD40.		
	



20	 	

cytokiniques	permettraient	la	différenciation	des	cellules	B	inflammatoires	en	Bregs	

et	qu'il	ne	s'agirait	pas	d'une	lignée	commune	(Mauri	and	Ehrenstein,	2008)	(Rosser	

and	Mauri,	2015).	

	

Succès	et	écueils	des	stratégies	d'induction	de	tolérance	aux	greffons.	

Il	existe	de	multiples	manières	d'induire	une	tolérance	aux	greffes	chez	les	petits	rongeurs	

(voir	Tableau	3).	A	ce	jour	pourtant,	une	seule	approche	a	permis	d'aboutir,	de	façon	in-

tentionnelle	et	consistante,	à	une	tolérance	durable	aux	greffons	rénaux	chez	les	grands	

primates	y	compris	l'humain.	Cette	stratégie	porte	le	nom	de	"chimérisme	mixte".		

	

	

Tableau	3	-	Différentes	stratégies	ayant	permis	d'induire	de	la	tolérance	aux	greffes	

dans	des	modèles	murins	et	chez	les	grands	primates	(adapté	de	Sachs.	2003).	

Méthodes	 Chez	les	souris	 Chez	les	primates	hu-

mains	et	non-humains	

"Immunological	Enhancement"	 +	 –	

Transfusion	donneur-spécifique	 +	 –	

Peptides	 +	 –	

Anticorps	monoclonaux	anti-MHC	 +	 –	

Inhibiteurs	de	la	calcineurine		 +	 –	

Sérum	antilymphocytaire		 +	 –	

Anti-CD24	 +	 –	

Anti-CD25	 +	 –	

Irradiation	lymphoïde	totale	 +	 +/–	

Toxine	Anti-CD3	 +	 +/–	

Bloqueurs	de	la	costimulation		 +	 +/–	

Chimérisme	 +	 +	
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Elle	consiste	à	établir,	ne	fut-ce	que	transitoirement,	un	nouveau	système	immunitaire	

chez	un	receveur,	hybride	entre	le	sien	propre	et	celui	du	donneur10.		

Trois	 centres	 ont	 jusqu'à	 présent	 réussi	 de	 tels	 exploits:	 les	 universités	 de	 Standford	

(Scandling	et	al.,	2008),	d'Harvard	(Kawai	et	al.,	2008)	et	le	Northwestern	Memorial	Hos-

pital	de	Chicago	(Leventhal	et	al.,	2012).	S'ils	diffèrent	dans	leurs	modalités	opération-

nelles	(revus	dans	(Oura	et	al.,	2017)),	ces	trois	programmes	ont	en	commun	d'associer,	

à	 un	moment	 donné,	 la	 greffe	 de	 rein	 à	 une	 infusion	 de	 cellules	 hématopoïétiques	 du	

même	 donneur.	 Chez	 un	 donneur	 conditionné	 (protocoles	myélosuppressifs	 sans	 être	

myéloablatifs),	 les	 deux	 systèmes	 immunitaires	 vont	 pouvoir	 coexister	 brièvement	 ou	

plus	durablement	en	donnant	naissance	à	de	nouvelles	lignées	cellulaires	au	sein	de	l'hôte.	

Plusieurs	mécanismes	sont	à	l'origine	de	la	tolérance	au	greffon	dans	ces	protocoles.	A	

court	terme	le	développement	de	cellules	régulatrices	joue	probablement	un	rôle;	ulté-

rieurement	cependant	la	délétion	des	cellules	alloréactives	semble	dominer	(Andreola	et	

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

Nonobstant	leur	caractère	révolutionnaire,	ces	résultats	n'ont	pas	pu	essaimer	au-delà	de	

ces	quelques	centres	ultraspécialisés.	Les	protocoles	utilisés	sont	encore	limités	par	des	

conditionnements	harassants	et	dangereux,	des	taux	de	réussite	moindres	qu'en	trans-

plantation	ordinaire	ou	encore,	pour	certaines,	par	le	développement	de	réponses	alloim-

munes	tardives.	A	ce	jour,	seules	quelques	dizaines	de	patient.e.s	ont	bénéficié	de	ces	pro-

tocoles.		

	

	

1.3 La tolérance spontanée aux greffons rénaux 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

L'induction	de	tolérance	aux	greffons	rénaux	reste	marginale	et	périlleuse.		

Il	existe	cependant	une	autre	forme	de	tolérance	aux	greffons	qualifiée	soit	de	"sponta-

née",	 soit	 «d’opérationnelle».	 De	 très	 rares	 patients	 greffés	 rénaux	 privés	 de	 leurs	

	
	
10	L'appellation,	commune	dans	le	langage	courant,	de	"chimère"	pourrait	laisser	penser	que	le	système	immunitaire	
d'un	individu	A	aurait	été	complètement	remplacé	par	celui	d'un	individu	B.	On	préfère	l'appellation	de	"chimère	
mixte",	qui	signifie	que	dans	le	même	individu	A,	coexistent	des	cellules	immunitaires	de	A	et	de	B.		
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immunosuppresseurs	 maintiennent	 une	 fonction	 stable	 de	 leur	 greffon	 pendant	 une	

longue	période,	sans	évidence	de	rejet.	Il	s’agit	de	situations	exceptionnelles.	En	effet,	les	

conséquences	de	la	pénurie,	même	minime,	en	immunosuppresseurs	sont	abondamment	

documentées	(Gaynor	et	al.,	2014;	Hricik	et	al.,	2015;	Takemoto	et	al.,	2007;	Vlaminck	et	

al.,	2004)	et	dramatiques.	La	non-observance	thérapeutique	contribue	largement	aux	re-

jets	aigus	précoces	ou	tardifs,	aux	rejets	chroniques	et	in	fine,	à	la	perte	de	30	à	48%	des	

greffons!	(Gaynor	et	al.,	2014;	Sellares	et	al.,	2012).	En	conséquence,	les	néphrologues	dé-

couragent	fortement	tout	écart	thérapeutique.	Il	arrive	néanmoins	que	certains	patients	

décident	de	leur	propre	chef	ou	soient	contraints	d’interrompre	leurs	immunosuppres-

seurs	pendant	une	longue	période	(mais	contre	toute	attente)	sans	entraîner	la	perte	de	

leur	greffon.	Ceci	survient	le	plus	souvent	dans	un	contexte	de	négligence,	de	difficultés	

psycho-sociales	ou	bien	de	 croyances	personnelles.	D’autres	 fois,	 les	médecins	 recom-

mandent	l’arrêt	des	immunosuppresseurs	en	dernière	extrémité	dans	un	contexte	onco-

logique	ou	infectieux	grave.		

	

La	tolérance	est	l’objet	de	tous	les	espoirs	en	transplantation.	La	compréhension	puis	la	

maîtrise	de	ce	phénomène	devrait	tout	à	la	fois	prévenir	les	pertes	de	greffons	par	rejet	

et	éviter	les	conséquences	d’une	immunosuppression	non	ciblée	et	au	long	cours	telles	

que	la	néphrotoxicité,	le	diabète,	les	infections,	les	néoplasies,	…).	

	

Dans	cette	section,	nous	donnons	un	aperçu	global	des	connaissances	actuelles	sur	ce	phé-

notype	étrange	et	terminons	sur	les	questions	non	résolues.	Ce	chapitre	est	volontaire-

ment	bref	pour	ne	pas	alourdir	inutilement	la	lecture	de	cette	thèse	et	a	pour	ambition	de	

permettre	au	lecteur	non	averti	de	suivre	le	reste	d’	l'exposé.	Nous	invitons	courtoisement	

le	lecteur	ou	la	lectrice	qui	souhaiterait	en	savoir	davantage	sur	la	présentation	clinique	

de	la	tolérance,	ses	biomarqueurs	et/ou	ses	mécanismes	à	lire	notre	revue	sur	la	question	

(Massart	et	al.,	2017),	annexée	à	la	présente	thèse	(Annexe	I,	page	53).	
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 Principales	données	issues	de	la	recherche	sur	la	tolérance	spontanée	aux	

greffons	rénaux.	

	
	
Enseignements	des	études	cliniques	

	

1)	Faute	de	biomarqueur	fiable,	la	tolérance	clinique	est	généralement	définie	prosaïque-

ment	comme	la	conservation	d'une	bonne	fonction	rénale	en	l'absence	d'immunosup-

presseurs	pendant	une	durée	minimale	de	1	an.	

	

2)	Au	moment	de	débuter	cette	thèse,	moins	de	250	cas	semblaient	avoir	été	répertoriés.	

La	prévalence	réelle	de	la	tolérance	est	inconnue.	

	

3)	On	n'a	pas	mis	en	évidence	de	caractéristique	démographique	ou	clinique	uniciste	(pro-

fil	immunologique,	immunosuppresseurs,	...)	permettant	d'expliquer	pourquoi	une	infime	

minorité	de	patients	greffés	rénaux	peut	se	passer	d'immunosuppresseurs.	

	

4)	Un	antécédent	de	rejet	ou	une	immunisation	anti-HLA	(préalable	à	la	greffe	ou	de	novo)	

sont	compatibles	avec	la	tolérance	opérationnelle	aussi	longtemps	qu'ils	ne	s'avèrent	pas	

nuisibles	au	greffon.	Ces	observations	sont	relativement	communes.	

	

5)	Les	patients	tolérants	semblent	présenter	une	immunoquiescence	ciblée	dirigée	exclu-

sivement	à	l'endroit	du	greffon	et	ne	pas	souffrir	d'un	déficit	immunitaire	global.		

	

6)	La	tolérance	est	une	condition	métastable.	Elle	peut	perdurer	d'un	an	à	plusieurs	di-

zaines	d'années	et	disparaître	sans	raison	claire.		

	

Enseignements	des	études	sur	les	biomarqueurs	

	

7)	Les	patients	tolérants	présentent	des	altérations	de	leur	répertoire	lymphocytaire	B	

sanguin	 avec	 davantage	 de	 formes	 immatures	 (naïves,	 transitionnelles)	 et	 moins	 de	

formes	différenciées	(plasmoblastes)	que	leurs	corolaires	sous	immunosuppression.	
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8)	Les	patients	tolérants	présentent	un	nombre	accru	de	lymphocytes	T	régulateurs	(site	

spécifique	du	gène	Foxp3	déméthylé)	et	en	particulier	les	formes	mémoires,	par	compa-

raison	avec	des	sujets	sains	ou	transplantés.	

	

9)	La	majorité	des	signatures	transcriptomiques	sanguines	de	la	tolérance	aux	greffons	

rénaux	montrent	un	accroissement	des	transcrits	caractéristiques	des	cellules	B	naïves.	

	

10)	Plusieurs	autres	études	immunophénotypiques	et	transcriptomiques	semblent	égale-

ment	incriminer	des	réseaux	cellulaires	complexes	impliquant	non	seulement	les	cellules	

T	et	B	mais	aussi	des	cellules	NK,	des	cellules	dendritiques	et	autres	monocytes.	

	

	Enseignements	de	type	mécanistique		

	

11)	Le	répertoire	alloréactif	des	patients	tolérants	est	remodelé	à	l'avantage	des	cellules	

(B	 et	 T)	 régulatrices.	 Ces	 dernières	 possèdent	 un	 phénotype	 inhibiteur	 (CD1,	 CD5	 /	

CTLA4;	sécrétion	d'IL-10,	TGF-β,	IL-21)	et	possèdent	des	propriétés	suppressives.		

	

12)	Dans	des	expérimentations	trans-vivo11,	le	transfert	de	cellules	T	régulatrices	adapta-

tives	issues	de	patients	tolérants	permet	d'induire,	en	présence	des	antigènes	du	greffon,	

une	tolérance	croisée	à	l'égard	d'antigènes	immunogéniques.		

	
 

 Une	compréhension	très	parcellaire	

Les	mécanismes	à	l'origine	de	la	tolérance	ou	permettant	son	maintien	sont	mal	connus.	

L'ensemble	des	travaux	résumés	plus	haut	a	permis	de	comprendre	plusieurs	des	méca-

nismes	élémentaires	qui	opèrent	chez	dans	les	patients	tolérants	rénaux.		

	

En	résumé,	la	tolérance	spontanée	aux	greffons	rénaux:	

1.	Est	une	condition	spécifique	et	vraisemblablement	acquise.	

2.	Ne	semble	pouvoir	être	obtenue	chez	l'humain	qu'à	la	faveur	d'une	compilation	de	plu-

sieurs	mécanismes	élémentaires.	

	
	
11	Transfert	de	cellules	humaines	dans	un	petit	animal	généralement	immunodéprimé.	
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3.	Implique	une	grande	variété	de	populations	cellulaires	(B,	T	et	sans	doute	cellules	den-

dritiques	et	NK)	au	sein	desquelles	 les	cellules	régulatrices	l'emportent	sur	les	cellules	

effectrices.	

4.	En	conséquence,	la	tolérance	spontanée	semble	dominée	par	des	mécanismes	de	nature	

régulatrice.		

	

Si	plusieurs	pièces	du	puzzle	ont	pu	être	déchiffrées,	l'énigme	centrale	aujourd'hui	réside	

dans	la	compréhension	des	mécanismes	qui	déclenchent	ab	initio	la	mise	en	place	d'équi-

libres	 immunologiques	alternatifs	où	 la	 régulation	 l'emporte	 sur	 l'inflammation	en	 ré-

ponse	à	des	antigènes	de	transplantation.		

	

Il	est	frappant	de	constater	le	peu	de	différences,	à	la	base,	entre	un	greffé	rénal	lambda	

et	un	autre	qui	développera	de	la	tolérance.	La	compréhension	des	facteurs	individuels	

qui	rendent	possible	l'avènement	de	la	tolérance	constitue	le	coeur	de	cet	ouvrage.		

	

	

1.4 Motivation de notre thèse 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

A	l'instar	des	réponses	immunitaires	aux	infections,	chaque	réponse	alloimmune	repré-

sente	une	interaction	complexe,	singulière,	entre	un	receveur,	un	greffon	et	un	environ-

nement	donnés	à	une	période	donnée,	comme	schématisé	dans	la	Figure	2.	L'existence	

de	disparités	génétiques	entre	le	donneur	et	le	receveur	constitue	la	base	même	des	réac-

tions	alloimmunes	-	elles	ont	été	détaillées	dans	les	sections	précédentes.	L'impact	des	

facteurs	environnementaux,	au	premier	rang	desquels	les	médicaments	immunosuppres-

seurs,	est	évident	également.	En	revanche,	la	capacité	des	facteurs	héréditaires	propres	

au	donneur	et	au	receveur,	pris	isolément,	à	peser	sur	l'issue	de	la	réaction	allo-immune	

reste	largement	méconnue.		

	

Le	présent	travail	porte	spécifiquement	sur	le	déchiffrage	du	rôle	de	l'hérédité	du	rece-

veur	 dans	 la	 survenue	 éventuelle	 de	 tolérance.	 Non	 pas	 que,	 selon	 nous,	 l'étude	 du	
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polymorphisme	génétique	des	donneurs	ou	bien	les	interactions	donneurs	-	receveurs	au-

delà	du	système	HLA	soient	non-relevantes.	Simplement	nous	pensons	qu'elles	doivent	

faire	l'objet	de	travaux	et	d'une	méthodologie	distinctes,	et	ces	travaux	ont	d'ailleurs	dé-

buté	(Mesnard	et	al.,	2016;	Pineda	et	al.,	2017).		

L'étude	que	nous	entreprenons	sur	les	prédispositions	génétiques	à	la	tolérance	opéra-

tionnelle	entend	tirer	profit	d'un	matériel	biologique	rare	mais	accessible,	provenant	des	

receveurs,	et	de	technologies	nouvelles	qui	pour	la	première	fois	nous	permettent	de	pen-

ser	que	nous	pouvons	la	tirer	au	clair.	

	

	

Figure	2	-	Le	rejet	et	la	tolérance	au	croisement	d'influences.	

	

	
Légende:	la	capacité	des	facteurs	héréditaires	du	donneur	et	du	receveur,	considérés	isolément,	à	changer	

le	cours	des	réactions	allo-immunes	demeure	largement	inconnue	à	ce	jour.	Cet	ouvrage	porte	sur	la	géné-

tique	des	receveurs.	

	

	

Dans	cette	section,	nous	présentons	successivement	l'état	des	connaissances	quant	à	l'im-

pact	des	caractéristiques	individuelles	sur	la	survenue	des	rejets	(1.4.2)	et	les	développe-

ments	génétiques	récents	qui	pourraient	changer	la	donne	(1.4.3).	Ceci	nous	mènera	à	la	

section	(1.5)	dans	laquelle	nous	détaillerons	le	but	de	ce	travail.	
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 Place	de	l'hérédité	dans	les	réponses	alloimmunes	

Plusieurs	types	de	données	permettent	de	soutenir	la	thèse	d'une	contribution	si-

gnificative	de	l'hérédité	du	receveur	à	la	survenue	des	rejets	aigus.	De	façon	anecdo-

tique	d'abord,	des	données	issues	de	l'état	de	l'Utah	-	où	les	études	généalogiques	sont	

très	répandues	pour	des	motifs	spirituels	-	supportent	l'idée	que	certaines	ancestralités	

favorisent	le	rejet	aigu	(Goldfarb-Rumyantzev	et	al.,	2009).	De	façon	similaire,	des	expé-

rimentations	chez	le	cochon	supportent	l'idée	que	des	mutations,	au	sein	de	gènes	non	

encore	identifiés,	peuvent	bloquer	l'établissement	d'une	tolérance	aux	allogreffes	autre-

ment	éprouvée	(Lee	et	al.,	2014).	Chez	les	humains,	Sarwal	et	collègues	ont	relevé	la	pro-

fonde	hétérogénéité	des	profils	d'expression	génique	au	sein	de	biopsies	rénales	mon-

trant	des	rejets	aigus	pourtant	indiscernables	histologiquement	(Sarwal	et	al.,	2003).	La	

plausibilité	d'une	contribution	génétique	au	rejet	et/ou	à	la	tolérance	en	transplantation	

paraît	plausible	sinon	probable.	Il	nous	paraît	cependant	important	de	notifier	que,	à	la	

différence	des	maladies,	la	transplantation,	condition	jeune	et	artificielle,	fournit	en	réa-

lité	peu	d'exemples	de	pedigrees	resserrés	qui	permettraient	de	spéculer	sur	le	type	d'hé-

rédité	supposément	incriminée	dans	la	tolérance	ou	le	rejet.	Toutes	les	hypothèses	(trans-

mission	autosomale/liée	à	l'X,	dominante/récessive,	multigénique,	...)	paraissent	encore	

ouvertes.	

	

Plusieurs	 dizaines	 d'études	 ont,	 en	 vain,	 cherché	 des	 associations	 consistantes	

entre	rejet	aigu	et	tel	ou	tel	polymorphisme	génétique	tant	du	donneur	(greffon)	

que	du	receveur.	La	plupart	des	gènes	candidats	étudiés	codaient	pour	des	cytokines.	On	

a	là	un	matériel	relativement	abondant	mais	contradictoire	et	non	concluant,	avec	sou-

vent	 autant	 d'études	qui	 plaident	 pour	une	 association	 génétique	que	d'études	qui	 ne	

montrent	rien	et	ce	pour	les	mêmes	polymorphismes.	La	faiblesse	globale	de	cette	littéra-

ture	est	liée	à	la	multitude	d'études	de	petites	tailles,	rarement	validées	dans	des	cohortes	

externes;	à	la	pauvreté	des	définitions	phénotypiques	en	ce	compris	parfois	l'absence	de	

preuve	biopsique	de	rejet;	à	l'hétérogénéité	ethnique	des	populations	étudiées	ou	encore	

à	des	erreurs	méthodologiques	comme	l'absence	de	calcul	de	puissance	adéquate	ou	de	

correction	 statistique	 pour	 hypothèses	 multiples	 (Almoguera	 et	 al.,	 2014;	 Goldfarb-

Rumyantzev	and	Naiman,	2010).	Le	seul	 fait	de	répéter	ces	études	à	 l'envie,	augmente	

naturellement	les	chances	de	tomber	par	hasard	sur	une	association	dès	lors	fortuite.	Il	
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est	même	arrivé	qu'on	publie	dans	des	journaux	prestigieux	des	résultats	non	reproduc-

tibles	(Brown	et	al.,	2006;	Varagunam	et	al.,	2009).		

	

Selon	nous,	il	n'existait	au	moment	d'écrire	cet	ouvrage	qu'une	seule	étude	portant	

sur	la	recherche	de	déterminants	génétiques	associés	à	la	tolérance	(Danger	et	al.,	

2012b).	En	l'occurrence,	Danger	et	collègues	ont	recherché	si	des	polymorphismes	géné-

tiques	 fréquents	 (les	 SNPs	 pour	 Single	 Nucleotide	 Polymorphisms)	 pouvaient	 rendre	

compte	des	différences	d'expression	génique	observées	dans	leur	étude	antérieure	com-

parant	patients	tolérants,	patients	en	rejet	chronique	et	sujets	sains	(Brouard	et	al.,	2007).	

Parmi	les	1152	SNPs	testés,	représentant	49	gènes,	aucun	n'a	atteint	le	seuil	de	significa-

tion	statistique	requis	pour	être	retenu	définitivement.	Notons	que	l'étude	incluait	plus	

de	cent	contrôles	mais	seulement	11	patients	tolérants.	Le	gène	PARVG	(Gamma-Parvin)	

se	détachait	cependant	comme	celui	dont	l'expression	était	la	plus	influencée	(18%)	par	

plusieurs	des	SNPs	 testés.	La	protéine	PARVG	se	 lie	à	 l'actine	et	 intervient	notamment	

dans	les	processus	de	remodelage	du	cytosquelette	et	d'adhésion	cellulaire.	Les	patients	

tolérants	exprimaient	davantage	la	combinaison	de	SNPs	(haplotype)	associée	à	une	ex-

pression	réduite	de	PARVG	que	les	sujets	contrôles	greffés	(60	versus	28%,	p=	0,068).	A	

ce	jour	et	en	l'attente	d'une	éventuelle	validation,	la	signification	de	cette	découverte	n'est	

pas	claire.	

	

	

 Développements	génétiques	récents	

Plusieurs	méthodes	de	séquençage	permettent	désormais	l'exploration	non-biai-

sée	du	génome	entier.	Ces	avancées	récentes	bouleversent	les	perspectives.	Moyen-

nant	 l'utilisation	de	 la	méthodologie	appropriée,	on	peut	désormais	comparer	des	cas,	

porteurs	d'un	 trait	donné,	à	des	contrôles	à	 l'échelle	du	génome	entier	et	espérer	ainsi	

mettre	en	évidence	les	éventuels	variants	pertinents	pour	le	trait	donné	sans	s'être	limité	

à	quelques	hypothèses	mécanistiques	préalables	

	

Les	 études	 "génomes-entiers"	 présentent	 plusieurs	 avantages.	 Par	 comparaison	 aux	

études	 "gènes	 candidats",	 les	 approches	 pangénomiques	 permettent	 d'identifier	 des	

gènes	dont	le	rôle	dans	le	phénotype	étudié	était	jusque-là	totalement	insoupçonné.	En	

soi,	 ces	 études	 ouvrent	 la	 voie	 à	 d'authentiques	 découvertes	mécanistiques	 (Manolio,	
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2010).	Par	comparaison	avec	les	études	d'expression	génique	cette	fois,	qui	reflètent	un	

accomplissement	à	un	moment	t,	 les	études	génétiques	 laissent	entrevoir	 la	possibilité	

d'approcher	sans	ambiguïté	des	mécanismes	primaires,	causaux.	

	

Il	existe	actuellement	deux	types	d'explorations	pangénomiques.	

1°	Les	études	pangénomiques	d'association,	ciblées	sur	un	nombre	défini	de	variants	fré-

quents	de	 type	SNPs,	 ou	GWAS	 pour	 "Genome-Wide	Association	 Study"	 exploitent	 la	

technologie	des	puces	à	ADN	pour	génotyper	en	une	seule	opération	plusieurs	centaines	

de	milliers	de	SNPs	représentatifs	de	tout	le	génome.	Ceci	est	possible	parce	que	de	nom-

breux	SNPs,	souvent	proches	les	uns	des	autres,	ont	tendance	à	être	transmis	en	bloc	d'une	

génération	à	l'autre.	On	parle	de	blocs	haplotypiques	ou	tout	simplement	d'haplotypes.	La	

connaissance	de	 l'un	ou	 l'autre	SNPs	dit	tags	permet	d'inférer	raisonnablement	sur	 les	

SNPs	du	voisinage	

	

2°	Le	séquençage	"direct"	de	tout	le	génome	-	"Whole	Genome	Sequencing"	(WGS)	-	ou	

son	succédané,	le	séquençage	de	l'exome	-	"Whole	Exome	Sequencing"	(WES)	-	sont	dé-

sormais	possibles	grâce	au	déploiement	des	séquenceurs	à	haut	débit	dits	de	seconde	gé-

nération	(confer	section	1.6).	

	

Champs	d'applications	des	méthodes	d'exploration	pangénomiques.	

En	pratique,	le	choix	entre	GWAS	et	WGS	/	WES	s'opérera	sur	base	de	critères	budgétaires	

mais	aussi	en	fonction	de	l'architecture	génétique	supposée	du	trait	étudié.		

Le	séquençage	direct	permet	d'appréhender	l'ensemble	des	variants	de	séquence	géno-

mique,	qu'ils	soient	fréquents	ou	très	rares.	Cependant,	le	coût-patient	du	séquençage	du	

génome	reste	prohibitif.	Ainsi,	les	GWAS	offrent	la	possibilité	de	se	limiter	à	l'étude	des	

polymorphismes	communs	pour	un	coût	plus	abordable.	Il	faut	cependant	noter	que	la	

toute	grande	majorité	des	variations	communes	du	génome	humain	-	c'est-à-dire	celles	

explorés	par	les	GWAS	-	sont	introniques	ou	intergéniques,	c'est-à-dire	non	codantes,	et	

généralement	sans	conséquence	majeure	sur	le	phénotype	des	patients	(Manolio,	2010).	

Dès	lors,	les	GWAS	seront	utiles	dans	le	cas	de	maladies	complexes	(multigéniques	et/ou	

multifactorielles)	où	une	accumulation	de	contributions	génétiques	ancestrales	semblent	
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influencer	le	phénotype	mais	peu	pertinentes	en	cas	de	variants	très	pénétrants12	et	de	

phénotypes	retentissants.	Le	séquençage	direct	du	génome,	incluant	obligatoirement	les	

régions	codantes	du	génome,	demeure	indispensable	si	l'on	soupçonne	des	variants	rares	

et	hautement	délétères	d'être	directement	à	 l'origine	du	phénotype	observé	(maladies	

monogéniques	pénétrantes).	Ces	raisonnements	généraux	sont	illustrés	en	Figure	3.	Ci-

dessous,	nous	décrivons	plus	en	détails	ces	deux	méthodologies	dites	"génome-entier"	et	

en	 filigrane,	 suggérons	 comment	 les	mettre	 à	 profit	 dans	 le	 contexte	 particulier	 de	 la	

transplantation	rénale.		

	

	

Figure	3	-	Place	des	différentes	méthodes	d'exploration	pangénomique	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Légende:	possibles	méthodes	d'exploration	pangénomique	selon	la	fréquence	et	l'impact	présumé	des	
variants	recherchés.	En	rouge;	application	à	la	transplantation	rénale	(adapté	de	Manolio	et	al.	2009).	

	

	
	
12	La	notion	de	pénétrance	fait	référence	à	la	proportion	des	sujets	porteurs	d'un	génotype	qui	exprimeront	le	phéno-
type	associé.	Un	génotype	ou	un	variant	sont	dits	hautement	pénétrants	lorsque	virtuellement	tous	les	sujets	qui	en	
sont	porteurs	développent	le	phénotype	associé	le	moment	venu.	Les	génotypes	ou	les	variants	peu	pénétrants	sont	
transmis	à	la	descendance	mais	plus	rarement	le	phénotype	(par	exemple	par	ce	que,	outre	le	génotype,	d'autres	con-
ditions	génétiques	ou	environnementales	doivent	être	réunies	pour	que	la	maladie	se	développe).	
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• En	cas	de	trait	fréquent	et,	en	apparence,	multifactoriel	(comme	le	rejet	aigu)	on	

recherchera	prioritairement	une	association	entre	le	phénotype	et	des	variants	

communs	d'impact	faible	à	modéré.	En	fait,	comme	on	l'a	dit	plus	haut,	la	plupart	

des	variants	communs	sont	peu	délétères,	raison	pour	laquelle,	pense-t-on,	ils	ont	pu	

prendre	 souche	 dans	 les	 populations	 humaines	 concernées.	 Dès	 lors,	 pour	 rendre	

compte	des	phénotypes	observés,	il	a	été	proposé	que	des	combinaisons	de	variants	

communs13	-	sans	qu'aucun	pris	 isolément	ne	soit	ni	nécessaire	ni	suffisant	-	prési-

daient	au	développement	des	maladies	complexes	 les	plus	répandues.	Dès	 lors	que	

l'on	se	limite	à	examiner	une	population	ayant	une	large	base	d'ancestralité	commune	

(par	exemple,	les	"européens"),	cela	revient	à	se	demander	si	pour	un	trait	complexe	

donné,	il	existe	des	variants	précis	(ils	sont	identiques	puisque	partagés	par	ancestra-

lité)	qui	ségréguent	avec	le	phénotype	et	en	constituent	le	terreau.	Cette	hypothèse,	

vulgarisée	sous	le	nom	anglais	de	"common	disease	-	common	variant	ou	CD-CV"	est	à	

la	base	des	études	pangénomiques	d'association	ou	encore	"GWAS".		

	

• En	pratique,	 jusqu'à	 un	million	de	polymorphismes	 génétiques	 communs	 répartis	

dans	tout	le	génome	sont	génotypés	simultanément	grâce	une	méthode	de	capture	par	

hybridation	sur	puce	à	ADN	(microarray).	L'opération	est	réalisée	pour	les	cas	et	les	

contrôles	séparément	de	façon	à	établir	puis	à	comparer	la	fréquence	de	ces	polymor-

phismes	dans	les	deux	groupes.	Plusieurs	milliers	d'individus	par	groupe	sont	géné-

ralement	requis	pour	atteindre	la	puissance	statistique	utile	compte-tenu	du	nombre	

élevé	 de	 comparaisons	 effectuées.	 Les	 polymorphismes	 dont	 la	 fréquence	 dans	 un	

groupe	 s'écarte	 significativement	 de	 celle	 de	 l'autre	 groupe	 (après	 corrections	 di-

verses)	ont	de	fortes	chances	d'être	soit	directement	associés	au	phénotype	soit	en	

déséquilibre	de	liaison	avec	le	véritable	variant	génétique	causal.	Les	GWAS	permet-

tent	ainsi	d'identifier	les	régions	génétiques	ou	loci	critiques	pour	un	phénotype	mais	

pas	forcément	les	mutations	responsables.	Une	analyse	plus	fine	des	SNPs	présents	

	
	
13	Par	variants	communs,	on	entend	les	variants	dont	la	fréquence	allélique	est	>	5%;	par	variants	de	basse	fréquence	
ceux	dont	la	fréquence	est	comprise	entre	1	et	5%	et	enfin	par	variants	rares	ceux	dont	la	fréquence	n'atteint	pas	le	
pourcent.	
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aux	abords	du	marqueur	(fine	mapping)	et	un	séquençage	ciblé	des	régions	détectées	

par	GWAS	sont	souvent	nécessaires14	pour	identifier	le	variant	opérant.	

	

• Les	GWAS	positives	débouchent	rarement	sur	 la	découverte	de	variants	clini-

quement	relevants.	En	2009,	l'odds	ratio	médian	des	SNPs	ayant	été	associés	à	des	

traits	était	de	1,33	par	allèle,	ce	qui	représente	une	augmentation	de	risque	peu	signi-

ficative	en	particulier	s'il	on	considère	des	maladies	de	faible	prévalence.	Jusqu'ici,	les	

GWAS	ont	donc	peu	contribué	à	déchiffrer	les	prédispositions	individuelles.	Ceci	est	

une	conséquence	directe	des	régions	génomiques	explorées	(voir	ci-dessus)	L'intérêt	

des	GWAS	est	ailleurs	et	réside	plutôt	dans	leur	capacité	à	mettre	en	lumière	les	voies	

métaboliques	impliquées	dans	le	développement	des	désordres	étudiés,	et	ce	parfois	

de	façon	tout	à	fait	inattendue.	Des	GWAS	ont	permis,	des	avancées	remarquables	dans	

la	compréhension,	entre	autres,	de	la	maladie	de	Crohn	et	de	la	dégénérescence	ma-

culaire	liée	à	l'âge.	

	

• En	cas	de	trait	rare	(comme	la	tolérance	rénale),	possiblement	monogénique	et	

dû	à	une	mutation	à	haute	pénétrance	on	cherchera	en	premier	lieu	un	ou	plu-

sieurs	variants	rares	et	codants.	Outre	l'aspect	de	fréquence,	les	variants	rares	ap-

paraissent	comme	particulièrement	intéressants	car	bien	plus	souvent	délétères,	ces	

derniers	étant	maintenus	à	une	fréquence	allélique	basse	par	pression	de	sélection	

négative	(Genomes	Project	et	al.,	2010).	Par	définition,	les	variants	rares	ne	sauraient	

faire	l'objet	d'une	capture	sur	une	puce	à	ADN	préconçue	et	dès	lors,	le	séquençage	

direct	s'impose.	Longtemps	la	perspective	de	séquencer	le	génome	entier	(WGS	pour	

Whole-Genome	Sequencing)	est	restée	irréaliste	et	coûteuse.	Intelligemment,	la	prio-

rité	a	été	donnée	à	la	capture	et	au	séquençage	à	haut	débit	des	seules	séquences	co-

dantes	du	génome	car	les	variants	qui	altèrent	les	structures	protéiques	ont	bien	plus	

souvent	des	conséquences	cliniques	marquées.	Ainsi	les	variants	exoniques,	quoique	

plus	rares	que	les	variants	introniques	car	soumis	à	une	pression	de	sélection	négative	

	
	
14	Ceci	confirme	que,	s'il	n'y	avait	les	aspects	financiers,	le	séquençage	direct	du	génome	entier	serait	préférable	aux	
GWAS	du	fait	que	premièrement;	il	identifie	les	variants	fréquents	et	rares,	deuxièmement;	il	met	en	valeur	les	variants	
pertinents	sans	spéculation	ni	procédure	fastidieuse,	donc	avec	plus	de	sureté.	Il	est	suspecté,	mais	cela	sort	du	cadre	
de	la	présente	thèse,	que	les	traits	communs	sont	expliqués	non	seulement	par	des	variants	génétiques	fréquents	mais	
aussi	par	un	excès	de	variants	rares	(pris	individuellement)	dans	les	mêmes	gènes.		
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intense,	expliquent	à	eux-seuls	la	toute	grande	majorité	des	maladies	mendéliennes	

(Botstein	and	Risch,	2003).	Par	maladie	"mendélienne"	on	entend	"une	maladie	trans-

mise	au	sein	des	familles	sur	un	mode	autosomique	dominant,	autosomique	récessif	

ou	lié	au	chromosome	X)	et	typiquement	contrôlée	par	des	variants	de	large	impact	

situés	dans	un	seul	gène"	 (Cirulli	 and	Goldstein,	2010).	Les	 séquences	codantes	de	

l'ADN	 sont	 entièrement	 comprises	 dans	 les	 exons,	 encore	 appelés	 collectivement	

"exome"	et	représentent	un	peu	moins	de	2%	du	génome	humain.	La	capture	et	le	sé-

quençage	de	l'exome	entier	porte	le	nom	anglais	de	"WES"	pour	Whole-Exome	Sequen-

cing.	Des	explications	techniques	sont	disponibles	en	section	1.6.	

	

Notre	groupe	a	réalisé	la	première	et	à	ce	jour	la	seule	GWAS	validée	dans	le	domaine	du	

rejet	aigu.	Nous	la	présentons	dans	le	chapitre	3.	

Par	ailleurs,	nous	exposerons	les	résultats	d'une	étude	portant	sur	la	comparaison	de	pa-

tients	tolérants	et	de	contrôles	à	l'échelle	de	l'exome	entier	(chapitre	3).	Cette	stratégie	

porte	aussi	le	nom	anglais	de	"EWAS"	pour	"Exome-Wide	Association	Study".	

	

A	notre	connaissance	il	s'agit	de	la	première	exploration	génétique	globale	sans	a	priori	

ayant	jamais	été	entreprise	dans	le	contexte	de	la	tolérance	opérationnelle.	

	

	

1.5 NOTRE THÈSE 

	
	
Les	patients	spontanément	tolérants	constituent	à	ce	jour	des	aberrations	dans	le	paysage	

de	la	transplantation	rénale.	

	

En	pathologie	humaine,	les	extrêmes	phénotypiques	ont	fréquemment	des	causes	géné-

tiques	et	même	monogéniques.	Les	variants	génomiques	impliqués	se	situent	habituelle-

ment	dans	les	régions	du	génome	codant	pour	des	protéines,	donc	au	sein	des	séquences	

exoniques	du	génome.	Les	variants	exoniques	sont	également	très	pénétrants,	c'est-à-dire	

qu'ils	donnent	lieu	à	un	phénotype	dans	la	majorité	des	cas.	
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En	guise	d'illustration,	plus	de	85%	des	maladies	mendéliennes	trouvent	leur	origine	dans	

les	régions	exoniques	du	génome	(Botstein	and	Risch,	2003).	Mais,	au-delà	des	maladies	

monogéniques,	il	est	commun	que	des	variants	exoniques	contribuent	à	expliquer	les	pré-

sentations	 inhabituelles	de	maladies	communes	et	parfois	 très	peu	héréditaires.	Ceci	a	

par	exemple	été	joliment	démontré	dans	le	cas	des	patients	présentant	des	valeurs	biolo-

giques	extrêmes	de	lipides	sanguins	(Cohen	et	al.,	2004;	Johansen	et	al.,	2010),	la	surve-

nue	 anormalement	 précoce	 d'une	 infection	 par	 pyocyanique	 en	 cas	 de	mucoviscidose	

(Emond	et	al.,	2015a;	Emond	et	al.,	2012)	ou	encore	celle	d'un	infarctus	du	myocarde	à	un	

jeune	âge	(Do	et	al.,	2015).		

	

Comme	d'autres	l'ont	écrit	avant	nous,	la	causalité	génétique	est	partout	et	tout	le	temps	

présente	en	biologie,	en	fait,	elle	détermine	"en	creux",	les	bornes	des	nombreux	possibles	

phénotypiques	(Morange,	2003).	 Il	nous	paraît	dès	 lors	 légitime	de	penser,	qu'une	fois	

encore,	une	présentation	phénotypique	extrême,	nonobstant	son	caractère	multifactoriel,	

soit	causée	par	l'une	ou	l'autre	mutation	génomique	hautement	pénétrante.		

	

Dès	lors,	nous	émettons	l'hypothèse	que:		

	

Les	greffés	rénaux	spontanément	tolérants	se	distinguent	dans	leur	ensemble	du	

reste	de	la	population	par	un	excès	de	variants	à	haute	pénétrance	localisés	dans	les	

exons	de	gènes	jouant	un	rôle	critique	dans	le	développement	de	la	dite	tolérance.	

	

Identifier	de	tels	gènes	pourrait	avoir	d'importantes	retombées	en	transplantation:	dé-

tecter	les	patients	devant	recevoir	moins	d'immunosuppression,	développer	des	biomar-

queurs	qui	permettront	de	tester	des	stratégies	d'induction	de	tolérance,	identifier	direc-

tement	des	cibles	thérapeutiques	pour	induire	de	la	tolérance	aux	greffes...	Mais	égale-

ment	en	dehors	du	contexte	artificiel	de	la	transplantation,	dans	d'autres	disciplines	inté-

ressées	à	la	reconnaissance	antigénique	(oncologie,	auto-immunité,	allergologie,	infectio-

logie,	...)	

	

La	section	suivante	présente	plus	amplement	les	outils	de	séquençage	modernes:	elle	est	

destinée	à	familiariser	les	lecteurs	et	lectrices	novices	aux	concepts,	techniques	et	termi-

nologie	propres	à	cette	jeune	discipline.	Ceux	et	celles	qui	le	souhaitent	peuvent	se	rendre	
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directement	au	chapitre	2	1(page	55)	où	nous	nous	attachons	à	montrer	comment	nous	

avons	établi	une	cohorte	de	patients	tolérants	et	par	quelle	méthode,	établie	sur-mesure,	

nous	escomptons	vérifier	notre	thèse.		

	

	

1.6 Bases générales du séquençage à haut débit et de l'analyse bioinforma-

tique des données génomiques 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

En	premier	lieu	nous	expliquons	comment	il	est	désormais	possible	de	déchiffrer	la	sé-

quence	nucléotidique	du	génome	entier	en	quelques	jours	seulement,	ce	qui	était	encore	

récemment	inimaginable	et	pourquoi,	en	dépit	de	ces	possibilités	pantagruéliques,	les	ré-

gions	exoniques	continuent	à	 focaliser	toute	 l'attention	(0).	Déchiffrer	des	milliards	de	

paires	de	bases	devient	commode	mais	réclame	des	ressources	bioinformatiques	consi-

dérables.	D'une	part	il	faut	stocker	les	données	génomiques	(150	à	500	GB	pour	un	gé-

nome	entier)	dans	de	coûteuses	"fermes	de	calcul"	(computer	clusters),	d'autre	part	il	faut	

traiter	ces	torrents	de	données	en	réduisant	le	temps/	unité.	Des	algorithmes	sophisti-

qués	sont	nécessaires	à	chaque	étape	pour	traiter	les	données	en	parallèle	mais	également	

des	ingénieurs	et	des	bioinformaticiens	pour	les	développer	et	les	exploiter.	Enfin,	un	taux	

d'erreurs	de	l'ordre	du	pourcent,	qui	aurait	pu	paraître	modeste	il	y	a	dix	ans,	se	trans-

forme	en	une	gageure	de	plusieurs	dizaines	de	millions	d'erreurs	à	l'échelle	du	génome	

humain	(3	milliards	de	bases).	

Dans	la	section	suivante,	nous	exposons,	étape	par	étape,	le	traitement	bioinformatique	

nécessaire	pour	passer	des	séquences	nucléotidiques	à	l'énumération,	la	plus	fiable	pos-

sible,	de	l'ensemble	des	variants	nucléotidiques	individuels	ou	"variome"	(1.6.3).	Enfin,	

nous	montrons	comment	des	comparaisons	judicieuses	entre	variomes	permettent	d'élu-

cider	les	causes	génétiques	des	traits	héréditaires	(1.6.4).	

	

	

	 	



36	 	

 Développement	et	principes	du	séquençage	à	haut	débit	

	
Evolution	des	techniques	de	séquençage		

Le	séquençage	d'ADN	vise	à	établir	la	succession	précise	des	nucléotides	au	sein	des	mo-

lécules	d'ADN.	Mise	au	point	en	1977,	le	séquençage	par	la	méthode	de	Sanger	("first	ge-

neration")	est	resté	pendant	plus	de	25	ans	la	référence	en	la	matière.	Son	principe	est	

basé	sur	 le	déchiffrement	par	synthèse,	c'est-à-dire	que	 la	séquence	du	brin	étudié	est	

déduite	de	l'incorporation	de	nucléotides	dans	un	nouveau	brin	d'ADN	complémentaire	

en	construction.	Cette	synthèse	s'effectue	en	présence	de	concentrations	choisies	de	nu-

cléotides	et	de	nucléotides	modifiés	(les	ddNTPs,	plus	de	détails	en	Figure	4,	page	38.)	de	

sorte	que	ces	derniers	empêchent	régulièrement	l'élongation	des	brins	d'ADN.	Il	en	ré-

sulte	des	molécules	d'ADN	de	tailles	variées	qui	peuvent	ensuite	être	triées	sur	base	de	

leur	charge15	et	moyennant	des	fluorochromes	spécifiques,	la	séquence	du	brin	modèle	

est	déduite	facilement.	Cette	méthode	permet	de	séquencer	de	700	à	900	bases	par	capil-

laire,	un	séquenceur	automatisé	pouvant	en	compter	96.	Cette	méthode	a	permis	le	pre-

mier	déchiffrage	d'un	génome	humain,	soit	3,2	milliards	de	paires	de	bases	(pb),	au	bout	

de	11	ans	d'efforts	collectifs	intenses	(McPherson	et	al.,	2001).		

	

Les	années	2000	ont	vu	le	développement	de	la	seconde	génération	de	séquenceurs	("next	

generation",	"à	haut	débit"),	immensément	plus	performants	et	accessibles,	permettant	le	

séquençage	 simultané	ou	 "en	parallèle"	d'une	dizaine	de	milliards	de	petits	 fragments	

d'ADN	(de	quelques	dizaines	à	quelques	centaines	de	pb	chacun)	en	seulement	quelques	

jours	(Metzker,	2010).	En	revanche,	la	fragmentation	des	molécules	d'ADN	introduit	une	

nouvelle	étape	de	réassemblage	du	génome	que	nous	détaillerons	par	la	suite.	

	

Il	existe	en	réalité	différentes	méthodes	de	séquençage	à	haut	débit.	Ci-dessous	nous	nous	

intéressons	 tout	 particulièrement	 aux	méthodes	 appliquées	 sur	 les	 plateformes	 ILLU-

MINA©,	les	plus	vendues	dans	le	monde	et	également	celles	utilisées	dans	ce	travail.			

		

	 	

	
	
15	Dans	les	molécules	d'ADN,	le	rapport	charge	sur	taille	(en	paires	de	bases)	est	constant.	
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Le	séquençage	à	haut	débit	par	synthèse		

Il	repose	en	général	sur	2	étapes-clés	(Metzker,	2010).	

1)	La	préparation	de	la	librairie,	c'est-à-dire	la	sélection	et	l'apprêtement	des	molécules	

d'ADN	à	séquencer.	Cette	étape	vise	d'abord	à	obtenir	un	échantillon	représentatif	et	non	

biaisé	du	génome	sous	investigation.	Ensuite;	à	apprêter	les	fragments	d'ADN	(inserts)	à	

l'aide	d'adaptateurs	universels	(séquences	nucléotidiques)	qui	permettront	tout	à	la	fois	

de	les	immobiliser	sur	un	support	et	de	séquencer	tous	les	différents	fragments	d'ADN	au	

départ	d'un	seul	jeu	d'amorces.	Chez	ILLUMINA©,	100	à	200	millions	de	fragments	sont	

fixés	sur	une	plaque	de	verre	avant	d'être	amplifiés	spécifiquement	et	localement	(clusters	

ou	clones).	L'amplification	clonale	a	pour	but	de	rendre	détectable,	ultérieurement,	l'ajout	

de	nouveaux	nucléotides	à	l'extrémité	des	brins	d'ADN	en	formation.	

2)	La	phase	de	séquençage	à	proprement	parler:	les	centaines	de	millions	de	fragments	

d'ADN	fixés	et	amplifiés	servent	de	modèles	pour	la	synthèse	de	brins	d'ADN	complémen-

taires	au	départ	de	nucléotides	marqués.	Un	jeu	de	laser	complexe	permet	de	détecter	les	

incorporations	successives	de	nucléotides	marqués	et	d'établir	la	séquence	des	centaines	

de	millions	 de	 brins	 d'ADN	modèles.	 Chaque	 cluster	 est	 à	 l'origine	 d'une	 séquence	 ou	

"read".	Selon	le	mode	de	préparation	de	la	librairie,	il	est	possible	de	produire	pendant	la	

même	opération	des	séquences	sens	et	antisens	des	mêmes	 fragments	 (séquençage	en	

paires	ou	"paired	ended"),	ce	qui	facilitera	ultérieurement	la	détection	des	erreurs.	

	
Ces	deux	étapes	sont	illustrées	en	Figure	4.	
	

Séquençage	ciblé		

En	dépit	des	capacités	formidables	décrites	plus	haut,	le	séquençage	reste	une	entreprise	

coûteuse16.	 Il	peut	être	 intéressant	de	restreindre	 le	séquençage	à	une	région	d'intérêt	

comme	un	panel	des	gènes	possiblement	impliqués	(gene	panel)	ou,	en	recherche,	lorsque	

le	gène	coupable	est	inconnu,	à	"l'exome".	

	

Le	terme	"exome"	fait	référence	à	l'ensemble	des	exons,	soient	les	régions	des	gènes	qui	

après	transcription	et	épissage	donneront	naissance	aux	ARN	matures.	L'exome	contient	

l'ensemble	des	séquences	génomiques	qui	codent	pour	des	protéines	sans	s'y	limiter.		

	
	
16	Pour	la	première	fois	en	2014,	le	coût	expérimental	du	séquençage	d'un	génome	humain	en	entier	a	baissé	jusqu'à	
1.000	dollars	US	(Hayden.	Nature	2014).	
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Figure	4	-	Bases	générales	du	séquençage	d’ADN:	méthode	Sanger	et	synthèse	à	haut	dé-

bit	selon	ILLUMINA©.	
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Légende	:	

(1)	Molécule	d’ADN	simple	brin	(à	droite)	et	amorce	nucléotidique	(à	gauche).	L’ADN	est	un	polymère	de	

nucléotides	lesquels	sont	composés	d’une	base	azotée	(adénine/A,	thymine/T,	guanine/G	ou	cytosine/C),	

d’un	sucre	(2’désoxyribose,	pentagone)	et	d’un	groupement	phosphate	(cercle	jaune).	L’enzyme	ADN	poly-

mérase	 (non	 représentée)	peut	 exclusivement	 ajouter	un	nouveau	nucléotide	 à	 l’extrémité	3’	 d’un	brin	

d'ADN.	Le	processus	libère	un	groupement	pyrophosphate	(lettres	roses)	et	crée	un	lien	phophodiester.	Les	

bases	sont	faiblement	reliées	entre	elles	par	des	ponts	hydrogènes	(traits).	

(2)	dNTP:	2’	désoxynucléotide	(a)	et	ddNTP:	2’3’	didésoxynucléotide	(b).	Le	remplacement	du	groupement	

hydroxyle	en	position	3’	par	un	atome	d’hydrogène	empêche	irréversiblement	la	poursuite	de	la	synthèse	

d’ADN	et	constitue	la	base	du	séquençage	Sanger.	Plusieurs	méthodes	de	séquençage	à	haut	débit	se	basent	

sur	 l'utilisation	de	terminateurs	réversibles	(non	montrés	 -	ex.	ajout	d’un	radical	3’-O-azidométhyl	chez	

ILLUMINA©)	pour	bloquer	l’élongation	de	l’ADN.	Dans	chacune	de	ces	méthodes,	des	fluorochromes	spéci-

fiques	sont	fixés	sur	les	différentes	bases	pour	en	assurer	la	détection.	

(3)	Dans	la	méthode	de	Sanger,	des	quantités	précises	de	dNTPs	et	ddNTPs	marqués	(fluorochromes),	sont	

mis	en	présence	de	l’ADN	à	séquencer	(en	vert),	d’amorces	spécifiques	(en	gris)	et	d’ADN	polymérase	(a).	

L’élongation	de	l’ADN	est	régulièrement	stoppée	par	des	ddNTPs,	aboutissant	à	des	fragments	de	toutes	

tailles,	marqués	eux	aussi	(b).	L’électrophorèse	de	ces	différents	fragments	dans	un	capillaire	unique,	puis	

la	lecture	du	gel	d’électrophorèse	par	un	laser	ad	hoc	permettent	d’établir	la	séquence	de	nucléotides	au	

sein	de	l’ADN	modèle	(c).	Rendu	traditionnel	sous	forme	de	chromatogramme	(d).	

(4)	Méthode	de	séquençage	à	haut	débit	par	synthèse	selon	ILLUMINA©	

(a)	Préparation	des	échantillons:	établissement	d’une	librairie	et	amplification	clonale.	Un	à	plusieurs	mi-

crogrammes	du	génome	à	étudier	sont	fragmentés	aléatoirement,	mécaniquement	(ex.	sonication,	nébuli-

sation)	ou	enzymatiquement	(ex.	tagmentase)	en	molécules	de	quelques	dizaines	à	300	pb	selon	les	proto-

coles,	représentant	toutes	les	régions	du	génome	à	analyser	(non	montré).	Les	fragments	sont	assortis	à	

leurs	extrémités,	d’adaptateurs	universels,	en	fait	des	amorces	nucléotidiques,	et	répartis	sur	un	support	

en	verre,	saturé	en	amorces	complémentaires.	En	présence	de	dNTPs	(non	marqués)	et	d’ADN	polymérase,	

les	brins	d'ADN	sont	multipliés	pour	former	des	clones	dont	la	détection	ultérieure	sera	facilitée.	Une	plaque	

de	verre	de	quelques	centimètres	carrés	peut	abriter,	avant	amplification	clonale,	jusqu’à	200	millions	de	

brins	modèles	d’ADN	séparés	spatialement.		

(b)	Séquençage	proprement	dit.	A	la	différence	de	l'étape	précédente,	les	molécules	d’ADN	amplifiées	vont	

cette	fois	servir	de	modèles	à	leur	propre	synthèse	en	présence	de	nucléotides	modifiés	(de	type	termina-

teurs	réversibles)	et	marqués	selon	la	base	qu'ils	portent	(A/T/G/C).	A	chaque	cycle,	de	nouveaux	termina-

teurs	sont	incorporés	aux	molécules	en	formation	de	façon	complémentaire	aux	brins	d'ADN	modèles	(ligne	

un,	par	simplification,	les	clones	sont	représentés	par	un	seul	brin	d’ADN).	Un	rinçage	permet	d’éliminer	les	

nucléotides	non	incorporés	et	un	jeu	complexe	de	lasers	permet	d’identifier	le	nucléotide	incorporé	à	l’em-

placement	de	chaque	clone	(ligne	deux).	Le	groupe	terminateur	et	le	fluorochrome	sont	clivés	et	éliminés	

chimiquement.	Après	rinçage,	un	nouveau	cycle	peut	reprendre	(ligne	3).		

(c)	Rendu.	Chaque	vignette	noire	représente	la	capture	pour	un	cycle	c	des	nucléotides	incorporés	à	des	

emplacements	fixes.	La	succession	rapide	des	cycles,	par	exemple	125	fois,	permet	de	déterminer	des	sé-

quences	nucléotidiques	d'une	taille	maximale	fixe	(125	nucléotides).	Ces	séquences	portent	le	nom	de	reads.	
L'ensemble	des	reads	est	délivré	sous	forme	d'un	fichier	FastQC	qui	rassemble	à	la	fois	les	données	brutes	
des	séquences	et	des	informations	qualitatives	sur	le	signal	émis	par	chaque	base	incorporée.	

Note	importante:	le	séquençage	par	cluster	s'accompagne	d'un	taux	élevé	-	environ	1%	-	d'erreurs	dans	la	

détection	des	bases	(substitutions).	Lors	du	séquençage	du	cluster,	 l'un	ou	 l'autre	 fragment	d'ADN	peut	

manquer	de	fixer	un	nucléotide	(lagging	strand	ou	n-1)	ou	au	contraire	en	capter	2	(leading	strand	ou	n+1).	
Il	en	résulte	un	déphasage	au	sein	du	cluster	qui	compromet	l'identification	précise	des	bases	pour	tous	les	

cycles	restants.	Le	séquençage	de	clusters	produit	en	revanche	peu	de	fausses	détections	d'Indels.	Une	large	

partie	du	traitement	bioinformatique	en	aval	du	séquençage	proprement	dit	est	dédié	à	contrôler	le	risque	

qui	résulte	de	ces	erreurs	initiales.	

	

Sources	des	images:	https://www.ocf.berkeley.edu/~edy/genome/sequencing.html;	Metzker.	Nat	Rev	Genet	2010	
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Outre	les	ARN	messagers	qui	sont	les	ARN	codants,	les	exons	entrent	dans	la	composition	

d'ARN	non	codants17.	On	compte	environ	200.000	exons	différents	qui	ne	totalisent	pas	

moins	de	55	Mb	soit	un	peu	moins	de	2%	du	génome.	Le	reste	du	génome	est	composé	de	

régions	répétitives	et/ou	régulatrices	encore	mal	connues.	Néanmoins,	à	ce	jour	plus	de	

85	%	des	maladies	génétiques	connues	trouvent	déjà	une	explication	dans	les	seules	ré-

gions	codantes.	C'est	dire	comme	à	la	fois	le	volume	et	la	nature	de	l'exome	en	font	une	

cible	de	choix	pour	les	explorations	génomiques	agnostiques	(Gilissen	et	al.,	2012).		

	

Plusieurs	kits	commerciaux	permettent	de	capturer	sélectivement	l'exome	avant	séquen-

çage.	 Généralement,	 l'ensemble	 du	 génome	 est	 fragmenté	 aléatoirement	 ("shotgun	 li-

brary")	et	les	fragments	exoniques	sont	ensuite	sélectionnés	spécifiquement	grâce	à	un	

jeu	d'amorces	nucléotidiques	regroupées	sur	une	puce	ou	en	solution.	Les	fragments	re-

tenus	font	ensuite	l'objet	d'une	amplification	par	PCR	(Polymerase	Chain	Reaction)	avant	

d'être	séquencés.	Ce	type	de	méthode	permet	de	capturer	98%	des	cibles	exoniques,	ce	

qui	est	excellent	mais	incomplet	(Hodges	et	al.,	2007;	Ng	et	al.,	2009).	Dans	le	futur,	lors-

que	les	prix	auront	baissé,	les	comparaisons	d'exomes	passeront	sans	doute	toutes	par	le	

séquençage	des	génomes	entiers,	assorti	d'un	ciblage	informatique	des	exomes.	Séquen-

cer	les	génomes	entiers	élimine	les	problèmes	de	couverture	intrinsèques	aux	étapes	de	

capture.	En	outre,	cela	dispense	d'une	amplification	par	PCR	source	d'erreurs	en	soi.	

	

	

 Traitement	bioinformatique	des	données	de	séquençage	

Le	séquençage	à	haut	débit	génère	un	ensemble	colossal	de	séquences	ou	"reads"	L'abon-

dance	extraordinaire	des	données	générées	va	mobiliser	des	 ressources	 conséquentes	

tant	du	point	de	vue	du	traitement	bioinformatique	que	du	stockage	(Bao	et	al.,	2014;	

Nielsen	et	al.,	2011).	

	

Dans	cette	section,	nous	nous	limiterons	à	aborder	les	enjeux	liés	au	traitement	bioinfor-

matique	des	données	issues	du	séquençage,	au	nombre	de	4:	

	
	
17	ARN	de	transfert,	longs	ARN	non-codants,	microARN.	Notons	que	les	ARN	messagers	contiennent	également	des	ré-
gions	exoniques	non	traduites	dénommées	5'	et	3'	UTR	pour	"5'	et	3'	'Untranslated	Transcribed	Regions"	et	qui	interfè-
rent	avec	l'expression	du	gène	concerné.	
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1)	Reconnaître	les	acides	nucléiques,	établir	les	reads	("base	calling"),	

2)	 Une	 fois	 les	 reads	 établis,	 attribuer	 à	 chaque	 séquence	 une	 localisation	 génomique	

("alignment"	ou	"read	mapping"),	

3)	Identifier	fidèlement	les	variants	et	les	génotypes	("variant	calling"),	

4)	Enfin,	 à	 chaque	niveau,	quantifier	 l'incertitude	et	 le	 risque	d'erreur.	Là	où	 il	 y	 a	un	

doute,	retrouver	la	solution	correcte	par	des	procédures	d'inférence	statistique.		

Cette	notion	est	capitale	car	les	séquenceurs	à	haut	débit,	et	en	particulier	les	plateformes	

ILLUMINA©,	génèrent	avant	traitement	un	taux	d'erreur	évalué	à	1%.	

	

Le	but	ultime	du	processus	est	d'établir	la	liste	de	l'ensemble	des	variants	à	l'échelle	indi-

viduelle,	ou	"variome".	Les	variomes	ou,	en	pratique,	les	fichiers	.VCF,	font	ensuite	l'objet	

d'intenses	manipulations	pour	devenir	comparables	entre	individus	et	permettre	d'éta-

blir	ultimement	des	corrélations	géno-phénotypiques.	

Ces	dernières	étapes	seront	abordées	séparément	dans	la	section	suivante.	

	

Une	vision	synthétique	de	la	présente	section	est	disponible	en	Figure	5.	

	

1.	Appel	des	bases	(Fichier	FASTQ)	

Chaque	opération	de	séquençage	ou	"run"	permet	de	déchiffrer	entre	30	et	90	milliards	

de	bases	(30	à	90	Gb)	assemblées	en	quelques	centaines	de	millions	de	séquences	appe-

lées	"reads".	Chaque	read	compte	au	maximum	de	quelques	dizaines	à	une	centaine	de	

nucléotides,	selon	le	nombre	de	cycles	permis	par	la	plateforme	de	séquençage.	Outre	ces	

informations	descriptives,	les	plateformes	de	séquençage	vont	générer,	pour	chaque	base,	

des	indices	de	qualité	ou	de	confiance	("confidence")	nécessaires	à	l'interprétation	cor-

recte	des	données.	

	

En	premier	lieu,	le	score	Phred	estime,	base	par	base,	la	probabilité	d'une	identification	

erronée.	Inspiré	du	score	éponyme	en	séquençage	Sanger,	le	score	Phred	permet	d'inférer	

la	validité	du	séquençage	au	départ	des	observations	de	 l'expérience	en	cours	 (profils	

d'intensité,	ratio	signal	sur	bruit,	...)	et	de	tables	de	qualité	préalablement	établies	avec	des	

génomes	connus.	
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Figure	5	-	Description	simplifiée	du	traitement	bioinformatique	des	données	de	sé-

quençage,	exemples	de	programmes,	fichiers	standards	(toutes	plateformes	confon-

dues,	adapté	d'après	Bao	et	al.	2014).	
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Pour	des	raisons	ergonomiques,	le	score	Phred	s'exprime	sous	forme	logarithmique:	

Score	Phred	=	Q	=	-	10	log10	P,		

où	P	est	la	probabilité	d'une	identification	erronée	de	la	base	

	

Ainsi	un	score	Phred	de	10	correspond	à	une	erreur	toutes	les	10	bases;	un	score	de	20,	

toutes	les	100	bases	et	un	score	de	30	à	1	erreur	toutes	les	1.000	bases	séquencées.	Dit	

autrement,	une	base	avec	un	Q	≥ 30	a	99,9%	de	chance	d'être	juste.	Le	pourcentage	de		

bases	séquencées	avec	un	Q	≥ 30	("Q30")	sert	souvent	de	référence	pour	évaluer	la	

performance	globale	du	séquençage	(Illumina,	2011,	2014)	autrement,	une	base	avec	

un	Q	≥ 30	a	99,9%	de	chance	d'être	juste.	Le	pourcentage	de	bases	séquencées	avec	

un	Q	≥ 30	("Q30")	sert	souvent	de	référence	pour	évaluer	la	performance	globale	du	

séquençage	(Illumina,	2011,	2014).	

	

En	second	lieu,	les	séquenceurs	ILLUMINA©	établissent	en	temps	réel	pour	chaque	clus-

ter	un	score	dit	de	chasteté	basé	sur	les	intensités	lumineuses	obtenues	au	cours	des	25	

premiers	cycles18.	Seuls	les	clusters	contenant	au	maximum	une	base	n'atteignant	pas	

60%	de	ce	score	sont	qualifiées	et	reçoivent	la	mention	"pass-filter")(Illumina,	2017).	

	

Les	données	nominatives	(bases,	reads)	et	qualitatives	(pass-filter,	Q)	sont	généralement	

regroupées	dans	un	fichier	de	type	FASTQ	sous	forme	codée	et	compactée.	

	

Les	reads	dont	la	qualité	est	établie	font	encore	l'objet	d'interventions	particulières	re-

groupées	 sous	 le	 terme	 de	 "preprocessing".	 D'abord,	 les	 reads	 issus	 de	 des	 fragments	

d'ADN	les	plus	courts	19	doivent	être	débarrassés	de	leurs	extrémités	3',	reliquats	du	sys-

tème	d'adaptateurs	universels	mis	en	place	lors	de	l'établissement	de	la	librairie	(section	

0).	Ensuite,	il	existe	des	applications,	la	plus	couramment	utilisée	étant	FastQC,	qui	per-

mettent	de	contrôler	plus	avant	la	qualité	des	reads	(études	de	la	distribution	des	Phred	

scores	le	long	des	reads,	contenu	en	nucléotides	CG,	distribution	des	longueurs	de	reads,	

	
	
18	Chasteté	=	(intensité	de	la	base	la	plus	lumineuse)	/	[(intensité	de	la	base	la	plus	lumineuse)	+	(intensité	de	la	se-
conde	base	la	plus	lumineuse)]		
	
19	Les	molécules	d'ADN	comptant	moins	de	nucléotides	que	le	séquenceur	ne	réalise	de	cycles.	
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niveau	de	duplication	des	séquences)(Bao	et	al.,	2014)	et	au	besoin	de	réaliser	d'autres	

opérations	telle	que	l'élimination	de	bases	de	moins	bonne	qualité	à	l'extrémité	des	reads.		

	

2.	Alignement	des	séquences	(fichier	BAM)		

Les	centaines	de	millions	de	fragments	séquencés	sont	la	plupart	du	temps	de	taille	suffi-

sante	que	pour	pouvoir	être	assignés	sans	équivoque	à	un	seul	emplacement	dans	le	gé-

nome.	Chaque	séquence	est	donc	alignée,	virtuellement,	à	une	assemblée	génomique	de	

référence.	A	chaque	emplacement,	de	multiples	séquences	ou	reads	se	chevauchent20.	

	

Un	rendu	visuel	de	cette	étape	est	fourni	en	Figure	6	et	plusieurs	termes	techniques	de	

base	sont	également	présentés.		

	

-	Ainsi	une	séquence	de	type:		

lue:	ACTGTTGGAATCGATTAC	(read	A)	

si	elle	est	assez	longue	pourra	souvent	être	alignée	sans	ambiguïté	à	une	seule	

position	("hit")	d'une	assemblée	génomique	prise	comme	référence:	

ref:	ACTGTTGGAATCGATTAC	(emplacement	A)21	

	

Plusieurs	facteurs	peuvent	néanmoins	fausser	l'alignement	(Li	et	al.,	2008):	

	

-	Des	erreurs	de	séquençage	et/ou	d'authentiques	variants	(A-->	G;	C-->	T):	

lue:	ACTGTTGGGATCGATTAT	(read	A	comprenant	des	erreurs	ou	des	variants)	

pourraient	entraîner	un	alignement	incorrect	à	cette	position	(si	elle	existe):	

ref:	ACTGTTGGGATCGATTAT	(emplacement	B,	incorrect),		

au	lieu	de:		

ref:	ACTGTTGGAATCGATTAC	(emplacement	A,	correct),		

	

et	dès	lors	générer	ultérieurement	des	informations	erronées.	

	
	 	

	
	
20	L'étape	initiale	de	fragmentation	aléatoire	du	génome	s'effectue	sur	un	grand	nombre	de	molécules	d'ADN,	produi-
sant	de	nombreux	fragments	pour	chaque	position.	
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Figure	6	-	Principes	de	l'alignement	et	de	la	détection	des	variants	

	

	
	

	

	

Légende:	

(a)	Alignement	des	séquences.	Longues	d’une	centaine	de	nucléotides,	la	plupart	des	séquences	(en	bleu)	

peuvent	être	assignées	à	une	localisation	unique	dans	le	génome	de	référence	(en	rouge).		

Eléments	de	terminologie	élémentaires.	Sur	base	de	ce	graphique,	on	peut	définir:		

-	 la	profondeur	(ou	depth):	le	nombre	de	séquences	à	une	position	X	(flèche	verticale	bleue);	
-	 la	couverture	(ou	coverage):	se	réfère	à	la	présence	ou	non	de	séquences	en	une	région	d’intérêt	X	(nu-
cléotide	/	codon	/	exon	/	gène	/…).		

-	 la	profondeur	de	couverture	(ou	depth	of	coverage):	se	réfère	quantitativement	à	 la	présence	de	sé-
quences	en	une	région	d’intérêt	X	(nucléotide	/	codon	/	exon	/	gène	/…).	Plus	souvent	parle	de	couver-

ture	x	n.	La		couverture	x	20,	est	une	mesure	fréquemment	utilisée.		

-	 les	duplicats	(ou	duplicates):	il	s’agit	de	l’accumulation	de	plusieurs	reads	identiques	à	une	même	posi-
tion.	 Les	 duplicats	 peuvent	 soit	 résulter	 d’une	 authentique	 anomalie	 du	nombre	de	 copie	 de	 gènes	

("CNV"	pour	"copy	number	variant")	soit	d’aberrations	techniques	lors	de	la	préparation	de	la	librairie,	
plus	ou	moins	nombreuses	selon	la	technologie	de	séquençage	utilisée.	

(b)	Principe	de	la	détection	des	variants.	L’alignement	de	nombreuses	séquences	superposées	permet	de	

détecter	des	"variants"	(lettres	jaunes).	En	pratique,	un	variant	isolé	a	toutes	les	chances	d’être	une	er-

reur	de	séquençage;	un	variant	présent	dans	la	moitié	des	séquences,	environ,	est	fort	probablement	un	

variant	hétérozygote,	c’est-à-dire	porté	par	un	allèle	seulement;	enfin,	un	variant	présent	dans	l’ensemble	

des	séquences	est	fort	probablement	un	variant	homozygote.	Le	séquençage	à	haut	débit	permet	la	dé-

tection	de	variants	de	type	"SNV"	(single	nucléotide	variant	–	changement	d’une	paire	de	bases)	ou	encore	
de	courts	"InDel"	(insertions	/	délétions	de	quelques	nucléotides,	<	50	pb)	ainsi	que	le	génotype	(c’est-à-
dire	la	composition	allélique:	homozygote	versus	hétérozygotie).	A	noter	la	détection	des	InDels	requiert	
habituellement	l'exploitation	des	donnes	de	reads	pairés.	

A	noter,	les	variants	structuraux,	soient	les	variants	impliquant	un	ajout,	une	perte	ou	un	déplacement	

de	matériel	génétique	sans	anomalie	de	séquence	nucléotidique	(insertion	/	délétion	/	inversion	/	tran-

slocation	de	plus	de	50	pb)	ne	sont	actuellement	pas	encore	parfaitement	détectés	par	séquençage	à	haut	

débit.	
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Trois	types	de	stratégies	permettent	de	contrôler	ces	écueils.		

-	En	premier	des	reads	plus	grands	et	chevauchants	assurent	une	meilleure	résolution	

(Whiteford	et	al.,	2005).	Cette	stratégie	a	cependant	ses	limites	car	la	qualité	du	séquen-

çage	en	clusters	se	dégrade	avec	l'allongement	des	reads	(Chaisson	et	al.,	2009).	

-	En	deuxième	lieu,	l'exploitation	combinée	des	données	en	paires,	c'est-à-dire	des	brins	

sens	et	antisens	d'une	même	molécule	d'ADN	permet	de	détecter	plus	d'erreurs.		

-	Enfin,	des	méthodes	d'inférence	statistique	permettent	de	classer	les	emplacements	se-

lon	leur	plausibilité	relative.	La	hiérarchisation	initiale	des	emplacements	part	du	prin-

cipe	simple	que	le	meilleur	alignement	possible	est	celui	qui	minimise	les	discordances	

entre	bases.	Ainsi,	les	reads	pour	lesquels	la	somme	des	scores	de	qualité	(scores	Phred)	

aux	niveaux	des	mismatches	est	élevée,	soient	des	discordances	certaines,	sont	relégués	

en	bas	de	liste,	tandis	que	les	reads	dont	la	somme	des	scores	de	qualité	aux	niveaux	des	

mismatches	est	la	plus	faible,	somme	toute	des	discordances	sujettes	à	caution,	sont	sur-

classés22 .	 Ensuite,	 ce	 classement	 est	 raffiné	 sur	 base	 des	 performances	 générales	 de	

l'assemblement	en	cours	(nombre	et	somme	des	scores	des	discordances	dans	les	deux	

meilleurs	hits,	nombre	de	hits	avec	un	nombre	de	mismatches	égaux	au	second	meilleur	

hit,	qualité	moyenne	des	bases,	...)	(Li	et	al.,	2008).	Les	algorithmes	utilisés	relèvent	direc-

tement	de	la	statistique	bayésienne23.	

	
	
22	Ceci	ne	peut	avoir	de	sens	que	si	une	qualité	minimale	de	séquençage	a	été	obtenue.	Sinon,	cela	reviendrait	à	mettre	
en	avant	les	reads	les	plus	douteux.	Cette	qualité	est	obtenue	en	n'autorisant	qu'un	nombre	limite	de	discordances	dans	
la	portion	du	read	la	plus	sûre	(par	exemple,	autoriser	au	plus	deux	discordances	parmi	les	28	premières	bases).	
	
23	A	titre	d'illustration.	Comme	explicité	plus	haut;	la	somme	des	scores	Phred	au	niveau	des	bases	discordantes	informe	
sur	le	risque	d'alignement	erroné	des	séquences.	Ainsi,	en	présence	de	deux	discordances,	l'une	avec	un	Q=20	et	l'autre	
un	Q=10,	on	conclura	que	la	probabilité	a	priori	que	la	séquence	z	vienne	de	la	position	u;	
	

p	(z\u)=	10-	(10+20)/10=0,001	
	
Il	s'agit	en	réalité	d'une	probabilité	théorique	qui	ne	tient	pas	compte	du	contexte	de	l'expérience	réelle	d'alignement.		
	
La	statistique	bayésienne	permet	d'affiner	les	probabilités	a	priori	des	évènements	(p	pré-test),	autrement	dit	de	géné-
rer	des	probabilités	postérieures	(p	post	test)	qui	tiennent	compte	des	observations	et	des	lois	de	probabilité	qui	en	
découlent	(adapté	d'après	Wikipédia,	Théorème	de	Bayes,	18	avril	2018).	
	
Appliquer	le	théorème	de	Bayes	permet	d'écrire:	
	

ps	(u\z)=	p	(z\u).	p	(u)	/	Σ	p	(z\v)	où:	
	

ps	(u\z)=	la	probabilité	postérieure	que	l'emplacement	u	soit	la	référence	de	la	séquence	z;	
p	(z\u)	=	la	probabilité	a	priori	que	la	séquence	z	vienne	de	la	position	u	(calculée	plus	haut);	
p	(u)=	la	probabilité	a	priori	de	trouver	l'emplacement	u.	Distribuée	uniformément,	elle	peut	être	négligée;	
Σ	p	(z\v)=	la	somme	des	probabilités	d'obtenir	le	read	z	pour	chaque	position	v	dans	le	génome.		
	
Comme	pour	les	bases,	on	choisit	d'exprimer	par	un	logarithme	la	probabilité	que	l'alignement	soit	faux		
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Les	données	alignées	sont	généralement	regroupées	dans	un	fichier	de	type	BAM.	Là	en-

core,	divers	artéfacts	sont	possibles	et	traditionnellement	on	procède	encore	à	trois	opé-

rations	désignées	sous	 le	nom	de	postprocessing.	 Il	 s'agit	de	 l'élimination	des	duplicats	

artéfactuels;	de	réalignement	local	dans	les	zones	cibles	d'InDels	24	et	enfin	d'une	recali-

bration	des	scores	Phred	(Bao	et	al.,	2014).	

	

1)	Les	duplicats	peuvent	résulter	soit	d'une	amplification	abusive	lors	de	la	préparation	

de	la	libraire	(artéfact	de	PCR),	soit	être	d'authentiques	duplications	génétiques	(CNV	

pour	Copy	Number	Variants).	Des	programmes	comme	SAM-tools	écartent	les	duplicats	

supposés	artéfactuels	sur	base	de	leur	étude	poussée	(coordonnées	sur	la	microplaque	

de	séquençage,	orientation	des	reads).	

	

2)	L'alignement	des	reads	autour	des	InDels	est	plus	délicat	car	il	implique	des	reads	rac-

courcis,	incomplets.	Des	algorithmes	spécialisés	sont	nécessaires	pour	ces	régions.		

	

3)	Les	scores	Phred	issus	des	données	la	plateforme	de	séquençage	sont	rarement	précis	

et	sont	fréquemment	la	source	de	biais	systématiques.	Il	est	impératif	de	réajuster	le	score	

Phred	de	chaque	base	sous	peine	d'erreurs	massives	en	aval	lors	de	l'identification	des	

variants.	Les	programmes	courants	(exemple:	BQSR)	établissent	la	covariance	des	scores	

Phred	d'un	set	de	variants	polymorphiques	et	peu	suspects	selon	divers	caractéristiques	

(score	Phred,	position	de	la	base	dans	le	read	et	base	adjacente).	Après	ajustements	utiles,	

ces	valeurs	permettent	de	revoir	à	la	hausse	ou	à	la	baisse	les	scores	Phred	établis	initia-

lement	par	le	séquenceur.		

	

	
	

Qs	=	−10log10	p	(que	la	séquence	soit	mal	alignée).	
			=	−10log10	p	[1-(ps	(u\z)]	

	
Ces	formules	sont	les	plus	précises	mais	elles	sont	fastidieuses,	en	particulier	la	computation	de	Σ	p	(z\v)	à	l'échelle	du	
génome.	En	pratique	on	utilise	une	approximation	de	Qs	basée	sur	le	nombre	et	la	somme	des	scores	Phred	au	niveau	
des	mismatches	des	deux	meilleurs	emplacements	et	autres	indices	de	qualité	globale	(adapté	d'après	Li	et	al.	2008).		
	
24	L'abréviation	"Indel"	désigne	une	courte	insertion	ou	délétion	de	moins	de	50	pb.	



48	 	

3.	Principe	de	l'appel	des	variants	(fichier	.VCF)	

La	comparaison	des	séquences	obtenues	au	génome	de	référence	permet	de	détecter	

des	variants	au	cours	d'un	processus	nommé	variant	calling	et	schématisé	en	Figure	6.	

	

Selon	la	proportion	du	variant	au	sein	de	la	pile	de	reads	(pileup),	on	peut	également	dé-

terminer	le	génotype	du	patient	(pour	un	variant	donné:	homozygotie	pour	l'allèle	natu-

rel;	homozygotie	pour	le	variant;	hétérozygotie).	Variants	et	génotype	sont	donc	d'abord	

détectés	sur	une	base	numérique.	

	

Naturellement,	la	qualité	de	l'appel	des	variants	et	la	détermination	des	génotypes	repo-

sent	directement	sur	la	qualité	des	étapes	précédentes;	en	particulier	la	quantification	des	

erreurs	de	base-calling	lors	de	la	composition	des	reads,	la	sureté	des	de	l'alignement	et	

des	réalignements	et	de	la	méthodologie	qui	permet	de	définir	les	génotypes	(Genomes	

Project	et	al.,	2010).	

	

Une	nouvelle	fois,	la	statistique	bayésienne	est	appelée	à	la	rescousse	pour	donner	une	

appréciation	 fine	de	 la	probabilité	des	génotypes	possibles	à	chaque	position,	compte-

tenu	des	observations	réalisées,	et	en	particulier	des	scores	Phred	recalibrés	au	terme	de	

l'assemblage	des	séquences25	(McKenna	et	al.,	2010).		

	

In	fine,	pour	chaque	read,	le	génotype	retenu	sera	celui	qui	obtiendra	la	plus	haute	proba-

bilité	a	posteriori.	Seuls	les	génotypes	qui	atteignent	un	seuil	minimal	fixé	par	l'utilisateur	

	
	
25	Pour	chaque	position	génomique,	le	théorème	de	Bayes	permet	de	calculer	la	probabilité	postérieure	que	l'ensemble	
des	reads	trouvés	sous	cette	position	(pileup)	rendent	compte	du	génotype	G:	

	
p	(G\D)=	P(G)	p(D\G)	/	p	(D)	où:	
	

p	(G\D)	est	la	probabilité	d'observer	le	génotype	G	quand	on	a	les	données	D;	
p	(G)	est	la	probabilité	a	priori	d'avoir	tel	ou	tel	génotype.	Ces	probabilités	peuvent	par	exemple	être	extraites	de	larges	
bases	de	données	génomiques	publiques.	
p	(D)	est	la	probabilité	a	priori	d'observer	ces	données,	comme	en	pratique,	elle	ne	change	pas	en	fonction	du	génotype	
testé,	cette	valeur	est	la	plupart	du	temps	ignorée.	
p	(D\G)	est	la	probabilité	d'observer	les	données	observées,	donc	les	bases	b	sur	l'ensemble	des	reads	retrouvés	sous	
la	position	étudiée,	si	le	génotype	est	G.	p	(D\G)	=	est	donc	une	fonction	de	p	(b\G)	qui	s'écrit:	
	

p	(D\G)	=	Πb ∈	pileup	p(b\G)	où:	
	

p	(b\G)	est	la	probabilité	de	retrouver	la	base	b	si	la	génotype	est	G,	elle-même	fonction	du	score	Phred	de	la	base	b.	
(Adapté	de	McKenna	et	al.	2010).	
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(threshold	for	emitting)	sont	émis	vers	le	disque	et	entrent	dans	la	composition	du	fichier	

final	au	format	.VCF	(Variant	Call	Format)26.	

	

 Filtration	des	variants	(annotation,	filtration	et	priorisation)	

La	comparaison	d'un	exome	humain	européen	à	une	séquence	de	référence	de	la	même	

ethnie	révèle	typiquement	entre	20	et	23.000	variations	majoritairement	de	type	Single	

nucleotide	 variants	 ou	 SNVs 27 	dont	 la	 moitié	 environ	 sont	 des	 variants	 synonymes 28	

(Genomes	Project	et	al.,	2010)	et	parfois	autant	de	faux	positifs	(Gilissen	et	al.,	2012).	

	

Afin	d'être	manipulables	et	comparables	entre	individus,	ces	ensembles	colossaux	de	va-

riants	ou	variomes	doivent	d'abord	faire	l'objet	d'annotations	précises	(positionnelles	et	

fonctionnelles)	puis	d'une	filtration	sur	base	de	critères	qualitatifs	et	finalement	être	prio-

risés	 en	 fonction	 de	 l'hypothèse	 clinique.	 Ultimement,	 un	 lien	 génotype	 -	 phénotype	

pourra	être	retrouvé	sur	base	de	recoupements	entre	sujets	porteurs	du	trait	et	sujets	

contrôles	(aussi	appelé	"disease	mapping").	

	

L'annotation	des	variants.	Cette	étape	vise	à	caractériser	chacun	des	variants	du	.VCF	

en	vue	des	étapes	de	tri	ultérieures.	Les	annotations	de	base	comportent	les	coordonnées	

génomiques,	le	nom	du	gène	couvert	s'il	y	a	lieu,	le	caractère	exonique	ou	intronique,	et	

en	cas	de	variant	codant,	 le	changement	d'acide	aminé	attendu.	Plusieurs	programmes	

mettent	en	relation	ces	données	élémentaires	avec	une	collection	de	données	issues	de	

bases	 de	données	publiques.	Ainsi,	 il	 est	 aisé	 d'ajouter	 des	 spécifications	 aux	 variants	

telles	que	leur	fréquence	allélique	(d'après	les	bases	de	données	dbSNP,	1.000	genomes,	

	
	
26	Lorsque	l'appel	des	variants	et	des	génotypes	est	réalisé	pour	plusieurs	milliers	d'individus	en	même	temps	(multi-
sample	calling),	il	peut	être	rendu	bien	plus	performant	par	l'implémentation	d'algorithmes	bayésiens	basés	sur	l'ob-
servation	des	déséquilibres	de	liaison	et/ou	sur	la	loi	de	la	distribution	génotypique	d'Hardy-Weinberg.	Par	exemple,	
si	 la	série	compte	deux	haplotypes	à	une	position:	ATT	et	CGA;	en	cas	de	doute	sur	 la	deuxième	base	appelée	à	cet	
emplacement	mais	entre	un	A	et	un	T	très	sûrs,	l'algorithme	renforcera	la	probabilité	postérieure	d'un	T.	Nous	avons	
choisi	de	ne	pas	détailler	plus	avant	ces	possibilités	compte-tenu	de	l'échelle	de	notre	travail	(comme	nous	verrons	plus	
tard,	nous	avons	procédé	à	l'appel	des	variants	patient	par	patient	soit	du	single-sample	calling).	
	
27	L'acronyme	"SNV"	-	pour	Single	Nucleotide	Variant	-	désigne	un	changement	nucléotidique	n'impliquant	qu'une	seule	
paire	de	bases.	Les	SNVs	incluent	les	"SNPs"	-	pour	Single	Nucleotide	Polymorphisms	-	qui	sont	des	SNV	dont	la	fréquence	
allélique	dépasse	1%.	
	
28	Un	variant	synonyme	est	un	changement	nucléotidique	qui	entraîne	un	codon	différent	mais	qui	in	fine,	grâce	aux	
redondances	du	code	génétique,	codera	pour	le	même	acide	aminé	que	le	codon	qu'il	remplace.	Les	variants	synonymes	
ont	plus	rarement	des	conséquences	cliniques	(pour	certains	on	a	décrit	des	conséquences	délétères	à	cause	d'interfé-
rence	avec	le	processus	d'épissage	des	ARN).	
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ESP6500	ou	Ensembl!,	...)	ou	encore	de	préjuger	de	leur	caractère	pathogène	sur	bases	de	

prédictions	 structurelles	 au	 niveau	 des	 protéines	 ou	 de	 données	 épidémiologiques	

(CADD,	 Polyphen,	 ClinVArest,	 ...).	 Le	 programme	 libre	 d'accès	ANNOVAR	par	 exemple,	

parmi	 les	plus	utilisés,	 collige	 les	 informations	de	plus	de	4000	bases	de	données	pu-

bliques	(Bao	et	al.,	2014;	Wang	et	al.,	2010).	

	

Filtration	 selon	 la	 qualité.	L'investigateur,	même	non	 bioinformaticien	 peut,	 à	 l'aide	

d'interfaces	libres	ou	commerciales,	s'adonner	à	la	filtration	des	variants.	Il	s'attachera	à	

éliminer	en	premier	les	variants	de	moindre	qualité	(par	exemple	avec	une	profondeur	

de	couverture	inférieure	à	10	ou	des	scores	Phred	médiocres	-	avec	une	tolérance	plus	ou	

moins	grande	selon	la	profondeur	de	séquençage	disponible)	ou	encore	les	erreurs	évi-

dentes	telle	que	la	présence	isolée	de	3	allèles	différents	chez	un	même	patient.	

	

Priorisation	sur	base	de	l'hypothèse	clinique.	L'investigateur	peut	encore	réduire	le	

nombre	de	variants	examinés	par	individu	sur	base	du	modèle	de	maladie	étudié.		

Un	des	 filtres	 les	plus	 importants	 revient	à	 se	 limiter	à	 investiguer	 les	 séquences	exo-

niques:	les	séquences	génomiques	codant	pour	des	protéines	sont	dramatiquement	sen-

sibles	aux	mutations	et	en	conséquence,	elles	rassemblent	à	ce	jour,	une	large	majorité	

des	mutations	identifiées	dans	le	cadre	des	maladies	mendéliennes	(Botstein	and	Risch,	

2003).	Se	limiter	à	examiner	les	exomes	revient	à	examiner	un	peu	moins	de	2%	du	gé-

nome	soit	60	Mb	en	lieu	et	place	de	3	Gb.	Même	lorsque	les	exons	ont	été	capturés	d'entrée	

de	jeu	au	moment	de	la	réalisation	de	la	libraire	(WES	et	pas	WGS),	il	est	important	d'ap-

pliquer	un	tel	filtre	car	beaucoup	de	fragments	introniques	adjacents	aux	exons	sont	cap-

turés	au	passage	avec	les	kits	de	capture.		

Enfin,	 il	est	souvent	utile	de	 filtrer	 les	variants	sur	base	de	 leur	 fréquence	allélique	ou	

"MAF"	(minor	allele	frequency).	D'abord	lorsque	l'on	suspecte	une	cause	monogénique	de	

fréquence	connue,	mais	pas	seulement.	Plus	généralement,	il	peut	être	utile	de	focaliser	

les	recherches	sur	les	variants	les	plus	rares	qui	contiennent	le	plus	de	variants	fonction-

nels	délétères	par	pression	de	sélection	(Genomes	Project	et	al.,	2010).	
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Association	génotype-phénotype	

Lorsque	la	liste	des	variants	individuels	a	été	réduite	à	quelques	centaines	de	variants	dits	

privés,	il	devient	possible	de	les	comparer,	à	la	manière	d'ensembles,	en	cherchant	ce	qui	

est	commun	aux	malades	mais	absent	chez	les	sujets	contrôles.		

Lorsque	le	trait	étudié	semble	être	transmis	dans	une	famille	selon	un	mode	mendélien	

(autosomique	ou	lié	à	l'X,	dominant	ou	récessif),	quelques	individus	exomés	seulement	

peuvent	suffire,	moyennant	les	comparaisons	judicieuses,	à	retrouver	le	gène	coupable	

(Gilissen	et	al.,	2012;	Ng	et	al.,	2009).	

	

Lorsque	le	trait	étudié	est	largement	polygénique	voire	multifactoriel,	on	doit	en	général	

se	limiter	à	des	tests	d'association	qui	permettent	d'établir,	si	elle	existe,	une	surrepré-

sentation	d'un	variant	ou	des	variants	d'un	seul	gène	dans	un	groupe	de	"cas"	soigneuse-

ment	sélectionnés,	par	comparaison	à	des	"contrôles".	Ces	différents	tests	d'association	

seront	présentés	dans	 le	chapitre	3,	dans	 le	contexte	particulier	de	 l'étude	de	patients	

tolérants	et	nous	n'en	dirons	donc	pas	plus	ici.	
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Summary

In the 1960s, our predecessors won a historical battle against acute rejection

and ensured that transplantation became a common life-saving treatment.

In parallel with this success, or perhaps because of it, we lost the battle for

long-lived transplants, being overwhelmed with chronic immune insults and

the toxicities of immunosuppression. It is likely that current powerful

treatments block acute rejection, but at the same time condemn the few

circulating donor cells that would have been able to elicit

immunoregulatory host responses towards the allograft. Under these

conditions, spontaneously tolerant kidney recipients – i.e. patients who

maintain allograft function in the absence of immunosuppression – are

merely accidents; they are scarce, mysterious and precious. Several teams

pursue the goal of finding a biomarker that would guide us towards the ’just

right’ level of immunosuppression that avoids rejection while leaving some

space for donor immune cells. Some cellular assays are attractive because

they are antigen-specific, and provide a comprehensive view of immune

responses toward the graft. These seem to closely follow patient regulatory

capacities. However, these tests are cumbersome, and require abundant

cellular material from both donor and recipient. The latest newcomers, non-

antigen-specific recipient blood transcriptomic biomarkers, offer the

promise that a practicable and simple signature may be found that

overcomes the complexity of a system in which an infinite number of

individual cell combinations can lead possibly to graft acceptance.

Biomarker studies are as much an objective – identifying tolerant patients,

enabling tolerance trials – as a means to deciphering the underlying

mechanisms of one of the most important current issues in transplantation.

Keywords: biomarker, cellular assays, immunoquiescence, kidney transplan-

tation, operational tolerance

Introduction

As described initially in 1953 by Billingham, Brent and

Medawar in a murine model, transplantation tolerance is

an acquired state in which immunocompetent recipients

have developed donor-specific unresponsiveness [1]. Sixty

years later, tolerance appears, more than ever, to be a highly

desirable goal in transplantation. The use and development

of immunosuppressive drugs have provided a means of

controlling acute transplant rejection and have established

transplantation as a part of daily medical practice. How-

ever, successes in early transplant management have not

been accompanied by significant improvements in long-

term graft outcomes [2]. Also, non-specific immunosup-

pression burdens patients with serious side effects such as

infections, malignancies, nephrotoxicity and metabolic

complications [3,4]. In kidney transplantation alone, the
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achievement of lifelong tolerance is expected, intuitively

and on the basis of compelling observations, to improve

long-term patient and graft outcomes dramatically [5–9].

Several protocols have succeeded in inducing tolerance

in human leucocyte antigen (HLA)-mismatched human

kidney recipients through the achievement, at least transi-

ently, of mixed chimerism [10–12]. Mixed chimerism refers

to a ‘hybrid immune system whereby donor pluripotent

haematopoietic stem cells engraft and coexist with recipient

stem cells giving rise to hematopoietic lineages in the recip-

ient [13]. Eventually, if the engraftment is successful, recip-

ient immune cells develop a selective and durable

acceptance to organ and tissue transplants from the same

donor [14]. Chimerism can be obtained via various regi-

mens combining non-myeloablative lympho-depleting or

immunomodulating interventions in the recipient with a

bone-marrow infusion derived from the kidney donor.

Although revolutionary, these procedures remain hampered

by the need for highly specialized management, life-

threatening conditioning regimens, a non-competitive success

rate and, finally, a failure to prevent slow alloimmune responses

[6,7,15]. As a result, they have not entered routine clinical

practice to date. As detailed by Lombardi et al. in the same

issue of CEI, growing efforts are being undertaken by different

groups to develop cellular therapies that may contribute to the

achievement of more sustainable allograft tolerance [16].

Conversely, a limited number of kidney recipients who

discontinued all immunosuppressive drugs have been able

to maintain good allograft function for prolonged periods,

in the absence of overt immunodeficiency (see Table 1).

These patients were qualified as ‘clinically operationally or

spontaneously tolerant’. They have been studied extensively

with three goals in mind: identify specific biomarkers that

predict safe immunosuppression minimization in some

patients; promote clinical trials aimed at testing strategies

of tolerance induction; and discover innovative pharmaco-

logical targets for treating rejection or generating tolerance.

The present review aims to summarize current knowl-

edge on operationally tolerant kidney recipients.

Defining an enigma: the need for operational criteria

In animal studies, the claim that an individual has become

tolerant has to meet very stringent criteria [46].

Table 1. Reported kidney recipients who discontinued all immunosuppressive medications for at least one year without experiencing graft failure

First author or group Year of first report

Number of original

operationally tolerant patients

Time range without immunosuppression

at the time of the report

Owens [17] 1975 4 17–52 months

Hussey (reply to Owens) [18] 1976 1 40 months

Uehling [19] 1976 1 36 months

Seigler (reply to Uehling) [19] 1976 1 > 4 years

Zoller [20] 1980 14 1–8 years

Strober [21,22] 1989 2 69 months and 12 years

Burlingham [23,24] 1995 1 7 years

Fischer [25] 1996 1 9 years

Christensen [26] 1998 1 > 3 years

Van Buskirk [27] 2000 2§ > 5 and> 27 years

Cai [28] 2004 1§ 32 years

Starzl [5] 2004 7 3–38 years

University of Nantes, France [29,30] 2006 27‡ 2–20 years (one missing data)

Xu [31] 2007 2 Not available

Indices of Tolerance (IOT) [32] 2010 11 2–21 years

Immune Tolerance Network (ITN) [33–35] 2010 39 Divided into 3 groups:

(1) n 5 25, mean time: 166 10�4
(2) n 5 7, mean time: 146 17�1

(3) n 5 7, not available

Azancot [36] 2011 2‡ 14 months and> 6 years

Inal [37] 2011 1 8 years

University of S~ao Paulo, Brazil [38–40] 2012 5 1�5–8 years

Becker [41] 2012 4 1–19 years

Roedder [42] 2014 69 Not available

GAMBIT study [43,44] 2016 14# 1 common 1–22�5 years

DESCARTES–Nantes Survey [8] 2016 40# 1 common 1–25 years (5 missing data)

Kesiraju [45] 2016 1 > 3 years

Total 41 years of reports 247 –

It is likely that some operationally tolerant patients were involved in more than one report. When known, shared cases have been marked by

identical symbols (‡, #, §). We did not mention reports concerning exclusively patients with a history of combined kidney and bone marrow

transplantation.
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Investigators must provide measurable evidence of pro-

longed allograft survival in the absence of any immunosup-

pression with normal function, normal histology and the

suppression of donor-specific responses using in-vitro

assays. Frequently, the demonstration of acceptance by the

tolerant recipient of a second donor strain graft, but rejec-

tion of a third-party graft is also required. This extensive

demonstration is naturally not suitable for patients, for

obvious ethical and practical reasons. Histological exami-

nation, although theoretically feasible, is rarely performed

due to the reluctance of both patients – who are often

poorly compliant – and clinicians to biopsy a well-

functioning kidney. In-vitro assays require donor material

that is often not available. In addition, no assay has been

validated so far that correlates with the maintenance of tol-

erance, questioning the value of monitoring.

Disappointingly, in clinical practice, the ultimate defini-

tion of clinical tolerance will be limited to the demonstra-

tion of long-lasting, good allograft function, without overt

signs of rejection or immunodeficiency [29,46]. Depending

on the authors, good graft function is defined as either

stable or excellent kidney function with a serum creatinine

below 150 lmol/l and no gross glomerular proteinuria

(< 1 g/day) [29] (for details, see Table 2). All authors

agreed upon a strict minimal period of 1 year without

immunosuppression before evoking tolerance. Importantly,

this choice of duration criterion strongly impacts the prev-

alence of tolerance. Zoller et al. showed that among a

selected population of 48 kidney transplant patients, the

majority of whom were recipients of a living-related trans-

plant who discontinued their immunosuppression, 16

maintained good graft function at 1 year but only six at 3

years. Notably, none of the cadaveric transplant recipients

maintained stable graft function for longer than 2 years

without immunosuppressive therapy [20].

This gap between experimental and clinical definitions

of tolerance has a major implication: we cannot assume

that all operationally tolerant patients are truly immuno-

logically tolerant. The first reason is technical. While

obtaining a kidney biopsy is problematic, as mentioned

above, serum creatinine is known to be a poor surrogate of

early-stage immune injuries. Consequently, a patient

Table 2. The definitions of operational tolerance used in different collaborative studies and original cohort characteristics

First author

(consortium, year) Operational tolerance definition

Reason for immunosup-

pression withdrawal

HLA A-B-DR

mismatches Donors

Brouard

(Canada–US–Europe

collaboration,

2007) [47]

Stable Cockcroft–Gault calculated creatinine

clearance> 60 ml per min per 1�73 m2 with

absent or low-grade proteinuria (<1�5 g/day),

without any immunosuppressive drug for at least

2 years

Medical reasons: 2

(malignancy 1)

Non-compliance: 15

Missing data: 0

Mean:

3�2 in the training

set (n 5 5),

3 in the test set

(n 5 12)

Deceased: n.a.

Living, related: 1

Living, unrelated: n.a.

Newell

(ITN, 2010) [33,34]

Stable renal function and serum creatinine within

25% of baseline (as evaluated by 3 experienced

transplant physicians),

without any immunosuppressive drug for at least

1 year

Medical reasons: 2

Non-compliance: 20

Missing data: 3

Mean: 1�16 1�71
(10 missing data)

Deceased: 5

Living, related: 18

Living, unrelated: 1

Missing data: 1

Sagoo

(RISET, IOT, 2010)

[32]

Functionally stable kidney transplant recipients

with serum creatinine <160 lmol/l and <10%

rise in the last 12 months,

without any immunosuppressive drug for at least

1 year

Medical reasons: 2

(malignancy 2, BMT

1)

Non-compliance: 7

Missing data: 2

Mean HLA A-B-C-

DQ-DR:

3�56 2�4

Deceased: 7

Living, related: 4

Living, unrelated: 0

Missing data: 0

Brouard

(Nantes University-

driven project,

2012) [30]

Stable kidney transplant function with <150

lmol/l creatinaemia and <1 g/day proteinuria,

without any immunosuppressive drug for at least

1 year

Medical reasons: 7

(malignancy 6)

Non-compliance: 19

Missing data: 0

Mean: 36 2 Deceased: 22

Living, related: 5

Living, unrelated: 0

Missing data: 0

Roedder

(US–Mexico collabo-

ration, 2014) [42]

Long-term stable graft function,

without any immunosuppressive drug for at least

2 years and no history of rejection off

immunosuppression

Medical reasons: n.a.

Non-compliance: n.a.

Mean: 0�75 61�5
(n 5 43)

(n.a. data 26)

Deceased: n.a.

Living, related: 18

Living, unrelated: n.a.

n.a. data 51

Massart

(DESCARTES–Nantes

survey, 2016) [8]

Creatinaemia <150 lmol/l and proteinuria

<1 g/day or <1 g/g creatinine for at

least 1 year or higher but stable values for at

least 1 year without any immunosuppressive

drug for at least 1 year

Medical reasons: 10

(whose malignancy 8)

Non-compliance: 51

Missing data: 0

Mean: 2�86 1�1
(in 41 mismatched

pairs�
7 missing data,

13 full-matched

pairs)

Deceased: 42

Living: 19

Missing data: 0

BMT 5 bone marrow transplantation; DESCARTES 5 Developing Education Science and Care for Renal Transplantation in European States;

IOT 5 Indices of Tolerance; ITN 5 Immune Tolerance Network; n.a. 5 not available; RISET 5 Reprogramming the Immune System for the

Establishment of Tolerance.
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developing subclinical rejection following discontinuation

of immunosuppression will meet operational tolerance cri-

teria as long as he maintains a stable creatinine. In addi-

tion, several authors have reported that longstanding drug-

free graft function can be associated with the presence of

donor-specific anti-HLA antibodies (DSA) [8,30,33,41,48].

In conclusion, the terminology of ‘operational tolerance’

is somewhat misleading, because it suggests an equivalence

between operational and experimental tolerance which

may not be appropriate for all cases [49]. An increasing

number of authors talk about ‘longstanding absence of

nondeleterious/nondestructive immune responses’ [48,50]

or ‘immunoquiescence’ [42] instead. The lack of formally

ruled-out subclinical rejection in supposedly operationally

tolerant patients may suggest there is no value in studying

those patients [51,52]. We believe that, from a clinical per-

spective, all patients displaying prolonged allograft survival

without immunosuppression deserve our interest, regard-

less of the mechanism involved.

Clinical presentation

Circumstances of discovery

In current practice, operational tolerance is a rare serendip-

itous finding, occurring in a limited number of circum-

stances and patients. Most tolerant individuals are non-

compliant patients who weaned themselves off treatment

for various reasons (e.g. personal beliefs, excessive side

effects, oversight, mental disorder, social issues) (Massart

et al., unpublished). Those who felt well or ‘better’ contin-

ued in that direction. Furthermore, they often hide this

behaviour from the medical team; for instance, by taking

immunosuppressive drugs that can be monitored in blood

only before visits [53]. Drug discontinuation could take

months or years with several phases of ‘stop-and-start’

[29]. A second group of tolerant patients includes those

who were advised to suspend immunosuppressive drugs by

the medical team when confronted with a life-threatening

complication, either oncological (typically a lymphoma) or

infectious. Thirdly, some patients who have benefited from

an external intervention such as total lymphoid irradiation

[21] or combined/successive kidney and bone marrow

transplantations (BMT) from the same donor, in the set-

ting of a haematological malignancy, have developed

operational tolerance (reviewed in [54]). Two other papers

have included recipients of BMT in their cohort of sponta-

neously tolerant patients ([30] – case no. 19, and [32]). In

support of that inclusive view, Sagoo et al. did not detect

any differences between bone-marrow transplanted

patients and any other tolerant subjects in any of the assays

performed in their biomarker study. However, for the pur-

pose of clarity, this review does not include BMT patients.

Finally, we are aware of two cases of tolerance that devel-

oped in the context of pregnancy ([8] – case no. 34,

unpublished data and [25]). While this is an intriguing

observation, the low number of cases does not allow us to

draw firm conclusions about facilitated kidney allograft

acceptance during pregnancy.

Frequency

It has been known from the early days of transplantation

that recipient immunosuppression is required to maintain

kidney allograft function beyond 48 h [55]. Attempts to

reduce immunosuppression from standard treatment levels

after the first semester/year of transplantation were also

associated with a significant risk of graft loss [56]. Recently,

two prospective controlled trials of gradual calcineurin

inhibitor weaning in highly selected patients were termi-

nated prematurely because of unacceptably high rates of

rejection and alloimmunization [57,58]. Finally, patient

non-compliance [59] has been shown to increase signifi-

cantly rates of late acute kidney rejection [59] and graft

loss [60,61].

To our knowledge, fewer than 250 patients, from among

several hundred thousand transplantations (see Table 1 for

details), have been reported to have discontinued treatment

successfully. Operationally tolerant patients, under the cur-

rent era of immunosuppression, are very rare [5]. We

recently performed a Europe-wide survey to identify how

frequently these observations were made [8]. A total of 147

centres with a cumulative experience of 218 913 kidney

transplantations participated. Overall, we estimated the

cumulative incidence of operational tolerance at three per

10 000 kidney recipients (0�03%). We concluded that this

rate was an under-estimate for methodological reasons and

because non-compliance is, by nature, surreptitious. How-

ever, in the similar context of liver transplantation, clinical

tolerance is achieved in 20–40% of selected patients

[49,62], supporting the view that tolerant kidney recipients

are definitely much more rare.

Interestingly, operationally tolerant patients seemed to be,

proportionally, significantly more frequent in the early days

of transplantation. Starzl and colleagues reported that among

the 46 recipients of allografts from living related donors

treated in Colorado between 1962 and 1963, nine achieved

extra-long graft function for approximately 4 decades. Seven

of nine patients displayed an immunosuppression-free

period ranging from 3 to 38 years, in spite of HLA mis-

matches and even ABO incompatibility in one [5]. Starzl and

co-workers theorized that immune cell migration and repo-

pulation in the recipient was a critical step in every trans-

plantation, either haematological or solid [63]. This very

powerful theory is at the origin of the very first successes in

inducing tolerance in humans [64]. By the end of 1963, most

teams worldwide started using stronger immunosuppressive

treatments, in particular prophylactic steroid bolus, in order

to thwart the occurrence of irreversible acute rejection. Starzl

and colleagues postulated that these new therapeutic
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practices may have eliminated migratory donor cells (‘pas-

senger leukocytes’), thus blocking rejection but in return also

preventing the ‘coexistence of donor and recipient cells each

to the other’, currently termed ‘chimerism’. Our successes in

opposing acute rejection seemed to come at the price of a

dramatic reduction in long-term survival.

Patient description

Baseline characteristics of operationally tolerant kidney

recipients ‘do not seem to differ greatly from other kidney

recipients in general’ [29]. The recent Developing Educa-

tion Science and Care for Renal Transplantation in Euro-

pean States (DESCARTES)–Nantes survey, which sums up

the characteristics of 61 active or past tolerant kidney recip-

ients from across all of Europe, the largest phenotypical

description so far, supports that contention. Indeed, most

patients were male in their 30s at the time of transplanta-

tion and they received an HLA-mismatched cadaveric

transplant (average HLA A/B/DR-mismatch number of

2�86 1�1 in 41; no mismatches in 13; proportion of cadav-

eric transplants versus living donors was 42 of 61). More

than one-third were allosensitized before transplantation.

All conventional immunosuppressive drugs seemed to be

compatible with the later development of tolerance, includ-

ing induction with steroids and monoclonal antibodies. In

terms of background, autoimmune diseases were some-

times observed but, notably, few diabetic nephropathies

(four of 61). Donors were quite young (30�76 13 years)

and, together with others, we suggest that the quality of the

graft could facilitate the establishment of tolerance [8,29].

Importantly, a past history of acute rejection was common

(eight biopsy-proven in 61 patients), as reported previously

[17,23,25,30,34,36]. Taken together, data on the prelimi-

nary characteristics of tolerant patients support the view

that tolerance is an acquired condition rather than a consti-

tutive predisposition, the result of favourable matching or

immunosenescence.

The state of tolerance results from an active process spe-

cific to the allograft. During their immunosuppression-free

period, tolerant patients experienced fewer infections com-

pared to the period before drug weaning and compared to

stable, matched controls under immunosuppression [29].

Ballet and colleagues have shown that some tolerant

patients, although not all, were able to mount a humoral

response following influenza vaccination [65].

A few histological examinations of tolerant allografts

have been published [21,24,27,29–31,36,41]. Biopsies from

stable tolerant patients revealed lymphoid infiltrates in

peritubular regions of the cortical interstitium, without

tubulitis [41]. Such infiltrates are common in well-

functioning allografts [66]. Compared to stable and reject-

ing patients, tolerant patients displayed an increased pro-

portion of forkhead box protein 3 (FoxP3)-positive

lymphocytes and distinct expression of several proteins

involved in the nuclear factor kappa B (NF-jB) pathway

[41]. Interestingly, FoxP3 CD41 T cells were not distrib-

uted uniformly in the interstitium, but were found in cell

aggregates. These agglomerates could be part of tertiary

lymphoid structures [31] and the cortical interstitium is

notable for the presence of resident dendritic cells [67]. Xu

and collaborators demonstrated the presence of numerous

transforming growth factor (TGF)-b11 mononuclear cells

inside the infiltrates, mainly CD4– CD25low. Together, those

findings are compatible with the presence of two distinct

populations of regulatory T cells (Tregs) within tolerized

allografts, including natural CD41CD251 Tregs, thought

to suppress immune responses in a contact-dependent

manner, and adaptive TGF-b-producing CD41CD25– Tregs
[T helper type 3 (Th3)/TGF-b] [68]. In models of metasta-

ble tolerance in Rhesus monkeys, the disappearance of

TGF-b cells coincided with the onset of rejection [69]. It is

thought that inflammation1TGF-b-induced Tregs (Tr1/

IL10) could give rise to a more stable tolerance [35].

Operational tolerance seems to be a metastable condi-

tion that could be limited to several years or persist for dec-

ades [8,30]. Biopsies performed in cases of declining

function have shown two main patterns, either lesions

resembling antibody-mediated rejection with characteristic

peritubular capillaritis, lymphomacrophagic infiltrates and

glomerulitis, slight immune deposits but, notably, no C4d

staining, or nephroangiosclerosis with interstitial fibrosis

and tubular atrophy [29,30]. To our knowledge, a single

case of confirmed humoral rejection with positive anti-C4d

staining has been described [36]. Circulating anti-HLA

antibodies were reported in both histological patterns [30]

and do not seem to predict graft outcome reliably [48].

Biomarkers: somewhere between hope and reality

In contrast to liver recipients, kidney recipients who fail to

develop tolerance during an immunosuppression weaning

protocol are at risk of irreversible graft rejection and loss of

function [49,70]. Today, the lack of clinically validated bio-

markers is a crippling obstacle to bringing tolerance to a

larger set of kidney recipients. Immediate objectives for the

use of biomarkers would be to detect already tolerant

patients and also patients who might potentially develop

tolerance in the future, presenting a pivotal signature indi-

cating their aptitude or not for further tapering of immu-

nosuppressive drugs. As operational tolerance is not stable

in nature – actually no more in the experimental context

[1,69,71] than in humans [6,8] – the ultimate goal would

be to identify actionable biological targets in order to pro-

gramme or refresh selective tolerance as necessary.

Antigen-specific assays for measuring tolerance

T cell reactivity. Consistent with the original description of

tolerance by Billingham and colleagues [1], ex-vivo
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assessments of donor antigen-specific T cell responses were

explored early on as a way to detect or predict tolerance.

Those assays measured either: (1) proliferation of recipient

T cells in a mixed lymphocyte reaction (MLR) [23,26], (2)

lysis of donor T cells in a cytotoxic T lymphocyte assay

(CTL) [23] or (3) production of interleukins with either an

enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA), enzyme-

linked immunospot assay [interferon (IFN)-g ELISPOT]

[32] or intracellular staining [33]. A systematic description

of these assays is beyond the scope of this review and can

be found in [72,73].

Most of the above tests were used to investigate T cell

responses towards antigens presented by donor cells (direct

pathway). They provided evidence that operationally toler-

ant patients were hyporesponsive towards donor antigens

while fully responsive to third-party donors [23,26,32] and

microbial antigens [19]. However, hyporesponsiveness of T

cells against donor antigens in CTL or MLR has also been a

common finding in stable immunosuppressed long-term

kidney recipients [74–76]. Donor-specific hyporesponsive-

ness is not synonymous with tolerance. In support of that,

Weimar et al. described a patient who was diagnosed with

acute rejection weeks after having stopped all his medica-

tion, despite favourable CTL results [77]. Nevertheless, sev-

eral longitudinal studies support the idea that the

assessment of direct T cell responses by CTL-derived or

IFN-g ELISPOT methods might be a valuable tool in pre-

dicting limited uneventful drug tapering, either from ste-

roids [78,79], anti-metabolite [77,80] or calcineurin

inhibitors [81,82].

So far, the use of such cellular assays has been hindered

by the lack of large and consistent studies [83] and low

practicability. Indeed, cellular tests require recurrent live

donor cell samples [72]. This could, however, be overcome

by cell culture followed by cryopreservation [21,84].

Finally, there has been a concern that this approach was

neglecting exploration of the indirect pathway of allorecog-

nition [72,85], thought by many to have a critical role in

driving long-term transplant immunogenicity.

More recently, authors have favoured assays that are able

to explore the indirect pathway over traditional MLR and

CTL, and have tried to focus upon the most relevant mem-

ory T cells [85] that are only weakly eliminated by tradi-

tional depleting agents [86]. Indirect allorecognition

testing is feasible on condition that donor antigens be pre-

sented as protein lysates together with recipient antigen-

presenting cells [72]. In kidney transplantation, this is per-

formed via ELISPOT [87] or trans-vivo delayed-type hyper-

sensitivity (tvDTH) assays [27]. Basically, the tvDTH assay

consists of injecting sensitized recipient T cells, collected

after transplantation, with donor antigens and recipient

antigen-presenting cells into the footpad or the ear of a

severe combined immunodeficiency mouse. Responding

recipient cells will produce a DTH reaction locally, appa-

rent as a swelling, which can be measured with a calliper.

This assay was the only one to be explored among tolerant

kidney recipients. First, Van Burskirk et al., in a study of

three tolerant patients, demonstrated a selective absence of

tvDTH responsiveness to donor antigens. Importantly, the

non-responsiveness was transmissible to control immuno-

genic recall antigens [either tetanus toxin or Epstein–Barr

virus (EBV) lysates] injected with donor antigens into the

same footpad, suggesting the presence of an active suppres-

sive mechanism triggered by donor proteins [27]. The

same team from the University of Wisconsin showed, in

non-human tolerant primates and in humans, that this

process relied upon CD41CD25low adaptive Tregs [31,69].

Also, it was dependent upon cytotoxic T lymphocyte-

associated antigen 4 (CTLA-4) and TGF-b or IL-10

[27,28].

Once more, defective indirect responses are not the priv-

ilege of tolerant patients and can be observed in half of sta-

ble kidney recipients [87,88] with no clear prognostic

significance [88]. However, Haynes et al. observed that sta-

ble recipients displayed a wider range of tvDTH response

intensities compared to the uniform unresponsiveness of

tolerant recipients. Actually, there was a progression of

tvDTH responses between, in ascending order, tolerant

patients, stable patients on steroid monotherapy and on

standard therapy and, finally, rejecting patients. They dem-

onstrated that tvDTH responses in rejecting patients

required both IL-17 and IFN-g. Conversely, the lack of

tvDTH responses in tolerant patients (n5 11) relied upon

TGF-b but not on IL-10 (three patients explored), evoking

a T regulatory pattern of the Th3 subtype.

Also, and importantly, aside from tvDTH unresponsive-

ness, donor-specific regulation, the capacity of donor cells

to transfer their hyporesponsiveness to recall antigens

injected at the same place, seemed to be notably less fre-

quent in stable immunosuppressed recipients [89] than in

tolerant recipients. In a cohort of 71 stable kidney recipi-

ents, donor regulation was correlated strongly with the

quality of the HLA matching, thus indirectly offering a pos-

sible explanation for the better graft survival observed with

better matching [90]. In a longitudinal study of 32 stable

kidney recipients, donor-specific regulation capacity neatly

predicted the outcomes following steroid withdrawal [91].

To date, however, clinical evaluations and possible applica-

tions of tvDTH are limited by the cumbersome technique,

the requirement of mice and the need for high cell

numbers.

B cell sensitization. The detection of DSA, a current prac-

tice in clinical transplantation, appears to be less sensitive

with current methods than T cell sensitization [88,89]. The

appearance of de-novo DSA has been associated with

poorer prognosis in renal transplantation, but recent stud-

ies have shown that DSA toxicity depends upon the anti-

body isotype and capacity to fix complement fractions

[92,93]. The appearance of de-novo DSA in tolerant
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patients does not seem to preclude, in all cases, the contin-

uation of tolerance [48]. Further studies on DSA subtypes

are needed. It is undisputable that the presence of a specific

alloimmunization is not, per se, an irreconcilable obstacle

to tolerance, as is proven every day in the fetomaternal

model of tolerance [94].

The search for antigen-independent biomarkers

There is an important need to find a practicable biomarker

that allows for repeated and non-traumatic monitoring

and is affordable, sensitive and highly specific in order to

avoid abusive drug minimization in patients. The ideal bio-

marker would recapitulate, without delay, the situation

inside the allograft. Urine seems to be the most pertinent

fluid in our context, but its handling often requires tricky

and limiting procedures [95,96]. Blood gene expression

studies and cell phenotyping have been the most explored

routes and are developed in the following sections.

Two methodological issues have complicated the devel-

opment of blood signatures in the field of kidney trans-

plantation. The first difficulty in finding a reliable

biomarker of tolerance lies in the rarity of patients. This

constraint has been overcome through the development of

large research consortia in the United States [‘Immune Tol-

erance Network’ (ITN)] and in Europe [‘Indices of Toler-

ance’ (IOT), ‘Reprogramming the Immune System for the

Establishment of Tolerance’ (RISET), ‘Genetic Analysis and

Monitoring of Biomarkers of Immunological Tolerance’

(GAMBIT Study), ‘The ONE Study’, ‘Bio-DRIM’]. These

include active initiatives and those that have just begun

(for details see [97]). Beyond their ability to recruit

patients, these initiatives have added value in that they

have developed standardized operating procedures that

promote patient comparisons. Recently, the DESCARTES

European Renal Association–European Dialysis and Trans-

plant Association (ERA–EDTA) working group has taken

advantage of its unique Europe-wide network devoted to

kidney transplantation to support these efforts by collect-

ing biological samples from very rare operationally tolerant

patients in order to support further molecular studies

[‘TOlerance MOlecular and Genome-wide studies with

Renal Allograft recipient Material’ (TOMOGRAM study),

ongoing].

The second challenge in studying potential biomarkers

of tolerance is the lack of an adequate control population

[95], illustrated in Fig. 1. Basically, operationally tolerant

patients have been compared to patients without transplant

(e.g. healthy volunteers) or to transplanted patients with

various degrees of kidney disease and immunosuppression

(e.g. stable transplants, under standard or reduced immu-

nosuppression, or rejecting patients, most often chronically

rejecting, as it has been postulated that they display a more

distant gene expression profile from tolerant patients than

patients in acute rejection [47]).

In addition, as illustrated in Fig. 1, countless confound-

ing factors may influence transcriptomic signatures includ-

ing personal features (age, gender, ethnicity or other

genetic background features [98,99]), environment (trans-

plant, immunological, and infectious history [100]), medi-

cations, sampling procedures [101] or blood cell subset

composition [102]. Regarding the limited number of toler-

ant patients enrolled in studies, all these sources of hetero-

geneity promote bias and complicate generalization.

Finally, in the absence of a clear gold standard for diagnosis

of operational tolerance, it is likely that some tolerant

patients who are ignorant about their condition contami-

nate the control groups. Depending on the studies, toler-

ance biomarkers were detected in zero (at 1 year post-

transplant) to one-fourth of the presumed stable controls

[42,47,103–105] (illustration in Table 3). This overlap

makes comparison less powerful.

Phenotypical studies of circulating immune cells

Flow cytometry analysis allows the description of cell sub-

set composition in operationally kidney recipients.

T cell counts seem to be only minimally altered. Operation-

ally tolerant patients display similar [32] or reduced [42]

numbers of CD31 T cell counts compared to healthy sub-

jects. Similar proportions of CD81 effector, CD81 memory

and CD41 T cells have been noted [42,107,108]. Within

the CD41 T cell subset, Sagoo et al. observed an increased

expression of CD41CD25int T cells that can broadly be

termed ‘activated T cells’. Regulatory CD41CD25high T cells

and FoxP3 transcripts are similar between tolerant and

healthy volunteers [32,38,107], while they are decreased in

chronically rejecting patients [38,107].

The apparent lack of modification of the global

CD41CD25high FoxP3 Treg population in spontaneously

tolerant patients may come as a surprise, as their role in

establishing tolerance has been documented widely [109].

We illustrate below how current blood cell immunopheno-

typing methods have masked the presence of genuine

expansions of donor-specific Treg populations in operation-

ally tolerant patients.

First, blood levels of FoxP3 T cells are most probably

poor surrogates of the situation inside the graft. Indeed,

direct investigations on biopsies from operationally toler-

ant kidney recipients reveal a proportional increase in

FoxP3 expression in allograft infiltrates compared to stable,

rejecting patients and healthy controls [41]. In subclinical

and acute rejections alike, intragraft and urinary explora-

tions support the view of locally enhanced FoxP3 T cells

playing a role in counter-regulation towards deleterious

alloimmune responses [110,111]. However, data are less

clear in chronic injuries [111].

Secondly, it appears that T cell regulatory functions

may actually dissociate from FoxP3 mRNA expression

[112] and may be appraised more adequately by the
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demonstration of DNA demethylation at the FoxP3 gene

locus [113]. As proof of concept, based on this last method,

Braza et al. showed a specific increase in CD41CD45RA–

FoxP3high memory regulatory T cells in the blood of toler-

ant kidney recipients compared to rejecting or stable

patients and healthy controls [114]. In addition, they dem-

onstrated that the memory Tregs from tolerant subjects had

intact suppressive properties in vitro and, with regard to

healthy volunteers, harbour higher surface levels of CD39

and glucocorticoid-induced tumour necrosis factor (TNF)-

related receptor (GITR), two molecules with established

immunoregulatory functions.

Patent changes in B cell distribution. Several groups have

consistently shown increased numbers and percentage of B

cells within peripheral blood mononuclear cells (PBMC) in

tolerant recipients compared to various groups of immu-

nosuppressed recipients [32,33,35,106,107,115]. With very

few exceptions [32], B cell counts were similar to those of

healthy controls. Tolerant patients consistently exhibited a

Fig. 1. The multiplicity of factors that influence blood transcriptomic signatures. The four men represent specific patient group signatures (CR,

STA, TOL and HV represent patients in chronic rejection, stable patients under immunosuppression, operationally tolerant patients and healthy

volunteers, respectively). In the absence of univocal diagnostic criteria for operational tolerance, the STA group is contaminated by unrecognized

tolerant patients. The boxes above the figures contain non-exhaustive lists of confounding factors that can alter a group’s signature if they arise

as uncontrolled stratification factors. The circles below the figures represent the factors that will affect certain patient groups selectively. None of

the groups are distinct from tolerant patients solely by lack of tolerance. Overall, the heterogeneity of factors, particularly in the context of small

group sizes, promotes bias and complicates generalisation.
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redistribution between B cell subsets characterized by

expanded naive (CD201CD38lowCD24low) and transitional

(CD201CD24highCD38high) populations in comparison to

immunosuppressed patients [32–35,116] and, occasionally,

to healthy subjects [33]. Consistent with this finding, Ches-

neau and colleagues reported a decreased frequency of ter-

minally differentiated plasma cells [116] in tolerant

recipients compared to stable transplanted patients, sugges-

tive of a truncated differentiation profile. However, dis-

cordant observations were made with regard to memory

subsets [32,33,115,116], which are perhaps related to the

choice of different surface antibodies (summarized in

[50]).

In line with these observations, several fundamental

[117,118] and mechanistic studies presented here support

the view that B cells play a critical role in transplant toler-

ance [119]. B cells taken from tolerant patients proliferate

normally in vitro but display a regulatory phenotype,

attested by the expression of inhibitory signals [decreased

FcgRIIA/FcgRIIB mRNA ratio, increased B-cell scaffold

protein with ankyrin repeats 1 (BANK1) mRNAs, increased

surface expression of CD1d and CD5] [115] and an

enhanced production of IL-10 upon stimulation

compared to stable recipients and/or healthy controls

[33,39,43,115,116,120]. Regulatory B cells have been shown

to inhibit CD41CD25– effector T cell proliferation and to

promote their apoptosis through a contact- and granzyme

B-dependent, TGF-b and IL-10-independent mechanism

[120]. This latter point is, however, debated, as another

report in tolerant patients has advanced that IL-10 has a

central role in mediating CD86 down-regulation in B cells

and indirectly decreases T cell proliferation [43]. B cells

with an inhibitory profile are not found exclusively in tol-

erant patients, but are more prevalent compared to healthy

controls and stable transplants [115,120]. Their number is

IL-21 dose dependent and, in turn, in tolerant patients

only, increases the number of IL-21-producing T cells

[120]. The skewed B cell distribution results from a unique

differentiation profile driven along actively with an

increased apoptosis rate [116]. Regulatory B cells (Bregs)

have been recognized to play a role in various clinical situa-

tions [121]. However, no specific biomarker has been iden-

tified so far. Different levels of maturation are compatible

with this regulatory phenotype. It is not yet clear whether

they play a determinant role in the development of toler-

ance or are just involved in its maintenance.

Interestingly, B cells that look to be the hallmark of kid-

ney tolerance do not appear to play a major role in liver

tolerance [106,122]. Blood transcriptomic and cellular fea-

tures of liver tolerance have predominantly designated NK

and gd T cell receptor (TCR1) T cells as the major players.

Many cell subsets are involved. In renal transplantation,

some groups have also reported changes in other blood cell

populations [32,33,42]. A significant shift towards higher

numbers and ratios of NK cells compared to stable trans-

plants or healthy controls has been reported [32,42] but,

again, inconsistently [107]. A shift toward monocyte-

derived dendritic cells at the expense of T cells has also

been reported compared to both stable and tolerant kidney

recipients [42].

Currently, numerous cell populations are recognized,

through immunophenotyping, gene signature (below) and/

or mechanistic studies, to play a role in driving or main-

taining allograft tolerance. The presence of regulatory cells

has been attested by their regulatory phenotype and by

their suppressive properties in vitro. It is probable that no

single cell subset alone is sufficient to trigger graft accep-

tance but that, altogether, they represent a complex tolero-

genic interplay.

Blood transcriptional signatures

Several groups have worked to identify, in the peripheral

blood, an enhanced gene expression signature that would

characterize operationally tolerant kidney recipients. Here

we chose to focus upon whole genome microarray-based

transcriptional profiling studies, confirmed by quantitative

polymerase chain reaction (qPCR), applied to relatively

large cohorts, and either cross-validated or validated on

external array platforms. The main findings from these

studies are summarized in Table 3.

The prototype for these studies was that of Brouard

et al. [47], in which they identified 2986 genes of 11 820

spotted on a custom cDNA lymphochip that were

expressed differentially between tolerant and rejecting

patients. The identified genes suggested a pattern of

reduced co-stimulatory signalling, immune quiescence,

apoptosis and memory T cells in tolerant patients. Intrigu-

ingly, 27% of those genes are assumed to be regulated by

TGF-b, though TGF-b protein and RNA levels were similar

in both groups. Among differentially expressed genes, they

identified a minimal set of 33 genes that were expressed

abundantly and that allowed tolerance detection with a

specificity of 99%.

Newell et al. [33], from the ITN, studied a different

patient cohort, with distinctly better HLA matches (see

Table 2). They first compiled a 228-candidate gene list

based on an original whole-genome microarray study

(Affymetrix array), on previously identified transcripts

associated with liver transplant tolerance [123], and on rel-

evant biological targets. They performed multiplex PCR

and settled on a set of 31 transcripts that were expressed

differentially between tolerant subjects compared to stable

patients but not to healthy volunteers. Most of the genes

identified were B cell-specific, with many encoding j/k
light chains of immunoglobulins. None of the transcripts

associated with liver tolerance were identified in this set-

ting. From those 31 gene transcripts, they delineated a

reduced set of three genes [immunoglobulin kappa variable
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(IGKV)1D-13, IGKV4-1, immunoglobulin lambda-like

polypeptide 1 (IGLL-1] with excellent predictive capabil-

ities in an independent subgroup of their cohort.

In subsequent studies, the same team and others demon-

strated that IGKV1D-13 transcripts remained persistently

elevated, with either IGLL-1 or IGKV4, in tolerant patients

over years [34] and increased over time among calcineurin

inhibitor-treated patients [34,103]. Interestingly, IGKV1D-

13 was also increased in patients rendered tolerant via

induction of transient mixed chimerism [11,124] and in

stable transplants on sirolimus monotherapy [89], suggest-

ing that the signature may be a common theme to various

tolerogenic strategies [34].

Taking advantage of the original gene expression data set

of Newell and colleagues [33], Sagoo et al. [32] identified

170 genes, very enriched in B cell-related genes, that were

expressed differentially among all patient groups in both

platforms, i.e. the RISET Agilent 2.0 custom microarray

and the one used by Newell et al. As partially expected

from the study design, the identified genes were particu-

larly enriched in B cell-related genes, but also in protein

tyrosine kinase and other T cell activation-related genes.

Through an additive binary regression model, they were

able to build receiver operating curves (ROC) with optimal

diagnostic capabilities with a restricted set of 10 genes. Of

interest, three of those 10 highly discriminating genes

[CD79B, T cell leukaemia/lymphoma 1A (TCL1A) and

membrane-spanning 4A (MS4A1) (CD20)] are B cell tran-

scripts that were validated further in other transplantation

studies. TCL1A and MS4A1 were found eventually to be

up-regulated in tolerant recipients in other analyses

[34,113]. In addition, all three genes were reported to be

up-regulated in stable rejection-free patients [125,126].

TCL1A is an oncogene expressed in naive and transitional

B cells and directly reflects their abundance [127]. This

gene promotes B cell survival and is low or absent from

mature B cells. The close relation between TCLA1 expres-

sion, immature populations of B cells with recognized sup-

pressive properties and immune activation suggests fine

regulation of immune responses all along the spectrum of

alloimmunity. Also, the over-expression of an oncogene in

renal operational tolerance is intriguing. It raises the possi-

bility that, among tolerant patients who stopped their

treatment due to a malignancy, a common latent immuno-

suppression predisposed them to both cancer while under

immunosuppression and, finally, tolerance.

Lozano et al. [106] compared the gene expression pat-

terns from the last two cohorts described above [32,33]

with 12 tolerant patients from Nantes. They found that a

limited number of 35 common transcripts (more than

3921 for Newell, 433 for Sagoo et al. and 524 for Lozano)

were expressed differentially between tolerant and stable

transplanted patients in the three cohorts. Twenty-four

transcripts of the 35 were related closely to B cell function.

One conclusion derived from these early works may be

that, surprisingly, tolerance signatures eventually indicate

shared pathways but have very few genes in common. This

heterogeneity has been attributed to small sample sizes, a

lack of standardization in sampling methods and data anal-

ysis and to wide patient and cellular heterogeneity. Also, it

is also possible that several different homeostatic mecha-

nisms allow for tolerance development. The pathways to

tolerance could be innumerable, and may take into account

personal immune history combined with unique heterol-

ogous immunity, memory cell populations and environ-

mental factors [41,128]. Capturing common trends among

a huge number of tolerogenic combinations is complicated

further by the rarity of tolerant patients.

Several authors have also reported the poor overlap

between liver and kidney transplant tolerance signatures

[33,106]. In their study, Lozano and colleagues observed

that only three genes were expressed differentially in both

kidney- and liver-tolerant patients when compared to their

respective controls (NF-jB2 – involved in NF-jB-inducing
kinase (NIK)/NF-jB signalling and germinal centre forma-

tion, MPAK1, involved in the Ras pathway, and HIPK2 –

that promotes p53/TP53-mediated cellular apoptosis and

angiogenesis). In fact, liver- and kidney-tolerant recipients

appear to have deeply contrasting gene expression profiles.

Using blood cell lineage-specific transcripts, Lozano et al.

showed that B cell-specific transcripts best characterize tol-

erant kidney transplants but were down-regulated in liver-

tolerant recipients and, conversely, NK-related genes were

up-regulated in liver- but not in kidney-tolerant recipients.

The discrepancies observed between liver- and kidney-

tolerance signatures may be due, at least in part, to meth-

odological differences, as was discussed earlier. However,

several lines of evidence suggest that liver and kidney toler-

ance also differ mechanistically. In liver transplantation, an

important prospective study by Bohne and colleagues

revealed that tolerant recipients displayed altered iron

homeostasis, demonstrated by intragraft transcriptomic

and histomorphological studies, well before drug minimi-

zation [129]. Compared to non-tolerant liver recipients,

tolerant patients exhibited enhanced iron deposits in peri-

portal hepatocytes, higher serum ferritin levels and, com-

pared to normal individuals, lower hepcidin/ferritin ratios.

Because hepcidin is secreted by hepatocytes, the authors

hypothesized that adjustments in iron metabolism may be

part of liver-specific tolerogenic mechanisms needed to

deal with the continual arrival of antigens via the portal

venous blood.

In renal transplantation, repeated findings of B cell-

related biomarkers in tolerance signatures suggest that

these cells may play an active role in the development and/

or the maintenance of tolerance. Using IFN-g ELISPOT

assays, Shiu et al. [130] demonstrated recently the major

contribution of B cells in driving effective versus regulatory

indirect T cell responses in the setting of antibody-
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mediated rejection (n5 65). Prior to this, Haynes and col-

leagues had failed to demonstrate that B cell antigen pre-

sentation was necessary for generating suppressive indirect

T cell responses in a tvDTH-based study on tolerance.

However, their conclusion relied upon only two patients,

and further experiments were needed [35]. In the liver,

multiple, specialized, non-B cells are responsible for anti-

gen presentation with the aim of dampening local inflam-

matory responses, so the absence of a B cell signal in liver

tolerance signatures should not come as a surprise. In con-

clusion, tolerance signatures are organ-specific and not

interchangeable [131]. This is consistent with the daily

experience of transplant clinicians. Liver tolerance is rela-

tively common, kidney tolerance is rare and other cases of

transplant tolerance (heart, lungs) seem anecdotal.

In an attempt to reconcile discordant renal data, Baron

et al. [105] recently performed a meta-analysis of six earlier

data sets [32,33,47,106,132]. Beyond the confirmation of

the strong involvement of B cells, they pointed out a role

for CD41 T cells and an inhibition of CD141 monocyte-

related functions. From an initial data set encompassing

1846 differentially expressed genes between stable and tol-

erant kidney recipients in all studies, they were able to iso-

late 20 genes with good classification (91�7%) in an

external validation cohort. The expression of those 20

genes in tolerant recipients was superimposed on that of

healthy subjects.

Early biomarker studies often focused upon identifying

a biomarker that would, as a priority, discriminate tolerant

recipients from stable transplanted ones from the perspec-

tive of drug-weaning trials [32,33]. Nevertheless, it was a

surprise to observe how close tolerant recipients were to

healthy subjects. From a physiopathological point of view,

this raised the question of whether tolerant patients under

immunosuppression had a ‘reinitialization of the immune

system resulting in recognition of the transplanted graft as

self ’ [123]. In this scenario, alloreactive cells would have

been deleted centrally. However, a blood signature, based

on unsorted immune cells, would lack the sensitivity to

detect subtle transcript changes restricted to particular cell

subsets that would differentiate tolerant from healthy sub-

jects. Also, pressing questions emerged regarding whether

most of the previously identified tolerance signatures might

just mirror the absence of immunosuppression [35]. It

seems obvious now that several of the first-generation tol-

erance signatures were influenced deeply by immunosup-

pression [44,103,133]. Whether immunosuppressive drugs

rightly perturb tolerance signatures in line with their tol-

erogenic properties or act purely as confounding factors is

not clear. However, until we know, it seems prudent to

look for tolerance signatures that account for the effects of

immunosuppressive regimens to limit sources of error.

In an effort to build a signature that is independent of

the immunosuppressive regimen, Rebollo-Mesa et al.

applied a multivariate linear model for immunosuppressive

drugs on the IOT data set [32] and determined the level of

immunosuppression-independent expression for each

gene [44]. The genes best discriminating between tolerant

and stable patients were connected with NF-jB, CD40,
TNF, granulocyte–macrophage colony-stimulating factor

(GMCSF) and glucocorticoid networks. The first two can

be classified as B cell-related. The team was able to refine

this selection into a nine gene-signature with good predic-

tive value in the GAMBIT validation cohort by qPCR mea-

surement (Table 3). This signature appeared to be

influenced only minimally by immunosuppressive drugs,

was stable over time and was almost two times less preva-

lent in healthy controls (45 versus 85%). No gene over-

lapped with the previous IOT signature. In line with this,

this new signature predicts completely different individuals

as being tolerant in the group of stable patients from the

IOT cohort.

The Rebollo-Mesa et al. publication brought into ques-

tion the previously published evidence. In our opinion,

although such a study is progress, one should be careful

before rejecting all the conclusions of the previous studies.

In particular, the strong B cell signal in transcriptomic sig-

natures was also consistent with experimental data (above),

along with repeated occurrences of multi-modal markers

that distinguished tolerant from healthy controls. Paradoxi-

cally, the systematic gap between kidney and liver trans-

plant signatures of tolerance also conveys that those

signatures, even if partly impaired, were due to more than

the simple absence of immunosuppressive drugs.

The recent multi-modal biomarker study by Roedder

et al. contributed markedly to deciphering the cellular

landscape in operational tolerance. They first used a whole-

genome Agilent microarray to identify a minimal set of 21

genes that discriminate operationally tolerant (n5 16),

rejecting and healthy controls in a three-class comparison.

Seventeen of 21 genes were validated by qPCR in a second

external cohort of tolerant (n5 31) and stable patients.

Finally, they circumscribed a minimal set of three genes –

Kruppel-like factor 6 (KLF6), basonuclin 2 (BNC2) and

cytochrome P450 family 1 subfamily B member 1

(CYP1B1) – which predicted patient groups in a third

independent cohort with 17 additional tolerant patients

with 95% accuracy. The primary 21-gene set pointed

towards apoptosis networks centred on TNF, IL-6, IL-4, the

complement system and, again, B cell activation pathways.

Interestingly, CYP1B1 and BNC2 were reported previously

in studies on kidney and liver tolerance, respectively

[33,47,129].

Restarting from those 21 genes, they identified the cell

populations over-expressing each of them in a large public

database. They found that seven, seven and six genes of the

21 were expressed characteristically in dendritic cells, B

cells and NK cells, respectively. According to a hypergeo-

metric analysis, this could not be expected by chance with

this array. They noticed a parallel enrichment in dendritic
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cells and NK cells, but not in B cells, in the blood of toler-

ant patients compared to healthy controls. Finally, they

showed that their three-gene signature was reproducible

with sorted CD11c1 dendritic cells only. Taken together,

Roedder and co-workers brought evidence for a strong role

for new players, dendritic cells and NK cells in operational

tolerance and its signatures.

Other soluble biomarkers in plasma and or urine

Newell et al. reported that several RNAs were increased sig-

nificantly in the urinary sediment of tolerant patients in

comparison to healthy subjects (FoxP3, CD20, CD3 and

perforin) or to stable transplants (CD20). While interest-

ing, the predictive value of these tests is unknown [33].

Sagoo and colleagues described a significantly increased

expression of the FoxP3/alpha-1,2 mannosidase ratio in the

blood of tolerant recipients compared to different controls.

The prognostic value of this finding was not stated, but this

could prove useful in combination with other tests. Finally,

Danger et al. showed that tolerant patients could be differ-

entiated from stable patients on the basis of the micro-

RNA, miR-142–3p, originating mainly from B cells, and

independently of immunosuppression therapy [134].

Biomarker studies are full of promise and have already

shed light on possible new roles for different cell types in

operational tolerance. So far, however, the lack of consis-

tency among studies has restrained clinician confidence

and slowed down clinical applications. The final validation

of any signature will only come from a successful prospec-

tive trial of drug minimization that would represent real,

life-changing progress for the transplantation community

and patients.

Mechanisms

Numerous experimental methods allow researchers to

induce immune tolerance in laboratory rodents [135].

Apart from chimerism, none of those various reductionist

approaches can, alone, induce tolerance in human trans-

plantations [14]. Because the immune system is dedicated

to react (or not) towards countless antigens, it is highly

redundant and plastic, adapting to changing contexts and

over time. It is now generally suspected that tolerance after

transplantation in humans reflects this complexity and

relies upon a compilation of mechanisms, regulatory domi-

nating over cytotoxic, that act in a timely manner [72,85]

(Fig. 2).

The concept of ‘chimerism’ developed by Starzl and co-

workers over decades [63] includes, as a corollary, the idea

that any solid organ transplantation can be managed as a

variation of bone marrow transplantation [64]. Accord-

ingly, they hypothesized that chimerism probably underlies

the development of operational tolerance in kidney recipi-

ents [5]. In fact, notwithstanding those postulates, later

Fig. 2. A schematic view of alloreactive immune cells during kidney transplantation. Unique unbalanced compositions of alloreactive cells,

varying in subset, function, reactivity, and memory ensure graft rejection or acceptance. Current immunosuppressive regimens are thought to

crush down all alloreactive responses and beyond. Immunosuppression is compulsory to avoid rejection but to a certain extent – we are not yet

able to determine individually – compromises the rise of regulatory responses needed to promote long-term graft acceptance, tolerance and

reduced reliance on immunosuppression.
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studies have revealed that donor T cell engraftment (i.e.

donor T cell-recipient chimera, instead of donor blood

cell-recipient chimera) was the critical step for inducing

tolerance [13,14,136].

Most of the current strategies devoted to creating toler-

ance in human kidney recipients (reviewed in [137]) can

be interpreted, broadly, as attempts to neutralize alloreac-

tive T cells and/or, conversely, attempts to increase the pool

of regulatory cells [14]. However, the precise mechanisms

by which operational tolerance proceeds are yet to be eluci-

dated. Hypotheses have been built in reference to other

mechanisms identified in other settings such as neonatal,

infectious and self-tolerance, as well as experimental find-

ings. They include ‘central’ (thymic deletion) and ‘periph-

eral’ mechanisms (ignorance, anergy, regulation or

suppression, apoptosis or peripheral deletion) [14,138].

Ignorance seems to count for little in the setting of

operational tolerance [128]. Ignorance refers to all the

factors that prevent recipient T cells to be primed by

donor antigens in lymph nodes. The use of intensive T

cell-depleting agents (rabbit anti-thymocyte globulins:

rATG, alemtuzumab) as the ultimate means of preventing

antigen–T cell contacts may have unexpected effects.

First, these drugs affect predominantly naive and regula-

tory T cells [86,139]. Secondly, and consequently, repo-

pulation by homeostatic proliferation will favour

memory or memory-like T cells that have previously

encountered antigens cross-reactive to the transplant

antigens (heterologous immunity) and elicit a specific

response towards the allograft [140,141]. Re-emerging

memory CD81 T cells have been associated with failure

to induce tolerance in liver transplantation following

rATG induction [142].

Biomarker studies presented above are supportive evi-

dence for active processes of regulation in operational tol-

erance. Both B and T regulatory cells, either natural or

adaptive, are present in higher proportions in the blood

and/or in the allograft of tolerant kidney recipients. They

exert their regulatory properties through surface inhibitory

molecules (CD39, GITR, CTLA-4 on T cells; CD1D and

CD5 on B cells), cytokine production (TGF-b, IL-10,

IL-21), and most probably also by inhibiting antigen pre-

sentation by dendritic cells via a cell-contact-dependent

mechanism [143]. T cell regulatory properties could be

transferred adoptively to other reactive T cells [27,144],

even memory [28]. Suppression is triggered by dominant

Take-home messages

Definitions

� In kidney transplantation ‘operational tolerance’ is a very rare clinical condition characterized by the maintenance of stable graft function in

the absence of immunosuppressive drugs for at least 1 year

� Operational tolerance does not imply the total lack of anti-donor reactivity as shown by the occasional presence of anti-donor HLA anti-

bodies, but the absence of clinically detectable deleterious immune responses directed against the graft

Mechanistic studies

� In vitro, T cells from operationally tolerant patients are hyporesponsive toward donor antigens yet fully responsive to third-party donors

and microbial antigens

� In transvivo DTH assays, CD41CD25low adaptive regulatory T cells from operationally tolerant patients can transfer their hyporesponsive-

ness to other reactive cells in a TGF-b- and/or IL-10-dependent mechanism that is triggered by dominant donor allopeptides

� B cells isolated from tolerant patients display a regulatory phenotype demonstrated by an increased expression of inhibitory signals. They

are able to inhibit the proliferation of CD41CD25– effector T cells

Biomarker findings

� Both operationally tolerant patients and rejection-free stable kidney recipients show an expansion of naive and transitional B cell popula-

tions with their associated transcripts, in comparison to immunosuppressed patients and rejecting patients, respectively

� Several antigen-specific cellular assays predicted graft outcomes following drug minimization in longitudinal studies

� Transcriptomic signatures of operationally tolerant patients recently demonstrated the involvement of multiple cell subsets and biological

pathways. However, those signatures still lack validation in prospective drug minimization trials

� There is little overlap between liver and kidney transplant tolerance blood signatures. These differences probably account for organ speciali-

zation in antigen management

Clinical presentation

� Baseline characteristics of operationally tolerant kidney recipients do not seem to differ greatly from other kidney recipients in general. A

previous medical history of rejection is common

� Operational tolerance is a metastable phenomenon that could be limited to several years or persist for decades
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allopeptides from the donor (HLA molecules or minor

antigens, either membrane-bound or soluble) and executed

by regulatory T cell subsets, CD41 or CD81 [28,31]. The

most recent transcriptomic studies demonstrated a role for

other cell subsets, notably NK and dendritic cells, and an

inhibition of monocyte functions.

As suggested by those numerous regulatory mechanisms,

or by the onset of DSA during an otherwise uneventful tol-

erance period, clonal deletion is unlikely to be the central

mechanism of operational tolerance. As a more formal

demonstration, the group from the University of Wisconsin

demonstrated that they could regrow specific cytotoxic

lymphocytes from hyporesponsive mixed lymphocyte cul-

tures derived from tolerant patients. This could be either

performed positively by means of repeated cultures and IL-

2 stimulation [23] or negatively by the addition of anti-

TGF-b1 antibodies to the culture to deplete regulatory cell

populations [31]. In Nantes, Brouard and colleagues

observed markedly altered TCR CD3 transcript length dis-

tributions inside Vb chain families in tolerant and mini-

mally immunosuppressed patients compared to all

traditional controls. The phenomenon was marked mainly

in CD81 T cells, which accumulated Vb transcripts in an

oligoclonal pattern. However, the lack of donor specificity

in this method did not allow them to draw formal conclu-

sions on the possibility of partial clonal deletion. Methods

based on the direct sequencing of TCR Vb CDR3 may con-

tribute to solving the question in the near future [145]. In

contrast to tolerance induced by formal bone marrow

transplantation, operational tolerance seems to be domi-

nated by regulation.

Conclusion

Intensive and elegant studies have enabled us to capture

several important acts of the tolerance play. However, the

acquaintances between the players, of their roles and rela-

tionships, and the beginning of the script still elude us.

Deciphering more finely the dynamics of tolerance signa-

tures is expected to promote customized patient manage-

ment and allow cessation of immunosuppression in some.

In addition, as it probably stems from a fundamental

mechanism, better understanding of operational tolerance

will be of general interest far beyond the field of

transplantation.
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2 SUJETS ET METHODOLOGIE 

	

RESUME	
	

La	première	section	de	ce	chapitre	met	en	exergue	plusieurs	des	particularités	de	

la	tolérance	opérationnelle	aux	greffons	rénaux	qui	ont	déterminé	nos	orientations	mé-

thodologiques:	à	savoir	la	rareté,	le	caractère	sporadique,	l'invisibilité	ou	encore	la	béni-

gnité	(2.1);	la	seconde	section	montre	comment	nous	avons	abouti	à	constituer	l'une	des	

plus	larges,	sinon	la	plus	large,	cohorte	de	patients	tolérants	en	Europe	et	explicite	le	choix	

des	sujets	contrôles	(2.2);	la	troisième	section	détaille	les	outils	utilisés	pour	l'extraction	

et	 le	séquençage	des	ADN,	 la	capture	des	régions	exoniques	et	comment	 in	fine,	 les	sé-

quences	nucléotidiques	sont	converties	en	liste	de	variants	(2.3).	Dans	notre	dernière	sec-

tion	nous	détaillons	les	tests	statistiques	utilisés	pour	identifier,	sur	base	d'une	analyse	

cas-contrôles,	des	variants	spécifiques	de	la	tolérance	(2.4).	
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2.1  Des particularités de la tolérance comme phénotype 

	
	

Le	phénotype	de	la	tolérance	opérationnelle	aux	greffons	rénaux	affiche	plusieurs	spéci-

ficités	qui	rendent	son	étude	génétique	sinon	plus	ardue	à	tout	le	moins	particulière.	

Plusieurs	de	ces	caractéristiques	ont	directement	guidé	nos	choix	méthodologiques,	ce	

que	nous	explicitons	ci-dessous.	Ces	considérations	sont	résumées	dans	le	Tableau	4.	

	

Le	phénotype	de	tolérance	opérationnelle	aux	greffons	rénaux	est	rare,	sporadique,	

invisible	et	bénin:	ceci	a	plusieurs	conséquences	méthodologiques.	

	

La	tolérance	aux	greffons	rénaux	est	rare.	Ceci	pèse	évidemment	sur	le	recrutement	

des	 patients.	Nous	 avons	 été	 obligés	 de	 développer	 des	 collaborations	 internationales	

mais	aussi	notre	propre	plateforme	visant	à	collecter	ces	échantillons	rares	à	l'échelle	eu-

ropéenne	(ceci	est	décrit	en	section	2.2).	Cela	fut	ensuite	une	contrainte	au	niveau	statis-

tique	tant	pour	le	choix	de	tests	adaptés	aux	petits	échantillons	que	pour	pouvoir	détecter	

les	anomalies	génétiques	tout	en	gérant	le	risque	d'erreur	alpha	lié	au	grand	nombre	de	

comparaisons	génétiques	effectuées	lorsque	l'on	travaille	à	l'échelle	de	l'exome	(ceci	est	

décrit	en	section	2.4).		

	

La	tolérance	aux	greffons	rénaux	est	sporadique,	c'est-à-dire	que	nous	n'avons	pas	

connaissance	de	présentation	familiale	de	tolérance	aux	greffons1.	En	génétique,	la	con-

naissance	du	pedigree	des	patients	permet	bien	souvent	d'identifier,	en	un,	le	type	d'hé-

rédité	et	en	deux,	le	variant	causal	par	analyse	de	liaison,	c'est-à-dire	en	recherchant	le	

plus	petit	dénominateur	génétique	commun	entre	porteurs	d'un	trait	donné.	Faute	de	tels	

exemples	 en	 tolérance	aux	greffons	 rénaux,	 le	 raisonnement	 central	de	notre	 thèse	 se	

	
	
1	Les	plus	sceptiques	diront	que	cela	plaide	contre	des	déterminants	génétiques	puissants	de	la	tolérance.	Au	fait,	nous	
pensons	que	les	conditions	permettant	d'infirmer	l'existence	de	cas	familiaux	de	tolérance	-	ne	fut-ce	qu'une	hérédité	
monogénique	autosomale	dominante	-	ne	furent	que	très	occasionnellement	réunies	dans	la	courte	histoire	de	la	trans-
plantation	rénale	que	pour	tirer	des	conclusions	valables.	Ces	conditions	pourraient	se	résumer	en:	présence	d'une	
néphropathie	héréditaire	>	transplantation	sur	plusieurs	générations	>	transmission	de	l'allèle	de	la	tolérance	>	incom-
pliance	majeure	sur	plusieurs	générations	>	2	cas	de	tolérance	à	la	greffe	dans	une	même	famille	portés	à	la	connais-
sance	d'un	seul	clinicien...).	Par	ailleurs,	nous	avons	expliqué	dans	notre	introduction	les	raisons	positives	pour	les-
quelles	nous	jugions	utile	de	rechercher	les	déterminants	génétiques	de	la	tolérance.	
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bornera	à	rechercher	une	augmentation	statistiquement	significative	de	tel	ou	tel	variant	

chez	les	cas	par	comparaison	à	des	contrôles	choisis.		

	

La	tolérance	aux	greffons	est	invisible:	Il	n'existe	pas	à	ce	jour	de	biomarqueur	permet-

tant	de	prédire	l'arrêt	sans	danger	(ou	ne	fut-ce	que	la	réduction)	des	immunosuppres-

seurs	chez	tel	ou	tel	sujet,	c'est	à	dire	que	la	tolérance	aux	greffons	est	indétectable.	Qui	

plus	 est,	 les	 patients	 incompliants	 qui	 abandonnent	 toute	 immunosuppression	 le	 font	

hors	de	tout	contrôle	médical,	de	façon	dissimulée	afin	d'éviter	la	désapprobation,	autre-

ment	systématique,	de	 la	part	des	néphrologues.	L'invisibilité	 freine	 la	constitution	du	

groupe	de	patients	tolérants	mais	fait	également	courir	le	risque	d'une	contamination	du	

groupe	contrôle	par	des	patients	porteurs	du	génotype	étudié.	Il	faut	en	tenir	compte	dans	

l'élaboration	des	tests	d'association.	Enfin,	l'incertitude	quant	à	la	prévalence	de	la	tolé-

rance	empêchait	au	moment	de	débuter	cette	 thèse	de	 formuler	des	hypothèses	géné-

tiques	concrètes	permettant	de	choisir	les	tests	adéquats	

	

La	tolérance	aux	greffons	est	bénigne.	L'équipe	de	Nantes	a	montré	que	les	patients	

tolérants	ne	font	pas	particulièrement	l'objet	de	cancers	ou	d'infections	que	ce	soit	pen-

dant	 ou	 à	 l'issue	 de	 la	 période	 d'immunosuppression	 (Roussey-Kesler	 et	 al.,	 2006).	 Il	

semble	donc	que,	hors	de	la	transplantation	et	du	sevrage	des	immunosuppresseurs,	les	

patients	tolérants	ne	disposent	pas	d'un	phénotype	propre	et	marqué.	Il	s'agit	donc	d'un	

phénotype	 conditionnel	 observable	 dans	 un	 contexte	 particulier	 et	 indifférent	 autre-

ment.	En	génétique,	il	est	commun	de	constater	que	des	phénotypes	marqués	et	délétères	

sont	les	conséquences	de	mutations	tronquantes	(de	type	frameshift	ou	apparition	d'un	

nouveau	codon	stop	prématuré),	lesquelles	entraînent	la	terminaison	prématurée	de	la	

protéine	cible	lors	de	la	traduction.	Ce	critère	est	souvent	d'une	grande	aide	pour	identi-

fier	in	fine	le	ou	les	variants	causaux.	Malheureusement,	ce	présupposé	ne	peut	être	re-

tenu	a	priori	dans	le	cas	de	la	tolérance	opérationnelle.	
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Tableau	4	-	Particularités	du	phénotype	"tolérance"	et	leurs	conséquences	métho-

dologiques	

	
Particularités	 Conséquences	

Rareté	 • Difficultés	d'échantillonnage	des	cas;	

• Au	niveau	statistique:	risque	majoré	d'erreur	beta		tandis	qu'une	gestion	trop	

stricte	du	risque	d'erreur	alpha	peut	ruiner	l'essai.	

Caractère	spo-

radique	

• Absence	de	familles,	mode	d'hérédité	inconnu;	

→	ceci	limite	les	possibilités	de	retrouver	l'association	génotype-phénotype	et	in	fine,	

on	doit	se	résoudre	rechercher	une	accumulation	statistiquement	significative	de	va-

riants	chez	les	cas	

Invisibilité	 • Difficultés	d'échantillonnage	des	cas;	

• Possible	contamination	du	groupe	contrôle;	

→	prévalence	inconnue	

Bénignité	 →	en	première	intention,	pas	de	restriction	possible	aux	variants	les	plus	délétères.	

	

	

2.2 Rassembler une cohorte 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Dans	cette	section	nous	présentons	successivement	les	efforts	entrepris	pour	identifier	

de	nouveaux	patients	tolérants	à	leur	greffon,	décrire	leurs	principales	caractéristiques	

cliniques	et	évaluer	pour	la	première	leur	fréquence	(2.2.2)	et	décrivons	les	cohortes	com-

posées	(2.2.3)	

	

	

 Une	vaste	enquête	paneuropéenne	inédite	

Dans	un	effort	pour	identifier	de	nouveaux	patients	tolérants	et	estimer	leur	prévalence	

en	vue	des	de	rechercher	des	variants	les	plus	pertinents,	nous	avons	mis	sur	pied	une	

vaste	enquête	européenne.	
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Grâce	au	soutien	du	groupe	de	 travail	DESCARTES	de	 l'Association	européenne	de	né-

phrologie	 (présidé	 par	 le	 Prof.	 Daniel	 Abramowicz,	 co-promoteur	 de	 cette	 thèse)	 et	 à	

l'équipe	de	la	Prof.	Sophie	Brouard	de	l'Université	de	Nantes,	258	cliniciens	suivant	des	

patients	transplantés	rénaux	répartis	dans	28	pays	ont	pu	être	contactés,	et	147	d'entre	

eux	répondirent	à	notre	enquête.	Il	leur	était	demandé	combien	de	transplantations	ré-

nales	avaient	été	réalisées	dans	leur	centre	et	de	combien	de	patients	tolérants	(>	1an,	

fonction	définie	dans	l'article	en	Annexe	II,	page	72)	ils	avaient	connaissance,	et	ce	quel	

que	fût	le	statut	des	patients	au	moment	du	rapport.	

	

Sur	base	de	leur	expérience	cumulée	de	218.913	transplantations	rénales,	les	in-

vestigateurs	purent	rapporter	66	cas	de	tolérance,	soient	3	cas	/	10.000	patients	

transplantés.	Si	le	recensement	de	patients	tolérants	est,	en	l'absence	de	biomarqueurs	

validés,	obligatoirement	aléatoire	et	imprécis,	ce	travail	aura	eu	le	mérite	de	donner	pour	

la	première	fois	une	estimation,	même	si	très	probablement	à	la	baisse,	de	la	fréquence	

du	phénotype.	En	guise	de	comparaison,	le	taux	de	patients	tolérants	en	greffe	hépatique	

s'élève	dans	certaines	cohortes	de	20	à	40%:	on	voit	bien	là	que	l'on	a	affaire	à	un	tout	

autre	phénotype.	(Benitez	et	al.,	2013;	Lerut	and	Sanchez-Fueyo,	2006)	

	

En	outre,	notre	enquête	a	permis	d'affirmer	ou	de	renforcer	les	3	conclusions	suivantes:	

	

1)	Le	développement	de	la	tolérance	aux	greffons	est	possible	chez	des	sujets	jeunes	(âge	

médian	40	ans,	IQR	31-52),	parfois	en	présence	d'anticorps	anti-HLA	(33%	des	patients),	

d'une	maladie	 auto-immune,	ou	même	au	décours	d'un	 rejet	 aigu	 (prouvé	par	biopsie	

dans	 13%	 des	 cas).	 Ces	 observations	 s'opposent	 à	 l'hypothèse	 d'une	 immunodéfi-

cience	globale	de	type	immunosenescence	ou	autre.	

	

2)	La	tolérance	peut	durer	d'une	année	(par	définition)	à	plusieurs	décennies	et	

s'interrompre	à	tout	moment	démontrant	ainsi	une	 large	variance	phénotypique,	de	

loin	pas	binaire.	

	

3)	La	tolérance	opérationnelle	est	associée	à	des	taux	exceptionnellement	élevés	de	

survie	des	patients	et	des	greffons	 (respectivement	de	100	et	87	%	après	10	ans	de	

tolérance,	années	qui	s'ajoutent	à	une	médiane	de	9.25	années	(IQR	5	-	13)	déjà	passées	
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sous	immunosuppresseurs	avant	l'arrêt	complet	des	médications).	Des	résultats	très	loin	

de	ceux	habituellement	rencontrés	après	une	décade	sous	immunosuppresseurs	(Matas	

et	al.,	2008).		

	

Le	lecteur	qui	le	souhaite	trouvera	le	détail	de	cette	enquête	dans	notre	publication	re-

prise	en	Annexe	II,	page	72.	

	

	

 Participants	

Critères	d'éligibilité.	Etait	désigné	comme	tolérant	i)	tout	patient	transplanté	

d'une	allogreffe	rénale,	 ii)	âgé	de	18	ans	ou	plus,	iii)	ayant	maintenu	un	greffon	fonc-

tionnel	pendant	au	moins	un	an	en	l'absence	de	toute	immunosuppression	(fonction	dé-

finie	soit	par	un	taux	de	créatinine	sérique	<1.7	mg/dL	et	une	protéinurie	<1g/jour	ou	/g	

créatinine	(fonction	optimale)	soit	par	des	valeurs	supérieures	mais	stables	sans	variation	

supérieure	à	20%	(fonction	suboptimale).	La	persistance	ou	non	de	la	tolérance	au	mo-

ment	du	prélèvement	n'était	pas	un	critère	de	sélection.	Etait	exclu,	en	revanche,	tout	pa-

tient	ayant	un	antécédent	d'allogreffe	de	cellules	souches	ou	autre	transplantation	solide.	

Les	patients	contrôles	devaient	pour	être	inclus	i)	être	réputés	en	bonne	santé	ou	à	tout	

le	moins	non	concernés	par	une	affection	rénale	ii)	être	d'ascendance	européenne,	iii)	ne	

pas	être	apparentés	entre	eux.		

Tous	les	participants	ont	signé	un	consentement	informé	et	approuvé	localement	par	le	

comité	d'éthique	de	leur	institution	de	référence.	Cette	étude	a	réuni	40	patients	tolérants	

et	209	contrôles 

	

La	cohorte	Nantaise	(n=22)	

Vingt-deux	échantillons	d'ADN	de	patients	tolérants	sont	issus	de	la	biocollection	de	l'uni-

versité	de	Nantes	(Brouard	et	al.,	2012).	

	

L'étude	TOMOGRAM	(n=18)	

Dix-huit	échantillons	d'ADN	de	patients	tolérants	sont	issus	d'une	biocollection	composée	

par	nos	soins	à	 l'échelle	européenne	et	ce,	grâce	au	soutien	 logistique	du	groupe	DES-

CARTES	déjà	cité	plus	haut.	En	2015,	nous	avons	monté	l'étude	TOMOGRAM	-	pour	TOle-

rance	MOlecular	and	Genome-wide	 studies	with	Renal	Allograft	 recipient	Material	 -	 afin	



62	 	

d'échantillonner	et	de	collecter	les	informations	cliniques	pertinentes	d'un	large	groupe	

de	patients	tolérants	au	profit	de	deux	projets	distincts.	La	première	étude,	détaillée	dans	

cet	ouvrage,	porte	sur	la	génomique	de	la	tolérance	(Promoteur:	ULB-Erasme	/	Prof.	Marc	

Abramowicz,	investigatrice	principale	:	Dr	Annick	Massart);	la	seconde	vise	à	identifier	

une	 nouvelle	 signature	 de	 la	 tolérance	 basée,	 peut-être	 pour	 la	 première	 fois,	 sur	 le	

séquençage	aléatoire	du	transcriptome	entier	(RNA-seq),	 (Investigateur	principal:	Prof.	

Ondrej	 Viklicky,	 IKEM,	 Prague).	 L'étude	 TOMOGRAM	 a	 rassemblé	 jusqu'à	 présent	 les	

échantillons	de	32	patients	répartis	dans	11	pays	européens.	Dix-huit	de	ces	échantillons	

ont	 donc	 servi	 à	 la	 présente	 étude	 (référence	 comité	 d'éthique	 principal	 Erasme-ULB	

2015/379).		

Le	Tableau	5	récapitule	les	principales	caractéristiques	des	patients	tolérants	enrôlés.	

	

Sujets	contrôles	

En	guise	de	sujets	contrôles,	nous	avons	utilisé	les	données	de	séquençage	d'exome	à	haut	

débit	 de	209	 contrôles	 séquencés	 in	 loco	 sur	 le	même	 séquenceur	que	 les	patients	de	

l'étude	TOMOGRAM	afin	de	réduire	les	effets	de	lot.	Chaque	patient	avait	au	préalable	con-

senti	à	l'usage	anonyme	de	ses	données	dans	des	études	académiques.	

 
Les	hyper-cas	

Nous	avons	occasionnellement	choisi	de	restreindre	nos	analyses	à	des	sous-groupes	de	

patients	dont	nous	jugions	la	tolérance	aux	greffes	plus	extrême,	afin	d'augmenter	notre	

puissance.	Nous	avons	considéré	comme	plus	extrêmes	les	patients	tolérants	demeurés	

tolérants	"longtemps"	et	comptant	au	moins	une	incompatibilité	HLA	avec	leur	donneur.	

Cette	hypothèse	se	base	sur	plusieurs	rapports	qui	laissent	suggérer	que	la	tolérance	sur-

vient	plus	fréquemment	parmi	 les	receveurs	d'une	allogreffe	HLA-identique	que	parmi	

ceux	d'une	greffe	peu	compatible	(Newell	et	al.,	2010;	Rodriguez	et	al.,	2004;	Roedder	et	

al.,	2014;	Zoller	et	al.,	1980).	Aussi,	si	la	définition	la	plus	commune	de	la	tolérance	se	base	

sur	un	an	de	fonction	du	greffon	stable	sans	immunosuppresseurs	(voir	récapitulatif	dans	

(Massart	et	al.,	2017),	table	2	de	l'Annexe	I	(page	53),	la	tolérance	au-delà	de	2	ans	semble	

plus	rare	encore	(Zoller	et	al.,	1980).	Nous	avons	donc	composé	3	groupes	d'hyper-cas,	

tous	demeurés	tolérants	au	moins	deux	ans	et	porteurs	de	plus	d'une	(groupe	a,	n=26),	

plus	de	3	(groupe	b,	n=19)	ou	enfin	4	à	5	incompatibilités	HLA	A/B/DR	(groupe	c,	n=9).	
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Tableau	5	-	Caractéristiques	des	patients	tolérants	enrôlés.	
Parameters	 Full	cohort			

(TOMOGRAM	study	+	Nantes	Cohort,	
n=40)	

Tolerant	patients		(no.)	

-	with	an	optimal	function*)	

-	with	a	stable	suboptimal	function**)		

	

38		

2	

Male	sex	(no.)	 28	

Ethnicity	(no.)	

-	European	

-	North	African	

-	Turkish	

	

31	

3	

6	

Age	at	transplantation	(yr)	 33±16	

Age	at	immunosuppression	complete	cessation	(yr)	 43±15	

Circumstances	of	immunosuppression	cessation	(no.)	

-	noncompliance	

-	cancer	or	severe	infection	

-	pregnancy		

	

31	

7	

1	

Donor	age	(yr)	 30±13	

Donor	male	sex	 11/36	

Donor	type	(no.)	

-	deceased	

-	living	

	

29	

11	

Full	matched	recipients	(no.)	 10/40	

HLA	mismatches	in	mismatched	recipient	(no.)	

-	A	

-	B		

-	DR	

-	A-B-DR	

	

1±0.6	(n=29)	

1.2±0.6	(n=29)	

0.8±0.7	(n=27)	

3±1	(n=27)	

Immunisation	(no.)	

-	positive	historic	PRA	before	transplantation	

-	positive	PRA	at	the	time	of	transplantation	

-	pretransplantation	donor-specific	antibodies	

-	De	novo	donor	specific	antibodies	

	

7	over	28	

2	over	21	

1	over	25	

8	over	33	

Duration	of	tolerance	(months)	 96	[50-142]		(n=	38)	

Duration	of	period	without	dialysis	nor	immunosuppressive	

drugs	(months)	

115	[68-156]	(n=40)	

Last	serum	creatinine	while	tolerant	(mg/dl)	 1.2±0.3	

Tolerant	patients	with	a	proteinuria	≤	1	g/day	but	>	300	

mg/day	and	(no.)	

31	over	38	

	

Note:	les	résultats	sont	exprimés	en	tant	que	nombre;	moyenne	±	déviation	standard	ou;	médiane	et	écart	

interquartile.	Une	fonction	optimale	(*)	fait	référence	à	une	créatinine	sérique	<1,7	mg/dL	et	une	protéinu-

rie	>	1g	par	jour	ou	par	gramme	de	de	créatinine	pendant	au	moins	un	an	en	l'absence	d'immunosuppres-

sion.	Une	fonction	suboptimale	(**)	fait	référence	à		une	fonction	du	greffon	n'entrant	pas	dans	les	critères	

sus-cités	mais	néanmoins	n'ayant	pas	connu	de	variation	supérieure	à	20%	pendant	au	moins	une	année	

sans	immunosuppression.	Le	nombre	de	patients	impliqués	dans	chaque	analyse	est	spécifié	entre	paren-

thèses	lorsqu'il	diffère	du	reste	de	la	colonne.	

	

Abbréviations:	PRA	désigne	Panel	Reactive	Antibody.	Positive	PRA	désigne	un	PRA	non	nul.	
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2.3 Matériel et méthodes  

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Ici,	nous	détaillons	l'ensemble	des	étapes	nécessaires	pour	délimiter	l'ensemble	des	va-

riants	(ou	variome)	de	chaque	patient	avant	l'analyse	par	groupe	(cas/	contrôles):	com-

ment	fut	extrait	et	séquencé	l'ADN	des	patients	(2.3.2);	l'alignement	des	séquences	à	une	

assemblée	génomique	de	référence	afin	d'identifier	et	d'appeler	les	variants	(2.2.3)	et	fi-

nalement;	la	filtration	des	variants	selon	nos	critères	d'intérêt.	

	

	

 Extraction	d'ADN	et	séquençage	d'exome.	

Les	22	ADN	issus	de	la	biocollection	nantaise	ont	été	extraits	plusieurs	années	avant	de	

développer	ce	projet,	au	départ	du	sang	entier	des	patients,	et	selon	la	méthode	du	TRIzol	

à	l'aide	de	phénol	et	de	chloroforme,	décrite	en	détails	en	référence	(Danger	et	al.,	2012b).	

Une	librairie	d'ADN	a	ensuite	été	préparée	grâce	au	kit	TruSeq	DNA	LT	Sample	Prep	Kit	

(Illumina,	 Inc.),	 selon	 les	 instructions	 du	 fabricant,	 impliquant	 une	 fragmentation	 de	

l'ADN	par	sonication	(Covaris,	Inc.,	Woburn,	MA),	la	réparation	des	extrémités	inégales,	

leur	 apprêtement	 (adénylation2 	et	 ligation	 des	 amorces	 nucléotidiques)	 et	 finalement	

leur	amplification	par	polymerase	chain	reaction	(PCR).	Ces	librairies	d'ADN	shotgun	ont	

ensuite	été	capturées	et	enrichies	pour	 les	séquences	exoniques	à	 l'aide	du	kit	TruSeq	

exome	enrichment	kit	v1.2	(Illumina,	Inc.).	Enfin	les	séquences	exoniques	(45	Mb)	ont	été	

séquencées	sur	100	paires	de	base	au	départ	des	deux	extrémités	(pair-ended)	sur	une	

machine	Illumina	HiSEq2000	(Aros	Applied	Biotechnology,	Aarus,	Danemark).	Le	séquen-

çage	a	résulté	en	une	moyenne	de	124±43	millions	de	reads	par	patient	avec	une	profon-

deur	de	couverture	minimale	de	50x.	

	

	
	
2	Les	doubles	brins	d'ADN,	fragmentées	en	différentes	positions	selon	le	brin	sont	de	tailles	inégales	ou	en	bouts	collants.	
Différentes	opérations	de	réparation	permettent	de	compléter	le	brin	le	plus	court	ou	raccourcir	le	brin	le	plus	long	de	
façon	à	aboutir	à	deux	brins	complémentaires	de	même	longueur	dits	en	bouts	francs.	A	l'extrémité	3'	de	chaque	brin	
d'ADN	sera	ajouté	une	nouvelle	excroissance	sous	 la	 forme	d'une	adénosine	(adénlyation)	qui	permettra	 la	 fixation	
d'adaptateurs	double	brin	aux	extrémités	de	chaque	molécule.	Chaque	fragment	de	molécule	bicaténaire	d'ADN	se	voit	
donc	assorti	d'une	paire	d'adaptateurs	universels	à	ses	deux	extrémités	qui	permettront	in	fine	de	séquencer	l'ensemble	
des	fragments	hétéroclites	à	l'aide	de	deux	amorces	nucléotidiques	seulement.	Pour	plus	d'informations	sur	le	séquen-
çage	à	haut	débit,	se	référer	à	la	section	1.6.	
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Les	18	ADN	issus	de	la	biocollection	TOMOGRAM	furent	extraits	du	sang	entier	des	pa-

tients	par	une	méthode	exploitant	une	résine	échangeuse	d'anions	(Qiagen	genomic	DNA	

purification	kit).	Les	concentrations	d'ADN	ont	été	estimées	par	une	méthode	spectropho-

tometrique	(Nanodrop	Instrument,	Thermo	Fischer,	US-MA).	Un	microgramme	d'ADN	par	

patient	a	ensuite	été	fragmenté	par	sonication	(Covaris)	et	est	entré	dans	le	processus	de	

confection	 de	 la	 librairie	 (kit	 KAPA	 HyperPrep	 kit	 (Roche,	 Inc.	 Bâle,	 Suisse)).	 Les	 sé-

quences	exoniques	(64	Mb)	ont	été	capturées	à	l'aide	du	kit	SeqCap	EZ	Human	Exome	v3.0	

(Roche	Inc.,	Bâle,	Suisse)	et	lues	par	leur	deux	extrémités	(pair-ended)	sur	125	paires	de	

base	sur	une	plateforme	Illumina	HiSeq	1500	platform	(Brightcore,	Brussels).	Le	séquen-

çage	a	résulté	en	une	moyenne	en	129±32	millions	de	reads	par	avec	une	profondeur	de	

couverture	minimale	de	75x.	Les	209	contrôles	locaux	ont	été	séquencés	antérieurement	

selon	les	mêmes	méthodes.		

	

	

 Alignement	des	séquences	et	appel	des	variants	

Nous	reprenons	ici	les	outils	précis	qui	nous	ont	été	utiles;	pour	une	présentation	globale	

des	étapes	nécessaires	pour	aboutir	au	listage	des	variants	de	chaque	patient,	nous	invi-

tons	le	lecteur	à	se	rendre	à	la	section	1.6	(page	35).		

	

Les	données	de	séquençage	de	tous	les	patients	(cas	et	contrôles)	ont	été	traitées	indivi-

duellement	en	suivant	une	procédure	unique.	Les	données	brutes	de	séquençage	(Raw	

data)	 ont	 été	 alignées	 à	 l'assemblée	 génomique	 de	 référence	human	 genome	 build	 37	

(hg19)	grâce	 au	 programme	Burrows-Wheeler	 Alignment	 BWA	 version	 0.7.12	 (Li	 and	

Durbin,	2009)).	Le	contrôle	de	qualité	des	reads	et	l'élimination	des	duplicats	artéfactuels	

ont	été	réalisées	grâce	à	l'outil	Picard	MarkDuplicates	(Picard-2.9.0).	Le	réalignement	lo-

cal	autour	des	indels,	la	recalibration	du	score	des	bases	par	un	processus	bayésien	et	in	

fine,	l'appel	des	variants	tant	de	type	indels	que	SNVs	ont	été	réalisés	grâce	au	programme	

Genome	Analysis	ToolKit	Haplotype	Caller	3.3	(McKenna	et	al.,	2010)	selon	 les	recom-

mandations	de	bonne	pratique	(Van	der	Auwera	et	al.,	2013).		

	

L'ensemble	des	reads	de	séquençage	ont	été	annotées	grâce	à	l'outil	Bioconductor	pack-

age	Variant	Annotation	version1.20.3	(Obenchain	et	al.,	2014)	afin	de	permettre	leur	tri	

ultérieur	sur	base	de	nos	critères.		
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 Filtration	des	variants	

Nous	avons	filtré	les	variants	selon	4	types	de	considérations:		

1)	sur	base	de	critères	de	qualité,	

2)	conformément	à	notre	hypothèse,	sur	base	de	leur	caractère	codant,	

3)	conformément	à	notre	hypothèse,	sur	base	de	l'impact	fonctionnel	attendu	des	va-

riants.	

	

Filtres	qualitatifs:	seuls	les	variants	passant	un	filtre	portant	sur	la	qualité	des	signaux	

émis	par	le	séquenceur	ont	été	retenus	(pass-filter).	

	

Filtres	 liés	au	biotype	des	séquences:	conformément	à	notre	hypothèse,	nous	avons	

sélectivement	retenu	les	variants	correspondant	à	des	séquences	exoniques3	ou	encore	à	

des	sites	d'épissage	ou	des	promoteurs.	Par	ailleurs,	compte-tenu	que	deux	kits	de	capture	

des	exons	furent	utilisés	(voir	section	2.3.2,	page	64),	nous	avons	restreint	nos	analyses	

aux	séquences	exoniques	couvertes	par	les	deux	kits	(soient	43.746.610	pb)	grâce	à	l'outil	

Bedtools	(v2.27.0).	Les	chromosomes	sexuels	ont	été	exclus	de	cette	analyse.		

	

Filtres	liés	au	type	de	variant	(SNP	effect):	toujours	conformément	à	notre	hypothèse,	

nous	nous	sommes	focalisés	sur	les	variants	dont	les	effets	attendus	étaient	marqués	(va-

riants	faux-sens	non	synonymes	(non	synonymous	missense)/	variants	entraînant	un	dé-

calage	du	cadre	de	 lecture	(frameshift	mutations)	ou	une	anomalie	de	 l'épissage	(dinu-

cléotides	de	début	ou	de	fin	d'intron)/	variants	non-sens	(STOP	codons)).	En	outre,	nous	

avons	annoté	nos	variants	selon	le	score	de	pathogénicité	CADD	de	façon	à	pouvoir	sélec-

tionner	les	variants	les	plus	délétères	en	cas	de	pléthore.	A	titre	d'exemple,	les	variants	

ayant	un	 score	>	10	 comptent	parmi	 les	10%	présumés	 les	plus	délétères	du	génome	

(Kircher	et	al.,	2014),	ceux	ayant	un	score	>	20	représente	le	pourcent	le	plus	délétère	

(0.01	ou	10-2	selon	la	logique	d'écriture	du	score	Phred:	section	1.6.3,	page	40).	

	

	
	
3	Pour	capturer	les	exons	dans	leur	entièreté,	ou	tout	simplement	pour	des	raisons	liées	à	la	confection	des	amorces,	il	
n'est	pas	rare	que	les	sondes	nucléotidiques	destinées	à	capturer	les	exons	empiètent	sur	des	régions	introniques.	Il	est	
donc	logique	et	indispensable	que	la	filtration	bioinformatique	comporte	encore	une	étape	de	sélection	des	fragments	
exoniques	véritables.		
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Le	total	de	ces	opérations	a	abouti	à	circonscrire	un	ensemble	de	84.643	variants	(répartis	

au	sein	de	16.343	gènes)	présents	chez	au	moins	1	cas	ou	un	contrôle,	lesquels	variants	

furent	entrés	dans	les	analyses	ultérieures.	

	

	

2.4 Aspects statistiques 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Nous	y	présentons	brièvement	les	outils	statistiques	utilisés	pour	rechercher	des	variants	

génétiques	associés	à	 la	 tolérance:	 le	 test	SKAT	 et	ses	avantages	dans	 la	recherche	qui	

nous	occupe	(2.4.2);	l'analyse	en	composantes	principales	dont	les	composantes	sont	in-

tégrées	à	l'équation	du	SKAT	(2.4.3);	comment	nous	procédons	aux	contrôles	initiaux	des	

variants	issus	du	SKAT	(2.4.4)	et	enfin	une	hypothèse	statistique	a	posteriori,	obtenue	par	

simulation	 et	 destinée	 à	 appréhender	 le	 champs	 d'exploration	 couvert	 par	 notre	 re-

cherche	(2.4.5).	

	

	

 Test	d'association	génétique	

Nous	avons	comparé	la	distribution	des	variants	des	patients	tolérants	à	celle	des	con-

trôles	à	l'aide	d'un	test	d'analyse	de	la	variance	nommé	Sequence	Kernel	Association	Test	

ou	SKAT	 (Wu	et	al.,	2011).	Nous	avons	 initialement	réalisé	 l'analyse	pour	chaque	gène	

(retenu	à	l'issue	de	la	filtration	des	variants,	n=	16.343)	ensuite	pour	chaque	variant	sé-

parément	(n=84.643).	Nous	présentons	ci-dessous	les	possibilités	qui	s'offraient	à	nous	

et	justifions	le	choix	de	ce	test.	

	

Les	tests	les	plus	connus	pour	rechercher	des	associations	panexoniques	sont	les	Burden	

tests	qui	comparent	la	fréquence,	par	gène	ou	autre	région	chromosomique,	de	variants	

qualifiants	entre	des	cas	et	des	contrôles.	Les	Burden	tests	fonctionnent	de	manière	opti-

male	lorsque	les	variants	comparés	sont	tous	causaux	(variants	très	rares	et	pathogènes)	
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et	ont	des	effets	allant	dans	la	même	direction	chez	les	cas	et	les	contrôles4.	Les	tests	dit	

SKATs,	qui	ne	se	contentent	pas	de	compter	les	variants	mais	comparent	la	variance	de	

leur	distribution	ce	qui	permet	de	détecter	des	associations	avec	des	variants	plus	fré-

quents	ou	moins	pathogènes	qu'on	n'aurait	pas	détectés	avec	une	Burden	test.	Cependant	

les	 SKATs	 perdent	 énormément	 en	 puissance	 lorsqu'il	 s'agit	 de	 détecter	 des	 variants	

rares.		

	

En	l'absence	de	modèle	familial	de	tolérance,	il	était	difficile	de	faire	des	hypothèses	quant	

aux	fréquences	alléliques	attendues.	Nous	avons	dès	lors	choisi	d'utiliser	le	SKAT	optimisé	

et	unifié	(optimal	unified	SKAT,	ou	SKAT-O)	qui	maintient	de	bonnes	performances	dans	

une	très	large	gamme	de	fréquences	alléliques,	depuis	les	allèles	très	rares	jusqu'aux	po-

lymorphismes	communs	(Ionita-Laza	et	al.,	2013).		

Le	test	SKAT-O	est	dit	conservateur	en	termes	d'erreurs	alpha,	c'est-à-dire	qu'il	prévient	

les	faux	positifs.	 Il	s'agit	d'un	obstacle	dans	le	cas	de	très	petits	échantillons	avec	pour	

risque,	faute	de	puissance,	d'écarter	toute	association	même	véridique.	La	version	du	test	

SKAT-O	ajustée	pour	les	petits	échantillons	(aSKAT-O),	fondée	sur	une	étude	de	la	variance	

des	distributions	encore	plus	 sophistiquée,	permet	d'augmenter	 la	puissance	du	SKAT	

(Lee	et	al.,	2012).	Toujours	pour	des	questions	de	puissance,	nous	avons	choisi	un	mode	

de	gestion	relativement	souple	du	risque	d'erreur	alpha	en	autorisant	un	False	Discovery	

Rate	(FDR)	limité	à	5%,	(Benjamini,	1995).	Finalement,	le	test	SKAT	ajusté	pour	les	petits	

échantillons	reste	applicable	lorsque	les	groupes	comparés	sont	de	tailles	inégales	ce	qui	

est	un	obstacle	dans	beaucoup	d'autres	tests	statistiques	(Lee	et	al.,	2012)		

	

Le	test	SKAT-O	ajusté	pour	les	petits	échantillons	nous	a	paru	être	l'outil	de	choix	pour	

explorer	un	phénotype	de	prévalence	et	de	transmission	incertaine	comme	la	tolérance	

et	gérer	la	petitesse	des	échantillons.	

	

	

	
	
4	Ainsi	si	les	cas	s'expliquent	par	une	accumulation	de	variants	délétères	mais	que	les	contrôles,	porteurs	du	phénotype	
opposé,	présentent	des	variants	du	même	gène	mais	cette	fois	protecteurs,	les	Burden	tests,	sont	susceptibles	de	man-
quer	l'association	génotype-phénotype.		
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 L'analyse	en	composantes	principales	

Nous	avons	décomposé	les	données	sur	l'ensemble	des	variants	des	cas	et	des	contrôles	

en	composantes	principales	(à	l'aide	de	l'outil	R	package	SNPRelate	version	1.12.2)	afin	

de	pouvoir	exclure	les	sujets	trop	différents	du	reste	du	groupe	(outlyers	par	ethnicité	ou	

ancestralité)	qui	peuvent	être	source	de	stratification	et	donc	de	biais.	En	outre,	les	com-

posantes	principales	de	rangs	1	à	3	ont	été	intégrées	dans	notre	modèle	SKAT	de	manière	

à	ajuster	d'éventuels	facteurs	confondants.	En	dernier	lieu,	pour	corriger	pour	un	éven-

tuel	 effet	 de	 lot	 (batch	 effect)	 en	 lien	 avec	 les	 2	 séquenceurs	 utilisés	 (Arosab	 versus	

Brightcore),	nous	avons	introduit	dans	notre	modèle	les	composantes	principales	qui	dif-

féraient	statistiquement	significativement	en	fonction	de	celui-ci.		

	

	

 Contrôle	des	variants	issus	du	SKAT	

L'analyse	par	SKAT	nous	indiquait	si	la	distribution	de	tel	ou	tel	gène	ou	variant	différait	

selon	le	phénotype:	cas	ou	contrôle.	A	l'issue	de	l'analyse,	chaque	gène	et/ou	variant	can-

didat	issu	de	l'analyse	SKAT	fut	contrôlé	de	deux	manières:	

	

1°	Un	nouveau	SKAT	était	réalisé	pour	voir	si	la	distribution	du	gène	ou	du	variant	candi-

dat	différait,	non	plus	en	fonction	du	phénotype,	mais	bien	selon	qu'il	avait	été	séquencé	

sur	le	premier	ou	le	deuxième	séquenceur.	Ceux	pour	lesquels	le	FDR	égalait	ou	dépassait	

les	5	pourcents	étaient	éliminés.		

	

2°	Les	fichiers	BAM	des	variants	candidats	ont	été	examinés	pour	écarter	toute	possibilité	

de	variant	non	valide	par	artéfact	technique.	

	

	

 Hypothèse	statistique	a	posteriori	

Compte-tenu	de	la	grande	difficulté	de	trouver	des	patients	tolérants	nous	nous	sommes	

initialement	limités	à	en	trouver	"le	plus	grand	nombre	possible",	sans	considérations	sta-

tistiques	particulières.	Nous	avons	ainsi	rassemblé	la	plus	grande	cohorte	de	ce	type	sur	

le	territoire	européen.	Nous	faisions	aussi	le	pari	que	la	tolérance,	en	tant	que	phénotype	

extrême,	pouvait	avoir	des	causes	monogéniques	hautement	pénétrantes.	En	situation	de	
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phénotype	extrême	et	d'hérédité	mendélienne,	 il	 se	 fait	qu'un	nombre	 incroyablement	

limité	de	cas	(<	10)	peuvent	parfois	suffire	à	identifier	la	mutation	causale	(Emond	et	al.,	

2015b;	McLaren	et	al.,	2015;	Ng	et	al.,	2009).	

	

Au	moment	de	rédiger	ces	lignes,	nous	sommes	en	train	d'estimer	la	puissance	de	notre	

étude	par	"simulation".		

En	pratique,	cette	méthode	consiste	à	modifier	notre	propre	set	de	données	en	incorpo-

rant	un	variant	artificiel	selon	les	critères	définis	ci-dessous.	Cette	opération	est	répétée	

10.000	fois.	Chaque	fois	un	nouveau	variant	aléatoire	est	introduit	dans	un	autre	gène	du	

set	de	données	tiré	au	sort.	Ensuite,	on	détermine	la	fréquence	avec	laquelle	le	variant	

recherché	a	été	retrouvé.		Cette	fréquence	correspond	à	la	puissance	qu'avait	le	test	de	

détecter	le	variant	dont	on	avait	au	prélabale	défini	la	fréquence	chez	les	cas	et	les	con-

trôles.	Cette	approche	est	parfois	nommée	"hide	the	variant".		

	

Le	scénario	génétique	suivant	a	été	choisi:	on	considère	un	variant	autosomique	dominant	

de	pénétrance	complète,	présent	chez	80%	des	patients	 tolérants	 (32/40	soit	une	 fré-

quence	allélique	de	0,4)	et	chez	1%	des	contrôles	(soit,	selon	la	 loi	d'Hardy-Weinberg5	

une	fréquence	allélique	de	0,005)	autrement	dit	avec	un	enrichissement	d'un	facteur	80.	

	
	
	

	

	
	
5	La	 loi	d'Hardy-Weinberg	postule	qu'au	sein	d'une	population	(idéale),	 il	y	a	équilibre	des	 fréquences	alléliques	et	
génotypiques	 d'une	 génération	 à	 l'autre.	 De	 cet	 équilibre	 de	 Hardy-Weinberg,	 découle	 la	 loi	 de	 distribution	
génotypique	:	p²	+	q²	+	2	pq	=	1,	où		
-	p²		représente	la	fréquence	d'un	génotype	homozygote	AA	pour	deux	allèles	"A/",	
-	q²	:	la	fréquence	d'un	génotype	homozygote	aa	pour	deux	allèles	"a/",	
-	2pq	:	la	fréquence	d'un	génotype	hétérozygote	Aa	pour	un	allèle	"A/"	et	un	allèle	"a/".	
D'après	Wikipedia,	octobre	2019.	
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ABSTRACT

Background.Kidney recipientsmaintaining a prolonged allograft
survival in the absence of immunosuppressive drugs and without
evidence of rejection are supposed to be exceptional. The ERA-
EDTA-DESCARTES working group together with Nantes Uni-
versity launched a European-wide survey to identify new patients,
describe them and estimate their frequency for the first time.
Methods. Seventeen coordinators distributed a questionnaire in
256 transplant centres and 28 countries in order to report as
many ‘operationally tolerant’ patients (TOL; defined as having

a serum creatinine <1.7 mg/dL and proteinuria <1 g/day or g/g
creatinine despite at least 1 year without any immunosuppressive
drug) and ‘almost tolerant’ patients (minimally immunosup-
pressed patients (MIS) receiving low-dose steroids) as possible.
We reported their number and the total number of kidney trans-
plants performed at each centre to calculate their frequency.
Results. One hundred and forty-seven questionnaires were re-
turned and we identified 66 TOL (61 with complete data) and
34MIS patients. Of the 61 TOL patients, 26 were previously de-
scribed by the Nantes group and 35 new patients are presented
here. Most of them were noncompliant patients. At data
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collection, 31/35 patients were alive and 22/31 still operationally
tolerant. For the remaining 9/31, 2 were restarted on immuno-
suppressive drugs and 7 had rising creatinine of whom 3 resumed
dialysis. Considering all patients, 10-year death-censored graft
survival post-immunosuppression weaning reached 85% in
TOL patients and 100% in MIS patients. With 218 913 kidney
recipients surveyed, cumulative incidences of operational
tolerance and almost tolerance were estimated at 3 and 1.5
per 10 000 kidney recipients, respectively.
Conclusions. In kidney transplantation, operational tolerance
and almost tolerance are infrequent findings associated with ex-
cellent long-term death-censored graft survival.

Keywords: frequency, graft survival, kidney transplantation,
minimally immunosuppressed patients, operational tolerance

INTRODUCTION

The natural history of an untreated allograft in humans is graft
rejection. Immunosuppressive drugs made organ transplant-
ation possible but even the latest generation of these drugs
carry the risk of major infectious [1], malignant [2] or metabol-
ic [3] complications. Together with acute and chronic rejec-
tions, immunosuppression side effects heavily affect the
long-term survival of both allografts and patients [4].

The induction of a tolerant state, intended as a selective ac-
ceptance of the allograft by the host immune system, was always
a highly desirable goal in transplantation.

Despite outstanding successes [5, 6], induction of tolerance
protocols remain risky and are not ready for clinical routine.
Interestingly, a very limited number of organ recipients have
been described as maintaining a prolonged allograft survival des-
pite the accidental discontinuation of any immunosuppressive
drugs [7–9]. Kidney recipients displaying operational tolerance
may have withdrawn their immunosuppressive regimen of their
own accord—by noncompliance—or may have been advised to
do so by their nephrologist on the grounds of serious infections
or malignancies [9]. This condition was termed as ‘clinical oper-
ational tolerance’ in reference to its spontaneous apparition.

The recently accepted definition of clinical operational toler-
ance is that of a good and stable graft function for at least 1 year
after complete immunosuppression withdrawal [7, 8, 10]. This
apparently unambitious definition contrasts with that of experi-
mental tolerance. Aside from this criteria, laboratory animals
must fulfil very stringent conditions to be declared tolerant in-
cluding in vitro evidence that donor-specific responses are ab-
sent or suppressed and a normal histologic appearance of the
transplanted allograft. Often, the demonstration that the
donor recipient accepts a second graft from the same donor
but rejects a third party graft is required [11]. In practice, phy-
sicians and patients—either compliant or not—are often reluc-
tant to perform a biopsy of a well-functioning transplant. In
practice, in vitro tests or validated surrogate biomarkers are
not yet available and challenge transplantations would obvious-
ly be non-realistic and futile. As a consequence, the concept of
operational tolerance permits a broader range of situations than
the strict concept of experimental tolerance does [12].

Despite this minimalist definition, operational tolerance is
distinctly rare in kidney transplantation [11, 13]. Indeed,
<200 cases of tolerant kidney transplant recipients have been re-
ported to date [7, 9, 10, 13–15] among more than half a million
kidney transplants performed worldwide [16]. Several predict-
ive biomarkers have been proposed [10, 15, 17–20] to detect or
to predict operational tolerance after drug withdrawal, but none
of them has been shown in prospective, controlled trials to allow
safe immunosuppression withdrawal. This fact, along with the
serious consequences of acute kidney rejection, refrained care
providers from testing for tolerance by simply discontinuing
immunosuppression, even in a stepwise manner [21]. Also,
the exact frequency of operational tolerance among kidney re-
cipients is unknown.

The ERA-EDTA-DESCARTES transplantation working
group together with Nantes University (France) set up a
European-wide survey to discover and describe new operation-
ally tolerant kidney recipients and to evaluate the cumulative
incidence of this phenotype. We aimed to identify new cohorts
of operationally tolerant patients for further immunological
and molecular studies.

MATERIALS AND METHODS

Survey

Seventeen national or regional coordinators from 28 Euro-
pean countries (Supplementary data, Table S1) sent a standar-
dized questionnaire to 256 transplantation centres or centres
offering transplantation consultations between 10 September
2013 and 12 November 2014. Centre investigators were asked
to report anonymized data on operationally tolerant (TOL)
and almost tolerant (minimally immunosuppressed, MIS) pa-
tients. Considering rare and, sometimes, transient conditions,
we encouraged the report of every patient with a history of op-
erational tolerance either active or past, alive or dead. Patient
screening was performed according to each centre’s own re-
sources through a computerized database or physician recollec-
tions. In parallel with the inventory of TOL patients,
investigators were asked to report on the total number of kidney
transplants ever performed at each centre. Finally, this survey
included updated data from the 27 patients previously de-
scribed by the Nantes group [9]. They were used for the calcu-
lation of cumulative incidence and for survival analysis.

Patients and controls

TOL patients were defined as allogeneic kidney recipients
maintaining a good graft function—for working purposes,
we chose the clear definition of a serum creatinine below
<1.7 mg/dL and a proteinuria <1 g/day or g/g creatinine—for
at least 1 year after complete immunosuppression withdrawal
[7]. We identified 66 TOL patients of which 61 provided suffi-
cient data to enter the complete analysis while 5 only contrib-
uted to the calculation of cumulative incidence.

MIS patients (n = 34) fulfilled the same criteria but were still
receiving prednisone (or steroid equivalent) at a dose lower
than 10 mg/day. Patients with higher creatinine and/or protein-
uria but whomaintained a stable graft function during at least 1
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year without immunosuppression were also considered for ana-
lysis (n = 4/61 for TOL and 1/34 for MIS). Since we know from
previous studies [9, 14] that tolerant states could be transient
only but also that those patients were probably rare and pre-
cious, we chose to report TOL andMIS patients whether preva-
lent or not, i.e. inclusive of patients no longer tolerant at the
time of the report because of death, resumption of immunosup-
pressive drugs or declining graft function. Consequently, we
also asked our collaborators to report on the full number of
transplantations performed at their centre. Finally, we excluded
patients in whom operational tolerance resulted from an inter-
vention (e.g. allogeneic stem cell transplantation) or from a
transplantation between monozygotic twins.

For comparison purposes, the TOL cohort (n = 61) was sub-
divided into ‘new’ (n = 35) and ‘historical’ TOL (n = 26) pa-
tients, for those previously described by the Nantes group [9].

Data collection

Data were collected using a standardized data form or up-
dated (for Nantes historical TOL patients). The questionnaire
included enquiries about recipient’s demographics (sex, date
of birth, past medical and renal history), donor characteristics
(age, sex, living or deceased donors), immunological data
[number of human leucocyte antigen (HLA) system mis-
matches, anti-HLA antibodies, Epstein–Barr virus (EBV) and
cytomegalovirus (CMV) serological status], immunosuppres-
sion and tolerance periods (durations, outcomes and graft func-
tion). In addition, whenever necessary, the physicians who sent
back the questionnaires were contacted by e-mail to complete
all the required information. In cases of uncertainty regarding
the exact month when operational tolerance started in the
context of noncompliance, we arbitrarily chose a start date of
15 June of the first year of complete immunosuppression
withdrawal.

Statistical analysis

Results from continuous variables with and without normal
distribution were expressed as mean ± standard deviation (SD)
and median and interquartile range (IQR), respectively, and
categorical data were expressed as percentages. TOL and MIS
patients were compared by using Student’s t-test for normally
distributed data, Mann–Whitney U-test for non-normally dis-
tributed data and Fisher’s exact test or χ2 for categorical vari-
ables. Death-censored graft survival and patient survival
analysis were performed for the whole TOL and MIS cohorts
according to the Kaplan–Meier method. Statistical analyses
were performed using STATA software, version 12 (StataCorp
LP). Statistical significance was taken below the 5% level.
P-values were calculated with full non-normalized data.

RESULTS

Cumulative incidence of operational tolerance and almost
tolerance among kidney recipients

One hundred and forty-seven out of 256 questionnaires were
returned reporting on a total of 218 913 transplants that were
performed over a cumulative period of 3635 years. Sixty-six

eligible TOL and 34 MIS patients were identified (Figure 1).
Overall, tolerance and almost tolerance were reported in 3
[95% confidence interval (CI): 2.64–3.37] and 1.5 (95% CI:
1.53–1.58) patients out of 10 000 kidney recipients, respectively.

Considering the higher frequency of TOL patients in France,
we compared France with the remaining European countries:
TOL patients were reported in 3.9 out of 10 000 kidney recipi-
ents in France versus 1.7 out of 10 000 outside France
(P = 0.07).

Characteristics of the 35 new operationally tolerant
patients

Important medical or administrative data were missing in 5
out of 66 patients entering the survey. Among the 61 patients
with complete data, 26 have been described previously [9].
Thirty-five new TOL subjects are detailed here (see flow chart
in Figure 2A and Table 1), of which 31 fulfilled the definition of
good graft function as described above. The remaining four
have displayed suboptimal (either serum creatinine or protein-
uria above the limits) but stable function for at least 1 year
without immunosuppressive therapy and also entered the
study as TOL (patients referred to as ‘T6, T9, T22 and T31’
in Figure 3A). These 35 newly described patients were mainly
males of European ancestry. Of note, glomerulonephritis/
sclerosis or pyelonephritis was reported as primary renal dis-
ease in 51%, while diabetes or hypertension was reported
in 6%. Patients (n = 35) were transplanted at a mean age of
29 ± 13 years. They received their first graft in 88% of cases
after spending 17 (8–26) (n = 26) months on dialysis. Four pa-
tients out of 35 were pre-emptively transplanted. Donors were
deceased in 60% of cases (n = 21/35), males in 70% (n = 23/33)
and had a mean age of 33.5 ± 11 years. The cohort was com-
posed of 25% (n = 8/31) full HLA-matched donor–recipient
pairs. The remaining 23 patients had a mean number of
HLA-A, -B and -DR mismatches of 2.8 ± 1. One-quarter had
a history of alloimmunization prior to transplantation, detected
either by a complement-dependent cytotoxicity assay or by
Luminex. Three out of 35 patients experienced an episode of
biopsy-proven rejection before the period of immunosuppres-
sion discontinuation. Several patients (n = 4/25) developed
CMV (n = 2) or EBV (n = 2) seroconversion under immuno-
suppression and four were diagnosed with malignancy (lym-
phoproliferative disease in three and multiple skin cancers in
one). The median time passed off immunosuppression was
108 (58–156) months. The majority (90%) of the patients dis-
continued their immunosuppressive medications because of
noncompliance, mental illness or social considerations. At the
latest observation of tolerance, median creatininemia was 1.35
(1.1–1.48) mg/dL. Proteinuria exceeding 300 mg/day (but
below 1 g/day) was noted in 9 out of 29 patients (31%).

Characteristics of minimally immunosuppressed patients

We identified 34MIS patients (Table 1). Thirty-three fulfilled
the definition of a good kidney function, while the remaining
one presented a suboptimal (serum creatinine above the limit)
but stable graft function for at least 1 year with 7.5 mg prednis-
one per day (patient referred to as ‘M10’ in Figure 3B). End-
stage kidney disease resulted from either glomerulonephritis/
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sclerosis or pyelonephritis in 59% and from diabetes or hyper-
tension in <3%. Dialysis duration was 25 (12–36) months for 27
patients while 2 were pre-emptively transplanted. One patient
received a combined kidney–pancreas transplant. Mean
donor age was 32 ± 14 years. Sixteen per cent of the donor–

recipient pairs were HLA complete matches (n = 5/32), while
the others displayed an overall mean number of 3.2 ± 1 mis-
matches with 0.9 ± 0.7 mismatches at HLA-DR. Eleven patients
out of 31 had evidence of HLA immunization prior to trans-
plantation. Twenty-seven patients experienced 32malignancies

F IGURE 1 : (A) Number of centres contacted (dashed bars) and questionnaires returned (white bars) per country, ordered by ascending number
of questionnaires returned. (B) Cumulative incidences of TOL (black bars) and MIS (grey bars) patients reported per 10 000 kidney recipients per
country. Countries were ordered by ascending number of combined TOL +MIS incidences.
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under immunosuppression, mainly lymphoproliferative dis-
eases (n = 20). This was the major reason for the physician-
driven decision of immunosuppression weaning. At the latest
observation of almost tolerance, mean creatininemia was 1.23
(0.96–1.5) mg/dL and 10 patients out of 32 (31.2%) displayed
proteinuria above 300 mg/day (but below 1 g/day).

New operationally tolerant patients follow-up

Data on newly described TOL patients (n = 35) covered a
median period of 191 (145–255) months post-transplantation.
At the time of data capture (see flow chart in Figure 2A), a first
group of 23 patients were still operationally tolerant after a me-
dian time of 79 (39–120) months without immunosuppression.

F IGURE 2 : (A) Flow chart and outcomes of TOL patients through the study. (B) Flow chart and outcomes of MIS patients through the study. IS,
immunosuppressive.
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Table 1. Demographic data of tolerant and minimally immunosuppressed patients

New TOL
patients
(N = 35)

Historic TOL
patients (N = 26)

All TOL
(N = 61)

MIS cohort
(N = 34)

P-value for the
comparison of
all TOL versusMIS

Recipient features
Age at transplantation date (years)a 29.1 ± 13 34.6 ± 16 31.5 ± 14 37.6 ± 14 0.05
Male gender 26 (74) 19 (73) 45 (74) 17 (90) 0.02
European origin 29 (83) 22 (88) 51 (85) 28 (90) NS
Primary nephropathy

According to ERA-EDTA classification
NS

Glomerulonephritis/sclerosis 11 (31) 13 (50) 24 (39) 14 (41)
Pyelonephritis 7 (20) 4 (15) 11(18) 6 (18)
Polycystic kidney disease 3 (9) 0 3 (5) 3 (9)
Hypertension 1 (3) 0 1 (2) 0
Renal vascular disease 0 0 0 1 (3)
Diabetes 1 (3) 3 (11) 4 (7) 1 (3)
Miscellaneous 7 (20) 4 (15) 7 (11) 5 (145)
Unknown 5 (14) 2 (8) 7 (11) 4 (12)

History of dialysis 28 (85) 20 (95) 48 (90) 32 (94) NS
Dialysis vintage (months) (excluding zero)b (n = 26) 17

(8–26)
(n = 19) 36
(17–63)

(n = 45) 24
(10–36)

(n = 32) 25
(12–36)

NS

History of auto-immune disease 3 (9) 5 (23) 8 (14) 4 (12) NS
History of cancer before transplantation period 2 (6) 2 (8) 4 (7) 1 (3) NS

Transplantation features
Donor age (years)a (n = 31)

33.5 ± 11
(n = 23)
26.9 ± 15.4

(n = 54)
30.7 ± 13

(n = 33)
32 ± 14

NS

Male gender 23 (70) 16 (70) 39 (70) 21 (64) NS
Deceased donor 21 (60) 21 (81) 42 (70) 24c (71) NS
First kidney transplant 31(88) 22 (85) 53 (87) 31 (91) NS
Cold ischaemia time (min)b (n = 26) 907

(70–1385)
(n = 25) 1245
(720–1860)

(n = 51) 1110
(84–1440)

(n = 29) 1020
(600–1320)

NS

Immunological features
Full matched transplants 8 (26) 5 (22) 13 (24) 5 (16) NS
HLA-A, -B, -DR mismatching (excluding full matched pairs)a (n = 23)

2.8 ± 1.1
(n = 18) 2.8 ± 1.1 (n = 41)

2.8 ± 1.1
(n = 27) 3.2 ± 1 NS

HLA-DR mismatching (excluding full matched pairs)a (n = 23)
1.2 ± 0.7

(n = 18) 0.6 ± 0.6 (n = 41)
0.7 ± 0.6

(n = 27)
0.9 ± 0.7

NS

Anti-HLA immunization prior transplantation (either positive
PRA or anti-HLA antibodies)

7 (25) 11 (42) 18 (33) 11 (35) NS

Anti-HLA immunization after transplantation (either positive
PRA or anti-HLA antibodies; donor-specific, non-specific
or undetermined)

1 (5) 12 (50) 13 (30) 3 (20) NS

De novo donor-specific antibodies after transplantation 1 (5) 6 (28.6) 7 (17.1) 3 (20) NS
Immunosuppression period
IL-2 receptor antagonists 8 (23) 2 (8) 10 (17) 3 (9) NS
Anti-lymphocyte globulins 9 (26) 9 (36) 18 (30) 9 (27) NS
Other induction agents 0 (0) 3 (11) 3 (5) 4 (12) NS
Steroids 34 (100) 25 (96) 60 (100) 34 (100)
Tacrolimus 11 (32) 1 (4) 12 (20) 5 (15) NS
Cyclosporine 22 (63) 15 (58) 37 (61) 23 (67) NS
Mycophenolate acid derivatives 14 (41) 5 (19) 19 (32) 13 (39) NS
Azathioprine 17 (50) 20 (77) 37 (62) 14 (42) 0.07
mTOR inhibitors 2 (6) 0 2 (3) (n = 33) 0 NS

Cytomegalovirus seroconversion 2 (8) (n = 18) 0 2 (5) 3 (13) NS
Epstein–Barr virus seroconversion 2 (9) 4 (25) 6 (15.8) 3 (15) NS
Patient with a history of cancer occurring during
immunosuppression

4 (11) 10 (40) 14 (23) 27(79) <0.0001

Post-transplant lymphoma disease 3 6 9 20
Kaposi sarcoma 0 0 0 3
Adenocarcinoma 0 3 3 4
Skin cancer 1 5 6 5

History of anticancer chemotherapy 2 (6) 4 (15) 6 (10) 19 (56) <0.0001
History of rituximab use 1 (3) 3 (11) 4 (7) 7 (21) 0.05
Biopsy-proven acute rejection 3 (9) 5 (19) 8 (13) 5 (15) NS
Immunosuppression exposure (months)b (n = 35) 108

(58–156)
(n = 26) 128
(88–163)

(n = 61) 111
(65–161)

(n = 34) 141
(80–164)

NS

Continued

O
R
IG

IN
A
L
A
R
T
IC

L
E

1008 A. Massart et al.

 

http://ndt.oxfordjournals.org/


F IGURE 3 : Individual trajectories of TOL (A) andMIS (B) patients.White bars account for the duration, in months, of the tolerance period with
a good kidney function [serum creatinine (S creat) <1.7 mg/dL and proteinuria (U prot) <1 g/day or g/g creatinine]. Dotted white bars account for
the duration of tolerance with a less good kidney function (not meeting the above criteria) but free of dialysis. Coloured bars represent the oc-
currence of either end of tolerance because of immunosuppression resumption (for TOL patients) or increased dose (forMIS patients) (blue), back
on dialysis (red) or patient death (black).

Table 1. Continued

New TOL
patients
(N = 35)

Historic TOL
patients (N = 26)

All TOL
(N = 61)

MIS cohort
(N = 34)

P-value for the
comparison of
all TOL versusMIS

Off-immunosuppression period
Age at immunosuppression arrest (years)b 36 (29–47) 46 (31–57) 40 (31–52) 49 (35–62) 0.04
Cause of immunosuppressive withdrawal <0.0001
Doctor driven for cancer 2 (6) 6 (23) 8 (13) 22 (81)
Doctor driven for other reasons 1 (3) 1 (4) 2 (3) 3 (11)
Patient driven 32 (91) 19 (73) 51 (84) 1 (4)

Last good serum creatinine (last available before eventual
degradation) (mg/dL)a

(n = 31) 1.35
(1.1–1.48)

(n = 26) 1.46
(1.12–1.63)

(57) 1.39
(1.11–1.6)

(n = 33) 1.23
(0.96–1.5)

0.08

Proteinuria > 300 mg and <1 g/day or g/g creatinine 9 (31) 15 (60) 24 (44) 10 (31) NS
Period of optimal graft function without immunosuppressant
(months)b

(n = 31) 70
(39–114)

(n = 26) 130
(69–172)

(n = 57) 92
(49–136)

(n = 33) 72
(30–123)

NS

Period of functioning transplant without immunosuppressant,
irrespective of creatinine (months)b

77 (39–120) 153 (80–173) 107 (63–155) 78 (31–132) 0.09

Results from continuous variables are expressed as amean ± SD or bmedian (IQR); any missing data are indicated. Categorical data are expressed as number (%); any missing data can be
deduced from numbers with their percentages.
cOne combined kidney–pancreas transplantation.
NS designates non-significant P-values (≥0.05); however, all P-values ≤0.1 are mentioned.
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One out of 23 died with good graft function. A second group of
four patients displayed suboptimal graft function (either serum
creatinine or proteinuria above the limits), however, were stable
for at least 1-year period without immunosuppressive medica-
tions. Their grafts survived for 60 (35–120) months. One out of
four died with a functioning graft and another one required dia-
lysis. The remaining two patients are still dialysis free. Lastly, a
third group of eight patients lost their tolerant state after a per-
iod of 53 (36–77) months. Two of them were restarted on im-
munosuppressive medications for undefined graft injury (one
haematuria and one glomerulopathy of unknown significance
at biopsy) and the six others had a rising creatinine leading to
dialysis in three. Their grafts had functioned with no treatment
for 85 (45–127) months. Individual trajectories of TOL patients
are depicted in Figure 3A.

New minimally immunosuppressed patients follow-up

Data on MIS patients covered a median period of 219 (160–
287) months post-transplantation (n = 34). Among these 34
MIS patients, 27 were persistently almost tolerant at the time
of data capture (see flow chart in Figure 2B). Almost tolerance
status lasted 88 (32–99) months. Six other MIS patients

displayed good graft function on low-dose steroids for only
47 (32–99) months, after which one was restarted on a second
immunosuppressive drug for a creeping increase in creatinine
and five others had a declining graft function exceeding the lim-
its described in the Materials and methods section. Overall, this
cohort had functioning grafts for already 62 (44–146) months,
while maintained on small doses of corticosteroids only. Final-
ly, a single patient continued to maintain a functioning graft
with a suboptimal serum creatinine (1.9 mg/dL at latest obser-
vation) 66 months after drug minimization. Individual trajec-
tories of MIS patients are depicted in Figure 3B.

Patient and graft survival

As illustrated in Figure 4, 10-year patient survival after the
establishment of operational tolerance and almost tolerance
was 90% (95%CI: 75–96) and 59% (95%CI: 41–74), respective-
ly. Death-censored graft survival at 10 years after the establish-
ment of operational tolerance or almost tolerance was 87.1%
(95% CI: 71.2–95.6) and 100% respectively. We did not directly
compare TOL with MIS patients because those populations
were different with regard to cancer incidence rates and other
confounding factors.

F IGURE 4 : (A) TOL patient survival. (B) TOL patient death-censored graft survival. (C) MIS patient survival. (D) MIS patient death-censored
graft survival. TOL andMIS patients who returned on higher immunosuppressive drug levels before reaching death or graft loss were excluded from
death-censored graft survival analysis (patients T11, 28, 32, 48 and 60; M7 and 8).
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DISCUSSION

Here, we described 61 operationally tolerant and 34 almost tol-
erant kidney recipients at the same time. This unique, and likely
the world’s largest, data collection on tolerance in kidney trans-
plantation should help draw more stable conclusions on those
traits.

First, this study highlights that viral seroconversions, anti-
HLA immunization, episodes of graft rejection and young age
but also, history of autoimmune diseases were all conditions
that were compatible with the later installation of operational
tolerance. This is accumulating evidence that operational toler-
ance is acquired and specific and not the consequence of a gen-
eralized immune deficiency process [7, 22] and, notably,
immunosenescence. The abundance of MIS patients displaying
a good graft function years after cancer diagnosis and subse-
quent immunosuppression weaning also argues against a global
immunodeficiency state.

Second, TOL and MIS patients demonstrated a prolonged
death-censored graft survival and, for TOL patients only, a
surprisingly long patient survival. European-wide data from
the Collaborative Transplant Study report patient and death-
censored graft survival for kidney patients below 75% at 10
years [23]. Although the cohorts are not comparable, it is
striking that 85 and 100% of surviving TOL and MIS patients,
respectively, had a functioning graft 10 years after immunosu-
pression weaning. For most of them, this represented >20 years
of functioning graft. In line with this finding, a previous report
[13] highlighted that, in 2004, eight out of nine kidney recipi-
ents with the world’s longest graft survival were actually clinic-
ally tolerant. Seven of them still had good renal function after
39–40.5 years. Importantly, it is not clear whether the excellent
patient and graft survival we observed were a consequence of
immunosuppression minimization or whether some condi-
tions associated with the development of operational tolerance
(such as graft quality, recipient health or HLA matches) also
confer a survival benefit, leading to a selection bias. In this re-
gard, in the previous report on the 27 historical cases of oper-
ational tolerance [9], no clinical differences were found between
TOL patients and the two matched groups of patients with
stable graft function and those who rejected their graft after ar-
rest of immunosuppression.

Third, the duration of operational tolerance and almost tol-
erance was, however, extremely variable. They are unstable phe-
notypes, which may be interrupted at any time, even after
several years. Regarding historical cases of operational toler-
ance, we have previously stressed the wide disparities among
operationally tolerant patients. Whereas some will virtually
never develop any measurable immunological response to-
wards the graft, others will mount immunological responses
such as donor-specific antibodies, yet compatible with a pro-
longed allograft survival; finally, a third non-stable group will
surreptitiously develop a damaging process that will end in
graft loss in just a few years [12]. All these patients share the
same designation of operational tolerance. There is thus a press-
ing need for reliable and clinically available biomarkers that go
beyond binary criteria based on creatinine and/or proteinuria

levels. Several biomarkers have been proposed [10, 15, 17–
19], but we still lack knowledge on their predictive and discrim-
inative values based on prospective studies [20, 24].

We believe that the data presented here will be useful to con-
front phenotypic assumptions about those patients but also to
support the development or the continuation of large networks
dedicated to operational tolerance mechanistic studies (indices
of tolerance, RISET, ITN: see summary at http://www.kcl.ac.uk/
lsm/research/divisions/timb/research/tolerance/index.aspx).
This study should also constitute an appeal to new clinicians to
join our research efforts.

Patient dispersion is indeed a major obstacle for knowledge
and research into operational tolerance [25]. Our strategy dir-
ectly tackled this issue. The existence of a working group within
the ERA-EDTA dedicated to transplantation (DESCARTES)
and the interest of the Nantes hospital group for such patients
for more than a decade provided a very helpful platform to ac-
cess a high number of nephrologists across Europe. In particu-
lar, the personal contacts between the national coordinators
and the local investigators were critical to this success.

Unfortunately, rare conditions also challenge the realization
of prospective controlled studies. Most of the time, retrospective
uncontrolled case analyses—typically registries—remain the
most valuable research options [26]. As a consequence, system-
atic numbering of patients or prevalence could be difficult to
assess, recruitment strategies could be biased and patient-
related information could suffer lack of uniformity.

We reported 3 and 1.5 TOL and MIS patients per 10 000 kid-
ney recipients, respectively. Of note, the cumulative incidence of
operational tolerance described in this study is an approximation
as it is difficult to accurately determine medication compliance/
adherence.Detection of noncompliance relies on the patient’s ac-
knowledgement and, when available, on undetectable drug blood
levels, prescription assistant software, and pharmacy repertories
or national security system records. Completing the required data
for TOL or MIS patients is time-consuming, and some of our
closest colleagues confessed to us not having found the time to
report them. Finally, a lot of the centres were not able to reliably
capture patients who may have temporarily fulfilled the criteria.
It is likely, therefore, that the cumulative incidence of tolerant pa-
tients reported here is a minimum evaluation.

We acknowledge that unsystematic patient screening, ab-
sence of method uniformity in the biological tests reported
and the lack of prospective biological and histological follow-up
are limitations in this work. However, in the setting of a rare
trait usually associated with noncompliance and patient con-
cealment, this survey represents a valuable effort of not less
than 145 kidney transplant practitioners across Europe. This
survey brings further evidence that some transplant patients
may spend prolonged periods without immunosuppressive
drugs. We showed that operational tolerance was associated
with excellent patient and graft outcomes, but not necessarily
unlimited over time. As already stressed in the setting of experi-
mental tolerance a long time ago [27], operational tolerance is
also metastable in nature, not black or white, and ‘every degree
is represented’. This study, descriptive in nature, should help to
set up or continue networks to support further clinical, im-
munological and molecular studies.
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SUPPLEMENTARY DATA

Supplementary data are available online at http://ndt.oxford-
journals.org.
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3 ETUDE DU DETERMINISME GENETIQUE DES 

PATIENTS TOLERANTS OPERATIONNELS 

 

RESUME 

 

Dans	ce	chapitre,	nous	présentons	les	résultats	de	notre	recherche	de	variants	gé-

nétiques	associés	à	la	tolérance	aux	greffons	rénaux.	En	guise	de	préliminaire,	nous	mon-

trons	comment	la	première	étude	pangénomique	d'association	validée	sur	le	rejet	aigu	

d'allogreffe	 rénale,	 réalisée	 par	 notre	 équipe,	 a	mis	 en	 exergue	 deux	 polymorphismes	

proches	de	gènes	pertinents	et	non	reconnus	jusqu'alors	(3.1).	Suite	à	cela,	nous	avons	

voulu	savoir	si	des	variants	génétiques	plus	rares	et	de	haut	 impact,	 typiquement	exo-

niques	et	non	couverts	par	les	microarrays	utilisés	dans	les	GWAS,	pouvaient	eux	aussi	

avoir	un	impact	sur	l'alloréactivité,	nous	avons	ainsi	développé	une	étude	originale	visant	

à	trouver	une	association	génotype-phénotype	dans	la	tolérance	aux	greffons	en	couvrant	

tous	les	exons	dont	nous	présentons	les	résultats	en	section	(3.2).	
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3.1  Préliminaire: contribution à la première étude d'association 

pangénomique validée sur le rejet de greffe en transplantation rénale 

	
	
Nous	introduisons	ici	un	travail	dirigé	par	les	Dr	et	Prof.	L.	Ghisdal	et	M.	Abramowicz	(L.	

Ghisdal	et	al.	American	 Journal	of	Transplantation	2017,	disponible	en	Annexe	III,	page		

77)	et	ceci	pour	deux	raisons.	La	première	est	que	ce	travail	a	servi	de	tremplin	à	l'étude	

exomique	des	patients	tolérants,	l'auteure	de	ces	lignes	y	a	été	impliquée,	a	contribué	à	la	

production	d'une	partie	des	résultats	et	a	ensuite	été	amenée	à	les	mettre	en	exergue	à	

l'occasion	de	la	publication	d'une	nouvelle		GWAS	par	une	autre	équipe	(A.	Massart	et	al.	

American	Journal	of	Transplantation	2018,	disponible	en	Annexe	IV,	page	79).	En	second	

parce	que	ce	travail	met	en	perspective	l'étude	panexomique	des	patients	tolérants.	La	

GWAS	dont	nous	parlons	fournit	la	preuve	du	concept	que	des	variants	génétiques	du	re-

ceveur	peuvent	influer	sur	le	risque	de	rejet	de	greffe.	En	filigrane,	cette	GWAS	montre	

aussi	que	les	variants	communs	-	ceux	qui	sont	ciblés	par	les	GWAS	-	échouent	cependant	

à	rendre	compte	d'une	part	significative	de	la	variabilité	interindividuelle	du	rejet	telle	

qu'observée	au	quotidien	par	les	cliniciens.		

	

Un	travail	sur	les	variants	rares	et	très	délétères,	tels	que	ceux	affectant	les	régions	co-

dantes	du	génome	s'imposait.		
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ANNEXE III - article original dans l'American Journal of 

Transplantation  

 
Article:	Genome-Wide	Association	Study	of	Acute	Renal	Graft	Rejection.		
	
Type:	article	original	
	
Auteur.e.s:	Ghisdal	L,	Baron	C,	Lebranchu	Y,	Viklický	O,	Konarikova	A,	Naesens	M,	Kuypers	
D,	Dinic	M,	Alamartine	E,	Touchard	G,	Antoine	T,	Essig	M,	Rerolle	JP,	Merville	P,	Taupin	JL,	
Le	Meur	Y,	Grall-Jezequel	A,	Glowacki	F,	Noël	C,	Legendre	C,	Anglicheau	D,	Coppieters	W,	
Docampo	E,	Georges	M,	Ajarchouh	Z,	Massart	A,	Racapé	J,	Abramowicz	D,	Abramowicz	
MJ.		
	
Référence:	Am	J	Transplant.	2016;	17(1):	201-209	
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Introduction

Acute rejection of renal allograft remains a major risk

factor for the later development of chronic allograft dys-

function and long-term graft loss (1). Nonadherence to

therapy, HLA mismatches (MM), anti-HLA immunization,

longer period of dialysis before transplantation, younger

age, and prolonged cold ischemia time are recognized

risk factors of acute renal rejection (2). Besides these

classical immunological risk factors, genetic recipient

background is likely to modulate the risk of acute rejec-

tion. Immune responses involved in the acute rejection

process, mediated by T and B lymphocytes, are regu-

lated through a complex, highly regulated network of

molecular signals controlled by a large number of encod-

ing genes, among which some could represent a poten-

tial candidate that could be associated with an increased

alloreactivity.

Numerous association studies of candidate genes have

been reported in renal transplantation since the year

2000, and dealt mainly with single nucleotide polymor-

phism (SNPs) in genes encoding cytokines, chemoki-

nes, complement, Toll-like receptors, and VEGF (3).

These studies produced conflicting results, and were

prone to false positive, spurious association findings

because of inadequate sample size, population stratifica-

tion, and lack of replication in independent cohorts. To

date, no genetic locus has clearly emerged as a risk or

as a protection factor for acute rejection of solid organ

allograft.

In spite of the coming of age of whole genome sequenc-

ing, genome-wide association studies (GWAS) using

arrays of SNPs remain a powerful approach to identify

novel genes or loci by analyzing millions of genetic vari-

ants, with no a priori hypothesis on gene function, allow-

ing for the discovery of previously unthought-of

pathways. Studying genetic susceptibility of acute rejec-

tion is particularly complex. First, acute rejection is not a

disease but a complication resulting from alloreactivity

that is modulated by factors from the recipient, the

donor, and by immunosuppressive therapies. Second,

apart from a case–control retrospective study suggesting

a trend for familial aggregation in recipients with acute

rejection, there is no report from families where multiple

members with renal failure received a kidney transplant

(4). As transplantation is rarely familial, the existence of

some major, Mendelian or near-Mendelian, genetic factor

predisposing to graft rejection would remain practically

unnoticed as a hereditary phenotype. In the absence of

evidence against such a major gene effect(s), we hypoth-

esized that one or several genetic variants could confer a

high relative risk of graft rejection, but no significant risk

for disease outside the frame of transplantation, with a

relative risk high enough for this gene(s) variant(s) to

be amenable to a GWAS with suitable cohorts of

transplanted patients. If this hypothesis is true, finding

this gene(s) variant(s) would be an important milestone.

Here, we gathered two large European cohorts of kidney

transplant recipients, and report the first GWAS of

biopsy-proven acute rejection occurring within the first

year after transplant in low-immunological risk white

patients receiving a first renal allograft.

Materials and Methods

Patients

Discovery cohort: We have collected DNA samples and clinical data

from a total of 4127 patients transplanted in eight European renal

transplant centers (Belgium: ULB-Hôpital Erasme-Brussels; France: CHU

Tours, CHU Limoges, CHU Brest, CHU St-Etienne, CHRU Lille, CHU

Poitiers, and CHU Bordeaux) with written informed consent and

institutional review board (IRB) approval (protocol number: P2007/106), and

centralized them at the ULB-Hôpital Erasme. Among these, we selected

white adults (≥18 years) having received a first renal transplantation with

induction (anti-lymphocyte serum or monoclonal IL-2 receptor antagonist

antibody), and calcineurin inhibitor (CNI) therapy at baseline. Exclusion

criteria were as follows: the presence of another solid organ transplant, the

presence of anti-HLA antibodies (Luminex�, Austin, TX) or a maximal

panel reactive antibody ≥5%, a follow-up period shorter than 1 year (if

the cause was not related to graft loss due to rejection), and lack of

DNA or clinical data available. Cases were defined as patients who

developed at least one biopsy-proven acute T cell–mediated rejection

(TCMR), defined by BANFF criteria, during the first year after

transplantation (5). Patients with episodes of pure antibody-mediated

rejection, untreated borderline or unexpected rejection (discovered in a

protocol biopsy) were not eligible. Controls were defined as patients

with neither acute nor chronic rejection—defined on the basis of a

stable graft function (rise in serum creatinine between 6 and

12 months < 20%) and absence of significant proteinuria (<0.5 g/day or

negative urinary dipstick at 12 months)—during the same period. Most

participating centers did not perform systematic protocol biopsies;

hence most controls were not biopsied. Among those, we selected for

each case two center-matched hypercontrols (graft recipients who did

not present acute rejection in spite of an initially less favorable HLA

match) with the highest possible number of HLA mismatches in the

order: 29DR > 19DR, 29B > 19B, 29A > 19B, 19A mismatches.

Patients older than 55 years receiving antilymphocyte serum at baseline

(n = 72) were not considered as hypercontrols, as they were felt to be

at lower risk of developing acute rejection. A total of 328 cases and

588 hypercontrols were eligible in the database. After exclusion of

patients with DNA of poor quality, 275 cases and 503 hypercontrols

transplanted between 1986 and 2010 were genotyped (Figure 1).

Replication cohort: DNA samples and clinical data were collected

with written informed consent and IRB approval (protocol number:

P2007/106), from 2765 patients transplanted in two renal transplantation

centers (Belgium: KUL Leuven, n = 1068; Czech Republic: IKEM Prague,

n = 1697). Inclusion criteria for cases and controls were the same as for

the discovery cohort, except for the requirement of induction therapy.

We did not select hypercontrols for replication. This resulted in the

selection of 333 cases and 593 controls in the database. A total of 313

cases and 531 controls transplanted between 1984 and 2011, with a

genotyping rate >90% were included in the association analyses

(Figure 2).
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Genotyping

Discovery cohort: Genomic DNA was extracted using standard

procedures. DNA quality was assessed for all samples by agarose gel

electrophoresis, and samples with degraded DNA were excluded. DNA

concentrations were estimated by fluorometry using Picogreen� (Invitrogen,

Carlsbad, CA), as the average of three independent measurements with a

coefficient of variation <0.10. Equimolar case and hypercontrol pools were

generated by mixing 60 ng of DNA from each of the 275 cases and 503

hypercontrols, respectively. Pools were generated in triplicate, yielding three

case (CA, CB, CC) and three hypercontrol (HA, HB, HC) pools. DNA (250 ng)

from each pool was hybridized on Human Omni 2.5-4 v1 DNA analysis

BeadChip arrays� (Illumina, San Diego, CA). A (CA and HA) and B (CB and

HB) pools were hybridized in duplicate, yielding five measurements for both

cases and hypercontrols. Allelic frequencies in the pools were estimated

from the B-allele frequencies computed with Genome Studio� (Illumina). We

genotyped the 778 DNA samples individually for nine unlinked SNPs

(rs11543947, rs2279804, rs17421009, rs2476601, rs3087243, rs3087456,

rs7528684, rs4839469, and rs10804682) using Taqman SNP assays� as

recommended by the manufacturer (Applied Biosystems, Foster City, CA) to

evaluate the accuracy of the B-allele frequency estimates over a range of

allelic frequencies.

Replication cohort: Genomic DNA was extracted and quantified

using standard procedures. A total of 313 cases and 531 controls were

genotyped (genotyping rate > 90%) individually for 18 SNPs selected for

highest difference of B allelic frequency between cases and

hypercontrols at loci identified as significant in the discovery cohort,

using a Sequenom Mass Array iPLEX assay� (San Diego, CA). We

genotyped at least three SNPs per locus. In addition, we genotyped SNP

rs10846175 because the difference in B allele frequency was very high

(0.21) in the discovery cohort, despite the fact that the variance of the

allele frequency estimates was >0.001 for cases and hypercontrols.

Three SNPs with a call rate <90% were excluded from the analysis,

leaving the other 15 SNPs eligible for the analyses.

Association analyses

Power calculation: Considering a rejection prevalence of 15% during

the first year, the sample size of this two-stage GWAS (cases, n = 588

and controls, n = 1034) has a theoretical power of ≥80% to identify

TCMR alleles with relative risks of 2.4, 1.63, 1.59, and 1.62 for minor

allele frequencies (MAFs) of 0.05, 0.2, 0.3, and 0.5, respectively, under

an additive genetic model (CATS calculator) (6,7).

All patients
N=4127

Eligible
N=1802

Not first renal Tx N=115
Other Tx N=26
Combined Tx N=24
PRA 5% N=381
Non Caucasian N=264
No DNA collected N=24
Follow-up<1year* N=172
Recipient age<18y N=50
No induction N=260
No CNI N=71
Other rejection** N=102
Missing data N=100
Mixed causes N=736
Total N=2325

Potential cases
N=328

Potential 
controls
N=1474

Cases
N=275

Hypercontrols
N=503

>55y receiving thymoglobulin
N=72

Proteinuria N=172
Delta creatinine (6m-12m) 20%

N=140
Both N=35
Total N=347

Selection of 2 hypercontrols/case/
center with maximal HLA MM

Poor quality DNA   N=85

Hypercontrols
N=660

Potential 
controls
N=1127

Poor quality 
DNA    N=53

Figure 1: Discovery cohort: flowchart of patients included. *Death, lost to follow-up, graft loss for another reason than rejection.

**Not biopsy-proven, protocol biopsy, borderline not treated, or pure humoral rejection. CNI, calcineurin inhibitor; MM, mismatch;

PRA, panel reactive antibody; Tx, transplantation.
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Significance of associated SNP clustering: Categorical data were

analyzed using Pearson’s v2 or Fisher’s exact tests as appropriate. t-test

or Mann–Whitney test were used to compare normally or non-normally

continuous data. A bilateral p-value smaller than 0.05 was used to reject

the null hypothesis except for SNPs variables. First, we performed a

univariate analysis, evaluating the association between the selected SNPs

and acute rejection in the replication cohort using PLINK v1.07 (http://

pngu.mgh.harvard.edu/purcell/plink/ [8]). We estimated the statistical

significance of the association from permutations performed within

cohorts (respectively Leuven and Prague) to account for potential

stratification. We applied a one-sided test by imposing that the difference

in allelic frequency between cases and controls in the replication cohort

would have the same sign as in the discovery control. Second, the

association of SNPs with acute rejection after adjustment for other risk

factors was assessed by multivariate logistic regression modeling. The

model was constructed by progressively adding independent variables

starting with those that had the strongest univariate association with the

outcome of interest. In case of strong linkage disequilibrium (LD)

between significant SNPs, only one SNP was included in the logistic

regression to avoid co-linearity problems. The Wald test was used to test

the null hypothesis of a log odds ratio (OR) (coefficient) equal to zero.

The Hosmer and Lemeshow test was used to check the goodness-of-fit

of the model. A likelihood ratio test was used to assess whether adding

a new variable to the model increased the overall log-likelihood. To test

for a potential interaction between two risk factors, we calculated

stratum-specific ORs and tested the null hypothesis of no difference

between stratum-specific ORs by a v2 test of homogeneity.

Results

A pool-based GWAS reveals five candidate risk loci
for acute renal graft rejection
From an initial cohort of 4127 patients having undergone

a first renal transplantation, we selected 275 cases with

acute TCMR within 1 year, and 503 hypercontrols without

TCMR, despite being at higher risk of rejection using the

specific criteria outlined above (Figure 1). Baseline charac-

teristics of the ensuing case–control cohort are reported

in Table 1. As expected from our study design, hypercon-

trols had a significantly higher number of HLA mis-

matches than cases, in particular HLA-DR mismatches

(p < 0.0001). The proportion of patients under steroids at

6 months was higher in cases, as a consequence of

acute rejection occurrence (p < 0.0001). Donors were sig-

nificantly older in cases (p = 0.035). The other characteris-

tics were well balanced between the two groups.

All patients
N=2765

Eligible
N=1278***

Not first Tx N=76
Other Tx N=24
Combined Tx N=49
PRA 5% N=634
Non caucasian N=45
No DNA collected N=37
Follow-up<1year* N=19
No CNI N=37
Other rejection** N=144
Missing data N=9
Mixed causes N=413
Total N=1487

Cases
N=333

Potential controls
N=945

Proteinuria and/or 
-

12m) 20% and/or 
missing proteinuria
N=352

Genotyping rate <90%
N=62

Genotyping rate <90%
N=20

Cases
N=313

Controls
N=531

Figure 2: Replication cohort: flowchart of patients included. *Death, lost to follow-up, graft loss for another reason than rejection.

**Not biopsy-proven, protocol biopsy, borderline not treated, or pure humoral rejection. ***Including 951 patients without induction.

CNI, calcineurin inhibitor; PRA, panel reactive antibody; Tx, transplantation.
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After very stringent evaluation of DNA quantity and

quality, we generated equimolar DNA pools of the 275

cases and 503 hypercontrols in triplicates. The DNA

pools were hybridized to arrays interrogating 2.5 million

SNPs covering the entire genome, and allele frequencies

were computed using Genome Studio� (Illumina). We

genotyped the 778 DNA samples individually for nine

unlinked SNPs showing a large range of allelic frequency

using Taqman SNP assay, to evaluate the accuracy of

the B-allele frequency estimates by Genome Studio soft-

ware. The global coefficient of correlation (r2) exceeded

0.98, demonstrating the accuracy of our pooling method

(Table S1).

We first excluded 42 526 SNPs for which the variance of

the allele frequency estimates exceeded 0.001 (i.e. cases

or hypercontrols). We then selected 1109 SNPs for

which the average allele frequency between cases and

hypercontrols differed by ≥0.10. We reasoned that true

positive association would tend to involve multiple con-

tiguous SNPs as a result of LD, and used a 50-kb sliding

window to scan the genome for clusters of positive

SNPs. We identified five loci encompassing at least six

such SNPs in a 50-kb window. Iterative in silico permuta-

tions of our experimental data showed that more than 5

contiguous SNPs were never observed by chance alone

in a 50-kb window (after 100 in silico permutations,

Table S2). The corresponding loci were assumed to be

highly enriched in true risk loci for acute renal graft

rejection.

Two risk loci are replicated by individual SNP
genotyping in an independent cohort
From two independent cohorts totaling 2765 patients

transplanted in Leuven or Prague, we selected 333 cases

with biopsy-proven acute TCMR and 593 matched con-

trols. A total of 313 cases (Belgian cohort, n = 116;

Czech cohort, n = 197) and 531 controls (Belgian cohort,

n = 212; Czech cohort, n = 319) with a genotyping rate

>90% were eligible for association analyses (Figure 2).

Baseline characteristics of patients are reported in

Table 2. As observed in the discovery cohort, donors

were older in patients with acute rejection (p = 0.0006).

Cases had significantly higher numbers of HLA mis-

matches, in particular HLA-DR mismatches (p < 0.0001).

The proportion of patients under tacrolimus was higher

in cases (p = 0.03). Other characteristics were well bal-

anced between groups.

We individually genotyped all samples from the replica-

tion cohort using a Sequenom Mass ARRAY iPLEX assay

interrogating 18 SNPs including at least 3 SNPs for each

of the 5 selected loci. SNPs with a call rate <90% (n = 3)

and individuals with a genotyping rate <90% were

excluded (n = 63). From 15 SNPs with a genotype rate

≥90%, 14 did not deviate significantly from Hardy–
Weinberg equilibrium (p ≥ 0.05), and were retained for

further analysis. We first performed an association analy-

sis under an additive model using Plink. We estimated

the statistical significance of the observed association by

Table 1: Discovery cohort: baseline characteristics of patients (n = 778)

Characteristics Cases (N = 275) Hypercontrols (N = 503) p

Recipient age: mean � SD (years) 48.3 � 14.1 48.6 � 13.4 0.77

Recipient sex (male): n (%) 179 (65.1) 331 (65.8) 0.84

Type of donor (deceased): n (%) 263 (95.6) 481 (95.8) 0.91

Donor age: mean � SD (years) 47.2 � 15.9 44.7 � 15.9 0.035

Donor sex (male): n (%) 148 (54) 294 (60) 0.11

Cold ischemia time: mean � SD (h) 19.4 � 7.7 18.3 � 7.9 0.07

Dialysis duration: median (P25–P75) (m) 18 (8.9–36) 18 (9.5–30.8) 0.97

Primary nephropathy: n

Glomerulopathy 80 143 0.45

Nephroangiosclerosis/hypertension 25 24

Polycystic kidney disease 52 107

Diabetic 13 22

Chronic interstitial nephropathy 30 54

Uncertain 33 73

Other 18 35

Congenital/hereditary 22 44

Steroids at 6 months (yes): n (%) 249 (93.3) 328 (65.7) <0.0001
Tacrolimus/cyclosporin: n 92/183 204/299 0.05

Induction (thymoglobulin/IL2R antagonist): n 75/200 154/349 0.33

HLA-A MM (0/1/2): n 38/149/86 47/270/186 0.09

HLA-B MM (0/1/2): n 25/129/119 21/215/267 0.003

HLA-DR MM (0/1/2): n 30/154/88 10/272/221 0.0003

HLA B+DR MM: mean � SD 2.56 � 0.93 2.91 � 0.71 <0.0001
HLA A+B+DR MM: mean � SD 3.73 � 1.24 4.20 � 0.95 <0.0001

MM, mismatch; SD, standard deviation.
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permutations. Permutations were performed within

cohorts to account for possible stratification that might

differentiate the Belgian and Czech cohorts. Two SNPs

replicating with a nominal p-value <0.05 were excluded

because the difference in allelic frequency (between

cases and controls) in the replication cohort did not have

the same sign as in the discovery cohort (chr5:

rs2416500 and chr5: rs6859254). Three SNPs in two

from the five loci replicated with nominal p-value ≤0.05:
rs10765602 (p = 0.007) on chr11:93048165, rs10846175

(p = 0.007) and rs7976329 (p = 0.004) on

chr12:15584624, and chr12:15602639, respectively. They

remained significantly associated with TCMR after Sidak

correction (Table 3). Genotype distribution of rs10765602

Table 2: Replication cohort: baseline characteristics of patients (n = 844)

Characteristics Cases (N = 313) Controls (N = 531) p

Recipient age: mean � SD (years) 51.3 � 13.2 52 � 12.9 0.44

Recipient sex (male): n (%) 205 (65.5) 350 (65.9) 0.90

Type of donor (deceased): n (%) 268 (85.6) 457 (86.1) 0.86

Donor age: mean � SD (years) 50 � 14.3 46.4 � 14.8 0.0006

Donor sex (male): n (%) 166 (53.2) 299 (56.5) 0.35

Cold ischemia time: mean � SD (h) 14.3 � 6.8 14.4 � 6.8 0.90

Dialysis duration: median (P25–P75) (m) 24 (12–41.8) 23 (11.5–38) 0.24

Primary nephropathy: n

Glomerulopathy 95 177 0.34

Nephroangiosclerosis/hypertension 25 29

Polycystic kidney disease 49 107

Diabetic 28 34

Chronic interstitial nephropathy 30 50

Congenital/hereditary 48 84

Uncertain 22 27

Other 16 23

Steroids at 6 m (yes): n (%) 276 (92.3) 488 (92.1) 0.91

Tacrolimus/cyclosporin: n 251/62 390/141 0.03

Induction therapy: n (%) 95 (30.4) 130 (24.5) 0.06

HLA-A MM (0/1/2): n 37/175/98 94/285/146 0.06

HLA-B MM (0/1/2): n 38/162/110 67/286/172 0.72

HLA-DR MM (0/1/2): n 83/166/61 203/273/48 <0.0001
HLA B+DR MM: mean � SD 2.2 � 1.0 1.9 � 0.9 0.0002

HLA A+B+DR MM: mean � SD 3.4 � 1.3 3.00 � 1.3 0.0001

MM, mismatch; SD, standard deviation.

Table 3: Replicated SNPs: corresponding MAF in the discovery cohort and univariate analysis in the replication cohort

SNP Discovery cohort Replication cohort

Chr SNP Position

Minor

allele

MAF in

cases

MAF in

CTRLS

Delta

MAF

MAF in

cases

MAF in

CTRLS

Delta

MAF OR 95% CI p* p**

5 rs182190 70840233 A 0.41 0.56 �0.15 0.43 0.44 �0.02 0.94 0.77–1.14 0.333 0.868

5 rs277978 70926559 G 0.45 0.54 �0.09 0.42 0.44 �0.02 0.92 0.76–1.13 0.153 0.564

5 rs2416500 117376303 G 0.36 0.2 0.16 0.19 0.25 �0.05 0.73 0.57–0.93 0.007 0.033

5 rs10079827 117424611 C 0.41 0.27 0.14 0.23 0.26 �0.02 0.88 0.69–1.11 0.163 0.589

5 rs6859254 117438003 G 0.34 0.22 0.12 0.19 0.24 �0.04 0.77 0.60–0.98 0.017 0.081

11 rs10765602 93048165 G 0.36 0.26 0.1 0.35 0.29 0.06 1.32 1.07–1.63 0.007 0.036

11 rs200848508 93082760 G 0.49 0.6 �0.11 0.47 0.49 �0.03 0.90 0.74–1.10 0.144 0.541

11 rs3020071 93105965 G 0.42 0.52 �0.1 0.45 0.47 �0.02 0.91 0.75–1.12 0.262 0.781

12 rs1461039 15577935 C 0.44 0.55 �0.11 0.43 0.47 �0.04 0.90 0.74–1.10 0.073 0.316

12 rs10846175 15584624 G 0.51 0.3 0.21 0.36 0.30 0.06 0.85 0.69–1.03 0.007 0.037

12 rs7976329 15602639 C 0.49 0.31 0.18 0.37 0.30 0.06 1.30 1.06–1.61 0.004 0.020

14 rs1952836 28576698 A 0.28 0.16 0.12 0.27 0.28 0.00 1.33 1.08–1.63 0.500 0.969

14 rs1191395 28693834 G 0.63 0.47 0.16 0.46 0.47 �0.02 0.99 0.80–1.25 0.184 0.639

14 rs942630 28702660 A 0.56 0.43 0.13 0.46 0.47 �0.02 0.93 0.77–1.15 0.333 0.868

Chr, chromosome; CI, confidence interval; CTRLS, controls; MAF, minor allelic frequency; OR, odds ratio; SNP, single nucleotide poly-

morphism.

*p-value after permutation (to control for potential stratification for the two subcohorts Leuven and Prague).

**p-value after Sidak correction (for five loci).
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and rs7976329 in cases and controls is reported in

Table S3.

We then performed a genotype-based association test of

the two corresponding regions jointly using a multivariate

logistic regression analysis including donor age, type of

CNI, administration of induction therapy or not, and num-

ber of HLA-DR mismatches as covariates. We only

included one SNP per locus in these analyses because of

the high LD between the SNP pair mapping to the same

locus. Both rs10765602 (p = 0.02) and rs7976329

(p = 0.01) remained significant independent risk factors

of TCMR. Genotype-specific OR suggested a recessive

effect of the risk allele for the chr11 locus, and a domi-

nant effect of the risk allele for the chr12 locus (Table 4).

SNP rs10765602 is located upstream CCDC67 (coiled-coil

domain containing 67) alias DEUP1, a gene involved in

centriole biogenesis in multiciliated cells (9).

Variants rs10846175 and rs7976329 are in strong LD

(r2 = 0.93) and lie in the first intron of the PTPRO gene-

encoding protein tyrosine phosphatase receptor type O.

PTPRO alias Glomerular Epithelial Protein-1 (GLEPP1) has

two major isoforms. The PTPRO-FL (full-length form) is a

receptor-type protein tyrosine phosphatase expressed at

the apical membrane of the podocyte foot processes.

Rare, highly penetrant mutations cause a Mendelian

glomerulopathy characterized by a steroid-resistant child-

hood-onset nephrotic syndrome (10). PTPRO-T (truncated

isoform) is encoded by an alternatively spliced form of

PTPRO initially found to be expressed in na€ıve quiescent

B cells and memory B cells (11). PTPRO regulates both

the amplitude and timing of tyrosine phosphorylation-

based B cell receptor (BCR) signaling events and modu-

lates protein tyrosine kinase-mediated cellular response.

Both Lyn kinase and ZAP-70 tyrosine kinases are sub-

strates of PTPRO-T (12,13).

Discussion

We here report what is to our knowledge the first GWAS

of acute rejection in vast numbers of kidney transplant

recipients.

In a discovery cohort comparing TCMR and non-TCMR

graft recipients, we identified five candidate loci tagged by

a number (more than five) of contiguous SNPs that was

never observed by iterative in silico permutations of our

experimental data, indicating strong enrichment for true

positive signals. In an independent replication cohort, we

confirmed the association with two loci. These loci

remained independent risk factors in a multivariate analy-

sis integrating significant clinical risk factors. The OR asso-

ciated with these SNPs was modest, except for

rs10765602 where the GG genotype increased the risk of

acute rejection by nearly twofold.

The number of renal graft recipient patients is limited

and recruiting large cohorts is notoriously difficult. We

were hence impelled to include in our replication cohort

patients who did not receive induction therapy. This

choice may have caused loss of association power in our

replication study.

Variants rs10846175 and rs7976329 lie in the first intron

of the PTPRO gene. PTPRO would have been an excel-

lent a priori candidate gene for acute renal graft rejection

as this gene might modulate alloreactivity through regula-

tion of TCR and BCR signaling and regulation of cytokine

production. PTPRO plays several roles at the immune

synapse. PTPRO substrate ZAP-70 is directly involved in

TCR signaling and promotes TCR degradation by inducing

receptor ubiquitination and targeting to lysosomes

(13,14). PTPRO or ZAP-70 defects cause immune defi-

ciency. ZAP-70-deficient patients have no functional T

cells in their peripheral blood and suffer a severe com-

bined immunodeficiency (15). Induced fulminant hepatitis

in PTPRO-knockout (KO) mice showed that PTPRO defi-

ciency led to inflammation attenuation and to a signifi-

cant decrease in cytokine secretion by both T and natural

killer cells leading to a marked impairment of NF-jB acti-

vation (16). The association between PTPRO SNPs and

acute rejection was not tighter in the subgroup of

patients with a glomerulopathy, excluding the potential

association with acute rejection due to stratification only.

Unexpectedly, we found an association of acute TCMR

with ciliary gene CCDC67 alias DEUP1 (9). Although the

GWAS methodology does not demonstrate that the

Table 4: Multivariate logistic regression analysis (n = 829/

cases = 309)

Variable OR 95% CI p

Donor age (increase per year) 1.02 1.01–1.03 0.002

Calcineurin inhibitor

Tacrolimus 1

Cyclosporin 0.70 0.5–1.00 0.05

Induction

No induction 1

Induction 1.37 0.99–1.91 0.06

HLA-DR MM (n)

0 1

1 1.38 0.99–1.92
2 2.88 1.80–4.60 0.0001

rs10765602 (genotype)

TT 1

GT 1.07 0.79–1.47
GG 1.98 1.21–3.25 0.02

rs7976329 (genotype)

TT 1

CT 1.59 1.16–2.17
CC 1.61 0.96–2.70 0.01

CI, confidence interval; MM, mismatch; OR, odds ratio.
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genes at, or near, the associated SNPs are the cause of

the association, it allows for a reasonable hypothesis.

Lines of evidence indicate tight similarities between the

primary cilium and the immune synapse. Indeed, there are

important architectural similarities, shared signaling plat-

forms, and common pathways for the two structures, sup-

porting the idea that the immune synapse is derived from

the primary cilium (14,17). The CCDC67 locus association

is unlikely to result from stratification of our cohorts for

patients whose primary nephropathy was a known or even

an unrecognized ciliopathy as there were no imbalances

between groups regarding the proportion of glomeru-

lopathies, tubulopathies, or naturally, recognized primary

cilium-related nephropathies (polycystic kidney disease,

nephronophthisis, and Bardet-Biedl syndrome) (18).

We have to acknowledge several limitations of our study.

The DNA pooling approach is not as accurate as individ-

ual genotyping. However, genotyping using pooled DNA

samples allows measurement of allele frequencies at

affordable costs and we applied a stringent methodology

that minimizes errors (19–21). First, we pooled high-

quality DNAs with strict quantification in order to ensure

that each individual DNA was represented in the same

equimolar amount. Second, we obtained a good correla-

tion between B allele frequency estimates by arrays and

true B allele frequency calculated by Taqman individual

genotyping (r2 > 0.98), similar to previous reports. Third,

we minimized pipetting variability by constructing tripli-

cates and batch (array) variability by constructing dupli-

cates. Fourth, in order to reduce the chance of false

positive results, we ranked SNPs based on B allele fre-

quency differences and we excluded SNPs with a vari-

ance above 0.001. Finally, we considered for replication

only loci with 6 or 7 contiguous SNPs, a significant num-

ber that was never observed by chance alone after 100

in silico permutations of our experimental data, minimiz-

ing the risks of false positive results.

We studied TCMR instead of a more fixed phenotype

such as long-term graft failure. Indeed, TCMR, which is

associated with poorer long-term graft outcome, is closely

related to immune causes, whereas graft failure is related

to immune as well as nonimmune processes. Likewise,

we did not include pure antibody-mediated acute rejection,

which is associated with heterogeneous immunological

risk factors and involves different pathways, likely to be

associated with different genetic risk factors (22). The tim-

ing (TCMR within the first year) is well justified by the fact

that most TCMRs occur during the first 3 months, while

late acute rejection episodes (after 1 year) are often the

consequences of nonadherence.

Some heterogeneity in immunosuppression must be

acknowledged, due to the differences in immunosup-

pression protocols in the centers. First, regarding tacroli-

mus, the proportion of patients is higher in the

replication cohort. This difference might be related to a

lower use of induction therapy (100% in the discovery

cohort vs. 27% in the replication cohort). The use of tacro-

limus (instead of cyclosporine) is likely due to an effort to

balance the absence of induction, in order to minimize the

risk of acute rejection. Second, regarding steroids, part of

the difference is also likely to be due to centers’ practices,

with more centers in the discovery cohorts discontinuing

steroids at 6 months if no rejection had occurred since

transplantation. Along the same line, we must also

acknowledge the slight differences with regard to cold

ischemia time and dialysis duration. The higher number of

HLA MM in controls (discovery cohort) is intentional and

related to the selection of hypercontrols. Hypercontrols

are control individuals from the lower extremity of the rele-

vant trait distribution and a study design using hypercon-

trols is a powerful approach in GWAS focusing on one

disease (23). Among controls, we have selected recipients

with highest number of HLA MM, at theoretically higher

risk of acute rejection, in order to maximize the chance to

find at-risk variants. Conversely, in the replication cohort,

there was a higher number of HLA MM in cases, because

we did not select for hypercontrols.

These differences are unlikely to bias our results. The

fact that rs10765602 and rs7976329 were significant in

both cohorts and remained independent risk factors in

the multivariate analysis (Table 4) strongly supports a

causal risk independently of other factors.

Studies in renal transplantation are notoriously limited in

the number of available patients with sufficient homo-

geneity, as opposed to frequent complex traits such as

diabetes or hypertension. The present GWAS was there-

fore not powered to detect frequent alleles conferring a

low risk of acute rejection, or low frequency or rare alle-

les (MAF<0.005). In addition, true associations might

have been missed by the exclusion of SNPs, using the

stringent quality filters set in our discovery cohort.

In conclusion, the present GWAS addressed the impor-

tant scientific issue of the genomic basis for immune

rejection of the allograft and provides strong evidence for

PTPRO, a lymphocyte receptor-type tyrosine kinase gene

and CCDC67, a ciliary gene, being involved in the acute

rejection of renal transplants. These novel genes may

help in understanding the molecular pathways involved in

acute rejection, which may in turn lead to the develop-

ment of novel antirejection approaches. Furthermore,

novel genetic biomarkers that reflect individual suscepti-

bilities to graft rejection could provide the rationale for

customized immunosuppression by allowing the pre-graft

identification of low- and high-risk patients.

Acknowledgments

Ond�rej Viklick�y received Grants from Czech Ministry of Health and

Frame Programs of the European Union: 15-26865A, NT14102-3/2013,

208 American Journal of Transplantation 2017; 17: 201–209

Ghisdal et al



NT11227-5/2010, and Bio-DrIM (EU FP7 program). Lidia Ghisdal received

the Astellas European Foundation Transplantation Grant in 2009 and

research Grants from Erasme Fund (Universit�e Libre de Bruxelles) for

years 2009–2010 and 2010–2011, for this work. Marc Abramowicz was

supported by the Transdisciplinary grant of the Erasme Fund and by the

Fund for Scientific Medical Research, Belgium (Fonds de la Recherche

Scientifique M�edicale, FRSM) of the National Fund for Scientific Research

FRS-FNRS, grant T.0174.15, and by the Fund for Scientific Medical

Research, Belgium (Fonds de la Recherche Scientifique M�edicale,

FRSM). Elisa Docampo is supported by a Marie Curie Intraeuropean Fel-

lowship (IEF). We thank Brigitte Borre and Nicole Lietard for data collec-

tion. We thank Michaela Prokopova for her invaluable secretarial

assistance.

Disclosure

The authors of this manuscript have no conflicts of inter-

est to disclose as described by the American Journal of

Transplantation.

References

1. Wissing KM, Fomegne G, Broeders N, et al. HLA mismatches

remain risk factors for acute kidney allograft rejection in patients

receiving quadruple immunosuppression with anti-interleukin-2

receptor antibodies. Transplantation 2008; 85: 411–416.
2. Ekberg H, Tedesco-Silva H, Demirbas A, et al. Reduced expo-

sure to calcineurin inhibitors in renal transplantation. N Engl J

Med 2007; 357: 2562–2575.
3. Goldfarb-Rumyantzev AS, Naiman N. Genetic predictors of acute

renal transplant rejection. Nephrol Dial Transplant 2010; 25:

1039–1047.
4. Goldfarb-Rumyantzev AS, Shihab F, Emerson L, et al. A popula-

tion-based assessment of the familial component of acute kid-

ney allograft rejection. Nephrol Dial Transplant 2009; 24: 2575–
2583.

5. Solez K, Colvin RB, Racusen LC, et al. Banff 07 classification of

renal allograft pathology: Updates and future directions. Am J

Transplant 2008; 8: 753–760.
6. Skol AD, Scott LJ, Abecasis GR, Boehnke M. Joint analysis is

more efficient than replication-based analysis for two-stage gen-

ome-wide association studies. Nat Genet 2006; 38: 209–213.
7. Risch N, Merikangas K. The future of genetic studies of complex

human diseases. Science 1996; 273: 1516–1517.
8. Purcell S, Neale B, Todd-Brown K, et al. PLINK: A tool set for

whole-genome association and population-based linkage analy-

ses. Am J Hum Genet 2007; 81: 559–575.
9. Zhao H, Zhu L, Zhu Y, et al. The Cep63 paralogue Deup1

enables massive de novo centriole biogenesis for vertebrate

multiciliogenesis. Nat Cell Biol 2013; 15: 1434–1444.
10. Ozaltin F, Ibsirlioglu T, Taskiran EZ, et al. Disruption of PTPRO

causes childhood-onset nephrotic syndrome. Am J Hum Genet

2011; 89: 139–147.
11. Aguiar RC, Yakushijin Y, Kharbanda S, Tiwari S, Freeman GJ,

Shipp MA. PTPROt: An alternatively spliced and developmentally

regulated B-lymphoid phosphatase that promotes G0/G1 arrest.

Blood 1999; 94: 2403–2413.
12. Chen L, Juszczynski P, Takeyama K, Aguiar RC, Shipp MA. Pro-

tein tyrosine phosphatase receptor-type O truncated (PTPROt)

regulates SYK phosphorylation, proximal B-cell-receptor signal-

ing, and cellular proliferation. Blood 2006; 108: 3428–3433.
13. Motiwala T, Datta J, Kutay H, Roy S, Jacob ST. Lyn kinase and

ZAP70 are substrates of PTPROt in B-cells: Lyn inactivation by

PTPROt sensitizes leukemia cells to VEGF-R inhibitor pazopanib.

J Cell Biochem 2010; 110: 846–856.
14. Finetti F, Paccani SR, Rosenbaum J, Baldari CT. Intraflagellar

transport: A new player at the immune synapse. Trends Immu-

nol 2011; 32: 139–145.
15. Chan AC, Kadlecek TA, Elder ME, et al. ZAP-70 deficiency in an

autosomal recessive form of severe combined immunodefi-

ciency. Science 1994; 264: 1599–1601.
16. Jiang R, Chen D, Hou J, et al. Survival and inflammation promo-

tion effect of PTPRO in fulminant hepatitis is associated with

NF-kappaB activation. J Immunol 2014; 193: 5161–5170.
17. de la Roche M, Ritter AT, Angus KL, et al. Hedgehog signaling

controls T cell killing at the immunological synapse. Science

2013; 342: 1247–1250.
18. Tran PV. Dysfunction of intraflagellar transport proteins beyond

the primary cilium. J Am Soc Nephrol 2014; 25: 2385–2386.
19. Macgregor S, Zhao ZZ, Henders A, Nicholas MG, Montgomery

GW, Visscher PM. Highly cost-efficient genome-wide associa-

tion studies using DNA pools and dense SNP arrays. Nucleic

Acids Res 2008; 36: e35.

20. Pearson JV, Huentelman MJ, Halperin RF, et al. Identification of

the genetic basis for complex disorders by use of pooling-based

genomewide single-nucleotide-polymorphism association stud-

ies. Am J Hum Genet 2007; 80: 126–139.
21. Bosse Y, Bacot F, Montpetit A, et al. Identification of suscepti-

bility genes for complex diseases using pooling-based genome-

wide association scans. Hum Genet 2009; 125: 305–318.
22. Noel C, Abramowicz D, Durand D, et al. Daclizumab versus

antithymocyte globulin in high-immunological-risk renal trans-

plant recipients. J Am Soc Nephrol 2009; 20: 1385–1392.
23. Wellcome Trust Case Control Consortium. Genome-wide associ-

ation study of 14 000 cases of seven common diseases and

3000 shared controls. Nature 2007; 447: 661–678.

Supporting Information

Additional Supporting Information may be found in the

online version of this article.

Table S1: MAF correlation between individual genotyp-

ing and pools (array).

Table S2: Clusters of SNPs: real array data and in silico

permutation (100X) data in three sliding windows.

Table S3: Genotype distribution of rs10765602 and

rs7976329.

American Journal of Transplantation 2017; 17: 201–209 209

Genome-Wide Association Study of Rejection





79	 	

ANNEXE IV - lettre à l'éditeur dans l'American Journal 

of Transplantation 

 
Article:	Reply	to	Hernandez	et	al.	-	GWAS	of	acute	renal	graft	rejection.	
	
Type:	article	original	
	
Auteur.e.s:	Massart	A,	Ghisdal	L,	Viklicky	O,	Naesens	M,	Abramowicz	M,	Abramowicz	D.		
	
Référence:	Am	J	Transplant.	2018	Aug;18(8):2098-2099.	





2098  |   amjtransplant.com Am J Transplant. 2018;18:2098–2099.© 2018 The American Society of Transplantation 
and the American Society of Transplant Surgeons

 

DOI: 10.1111/ajt.14877

L E T T E R  T O  T H E  E D I T O R

Reply to Hernandez et al. -  GWAS of acute renal graft rejection
To the Editor:

Hernandez et al recently reported on several large genome- 
wide association studies (GWAS) in kidney transplantation.1 
In particular, they investigated the effect of either donor sin-
gle nucleotide polymorphisms (SNPs), recipient SNPs, or com-
bined donor- recipient SNPs on graft survival and acute rejection. 
Despite impressive patient numbers, no SNP signal emerged. The 
authors concluded that “both phenotype heterogeneity and sam-
ple size may have contributed.” We sought to understand the lack 
of genetic association with graft rejection, considering our recent 
findings.2

In a recipient- GWAS published in 2016, we were able to identify 
and validate the association of 2 genetic loci (CCDC67 and PTPRO) 
with biopsy- proven T cell–mediated rejection (TCMR)2 in 2 indepen-
dent European cohorts. However, Hernandez and colleagues did not 
retrieve our SNPs, nor did they discover other SNPs in larger cohorts 
of the same origin. We looked at study design elements that may 
have been decisive in obtaining our positive results (see Table 1).

First, we concentrated our efforts on building a discovery 
cohort of cases with very low immunological risk. Kidney graft– 
rejecting cases were all European adults (>18 years of age), not or 
minimally sensitized, transplanted with a first kidney allograft under 

TABLE  1 Comparison of the eligibility criteria of the 2 largest recipient- GWAS studies relative to acute rejection published to date

Ghisdal et al Hernandez et al

Discovery: n = 275 cases vs 503 hypercontrols (from 4127 
single recipients from France and Belgium); 
Replication: n = 313 cases vs 531 controls (from 2765 single 
recipients from Belgium and Czech Republic) 

Discovery: n = 441 cases vs 941 controls  
(from 2689 single recipients from United Kingdom and Ireland); 
Replication: n = 575 cases vs 2573 controls  
(from 5866 single recipients from Germany)

European adults > 18 y European patients >16 y

First renal transplantation Any rank renal transplantation

Isolated kidney transplantation only Double and combined transplantations allowed

All donors Deceased donors only

Follow- up >1 y (or earlier loss from rejection) Graft survival time >3 mo

Treatment

1. Induction (antilymphocyte serum or anti- IL2 receptor 
antagonist)c

No specific requirement

2. CNI therapy at baseline

Immunization

Absence of anti- HLA antibodies by Luminex or PRA of 
maximum 5%

No specific requirement

Cases

≥1 first- year biopsy proven T cell–mediated rejection (Banff 
criteria)a

≥1 first- year rejection (clinician reported treated rejection) 

Controls

Recorded as not having acute or a chronic rejection (first 
year)

Recorded as not having an acute rejection (first year) 

1. Stable functionb No further specific requirement

2. Center- matching (2 center controls/case)

3. Exclusion of patients older than 55 y receiving 
antilymphocyte serum

4. Hypercontrols who did not reject despite a less 
favorable HLA matchb c

CNI, calcineurin inhibitor; PRA, panel reactive antibody.
aExclusion of untreated borderline rejections, unexpected histological findings, pure antibody- mediated rejections.
bDefined with formal criteria, as detailed in the original publication.
cNot required for the replication cohort.
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a calcineurin inhibitors- based immunosuppressive regimen includ-
ing induction. In parallel, we carefully selected nonrejecting controls 
based on a high risk of rejection (hypercontrols): poorly HLA- matched 
recipients were preferentially included, whereas low- risk older pa-
tients treated with anti- lymphocyte serum were excluded. Doing this, 
we assumed that the genetic contrast between groups was enhanced.

Second, we ensured that phenotypes were correct and precise. 
Rejection was of TCMR type and histologically proven. We agree with 
Hernandez et al that the phenotypic heterogeneity they allowed in their 
study (cellular and humoral rejections were not distinguished, biopsy 
was not required, and combined transplantations were accepted) may 
have diluted a true genetic association with TCMR in kidney recipients.

In the absence of significant results in their discovery cohort, 
Hernandez et al specifically tested 139 SNPs selected from their top 
candidates or from the literature. Strangely, although they did inves-
tigate various non–genome- wide and/or non- replicated associations, 
they omitted to investigate the sole associations ever validated in the 
context of recipient- GWAS pertaining to acute rejection (our study).2 
Although a negative result might have been related to disparate study 
designs, a further confirmation of our findings would have been of 
the highest interest for the transplant community and patients.

Finally, the absence of donor- recipient SNP genotype interaction 
influencing acute rejection in this study echoes with a recent ob-
servation by Mesnard et al.3 By the calculation of a genetic score 
based on the sum of non- HLA donor- recipient mismatches among 
transmembrane proteins, these authors noticed that many genetic 
variants composing the score were actually rare alleles, which are 
not captured in SNP- array–based GWAS. Together, the works of 
Hernandez and Mesnard call for sequencing- based studies that can 
detect both common and rare variants for deciphering non- HLA 
donor- recipient interactions.

These negative results should not discourage further investiga-
tions in transplant genetics; novel findings may come from deep phe-
notyping of patients coupled with whole- genome sequencing.
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3.2  Etude cas-témoin des déterminants génétiques de la tolérance opéra-

tionnelle en transplantation rénale par séquençage d'exomes 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Nous	présentons	 ici	 les	résultats	de	 l'analyse	cas-témoin	ayant	comparé	 les	séquences	

exoniques	de	40	patients	tolérants	à	celles	de	plus	de	200	contrôles	à	l'aide	du	Sequence	

Kernel	Association	Test	ou	SKAT	(présenté	dans	la	section	2.4.2	page	67),	soit,	successive-

ment:	 la	 filtration	 des	 variants	 issus	 du	 séquençage	 selon	 notre	 hypothèse	 de	 travail	

(3.2.2);	l'analyse	en	composantes	principales	de	plus	de	80.000	variants	retrouvés	chez	

au	moins	un	cas	ou	un	contrôle	(3.2.3);	Le	test	d'association	par	l'analyse	SKAT	optimisée	

d'abord	appliqué	aux	gènes	et	ensuite	à	chaque	variant	(3.2.4);	ensuite	les	limites	de	ces	

analyses	(3.2.5).	Pour	terminer,	nous	suggérons	quelques	améliorations	possibles	(3.2.6).	

	

	

 Filtration	des	variants	

La	filtration	des	variants	s'est	déroulée	selon	les	principes	exposés	plus	haut	(voir	métho-

dologie,	section	2.3.4	page	66)	et	a	abouti	à	circonscrire	un	set	de	données	comprenant	

84.643	variants,	eux-mêmes	répartis	dans	16.343	gènes,	pour	analyse	ultérieure		(illus-

tration	en	Figure	7).	

	

	

 Analyse	en	composantes	principales	de	l'ensemble	des	variants		

Afin	d'exclure	 les	patients	dont	 les	variants	 seraient	 trop	souvent	étrangers	à	 ceux	du	

reste	de	la	cohorte	(en	raison	d'un	ethnicité	trop	éloignée)	et	qui	dès	lors	pourraient	en-

trainer	des	biais	par	 stratification,	nous	 avons	procédé	à	une	analyse	en	 composantes	

principales.	Cinq	contrôles	furent	ainsi	exclus.	La	Figure	8	montre	l'analyse	en	compo-

santes	principales	des	variants	des	204	contrôles	restants	et	des	40	contrôles.	Deux	pa-

tients	tolérants	s'écartent	encore	du	groupe,	sans	doute	en	raison	de	leur	ethnicité	plus	

éloignée.	Ils	n'ont	cependant	pas	été	écartés	en	raison	de	la	rareté	des	patients	tolérants.		
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Figure	7	-	Filtration	informatique	des	variants.		

	

	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
	
Légende:	le	nombre	de	variants	est	représenté	à	chaque	étape. VCF:	tous	les	variants	disponibles	dans	les	2	
groupes	à	l'issue	de	l'appel	des	variants;	Pass-filter:	à	l'issue	de	l'application	du	filtre-Pass;	Common	bedfiles:	
à	l'issue	de	la	restriction	aux	régions	exoniques	couvertes	par	les	deux	kits	de	capture;	Coding:	à	l'issue	de	
la	restriction	aux	variants	codants;	Moderately	/	highly	impacting:	à	 l'issue	de	la	restriction	aux	variants	
ayant	un	impact	modéré	à	élevé	sur	la	fonction	de	la	protéine.		

	
	
	
Figure	8	-	Analyse	en	composantes	principales	de	l'ensemble	des	variants	(n=84.643)	

	
	

a 	 b 	
	

	
Légende:	chaque	point	représente	un	patient	et	ceux-ci	sont	distribués	en	fonction	des	deux	premières	com-

posantes	principales.	(a)	Plateforme	de	séquençage	A:	les	patients	tolérants	sont	en	orange;	plateforme	de	

séquençage	B:	les	patients	tolérants	sont	en	vert	et	les	contrôles	en	bleu	ou	en	rose	selon	leur	centre	d’ori-

gine.	(b)	Les	cas	et	 les	contrôles	sont	mis	en	couleur	en	fonction	de	leur	ethnicité	déclarée:	européenne	

(verte),	turque	(jaune)	ou	maghrébine	(mauve).	
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 Analyses	par	SKAT	à	l'échelle	des	gènes	et	des	variants	

Pour	chaque	gène	d'abord	puis	pour	chaque	variant	ensuite,	un	test	SKAT	a	comparé	la	

distribution	des	variants	dans	le	groupe	entier	des	patients	tolérants	et	le	groupe	entier	

des	contrôles.	L'ensemble	du	processus	est	illustré	en	Figure	9.	

	

	

Figure	9	-	Organigramme	de	l'étude	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

	

Note:	Les	contrôles	in-house	ont	été	sélectionnés	sur	base	de	l’absence	de	pathologie	rénale	connue	et	de	
leur	homogénéité	au	cours	d’une	analyse	en	composantes	principales		
	

	

Cases%
40#opera)onally#tolerant#pa)ents#

Controls%
204#in#house#controls#

Op-mal%unified%Sequence%Kernel%Associa-on%Test%(SKAT:O)%
•  False%discovery%rate%of%5%#
•  per#gene#collapsing#analysis#
•  per#variant#analysis#

Whole%exome%sequencing%and%individual%variant%calling%

Dataset%of%457.346%variants%

Variant%filtering%per%quality%and%hypothesis%
•  Variants#that#pass#the#sequencer#quality#filter#(PASS)#
•  Regions#present#at#the#intersec)on#of#each#exome#capture#kits#
•  Coding#variants#
•  HighlyF#or#moderatelyF#damaging#variants#(non#synonymous#missense#/#
STOP#codon#/#frameshiJ)#

Dataset%of%84.643%variants%
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Réaliser	une	analyse	de	type	SKAT	revient	à	comparer	les	variances	statistiques	de	deux	

distributions	de	variants	chez	les	cas	et	les	contrôles.	Les	variants	peuvent	être	distribués	

selon	différents	critères	au	choix	de	l'investigateur;	dans	le	cas	présent	nous	avons	choisi	

la	fréquence	allélique	comme	variable	indépendante.		

	

Analyse	SKAT	à	l'échelle	des	gènes	

Ici	on	compare	la	distribution	des	variants	d'un	même	gène	chez	les	cas	et	les	contrôles1.	

Un	test	SKAT	est	réalisé	pour	chaque	gène	étudié.	Tous	les	variants	d'un	gène	sont	donc	

considérés	de	manière	équivalente	et	 supposés	a	priori	 délétères	pour	 sa	 fonction.	En	

d'autres	termes,	on	cherche	à	capturer	une	hérédité	monogénique	qui	reposerait	sur	dif-

férents	variants	du	même	gène	selon	les	patients.	Aussi,	en	réalisant	une	analyse	compo-

site	(on	dirait	collapsing	en	anglais),	on	réduit	le	nombre	de	tests	statistiques	effectués,	ce	

qui	permet	d'améliorer	la	puissance	globale	de	l'essai	(Figure	10).	

	

	

Figure	10	-	Comparaison	gène-par-gène	des	patients	tolérants	et	des	contrôles.		

	

	
	

	
1	Ainsi,	plutôt	que	de	comparer	la	distribution	du	variant	v	du	gène	ABC	au	sein	des	n	cas	à	la	distribution	du	même	
variant	v	au	sein	des	m	contrôles,	on	peut	choisir	d'analyser	la	distribution	de	tous	les	variants	v,	w,	x,	y,	z,	...	retrouvés	
au	sein	du	gène	ABC	chez	les	n	cas	versus	m	contrôles.		
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Légende:	les	exomes	de	40	patients	tolérants	ont	été	comparés	à	ceux	de	204	contrôles.	La	comparaison	a	

porté	sur	les	variants	d’impact	modéré	à	élevé,	regroupés	par	gène,	et	a	été	réalisée	à	l’aide	d’un	test	SKAT-
O	ajusté	pour	les	petits	échantillons.		

La	probabilité	de	l’hypothèse	nulle,	p	(en	ordonnée)	est	représentée	sous	2	formes:		
(a)	diagramme	quantile-quantile.	Chaque	point	représente	un	gène.	Les	valeurs	attendues	de	p	en	l’absence	
d’effet	du	génotype	sont	données	en	abscisse.	La	droite	rouge	représente	l’égalité	entre	les	observations	et	

les	prédictions.	Il	n'y	a	pas	de	correction	pour	hypothèses	multiples	sur	ce	schéma.		

(b)	Diagramme	de	Manhattan.	Chaque	point	représente	un	gène.	Les	valeurs		de	p	sont	données	en	ordonnée	
après	correction	de	type	FDR	à	5%,	tandis	que	l'abscisse	indique	les	positions	chromosomiques	de	chaque	
gène	ordonnées	du	chromosome	1	au	22.	La	ligne	horizontale	en	pointillés	à	hauteur	1.3	(-	log10	(0.05))	

représente	la	démarcation	entre	les	résultats	significatifs	(en	haut)	et	les	autres	(en	bas).	

	

	

A	l'issue	de	cette	première	analyse,	3	gènes	ont	franchi	le	seuil	de	signification	statistique.		

Cependant,	compte-tenu	que	des	effets	de	lot	sont	à	craindre	en	raison	des	2	séquenceurs	

utilisés,		nous	avons	vérifié	à	l'aide	d'un	nouveau	test	SKAT	que	ces	gènes	ne	ségréguaient	

pas	significativement	avec	 le	séquenceur.	 Il	s'agissait	donc	de	réaliser	un	nouveau	test	

SKAT	dont	le	critère	d'évaluation	principal	n'était	plus	le	phénotype	(cas	/	contrôle)	mais	

bien	le	séquenceur.	Il	ressort	de	cette	analyse	(Figure	11)	qu'aucun	des	gènes	candidats	

mis	en	évidence	à	ce	stade	ne	discrimine	exclusivement	le	phénotype	des	patients.		

	

	 	

b. 
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Figure	11	-	Evaluation	de	la	capacité	de	chaque	gène	à	prédire	le	phénotype	indépen-

damment	du	séquenceur	utilisé,	au	travers	d'analyses	SKAT-O	croisées.	

	

	

	

Légende:	les	exomes	de	40	patients	tolérants	ont	été	comparés	à	ceux	de	204	contrôles.	La	comparaison	a	

porté	sur	les	variants	d’impact	modéré	à	élevé,	regroupés	par	gène,	et	a	été	réalisée	à	l’aide	d’un	test	SKAT-
O	ajusté	pour	les	petits	échantillons.		Chaque	point	représente	un	gène.	En	abscisse,	on	lit	les	valeurs	de	FDR	
établies	par	un	SKAT	visant	à	déterminer	l'impact	du	génotype	sur	le	phénotype;	en	ordonnée,	on	lit	 les	
valeurs	de	p	établies	par	un	SKAT	visant	à	déterminer	"l'impact	du	génotype	sur	le	séquenceur".		Les	lignes	
en	pointillés	représentent	les	démarcations	entre	les	résultats	significatifs	et	les	autres.		Les	gènes	pressen-

tis	comme	ayant	un	impact	réel	sur	le	phénotype	des	patients	sont	attendus	dans	le	quadrant	inférieur	droit	

de	ce	tableau.	La	présence	de	gènes	dans	le	quadrant	supérieur	droit	(les	3	gènes	retrouvés	à	l'étape	anté-

rieure)	suggère	des	résultats	faussement	positifs.	

	

	

Le	caractère	artéfactuel	des	3	gènes	identifiés	initialement	a	été	confirmé	par	l'examen	de	

la	distribution	des	génotypes	dans	chaque	groupe	(Tableau	6).	On	constate	que	la	répar-

tition	des	génotypes2	des	variants	ayant	contribué	à	générer	le	signal	statistique	diffèrent	

bel	et	bien	entre	les	contrôles	et	les	cas	séquencés	sur	le	séquenceur	A	mais	plus	lorsque	

que	les	contrôles	sont	comparés	aux	cas	séquencés	sur	le	séquenceur	B.	

	

	
	
2	Soit	la	proportion	des	nullizygotes,	hétérozygotes	et	homozygotes	



87	 	

Tableau	6	-	Distribution	des	génotypes	par	groupe	de	patients	concernant	les	3	gènes	

mis	en	évidence	par	le	test	SKAT	à	l'échelle	des	gènes.	

	

FDR	 Variants	

par	gène	

Cas	TOMOGRAM		

(séquenceur	B)	

Cas	nantais	

(séquenceur	A)	

Contrôles	

	 	 .	 0/1	 1/1	 .	 0/1	 1/1	 .	 0/1	 1/1	

1.5x109	 2	 18	 5	 13	 35	 1	 4	 206	 33	 175	

2.8x104	 2	 6	 16	 14	 22	 6	 12	 42	 200	 172	

6.6x103	 4	 72	 0	 0	 70	 10	 0	 825	 3	 0	

	

Légende:	"1/1"	désigne	les	homozygotes,	"0/1"	les	hétérozygotes	et	"."		les	nullizygotes.	Les	valeurs	mar-

quées	en	gras	sont	celles	qui	nous	ont	paru	les	plus	incohérentes.	Le	séquenceur	A	désigne	le	séquenceur	

danois	de	la	compagnie	Arosab;	le	B	le	séquenceur	de	l'institut	de	bioinformatique	de	l'Université	Libre	de	

Bruxelles	et	de	la	Vrije	Universiteit	Brussel	(IB2,	IBsquare,	anciennement	appelé	Bigre).	
	

	

En	l'absence	de	résultats	probants,	nous	avons	choisi	de	répéter	nos	analyses	avec	des	

patients	exhibant	un	phénotype	plus	marqué	ou	hyper-cas	 répartis	dans	des	sous-

groupes	de	plus	en	plus	extrêmes	(n=26,	19	et	9:	voir	section	2.2.3,	page	61).		

	

En	outre,	face	à	ces	données	hautement	suggestives	d'un	effet	de	lot	nous	avons	choisi	de	

réaliser	toutes	les	nouvelles	analyses	en	double,	en	introduisant	dans	une	analyse	sur	2,	

à	 titre	 exploratoire,	 la	 composante	 principale	 qui	 ségréguait	 le	 plus	 significative-

ment	en	fonction	du	séquenceur.		Cette	démarche	est	illustrée	en	Figure	12.	

	

Nous	avons	testé	plusieurs	configurations,	reprises	dans	le	Tableau	7.	Si	plusieurs	résul-

tats	significatifs	ont	initialement	émergé,	à	nouveau,	il	nous	a	fallu	les	écarter	à	l'issue	des	

contrôles	de	qualité	(tels	qu'exposés	en	section	2.4.4,	page	69).		

En	premier	lieu,	nous	avons	éliminé	les	gènes	qui	prédisaient	le	séquenceur	utilisé,	à	l'aide	

d'un	SKAT	modifié	dont	le	critère	d'évaluation	était	le	séquenceur	(au	lieu	du	phénotype).	

En	second	 lieu,	 les	 fichiers	BAM	des	gènes	restants	ont	été	 inspectés	afin	de	contrôler	

l'aspect	des	reads.	Lors	de	ce	processus,	nous	avons	constaté	que	les	gènes	mis	en	évi-

dence	n'étaient	pas	intégralement	couverts	chez	l'ensemble	des	cas	et	des	contrôles	gé-

nérant	par	là	même	de	faux	signaux.	In	fine,	nous	avons	considéré	que	les	gènes	que	nous	

avions	mis	en	évidence	étaient	des	artéfacts	et	devaient	être	rejetés.		
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Figure	12	-	Différenciation	des	composantes	principales	en	fonction	du	séquenceur	

	

a	

	

b	

	

	

	

Légende:		

(a)	Distribution,	à	 titre	d'exemple	de	 la	composante	principale	n°2	chez	 les	 individus	séquencés	avec	 le	

séquenceur	danois	(Aros,	à	gauche)	et	chez	les	individus	séquencés	sur	le	séquenceur	local	(ULB/VUB,	à	

droite).	Les	deux	médianes	peuvent	ensuite	être	comparées	à	l'aide	d'un	test	de		Wilcoxon-Mann-Whitney.	

(b)	Valeur	p	du	test	statistique	pour	chaque	comparaison	des	composantes	principales	de	1	à	250	selon	le	

séquenceur	utilisé.	
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Tableau	7-	Synthèse	des	analyses	SKAT	gène-par-gène	réalisées	et	des	gènes	initiale-

ment	retenus.	

	

Tolerant	group	 Rho	=0	 Rho	=1	

	 PC	1	-	3	 +	strongest	PC	 PC	1	-	3	 +	strongest	PC	

n=9	 FAAP100	 FAAP100	 0	 0		

n=19	 FAAP100	
FAAP100	

ZNF521	
EPHA8	 EPHA8	

n=26	 0	

DEFB108	

FAAP10	

RHPN2	

AP5B1	

EPHA8	

RHPN2	

		

DEFB108	

RHPN2	

		

n=40	 0	 	0	 0		 	0	

	

	

Légende:	les	tests	SKAT-O	gène-par-gène	réalisés	sont	ordonnés	selon	:	
-	le	nombre	de	patients	tolérants	inclus,	depuis	les	phénotypes	les	plus	extrêmes	(n=9)	jusqu'à	la	cohorte	

entière	sans	exclusion	(n=40),	

-	l'inclusion	ou	pas	de	la	composante	principale	la	plus	significativement	différenciée	entre	les	sujets	sé-

quencés	sur	2	séquenceurs	différents	("+	strongest	PC").	Dans	tous	les	cas	de	figure,	les	3	premières	compo-
santes	principales	ont	été	intégrées	au	modèle,	

-	la	valeur	du	coefficient	Rho:	lorsqu'on	lui	donne	la	valeur	1,	la	pondération	des	variants	rares	augmente.	

	

A	noter,	 seuls	 les	gènes	non	éliminés	préalablement	du	 fait	de	 leur	association	avec	 le	séquenceur	sont	

montrés. 
	

	

Face	à	l'absence	de	résultat	avec	le	SKAT	gène-par-gène,	nous	avons	choisi	de	procéder	à	

un	SKAT	variant-par-variant.	En	effet:	nous	pariions	sur	le	fait	que	la	fonction	d'un	même	

gène,	par	exemple	impliqué	dans	l'inflammation,	pouvait	être	altérée	par	une	multitude	

de	mutations	différentes	et	où	presque	chaque	patient	tolérant	aurait	son	propre	variant.	

Dans	ce	cas	de	figure,	il	est	utile	de	réaliser	des	analyses	à	hauteur	des	gènes	pour	gagner	

en	puissance.	En	revanche,	lorsqu'un	trait	ou	une	maladie	est	pratiquement	toujours	cau-

sée	par	le	même	variant	précis,	les	stratégies	d'agrégation	perdent	en	puissance	par	rap-

port	aux	analyses	ciblées	sur	ces	variants	 individuels.	 	 Il	convenait	dès	 lors	de	réaliser	

également	une	analyse	variant-par-variant.	Ces	résultats	sont	présentés	ci-dessous.	
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Analyse	par	SKAT	à	l'échelle	des	variants		 	

Nous	avons	dès	lors	réalisé	une	analyse	SKAT	à	l'échelle	des	variants,	c'est-à-dire	que	cha-

cun	des	84.643	variants	retenus	après	filtration	a	vu	sa	distribution	dans	le	groupe	des	

cas	comparée	à	sa	distribution	dans	le	groupe	contrôle.	Ces	résultats	initiaux	sont	mon-

trés	en	Figure	13.	

	

	

Figure	13	-	Comparaison	variant-par-variant	des	patients	tolérants	et	des	contrôles.	

	

a	

	
	

	

	

Légende:	Les	exomes	de	40	patients	tolérants	ont	été	comparés	à	ceux	de	204	contrôles.	La	comparai-

son	a	porté	sur	les	variants	d’impact	modéré	à	élevé	et	a	été	réalisée	à	l’aide	d’un	test	SKAT-O	ajusté	
pour	les	petits	échantillons.		

La	probabilité	de	l’hypothèse	nulle,	p	(en	ordonnée)	est	représentées	sous	2	formes:		
(a)	diagramme	quantile-quantile.	Chaque	point	représente	un	variant	précis.	Les	valeurs	attendues	

de	p	en	l’absence	d’effet	du	génotype	sont	données	en	abscisse.	La	droite	rouge	représente	l’égalité	
entre	les	observations	et	les	prédictions.	Il	n'y	a	pas	de	correction	pour	hypothèses	multiples	sur	ce	

schéma.		

(b)	Diagramme	de	Manhattan.	Chaque	point	représente	un	variant	précis.	Les	valeurs	de	p	sont	don-
nées	en	ordonnée	après	correction	de	type	FDR	à	5%,	tandis	que	l'abscisse	se	limite	ici	à	l'énumération	
des	variants.	La	ligne	horizontale	en	pointillés	à	hauteur	1.3	(-	log10	(0.05))	représente	la	démarca-

tion	entre	les	résultats	significatifs	(en	haut)	et	les	autres	(en	bas).	
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b	

	

	

	

Nous	 avons	 appliqué	 deux	 contrôles	 de	 qualité	 à	 l'ensemble	 des	 variants	 significatifs	

ayant	émergé	à	l'issue	du	test	SKAT	et	visibles	sur	la	Figure	13,	panneau	b.	

	

D'abord,	nous	avons	réalisé	une	nouvelle	analyse	SKAT	avec	pour	critère	de	jugement	la	

capacité	de	chaque	variant	à	prédire	 le	séquenceur	utilisé.	 	La	grande	majorité	des	va-

riants	ont	du	être	éliminés	à	cette	étape.	Ceux	restants,	au	nombre	de	34	variants	indivi-

duels	issus	de	27	gènes	différents,	sont	repris	dans	le	Tableau	8,	page	92.	

	

Ensuite,	chacun	des	variants	restants	a	été	 inspecté	dans	 les	 fichiers	BAM.	Nous	avons	

malheureusement	dû	constater	que	l'ensemble	de	ces	variants	mis	en	évidence	avaient	

été	générés	par	des	loci	couverts	de	façon	différenciée	au	séquençage	et	devient	être	in-

validés.	A	noter	également,	aucun	d'entre	eux	n'avait	un	score	CADD	élevé	(défini	comme	

>	10),	suggérant	là-aussi	que	leur	contribution	à	un	phénotype	marquant	est	moins	vrai-

semblable.		

	

Ainsi,	au	terme	de	ces	analyses	nous	n'avons	pas	retenu	d'association	entre	un	gène	et/ou	

un	variant	et	le	phénotype	de	la	tolérance	opérationnelle.	Nous	discutons	ci-dessous	les	

éléments	qui	ont	pu	grevé	nos	analyses	et	proposons	des	corrections.	
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Tableau	8	-	Synthèse	des	analyses	SKAT	variant-par-variant	réalisées	et	des	variants	initialement	retenus		
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Légende:	les	tests	SKAT-O	variant-par-variant	réalisés	sont	ordonnés	selon:	
-	le	nombre	de	patients	tolérants	inclus,	depuis	les	phénotypes	les	plus	extrêmes	(n=9)	jusqu'à	la	cohorte	
entière	sans	exclusion	(n=40),	
-	l'inclusion	ou	pas	de	la	composante	principale	la	plus	significativement	différenciée	entre	les	sujets	sé-
quencés	sur	2	séquenceurs	différents.	("+	strongest	PC").	Dans	tous	les	cas	de	figure,	les	3	premières	com-
posantes	principales	ont	été	intégrées	au	modèle,	
-	la	valeur	du	coefficient	Rho:	lorsqu'on	lui	donne	la	valeur	1,	la	pondération	des	variants	rares	augmente.	
	
A	noter,	seuls	les	variants	non	éliminés	préalablement	du	fait	de	leur	association	avec	le	séquenceur	sont	
montrés. 
	

	

 Eléments	de	discussion	portant	sur	nos	analyses	SKAT-O		

L'ensemble	des		variants	et	gènes	initialement	détectés	par	test	SKAT-O	ont	été	exclus	au	

cours	de	l'une	des	deux	étapes	de	vérification	ultérieures,	nous	revenons	ici	sur	la	signifi-

cation	de	ces	éliminations	de	variants	/	gènes.	

	

Premièrement,	de	nombreux	variants	ou	gènes	ont	été	éliminés	parce	qu'ils	ségré-

guaient	avec	le	séquenceur,	ceci	étant	suggestif	d'une	stratification.	Cette	stratifica-

tion	est	également	suggérée	par	l'inflation	considérable	des	résultats	observés	par	rap-

port	aux	résultats	attendus	observée	à	l'étape	du	SKAT	variant-par-variant.	

	

Nous	suspectons	que	l'utilisation	de	deux	séquenceurs	distincts		-	avec	pour	corollaire	des	

couvertures	de	séquençage	mais	également	des	kits	de	capture	d'exome	différents	pour	

les	cas	de	la	cohorte	nantaise	et	ceux	de	la	cohorte	TOMOGRAM	-	est	principalement	res-

ponsable	de	cette	stratification.	Comme	montré	en	Figure	14,	 les	deux	kits	de	capture	

ciblent	des	séquences	ou	reads	de	biotype	de	natures	hétérogènes.	Ceci	a	théoriquement	

relativement	peu	d'importance	dès	lors	que	notre	analyse	a	porté	exclusivement	sur	les	

séquences	codantes.	Toutefois,	si	l'on	se	focalise	sur	ces	dernières,	on	constate	également	

des	différences,	quoique	plus	modestes,	en	fonction	du	groupe	de	séquençage.	Les	cas	sé-

quencés	chez	Aros	(cohorte	nantaise)	comptent	plus	de	variants	codants	que	les	patients	

tolérants	séquençés	à	Bruxelles	(cohorte	TOMOGRAM).	Nous	émettons	l'hypothèse	que	la	

couverture	plus	basse	utilisée	(X	50	versus	X	75),	et	par	conséquent	moins	sûre	(Muzzey	

et	al.,	2015),	a	pu	favoriser	la	détection	de	variants	rares	aberrants	dans	la	cohorte	nan-

taise	et	générer	une	stratification.	Ceci	n'a	cependant	pas	pu	être	démontré.	
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Figure	14	-	Nombre	moyen	de	variants	chez	les	cas	en	fonction	de	la	plateforme	de	sé-

quençage	et	du	biotype.	

	

	
	
Légende:	nombre	moyen	de	variants	chez	les	patients	tolérants	issus	de	la	cohorte	nantaise	(n=22)	et	de	la	
cohorte	TOMOGRAM	(=18)	selon	le	biotype	des	séquences	ou	reads.		Analyse	réalisée	après	filtration	des	
variants	par	le	filtre	Pass	et	restriction	aux	régions	communes	aux	deux	kits	de	capture	d'exome.		
Concernant	les	seuls	variants	codants	utilisés	pour	nos	analyses,	on	dénombre	2.691	variants	par	patient	
dans	la	cohorte	nantaise	et	2.315	variants	par	patients	dans	la	cohorte	TOMOGRAM.	
	

	

Deuxièmement,	nos	résultats	ont	été	pollués	par	des	gènes	et	des	variants	générés	

artéfactuellement	en	raison	d'anomalies	disparates	de	couverture	du	génome.	

Nous	ne	pouvons	pas	exclure	que	des	anomalies	de	couverture	soient	apparues	locale-

ment	des	suites	d'aléas	lors	de	la	préparation	de	nos	échantillons	d'ADN	ou	du	séquen-

çage.	Toutefois,	il	existe	également	des	causes	systémiques	entravant	la	couverture	opti-

male	de	l'exome	lors	du	séquençage.	Les	kits	de	capture	du	génome	n'assurent	pas	une	

couverture	complète	de	l'exome.	On	sait	qu'il	existe	une	corrélation	directe	entre	faible	

couverture	de	séquençage	et	contenu	local	en	dinucléotides	GC	(Lelieveld	et	al.,	2015).	

Les	dinucléotides	GC	sont	unis	par	3	liaisons	hydrogènes	(contre	2	pour	les	dinucléotides	

AT),	les	régions	qui	en	contiennent	beaucoup	sont	plus	difficiles	à	dénaturer,	et	dès	lors	à	

séquencer.	Ainsi,	nous	avons	pu	montrer	que	plusieurs	des	gènes	que	nous	avions	mis	en	

évidence	fallacieusement	sur	base	de	problèmes	de	couverture	étaient	également	très	mal	

couverts	 dans	 des	 bases	 de	 données	 exomiques	 de	 référence	 telles	 qu'Exac	
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(http://exac.broadinstitute.org/)	 ou	 ESP	 (https://evs.gs.washington.edu/EVS/)	 attes-

tant	dès	lors	de	difficultés	locus-spécifiques.	Nous	fournissons	un	exemple	en	Figure	15.	

	

	

Figure	15	-	Exemple	de	loci	difficilement	séquençables	au	niveau	du	gène	EPHA8	

	

	
	
	
Légende:	dans	 la	base	de	données	Exac,	2	des	variants	(coordonnées	sur	 le	schéma	et	 flèches	rouges)	à	
l'origine	du	signal	pour	le	gène	EPHA8	dans	le	SKAT-O	gène-par-gène	ont	une	profondeur	médiocre,	<	X	15	
voire	à	<	X	5,	chez	plus	de	80%	des	individus.	
	

	

Il	eût	cependant	été	possible	de	détecter	ces	défauts	de	couverture	du	génome	en	amont	

du	test	SKAT	en	travaillant	avec	des	avec	des	 .VCF	génomiques	(genomic	VCF	ou	gVCF)	

plutôt	que	des	fichiers	.VCF	ordinaires	(regular	Variant	Call	Format).	Les	.VCF	ordinaires	

contiennent	 la	 liste	de	 tous	 les	variants	appelés	ainsi	que	des	données	techniques.	Les	

gVCF	 rapportent	en	outre	 les	 informations	 concernant	 chaque	position	génomique	 sé-

quencée,	que	l'on	y	retrouve	un	variant	ou	pas.	Ainsi	l'usage	des	gVCF	permet	de	différen-

cier	une	position	non	couverte	de	l'absence	de	variants,	ce	qui	nous	a	manqué	dans	le	cas	

présent.	Utiliser	des	gVCF	 impose	de	plus	 lourdes	contraintes	en	terme	de	stockage	et	

était	difficilement	surmontable	pour	nous.	Nous	travaillons	actuellement	à	déterminer	les	

régions	génomiques	mal	couvertes	en	amont	des	gVCF	avant	de	relancer	nos	prochaines	

analyses	SKAT.	
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 Améliorations	possibles	

Nous	avons	identifié	plusieurs	difficultés	ayant	pu	entraver	nos	analyses.	Nous	dressons	

ici	et	dans	le	la	liste	des	corrections	immédiatement	applicables,	sans	modifier	nos	effec-

tifs,	pour	parfaire	nos	analyses.	Elles	peuvent	être	regroupées	sous	3	bannières.		

(Une	synthèse	est	disponible	dans	le	Tableau	9)	

	

1)	Stratégies	pour	contrôler	la	stratification	liée	au	groupe	de	séquençage		

-	poursuivre	les	analyses	croisées	de	SKAT	avec	pour	critères	de	jugement	le	groupe	de	

séquençage	et	le	phénotype;	

-	étudier	de	façon	plus	détaillée	la	prévalence	des	variants	dans	les	deux	groupes	de	sé-

quençage	selon	 leur	 fréquence	allélique	et	 la	profondeur	de	 leur	couverture.	Au	besoin	

restreindre	l'analyse	aux	seuls	variants	retrouvés	dans	les	deux	cohortes	de	cas	et/	ou		

analyser	séparément	les	variants	rares	et	communs.	

	

2)	Stratégies	pour	limiter	les	faux	positifs	liés	à	des	anomalies	de	couverture	

-	 comme	préliminaire	 à	 toute	 nouvelle	 analyse	SKAT,	 sous-sélectionner	 au	 niveau	 des	

BAM	les	seuls	variants	séquencés	avec	une	profondeur	de	couverture	X	8	chez	l'ensemble	

des	cas	et	des	contrôles.	

	

3)	Stratégies	pour	augmenter	notre	puissance		

-	restreindre	les	variants	étudiés	à	ceux	dont	le	score	CADD	dépasse	>	10.	Ainsi	nous	es-

comptons	1°:	réduire	le	nombre	de	variants	considérés	et	rendre	la	correction	pour	er-

reurs	multiples	plus	favorable,	2°:	dans	le	cas	de	l'analyse	gène-par-gène,	cela	modifiera	

en	profondeur	la	distribution	des	variants	et	génère	une	analyse	neuve	(propositions	1	et	

2);	

-	inclure	les	variants	entraînant	une	modification	de	l'épissage	alternatif	des	ARN;	

-	Au	besoin:	réduire	le	nombre	de	variants	étudiés	(soit	en	se	limitant	à	des	variants	rares,	

soit	à	une	liste	de	gènes	candidats)	-	pour	les	mêmes	raisons	qu'expliqué	plus	haut	(pro-

positions	3	à	6);	

-	Au	besoin:	utiliser	un	correction	FDR	moins	stringente	(10%	au	lieu	de	5);	

-	Pour	rappel:	l'estimation	de	la	puissance	de	notre	essai	est	en	cours	d'évaluation	par	une	

stratégie	de	simulation	(voir	section	2.4.5	page	69)	et	d'éventuels	résultats	négatifs	seront	

établis	à	l'aune	de	cette	donnée.	
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Tableau	9	 -	 Synthèse	 énumérant	 les	 caractéristiques	 techniques	des	 analyses	SKAT-O	

déjà	effectuées	et	à	venir.		

	
a.	Performed	analyses		
	
Analysis	
level	

TOL	
group	

Rho	 SNP	effect	
	
	

Minor	
allele		
fre-
quency	

CADD	score	 PCA	 Gene	
list	

GENE	 -	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 High	or	moderate	
BIOTYPE	coding		

Not	
specified	

Not	used	 PC1-3	
+	strongest	PC	

NO	

VARIANT	 -	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 high	or	moderate	
BIOTYPE	coding		

Not	
specified	

Not	used	 PC1-3	
+	strongest	PC		

NO	

b.	Planned	analyses	-	following	restriction	to	well-covered	positions	in	all	BAM	files	
	
(1)		
GENE			

-	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 high	or	moderate	
BIOTYPE	coding	+	
splice	site	

Not		
specified	

>	10	only,	be-
fore	SKAT	

PC1-3	
+	strongest	PC		

NO	

(2)		
VARIANT		

-	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 high	or	moderate	
BIOTYPE	coding	+	
splice	site	

Not		
specified	

>	10	only,	
post	SKAT	
	

PC1-3	
+	strongest	PC	

NO	

(3)		
GENE			

-	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 high	or	moderate	
BIOTYPE	coding	+	
splice	site	

<	0.005	 No	CADD	 PC1-3	
+	strongest	PC		

NO	

(4)		
VARIANT		

-	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 high	or	moderate	
BIOTYPE	coding	+	
splice	site	

<	0.005	 No	CADD	 PC1-3	
+	strongest	PC	

NO	

(5)		
GENE			

-	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 high	or	moderate	
BIOTYPE	coding	+	
splice	site	

Not	
specified	
	

No	CADD	 PC1-3	
+	strongest	PC	

Gene	
list	

(6)	VARI-
ANT		

-	40	
-	26	
-	19	
-	9	

1	-	0	 high	or	moderate	
BIOTYPE	coding	+	
splice	site	

Not	
specified	
	

No	CADD	 PC1-3	
+	strongest	PC	

Gene	
list	

	
Légende:	ce	tableau	détaille	les	caractéristiques	techniques	des	analyses	SKAT	déjà	effectuées	(a)	ou	à	venir	
(b).	Les	modifications	apportées	entre	les	analyses	effectuées	et	celles	à	venir	sont	indiquées	en	rouge	et	en	
italique	dans	le	panneau	b.	
	
Note:	"+	strongest	PCA"	désigne	la	composante	principale	statistiquement	la	plus	significative	parmi	celles	
distinguant	la	cohorte	nantaise	des	sujets	contrôles.
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4 CONCLUSION, DISCUSSION ET PROLONGEMENTS 

POSSIBLES 
	

	

RESUME 
 

Dans	ce	chapitre	nous	résumons	les	principaux	résultats	et	les	contributions	engendrées	

par	notre	travail	(4.1),	nous	évoquons	ensuite	ses	limites	méthodologiques	(4.2)	et	discu-

tons	quelques	objections	que	pourraient	susciter	nos	conclusions	 (4.3).	Nous	dévelop-

pons	enfin	sur	ces	bases	un	plan	des	nouvelles	études	qui,	selon	nous,	devraient	y	succé-

der	(4.4).		
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4.1 Contribution de la thèse et résultats  

	
	
Pour	rédiger	cet	ouvrage,	nous	avons	rassemblé	la	plus	large	cohorte	de	patients	tolé-

rants	à	leur	greffon	rénal	sur	le	territoire	européen	à	ce	jour	et	établi	que	la	tolérance	

était	un	évènement	extrêmement	rare,	de	survenue	apparemment	spontanée	et	associée	

à	un	pronostic	des	plus	favorables.		

	

Nous	avons	comparé	les	exomes	de	patients	exceptionnels:	des	patients	transplan-

tés	rénaux	tolérants	à	leur	allogreffe	(n=40)	à	des	contrôles	sains	(n=	204)	et	nous	

montrons	qu'il	est	improbable,	sous	réserve	de	futures	recherches,	qu'une	hérédité	

monogénique	simple	préside	au	développement	de	la	tolérance	chez	l'humain.			

	

Ce	 faisant,	nous	avons	également	 implémenté	en	néphrologie,	 l'usage	d'un	 test	statis-

tique	élégant	et	innovant	appelé	SKAT-O	qui	permet	de	rechercher	une	association	gé-

nétique	au	travers	de	tout	le	génome	à	partir	d'échantillons	de	taille	limitée	sans	se	can-

tonner	 à	 une	hypothèse	mécanistique	préalable	 (Emond	 et	 al.,	 2012;	Gao	 et	 al.,	 2016;	

Mackelprang	et	al.,	2017;	McLaren	et	al.,	2015).	

	

A	 notre	 connaissance,	 seule	 une	 étude	 préalable	 avait	 exploré	 les	 déterminants	 géné-

tiques	de	la	tolérance,	en	choisissant	de	se	limiter	à	regarder	si	des	polymorphismes	éta-

blis	pouvaient	rendre	compte	des	différences	d'expression	génique	observées	chez	les	to-

lérants	par	rapport	à	des	contrôles	(travail	présenté	en	section	1.4.2,	page	27	(Danger	et	

al.,	2012b)).	Notre	travail	se	positionne	dès	lors,	selon	nous,	comme	le	premier	à	com-

parer	des	patients	tolérants	à	des	contrôles	sur	l'étendue	de	leur	génome,	sans	li-

mitation	à	une	hypothèse	mécanistique	préalable.		

	

Nous	pensons	que	le	présent	projet	collaboratif,	même	s'il	n'a	pas	dégagé	de	résultat	pro-

bant	à	ce	stade,	pourrait	ouvrir	la	voie	à	d'autres	études	dans	le	champ	de	la	génétique	de	

la	transplantation	rénale.	Dans	la	section	suivante	nous	examinons	les	limites	de	notre	

travail	et	ébauchons	ce	qui	pourrait	être	amélioré	dans	des	études	ultérieures.		
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4.2 Limites méthodologiques  

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Notre	travail	comporte	plusieurs	limitations.	Nous	évoquons	ici	les	questions	de	la	cou-

verture	de	nos	analyses	(4.2.2);	du	choix	des	contrôles	(4.2.3);	des	effets	de	lots	(4.2.4)	et	

enfin	de	l'absence	de	recours	possible	aux	échantillons	des	donneurs	(4.2.5).	

	

	

 Une	exploration	partielle	du	génome	

Même	si	cette	étude	est	l'étude	la	plus	extensive	jamais	réalisée	sur	la	génomique	des	pa-

tients	tolérants,	elle	n'en	demeure	pas	moins	partielle	et	ne	saurait	prétendre	exclure	des	

mutations	de	types	ou	de	localisations	non	recherchées.		

	

Notre	étude	ciblait	les	régions	exoniques	des	autosomes	telles	que	capturées	par	nos	kits	

de	capture	et,	par	hypothèse,	négligeait	les	variants	introniques,	intergéniques	ainsi	

que	les	variants	exoniques	de	pathogénicité	faible	(variants	synonymes)	tous	réputés	

comme	ayant	des	conséquences	phénotypiques	peu	marquées.		

	

Aussi,	la	puissance	limitée	de	notre	essai	-	conséquence	directe	de	la	rareté	des	patients	

tolérants	 -	 ne	 nous	 permettait	 pas	 d'exclure	 des	 formes	plus	 complexes	d'hérédité,	

telles	qu'une	hérédité	monogénique	fort	hétérogène:	on	parle	d'hétérogénéité	génétique	

lorsque	 le	 trait	ou	 la	maladie	n'est	pas	causée	par	 le(s)	même(s)	gène(s)	chez	tous	 les	

sujets	concernés;	ou	une	hérédité	multigénique.	Notons	également	que	les	variants	gé-

nétiques	 structurels,	 telles	 que	 les	 insertions	 ou	 duplications	 impliquant	 plus	 de	 25	

paires	de	bases,	de	même	que	les	mutations	somatiques	ne	sont	pas	valablement	détec-

tées	par	le	séquençage	d'exome	(WES)	et	devraient	être	explorées	dans	une	autre	étude.		

	

Une	 étude	 d'association	 par	 séquençage	 du	 génome	 entier	 (WGS)	 apparaitrait	 comme	

l'étape	logique	après	cette	étude	et	ce	pour	deux	raisons:	cette	approche	assure	une	cou-

verture	plus	complète	des	exons	grâce	à	l'absence	d'étape	de	capture	;	ensuite,	il	permet	

la	détection	des	variants	structurels,	exoniques	ou	pas.	
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 Le	choix	des	contrôles	

Nos	patients	tolérants	ont	été	comparés	à	des	sujets	contrôles	réputés	dénués	d'affections	

rénales	et	on	ignore,	forcément,	s'ils	eussent	été	tolérants	à	l'arrêt	des	immunosuppres-

seurs	en	cas	de	transplantation	rénale.	On	peut	dès	lors	craindre	une	contamination	du	

groupe	contrôle	par	des	sujets	porteurs	du	génotype	de	la	tolérance.		

	

Il	est	vraisemblable	que	des	contrôles	exprimant	le	phénotype	opposé	en	nombre	suffi-

sant	aurait	été	un	meilleur	choix	et	notre	préférence	se	serait	alors	portée	sur	des	patients	

en	rejet	chronique.	Des	patients	en	rejet	aigu	ne	nous	paraissaient	pas	opportuns	car	une	

part	 significative	 des	 patients	 tolérants	 ont	 déjà	 souffert	 de	 rejet	 aigu	 (Brouard	 et	 al.,	

2012;	Massart	et	al.,	2016).	Les	deux	phénotypes	ne	paraissent	donc	pas	mutuellement	

exclusifs.	En	outre,	l'équipe	du	Prof.	Brouard	a	montré	dès	2007	que	les	patients	en	rejet	

chronique	étaient	ceux	qui	avait	 la	signature	transcriptomique	la	plus	éloignée	des	pa-

tients	tolérants	(Brouard	et	al.,	2007).	

La	fait	d'utiliser	des	contrôles	séquencés	sur	les	mêmes	plateformes	que	les	tolérants	a	

pour	nous	primé	dans	 l'objectif	de	 limiter	 les	effets	de	 lot.	Nous	avons	donc	choisi	des	

contrôles	 in-house	 bien	 qu'ils	 ne	 fussent	 pas	 en	 rejet	 chronique.	 Séquencer	 de	 novo	

l'exome	de	plusieurs	centaines	de	patients	en	rejet	chronique	sur	nos	machines	aurait	eu	

des	coûts	injustifiables	compte-tenu	que	notre	étude	était	la	première	de	ce	type.		

	

Nous	avons	donc	opté	pour	un	design	de	type	"extrêmes	vs	contrôles"	(single	extreme	ver-

sus	control	design),	plutôt	que	de	type	"extrêmes	phénotypiques"	(extreme	phenotypes	de-

sign).	 Il	 ressort	de	différents	modèles	de	simulation1,	qu'une	contamination	du	groupe	

contrôle	inférieure	au	pourcent	a	généralement	un	impact	négligeable	sur	la	puissance	de	

l'essai	(Emond	et	al.,	2015b;	Guo	et	al.,	2016).	Nous	avons	estimé	que	nous	étions	bien	

dans	 ces	 conditions2.	Nous	 admettons	qu'une	 erreur	 quant	 à	 la	 rareté	 de	 la	 tolérance	

	
	
1	Toutefois	avec	de	plus	larges	groupes	contrôles.	
	
2	Comme	nous	l'avons	montré,	la	tolérance	est	une	observation	clinique	rare,	identifiée	chez	moins	de	0.05%	des	pa-
tients	mais	sa	prévalence	exacte	est	 inconnue.	D'autre	part,	plusieurs	études	de	biomarqueurs	évoquent	des	préva-
lences	de	3	à	16.7%,	cependant	leur	valeur	prédictive	pourrait	être	très	éloignée.	Personne	n'a	encore	osé	arrêter	les	
immunosuppresseurs	sur	cette	base...	
	
Voici	comment	nous	avons	estimé	la	prévalence	de	la	tolérance	
	
Partant	de	notre	enquête	paneuropéenne	on	compte	

66	tolérants	pour	218.913	transplantés	rénaux	(0,3/1.000)	-	TAUX	DECLARE;	
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aurait	pu	entraîner	une	perte	de	puissance	significative.	Ces	différentes	hypothèses	méri-

teraient	également	d'être	 testées	dans	des	simulations	qui	 tiennent	compte	des	condi-

tions	spécifiques	dans	notre	cohorte.	

	

	

 Effets	de	lot	

Malgré	tous	nos	efforts,	des	échantillons	ont,	à	un	moment	ou	à	un	autre,	connu	des	trai-

tements	 différenciés	 (extractions	 d'ADN,	 2	 kist	 de	 capture,	 2	 séquenceurs,	 plusieurs	

vagues	de	séquençage).	Toute	hétérogénéité	technique	(espace-temps,	expérimentateur,	

réactifs,	machine...)	est	susceptible	d'entrainer	des	effets	de	lots	(Goh	et	al.,	2017),	qui	à	

leur	tour	peuvent	contribuer	à	accroître	les	erreurs	alpha.	La	distribution	de	nos	résultats	

telle	que	visualisée	sur	les	graphiques	quantiles-quantiles	laisse	effectivement	entrevoir	

une	stratification.	Celle-ci	pourrait	être	liée	aux	patients	(origines	géographiques	diffé-

rentes)	ou	bien	avoir	été	générée	par	des	disparités	techniques	dans	 le	traitement	des	

échantillons	(effets	de	lot).	Le	plus	grand	risque	encouru	était	selon	nous	que	les	patients	

tolérants	ont	été	séquencés	de	façon	différenciée.	Nous	avons	dès	lors	cherché	à	en	mini-

miser	les	conséquences.	D'abord	en	introduisant	dans	notre	modèle	de	SKAT	les	compo-

santes	principales	qui	ségréguaient	le	plus	significativement	selon	le	séquenceur	utilisé	

et	dès	lors	les	plus	à	risque	d'être	artéfactuelles.	Ensuite,	l'ensemble	des	variants	retenus	

comme	significatifs	après	analyse	par	SKAT	ont	été	re-testés,	dans	un	SKAT	modifié,	et	

exclus	 s'ils	 prédisaient	 significativement,	 non	 seulement	 le	 phénotype	 mais	 aussi,	

	
	

	
fixons	que	ce	soit	effectivement	une	sous-évaluation	et	comptons	que	4	patients	sur	5	ne	furent	pas	rapportés:	

330	tolérants	pour	218.913	transplantés	rénaux	(1,5/1.000)	-	TAUX	CONSERVATEUR;	
	

enfin,	le	nombre	de	patients	potentiellement	porteurs	du	génotype	de	la	tolérance	pourrait	être	affiné	tenant	compte	
du	fait	que	seuls	les	patients	qui	ont	cessé	leurs	immunosuppresseurs	ont	pu	développer	le	phénotype	et	qu'une	large	
majorité	de	ces	arrêts	thérapeutiques	a	résulté	de	leur	non-observance	thérapeutique.	On	mesure	régulièrement	que	
l'incompliance	tourne	autour	des	22%	parmi	les	transplantés	rénaux	(Butler	et	Al.	Transpl.,	Vlaminck	Am	J	Transpl.	
2007,	Takemoto,		Am	J	Transpl	2007).	Notre	estimation	devient	donc:		

330	tolérants	pour	48.161	transplantés	rénaux	incompliants	(6,8/1.000)	
	

Notre	appréciation	finale	est	que	moins	d'un	pourcent	des	patients	transplantés	rénaux	incompliants	pourraient	deve-
nir	tolérants	à	leur	greffon	suite	à	l'arrêt	de	leurs	traitements.	Ceci	paraît	en	tout	cas	toujours	consistant	avec	l'expé-
rience	quotidienne	des	cliniciens	transplanteurs	qui	côtoient	au	quotidien	des	patients	incompliants	mais,	pour	la	plu-
part,	n'ont	jamais	rencontré	de	patient	tolérant.	Pour	l'anecdote	il	nous	a	été	demandé	de	donner	à	la	Société	Euro-
péenne	de	Transplantation	(ESOT),	à	Copenhague,	en	2019,	une	présentation	intitulée:	"Operational	tolerance	:	does	it	
really	exist?":	cela	semble	en	dire	long.	
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anormalement,	le	séquenceur.	Si	nous	avons	pu	éliminer	plusieurs	faux	positifs	par	ces	

techniques,	nous	retenons	qu'il	est	primordial	de	faire	prévenir	les	effets	de	lots.	

	

	

 Inaccessibilité	des	données	et	échantillons	des	donneurs	

Pour	la	plupart	des	donneurs	des	reins	devenus	"tolérés",	il	n'existe	plus	ou	il	n'y	a	jamais	

eu	d'ADN	conservé.	Les	informations	sur	les	incompatibiltés	HLA	entre	donneurs	et	rece-

veurs	reposent	sur	des	rapports	et	ne	sont	plus	contrôlables,	ce	qui	a	pu	occasionner	des	

erreurs.	Plusieurs	informations	sur	le	typage	HLA-DR	sont	manquantes.	Cette	situation	

est	naturellement	irrémédiable.	

	

	

4.3 Éléments de discussion 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Nous	discutons	ici	des	objections	que	pourraient	soulever	nos	conclusions.	En	particulier	

de	savoir	si	nos	résultats,	négatifs,	plaident	contre	une	contribution	génétique	du	rece-

veur	aux	 réactions	d'alloimmunité	 (4.3.2).	Ensuite	du	paradoxe,	qui	n'est	qu'apparent,	

qu'il	y	aurait	à	être	prédisposé	génétiquement	à	développer	une	tolérance	aux	greffons	

sans	aucune	autre	forme	d'immunodéficience	(4.3.3).	

	

	

 Et	si	la	tolérance	n'avait	pas	de	bases	génétiques	significatives?	

Il	est	de	plus	en	plus	évident	que	la	tolérance	repose	sur	des	rééquilibrages	individuels	au	

sein	des	répertoires	de	cellules	alloréactives	où	les	cellules	suppressives	ou	régulatrices	

l'emportent	sur	les	cellules	effectrices.	Différentes	populations	de	cellules	suppressives	

ont	été	 identifiées	et	caractérisées,	par	 le	biais	d'études	transcriptomiques	et	mécanis-

tiques,	tant	au	sein	des	répertoires	B	(Baron	et	al.,	2015;	Chesneau	et	al.,	2015;	Chesneau	

et	al.,	2014;	Pallier	et	al.,	2010);	T	(Braza	et	al.,	2015;	Chenouard	et	al.,	2017;	VanBuskirk	

et	 al.,	 2000)	 que	 CD4-	 (Dugast	 et	 al.,	 2017;	 Roedder	 et	 al.,	 2015).	 Les	 propriétés	
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immunosuppressives	 de	 ces	 cellules	 s'exercent	 soit	 via	 des	 médiateurs	 solubles	 (par	

exemple:	l'IL-10,	le	TGF-β),	soit	via	des	molécules	de	surface	(par	exemple:	le	CTLA-4	ou	

PD-1),	et	concourent	à	l'immunoquiescence	vis-à-vis	du	greffon.	On	sait	aujourd'hui	éga-

lement	que	 la	stabilité	phénotypique	des	populations	cellulaires	des	patients	 tolérants	

repose	sur	des	modifications	de	type	épigénétique;	qu'il	s'agisse	de	méthylations	(comme	

dans	le	cas	des	cellules	T	mémoires	régulatrices	dont	la	déméthylation	d'une	région	spé-

cifique,	 la	Treg-specific	 demethylated	 region,	est	 critique	pour	 la	 fonction	 (Braza	 et	 al.,	

2015))	 ou	 bien	 de	 profils	 spécifiques	 d'expression	 de	microARN	 (Cabral	 et	 al.,	 2019;	

Danger	et	al.,	2012a).	Ainsi,	chez	les	patients	tolérants,	la	sous-/	sur-expression	de	plu-

sieurs	microARN	module	des	milliers	de	gènes	qui	concourent	à	l'homéostasie	des	popu-

lations	cellulaires,	notamment	B,	et	au	climat	protecteur	vis-à-vis	du	greffon	(Cabral	et	al.,	

2019;	Danger	et	al.,	2012a).	Les	microARN	sont	eux	aussi	susceptibles	d'être	modulées	

par	 l'environnement,	notablement	par	 l'immunosuppression	et	 ils	sont	donc	aussi	sus-

ceptibles	d'apparaître...	ou	de	disparaître	(Anglicheau	et	al.,	2010).	

	

Si	 les	 phénomènes	 concourant	 au	maintien	 de	 la	 tolérance	 aux	 greffons	 rénaux	

commencent	à	être	décryptés,	le	problème	central	demeure	aujourd'hui	d'identi-

fier	 le	 ou	 les	 mécanismes	 causaux	 responsable(s)	 de	 leur	 mise	 en	 place.	

	

D'aucuns	pourraient	penser	que	la	tolérance	spontanée	aux	greffons	rénaux	résulte,	pour	

l'essentiel,	 d'une	 conjoncture	d'évènements	 environnementaux	au	 sens	 large	 (drogues	

utilisées,	qualité	du	greffon,	appariements	HLA	,	...)	sans	lien	avec	le	génome	du	receveur.	

On	ne	peut	écarter	formellement	cette	hypothèse	à	cette	heure,	cependant	elle	peine	à	

rendre	compte	du	fait	qu'une	poignée	de	patients	seulement	vont	développer	une	tolé-

rance	à	leur	greffon	dans	des	conditions	en	apparence	pourtant	similaires	(Brouard	et	al.,	

2012;	Massart	et	al.,	2016;	Roussey-Kesler	et	al.,	2006).		

	

On	sait	par	contre	que	quantités	de	variants	exoniques	rares	ou	moins	rares	causent	des	

présentations	phénotypiques	extrêmes.	Ainsi,	plusieurs	variants	hautement	pénétrants	

contribuent	à	expliquer	des	traits	biologiques	extrêmes	(quelques	exemples	ont	été	pré-

sentés	dans	notre	introduction	en	section	1.5),	mais	également	la	variabilité	de	conditions	

a	priori	exogènes	ou	multifactorielles	telles	que	le	risque	d'être	contaminé.e	par	le	virus	

du	SIDA	 lors	d'un	contact	à	risque	(Mackelprang	et	al.,	2017),	 le	 risque	de	développer	
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précocement	un	infarctus	du	myocarde	ou	encore	une	maladie	d'Alzheimer	(Cacace	et	al.,	

2016;	Chaudhury	et	al.,	2017;	Do	et	al.,	2015).	D'autres	variants	expliquent	également	des	

formes	les	plus	sévères	d'hémochromatose	et	de	mucovicidose,	sans	lien	avec	les	variants	

causaux	de	ces	maladies	(Agrawal	et	al.,	2017;	McLaren	et	al.,	2015)	

	

Concernant	la	transplantation	spécifiquement,	il	existe	aussi	des	données	laissant	penser	

que	le	patrimoine	génétique	des	receveurs	contribue	à	moduler	les	réactions	d'alloréac-

tivité.	 Nous	 avons	 cité	 en	 introduction	 plusieurs	 arguments	 épidémiologiques,	 expéri-

mentaux	et	transcriptomiques	(voir	en	section	1.4.2	page	27):	s'y	ajoute	désormais,	la	dé-

monstration	formelle,	dans	notre	GWAS,	qu'au	moins	2	SNPs	des	receveurs	sont	associés	

au	rejet	aigu	d'allogreffe	chez	l'humain.	Tout	récemment,	le	groupe	de	Zhang	et	collègues	

a	montré	qu'une	signature	transcriptomique	pré-greffe	permettait	de	prédire	les	occur-

rences	de	rejets	cellulaires	aigus	précoces	et	tardifs	ainsi	que	les	rejets	humoraux	et	le	

développement	d'anticorps	anti-greffons,	 le	tout	indépendamment	des	caractéristiques	

du	donneur	(Zhang	et	al.,	2019)!	Si	ces	éléments	ne	sont	pas	tous	des	preuves	définitives	

d'une	implication	significative	des	variants	génomiques	du	receveur	dans	les	réactions	

allo-immunes,	ils	constituent	néanmoins	des	arguments	forts	pour	continuer	à	les	recher-

cher.	Seuls	des	études	génomiques	de	plus	grande	ampleur	permettront	de	répondre	dé-

finitivement	à	cette	question.	

	

	

 Si	la	tolérance	est	déterminée	génétiquement,	pourquoi	les	patients	tolérants	

ne	présentent-ils	pas	en	permanence	une	immunodéficience?	

Nous	n'avons	personnellement	pas	connaissance	de	patients	qui	auraient	été	d'emblée	

tolérants	à	leur	greffon,	bien	au	contraire:	13	à	40%	des	patients	tolérants	ont	un	antécé-

dent	de	rejet	aigu	sur	 le	même	greffon	(Brouard	et	al.,	2012;	Massart	et	al.,	2016).	Ces	

constatations,	de	même	que	la	multitude	des	protocoles	de	laboratoire	qui	permettent	de	

rendre	les	animaux	tolérants	mènent	à	penser	que	la	tolérance	aux	greffes	s'acquiert.	Pré-

cisons	au	passage	que	l'acquisition	active	d'un	phénotype	ne	s'oppose	aucunement	à	la	

possibilité	d'une	prédisposition	héréditaire,	comme	c'est	le	cas	pour	le	langage.		

Ainsi,	le	système	immunitaire	doit	déterminer,	pour	chaque	antigène,	s'il	convient	de	le	

rejeter	ou	de	le	tolérer	et	dans	le	cas	de	la	transplantation	rénale,	la	présentation	antigé-

nique	a	lieu	concomitamment	à	l'administration	de	nombreuses	autres	drogues	qui	visent	
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à	empêcher	une	réponse	alloréactive	délétère.	Plusieurs	travaux	ont	mis	en	exergue	que	

la	tolérance	aux	greffons,	chez	l'humain,	passe	par	l'inhibition	d'une	compilation	de	mé-

canismes	singuliers	(Miller	et	al.,	2017;	Sachs,	2003),	témoin	que	les	mécanismes	de	l'al-

loréactivité	humaine	sont	pléiotropes	et	redondants,	bien	plus	que	chez	les	souris.		

Nous	faisons	l'hypothèse	qu'une	prédisposition	génétique	à	développer	une	tolé-

rance	aux	greffons	est	une	condition	nécessaire	mais	non	suffisante	pour	entraîner	

une	anergie	à	l'égard	de	certains	antigènes,	laquelle	ne	prendrait	place	qu'en	pré-

sence	d'autres	altérations	des	réponses	immunitaires,	lesquelles	sont	induites	par	

les	immunosuppresseurs	dans	la	phase	qui	précède	la	tolérance.	

	

	

4.4 Futures recherches et perspectives 

	
	

 A	propos	de	cette	section	

Dans	la	première	partie	de	cette	section,	nous	exposons	les	raisons	qui	doivent	selon	nous,	

nous	faire	poursuivre	et	approfondir	la	recherche	sur	la	génomique	des	patients	tolérants	

(4.4.2).	Dans	les	deux	sections	suivantes,	nous	détaillons	les	aspects	que	pourraient	revê-

tir	ces	recherches;	immédiatement:	avec	les	données	déjà	engendrées	(4.4.3)	et;	à	moyen	

ou	long	terme,	au	cours	de	nouvelles	investigations,	génétiques	ou	non	(4.4.4).	Nous	con-

cluons	sur	les	enjeux	plus	larges	soulevés	par	la	recherche	sur	la	tolérance	aux	greffons	

(4.4.5).	

	

	

 Pourquoi	l'étude	de	la	génomique	des	patients	tolérants	doit-elle	être	pour-

suivie?	

Evidemment,	la	découverte	d’un	réseau	de	gènes	supportant	le	développement	de	la	to-

lérance	aux	greffons	rénaux	serait	importante	pour	les	patients	porteurs.	Ces	populations	

pourraient	ainsi	être	les	premières	intégrées	à	de	nouveaux	protocoles	de	minimisation	

contrôlée	de	l'immunosuppression	et	in	fine	concourir	à	l'établissement	de	nouveaux	

biomarqueurs	de	tolérance	aux	greffons,	à	la	fois	fiables	et	prédictifs	pour	guider	la	mi-

nimisation	chez	d'autres.	
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Au-delà	des	applications	tournées	vers	les	patients	directement	concernés,	que	l'on	sup-

pose	peu	nombreux,	nous	pensons	que	les	recherches	sur	les	prédispositions	génomiques	

des	receveurs	à	développer	une	tolérance	aux	allogreffes	rénales	peuvent	avoir	une	por-

tée	beaucoup	plus	large.	Nous	souhaitons	souligner	les	points	suivants:	

Les	 études	 sur	 la	 génomique	 des	 patients	 tolérants	 pourraient	mener	 à	 identifier	 des	

gènes	candidats	susceptibles	d'être	actionnés.	Différentes	interventions:	pharmacolo-

giques;	de	type	thérapie	cellulaire;	mimétiques	ou	d'inhibiteurs	d'ARN;	ou	encore	l'édi-

tion	génomique	somatique,	pourraient	permettre	d'orienter	plus	ou	moins	durablement	

le	système	immunitaire	vers	la	tolérance.	La	plupart	des	études	antérieures	sur	la	tolé-

rance	opérationnelle	se	sont	focalisées	sur	des	marqueurs	transcriptomiques	et/ou	épi-

génétiques.	Ce	type	d'études	ne	permet	ni	de	déterminer	si	les	voies	métaboliques	décou-

vertes	constituaient	des	causes	ou	bien	des	conséquences	de	tolérance;	ni,	trop	souvent,	

de	 s'assurer	que	 les	 signatures	ne	 reflétaient	pas	 simplement	 l'absence	d'immunosup-

pression	(Bottomley	et	al.,	2016;	Rebollo-Mesa	et	al.,	2016).	En	outre,	 le	choix	du	tissu	

et/ou	de	la	population	cellulaire	de	référence	pose	régulièrement	question3	(Danger	et	

al.,	2016).	A	la	différence	des	études	transcriptomiques,	les	études	génomiques	con-

gédient	 les	questions	de	temporalité,	d'interférence	des	immunosuppresseurs	et	

de	 relevance	 des	 populations	 cellulaires.	Nous	 pensons	 que	 ce	 type	 d'études	 est	 à	

même	de	fournir	des	bases	plus	solides	pour	la	recherche	d'une	cible	thérapeutique	per-

mettant	d'induire	de	la	tolérance	aux	greffes.	

	

Nous	espérons	avoir	démontré	le	bien-fondé	et	la	relevance	de	mener	des	investigations	

génomiques	chez	les	receveurs	de	reins	transplantés.	Dans	les	paragraphes	suivants,	nous	

examinons	les	chemins	qui	pourraient	être	empruntés.		

	

	

	
	
3	A	commencer	par	savoir	si	le	choix	du	compartiment	sanguin	pour	identifier	un	biomarqueur	reflétant	les	évènements	
intrarénaux	est	le	bon.	
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 Comment	poursuivre	l'étude	de	la	génomique	des	patients	tolérants?		-	Avec	

les	données	déjà	disponibles	

Au	vu	de	nos	observations	actuelles,	une	hérédité	purement	mendélienne	à	pénétrance	

complète	n'est	pas	probable.	Avec	les	données	disponibles,	il	est	encore	possible	d'aller	

un	peu	plus	loin	dans	la	recherche	de	variants	monogéniques:	en	assouplissant	notre	

tolérance	vis-à-vis	des	faux	positifs	 le	(correction	FDR)	et/ou	en	restreignant	d'emblée	

notre	recherche	aux	variants	très	rares	pour	augmenter	notre	puissance.	A	ce	stade,	il	est	

également	nécessaire	d'objectiver	la	puissance	de	notre	essai	dans	une	simulation	a	pos-

teriori.	

	

• Calcul	de	puissance:	contrairement	à	une	étude	épidémiologique	classique	ou	une	

étude	randomisée,	il	est	difficilement	concevable	de	générer	une	hypothèse	statistique	

a	priori	dans	les	études	de	séquençage	pangénomique	et	ceci	du	fait,	qu'à	la	base,	on	

ne	connait	pas	le	taux	de	sujets	contrôles	arborant	des	variants	qualifiants4	(taux	de	

variation	de	base	ou	background	rate	of	variation),	un	élément	qui	impacte	de	façon	

critique	la	puissance	des	études	d'association	(Guo	et	al.,	2016).	Il	faut	savoir	que	la	

puissance	utile	pour	détecter	un	variant	différentiellement	représenté	chez	les	cas	et	

les	contrôles	va	être	différente	pour	chaque	gène	et	en	conséquence	aussi	pour	chaque	

cohorte.	En	effet,	certains	gènes	contiennent	beaucoup	de	variants	(soit	parce	qu'ils	

sont	"particulièrement	longs"5,	soit	parce	qu'ils	sont	relativement	tolérants	aux	muta-

tions,	soit	pour	des	raisons	d'hétérogénéité	ethnique,	ou	encore	pour	certains	gènes,	

dans	certaines	expériences,	du	fait	d'erreurs	techniques),	d'autres	peu.	Ainsi,	l'archi-

tecture	génétique	de	référence	varie	selon	la	cohorte	de	contrôles	examinée.	Pour	évi-

ter	 les	estimations	et	 les	erreurs,	 la	puissance	statistique	d'une	étude	d'association	

sera	plus	valablement	évaluée	en	réalisant	des	simulations	au	départ	des	données	ré-

elles	de	séquençage	de	l'expérience.	Nous	sommes	désormais	en	mesure	de	calculer	

	
	
4	Par	variant	qualifiant	on	entend	simplement	dire	les	variants	répondant	aux	critères	(fréquence,	biotype,	...)	que	
l'investigateur	choisit	d'examiner.	
	
5	Ou	du	moins	contiennent	beaucoup	de	séquences	exoniques	dans	le	cas	qui	nous	occupe.	A	titre	d'exemple,	dans	une	
cohorte	donnée,	les	taux	de	sujets	contrôles	porteurs	d'au	moins	1	variant	non	synonyme	de	fréquence	allélique	<	0.1%,	
soient	des	variants	très	rares,	étaient	encore	de	0.2	et	0.4	respectivement	pour	les	gènes	MUC16	et	TTN.	Ces	2	derniers	
gènes	comptent	parmi	les	plus	longs	du	génome	humain	(respectivement	304.813	et	132.498	pb).	Leur	examen	amplifie	
considérablement	les	besoins	en	terme	d'échantillons	(Guo	et	al.	Am	J	Hum	Genet	2016).	
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la	puissance	statistique	exacte	de	notre	essai.	Cette	estimation	est	en	cours	(voir	sec-

tion	2.4.5	page	69).	

	

Nous	souhaitons	réaliser	de	nouvelles	analyses	SKAT	avec	les	adaptations	suivantes:	

• en	appliquant	une	correction	FDR	moins	stringente	(10%	au	lieu	de	5%),	

• en	nous	limitant	aux	variants	dont	la	fréquence	allélique	est	inférieure	à	0,005	(soit	

un	1%	des	individus	sont	hétérozygotes).	Limiter	le	nombre	de	variants	investigués,	

et	en	conséquence	aussi	de	gènes,	permet	de	limiter	le	nombre	des	hypothèses	mul-

tiples,	ce	qui	est	bénéfique	pour	la	puissance	de	l'essai.	

	

	

 Comment	poursuivre	l'étude	de	la	génomique	des	patients	tolérants?		-	Pos-

sibles	nouvelles	investigations	

Nos	résultats	négatifs	doivent	nous	pousser	à	rechercher	des	causes	génétiques	plus	

complexes,	telles	que:	une	hérédité	monogénique	hétérogène;	une	hérédité	di-ou	oligo-

génique;	des	variants	structurels	ou	enfin,	des	variants	somatiques.	Pour	ce	faire,	nous	

indiquons	ci-dessous	les	directions	qui,	selon	nous,	devraient	être	prises.	

	

-	Nous	pensons	qu'il	faut	activement	travailler	à	élargir	les	consortiums	actuels	pour	

atteindre	des	masses	critiques	d'échantillons	et	de	données	cliniques	permettant	de	

mener	des	études	d'association	de	plus	grande	puissance.	Ceci	est	particulièrement	im-

portant	pour	espérer	capturer	une	hérédité	hétérogène	car	plus	les	causes	monogéniques	

sont	réparties	sur	de	nombreux	gènes,	plus	la	taille	requise	des	échantillons	croît	rapide-

ment	(Guo	et	al.,	2016).	Précisons,	à	cet	égard,	que	nous	avons	récemment	entamé	des	

démarches	pour	participer	à	un	consortium	international	intéressé	par	la	néphro-géné-

tique	appliquée	à	la	transplantation	http://igenetrain.org/.		

Par	ailleurs,	plusieurs	auteurs,	ont	mis	en	relation	tolérance	et	longévité	des	greffons	

(Brouard	et	al.,	2012;	Massart	et	al.,	2016;	Scandling	et	al.,	2015;	Starzl	et	al.,	2004):	nous	

pensons	que	des	cohortes	de	ce	type	(par	exemple	survie	du	greffon	>	30	ans)	doivent	

être	constituées	et	étudiées	(transcriptomique,	génétique)	conjointement	aux	tolérants	et	

à	des	patients	appariés	pour	l'âge	afin	de	déterminer	si	ces	patients	sont	semblables	et	ne	

pourraient	pas	utilement	gonfler	les	cohortes	de	patients	tolérants.	
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-	Concernant	les	contrôles:	deux	designs	sont	possibles:	soit	les	patients	tolérants	sont	

comparés	à	des	sujets	sains	(single	extreme	versus	control	design)	-	leur	nombre	est	à	dé-

terminer	par	simulation.	Soit	ils	sont	comparés	à	des	contrôles	présentant	le	phénotype	

opposé	(extreme	phenotypes	design)	en	l'occurrence	en	rejet	chronique:	un	tel	groupe	con-

trôle	accentue	le	contraste	entre	les	groupes,	ce	qui	améliore	la	puissance	(Emond	et	al.,	

2015a;	Guey	et	al.,	2011)6.	En	outre,	c'est	le	seul	groupe	contrôle	adapté	si	la	prévalence	

de	la	prédisposition	à	la	tolérance	est	en	réalité	très	élevée.	En	l'absence	de	données	défi-

nitives	 à	 ce	 sujet,	 nous	 suggérons	d'utiliser	 deux	 cohortes	 de	 sujets	 contrôles,	 les	 uns	

sains,	les	autres	en	rejet	chronique	sur	base	d'hypothèses	statistiques.	Les	contrôles	doi-

vent	dans	tous	les	cas	être	ethniquement	semblables	aux	cas	(dans	leur	majorité).	

	

-	Au	niveau	technique,	nous	recommandons	de	séquencer	l'ADN	par	whole	genome	se-

quencing	(WGS)	afin	d'améliorer	la	capture	de	l'exome.	Pour	des	coûts	de	plus	en	plus	

abordables	(un	génome	coûte	1,5	à	2	fois	le	prix	d'un	exome)	le	séquençage	génome	entier	

peut-être	réalisé	en	lieu	et	place	du	séquençage	d'exome,	la	capture	bioinformatique	de	

l'exome	remplaçant	alors	la	capture	physique.	Le	séquençage	du	génome	entier	offre	de	

nombreux	avantages	sur	le	séquençage	de	l'exome:	le	premier	produit	moins	d'erreurs	de	

séquençage;	a	une	sensibilité	accrue	pour	les	SNVs	(Belkadi	et	al.,	2015);	assure	une	meil-

leure	couverture	des	régions	codantes7	(Lelieveld	et	al.,	2015);	et	enfin,	assure	un	séquen-

çage	du	génome	très	uniforme,	ce	qui	permet	dès	aujourd'hui	des	applications	telles	que	

la	détection	des	variants	structurels	impliquant	une	perte	ou	un	gain	de	matériel	géné-

tique	(les	CNVs	pour	copy	number	variants)	ou	encore	l'identification	de	variants	soma-

tiques	(Lelieveld	et	al.,	2015;	Meienberg	et	al.,	2016).	Le	WGS	identifie	également	les	va-

riants	non	codants.	Certains	ont	une	pénétrance	élevée.	Ils	sont	encore	mal	connus,	mais	

notre	cohorte	mais	notre	cohorte	pourrait	être	revisité	avec	le	temps.	De	plus,	les	variants	

fréquents	étudiés	dans	les	GWAS	sont	généralement	non	codants	et	sont	identifiés	par	le	

WGS.	

	
	
6	A	entendre	par	rapport	à	une	comparaison	sans	extrêmes	phénotypiques.	Car,	par	ailleurs,	la	puissance	d'une	compa-
raison	de	type	single	extreme	versus	control	peut,	si	les	contrôles	sont	suffisamment	nombreux,	dépasser	celle	d'une	
comparaison	de	type	extreme	phenotypes	design	avec	de	petits	effectifs.	Autrement	dit,	à	nombres	inégaux,	la	comparai-
son	des	extrêmes	n'est	pas	systématiquement	la	plus	puissante	(Emond		et	al.	PloS	Genet	2015).	
	
7	La	comparaison	entre	le	WES	et	WGS	est	basée	sur	des	profondeurs	de	séquençage	respectives	de	95	à	160x	et	87x.	
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-	Nous	pensons	que	l'ensemble	des	échantillons	des	cas	et	des	contrôles	doivent	être	sé-

quencés	sur	un	séquenceur	unique	(type	et	place),	si	possible	simultanément	afin	de	

limiter	au	minimum	les	effets	de	lots	(Goh	et	al.,	2017).	Autrement	dit,	les	cohortes	doivent	

être	entièrement	constituées	avant	la	réalisation	des	analyses.	

	

-	 Les	 résultats	éventuels	doivent	 faire	 l'objet	d'une	validation	dans	une	cohorte	ex-

terne	et	par	permutations	des	phénotypes.	Les	variants	pertinents	ne	sauraient	être	

retrouvés	dans	plus	de	5%	des	tests	pratiqués	au	hasard	de	l'identité	des	sujets.	In	fine,	

les	variants	pertinents	doivent	faire	l'objet	d'une	validation	mécanistique	explorant	leur	

retentissement	fonctionnel	dans	des	modèles	cellulaires	ou	sur	de	petits	animaux.		

	

-	Les	ADN	des	donneurs	doivent	être	autant	que	possible.	Comme	nous	l'avons	dit	en	

introduction	(Figure	2);	si	plusieurs	propriétés	des	receveurs	modulent,	à	l'évidence,	l'al-

loimmunité,	les	interactions	greffon-hôte	y	occupent	bien	sûr	toujours	une	place	de	pre-

mier	plan.	Il	semble	admis	qu'un	bon	appariement	HLA	facilite	la	tolérance	(Rodriguez	et	

al.,	2004;	Zoller	et	al.,	1980),	on	en	sait	pourtant	encore	très	peu	sur	le	type,	l'apparie-

ment	et	les	propriétés	de	molécules	HLA	impliquées	dans	la	tolérance.	A	côté	des	an-

tigènes	traditionnels	de	transplantation	que	sont	les	molécules	HLA,	il	est	de	plus	en	plus	

évident	qu'un	certain	nombre	de	protéines	polymorphes,	charriées	par	le	greffon	lors	de	

la	transplantation	sous	une	forme	inconnue	du	receveur,	entrent	dans	la	formation	d'an-

tigènes	de	transplantation	non-HLA	et	concourent	au	développement	de	la	réponse	in-

flammatoire	(Delville	et	al.,	2019;	Mesnard	et	al.,	2016;	Pineda	et	al.,	2017;	Steers	et	al.,	

2019).	A	terme,	 les	interactions	rein-hôte	impliquant	des	motifs	moléculaires	non-HLA	

devront	également	être	étudiées	chez	les	patients	tolérants;	il	est	possible	que	certains	

appariements	soient	rédhibitoires	et	empêchent	toute	tolérance	de	se	produire	ou	qu'au	

contraire	d'autres	la	facilitent.	Compte-tenu	de	la	rareté	des	patients	tolérants,	il	faut	dès	

aujourd'hui	collecter	dans	des	biobanques	les	échantillons	qui	serviront	à	répondre	à	nos	

questions	demain.	Le	projet	TOMOGRAM	a	été	d'emblée	conçu	dans	cette	optique.	

	

-	Outre	les	études	génétiques,	les	études	transcriptomiques	et	épigénétiques,	en	par-

ticulier	 celles	 recherchant	 des	 biomarqueurs	 de	 la	 tolérance	 doivent	 absolument	 être	

poursuivies	en	parallèle.	Si	les	études	pangénomiques	ont	le	potentiel	d'identifier	des	mé-

canismes	causaux	plus	sûrement	que	les	études	transcriptomiques,	ces	dernières	seront	
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sans	doute	d'un	plus	grand	secours	pour	capturer	l'état	changeant	de	la	tolérance	au	gref-

fon.	Lesquels	biomarqueurs,	si	cruellement	manquants	aujourd'hui,	sont	indispensables	

au	développement	de	protocoles	de	minimisation.	En	outre,	compte-tenu	du	fait	que	la	

tolérance	est	un	état	métastable,	il	est	également	nécessaire	d'obtenir	des	biomarqueurs	

annonçant	l'érosion	de	la	tolérance	et	indiquant	qu'une	intervention	est	nécessaire	avant	

un	rejet	irrémédiable,	un	peu	comme	on	le	ferait	pour	une	vaccination.	Nous	signalons	

que	 le	 consortium	 TOMOGRAM	 que	 nous	 avons	mis	 sur	 pieds	 a	 déjà	 généré	 2	 autres	

working	packages	destinés	à	investiguer	les	ARN	messagers	(PI	Prof.	O.	Viklicky,	Prague,	

CZ)	et	les	microRNAs	rencontrés	dans	la	tolérance	(PI	Prof.	K.	Ledeganck,	and	Prof.	Claas,	

Anvers,	BE)	par	le	biais	de	méthodes	de	séquençage	à	haut	débit	non	biaisées.	

	

	

 Conclusion	générale	

La	 transplantation	 s'accompagne	presque	 systématiquement	de	 complications	plus	 ou	

moins	graves.	Les	immunosuppresseurs	utilisés	aujourd'hui	sont	la	cause	directe	de	dia-

bète	post-greffe,	d'hypertension	artérielle,	d'athérosclérose,	de	sepsis,	de	diarrhée,	de	né-

croses	osseuses,	de	lymphoedèmes,	d'infections	opportunistes,	d'insuffisance	rénale	ai-

guë	ou	chronique,	de	néoplasies:	la	liste	est	longue...	En	outre,	au	bout	d'une	médiane	de	

10	ans,	les	greffons	usés	par	les	phénomènes	de	rejet	chronique	ou	la	toxicité	des	médi-

caments	anti-rejet	doivent	être	remplacés.	La	perte	d'un	greffon	rénal	est	synonyme	de	

retour	en	dialyse	chez	la	majorité	des	patients	et	 la	retransplantation	est	conditionnée	

par	 la	 disponibilité	 des	 organes,	 l'âge	 et	 la	 condition	 des	 patients.	 Il	 importe	 toujours	

d'améliorer	la	prise	en	charge	des	patients	transplantés.	

	

La	tolérance	est	un	enjeu	majeur	en	transplantation	

Les	premières	observations	de	cohortes	de	patients	tolérants	laissent	penser	que	la	tolé-

rance	pourrait	allonger	radicalement	la	survie	des	greffons	et	des	patients.	Même	si	maî-

triser	la	tolérance	ne	règlera	pas	tout8,	la	possibilité	d'induire	la	tolérance	au	quotidien	

constituera	une	révolution	épistémologique	en	transplantation,	comme	le	fut	l'avènement	

des	 transplantations	 elles-mêmes.	 Le	 présent	 ouvrage	 a	 décrit	 notre	 contribution	 à	 la	

	
	
8	Subsisteront	entre	autres,	les	lésions	rénales	induites	par	l'ischémie-reperfusion	initiale	ou	encore	les	risques	de	
récidive	de	plusieurs	maladies	rénales	sur	le	greffon.	
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progression	de	ce	vaste	chantier	qui	requiert	des	efforts	internationaux	et	concertés.	Plu-

sieurs	consortiums	s'y	attachent	aux	Etats-Unis	et	en	Europe.	

(https://www.immunetolerance.org/,	http://www.onestudy.org/).		

Notre	travail	ouvre	la	voie	à	de	nouvelles	études	sur	la	génomique	des	patients	tolérants.	

Il	pose	des	bases	qui	devront	être	prises	en	compte	lors	de	l'établissement	de	nouvelles	

hypothèses	statistiques.	De	plus,	nos	échantillons	conservés	en	biobanque	(GENIRI,	ULB)	

et	pourront	être	réutilisés	dans	le	cadre	de	futures	études	plus	larges.	

	

"Rejet"	ou	"tolérance"	constituent	les	seules	réponses	possibles	de	notre	système	

immunitaire	face	à	tout	antigène;	qu'il	provienne	d'un	greffon,	du	soi,		d'une	tumeur	ou	

encore	d'un	allergène.	Tout	progrès	dans	la	compréhension	de	la	tolérance	aux	greffes	

ensemence	d'autres	disciplines	et	vice-et	versa.		

Plusieurs	patients	atteints	de	cancer	bénéficient	désormais	d'inhibiteurs	de	points	de	con-

trôle,	c'est-à-dire	des	molécules	capables	d'inhiber	les	signaux	tolérogènes	transmis	par	

les	cellules	tumorales	aux	lymphocytes	T	et	de	"réveiller"	les	cellules	quiescentes.	Il	est	

question	d'antagonistes	du	CTLA4	(voir	rubrique	1.2.5,	page	16	-	tolérance	périphérique)	

et	de	PD-1	/	PD-L1	(voir	également	en	rubrique	1.2.5)	qui	en	réduisant	la	tolérance	aux	

antigènes	 des	 tumeurs,	 améliorent	 significativement	 la	 survie	 de	 patients	 atteints	 de	

différents	types	de	cancers	(Eggermont	et	al.,	2018;	Gandhi	et	al.,	2018;	Wolchok	et	al.,	

2017).	Ces	résultats	sont	encourageants	et	démontrent	que	la	réponse	aux	antigènes	n'est	

pas	donnée	pour	toujours	et	qu'elle	est	potentiellement	modifiable	.		
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LISTE DES ABREVIATIONS 
Remarque:	les	noms	de	substances,	gènes,	protéines	ainsi	que	les	noms	de	fichiers	infor-

matiques	sont	exclusivement	signalés	au	moment	de	leur	première	apparition.		

	

	
ABMR	 Antibody-mediated	rejection	

aSKAT-O	 Sequence	kernel	association	test,	optimisé	et	ajusté	pour	les	petits	

échantillons	

C4d	 Fraction	4d	du	système	du	complément		

CADD	score	 Combined	annotation-dependent	depletion	score	

CTL	 Lymphocyte	cytotoxique	

FDR	 False	discovery	rate	

GWAS	 Genome-wide	association	study	

HLA		 Human	leukocyte	antigen	

IC	à	95%	 Intervalle	de	confiance	à	95%	

InDel	 Courte	insertion	ou	délétion	

NK	 Cellule	natural	killer	

NST	 Nombre	de	sujets	à	taiter	

pb		 Paire	de	bases	

PCR	 Polymerase	chain	reaction	

PRA	 Panel	reactive	antibody	

pmp	 par	million	de	population	

SKAT	 Sequence	kernel	association	test	

SKAT-O	 Sequence	kernel	association	test,	optimisé	

SNP	 Single	nucleotide	polymorphism	

SNV	 Single	nucleotide	variant	

TCMR	 T	cell-mediated	rejection	

TCR	 T	cell	receptor	

Treg	 Lymphocyte	T	régulateur	

WES	 Whole	Exome	Sequencing	

WGS	 Whole	Genome	Sequencing	
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