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Les complications athéromateuses sont fréquentes chez le transplanté rénal. L’athérosclérose est 

une maladie inflammatoire où tous les éléments de la réponse immune peuvent intervenir. Le 

transplanté rénal constitue un modèle d’étude particulièrement intéressant puisqu’il cumule un 

risque de complications athéromateuses élevé et un état variable d’immunosuppression obtenu 

par l’utilisation de molécules ayant des mécanismes d’action différents sur la réponse 

immunitaire. Nous avons étudié le rôle de l’immunité innée et de la polarisation lymphocytaire 

dans la survenue de complications athéromateuses. Nous avons montré que les mutations 

affectant TLR4 réduisaient le risque de complications athéromateuses et que l’existence d’une 

lymphopénie T CD4 était un facteur de risque de complications athéromateuses. Cette 

lymphopénie T CD4 peut être prédite par l’estimation de la fonction thymique quantifiée par le 

nombre de TREC. Enfin, nous avons étudié l’impact de la réponse inflammatoire sur le risque de 

survenue de diabète de novo post-transplantation, un facteur de risque cardio-vasculaire 

important après greffe. 

 

 

IMMUNOLOGIC MECHANISMS OF ATHEROSCLEROSIS AFTER RENAL 

TRANSPLANTATION 

 

Atherosclerotic complications are frequent after renal transplantation. Atherosclerosis is now 

considered to be an inflammatory disease in the immunocompetent population. Nevertheless, the 

impact of immunosuppression on atherosclerotic processes in renal transplant recipients is 

unknown. We studied the influence of innate immunity and lymphocyte polarization on the 

occurrence of atherosclerotic complications in renal transplant patients. We showed that TLR4 

polymorphisms are associated with a decreased risk of cardiovascular complications whereas 

CD4 T cell lymphopenia is a risk factor for such complications. NOD2/CARD15 and COX-2 
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polymorphisms do not influence the risk of cardiovascular disease in transplant patients. Thymic 

function estimated by TREC measurement predicts post-transplant CD4 T count. Finally, we 

showed that a greater capacity to produce IL-6 is associated with a higher risk of new-onset 

diabetes after transplantation. Immunologic responses contribute to cardiovascular disease after 

transplantation. 
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HDL : High density lipoprotein 
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MMP : Métalloproteinase 
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MyD88 : Myeloid Differentiation primary response protein 88 

NODAT : New onset diabetes after transplantation 
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PDGF : Platelet Derived Growth Factor 

PGE2 : Prostaglandine E2 

SCA : Syndrome coronarien aigu 

SCID : Severe combined immunodeficiency 

TCR : T cell receptor 

TGF-b : Transforming growth factor beta 
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TLR : Toll like receptor 

TNF-a : Tumor necrosis factor alpha 
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Avant propos 

Des progrès considérables, accomplis en particulier dans la connaissance des mécanismes de 

l’alloréactivité et dans l’utilisation des traitements immunosuppresseurs, ont permis de réduire 

l’incidence du rejet aigu et de prolonger la survie des greffons rénaux. Cependant, la morbi-

mortalité reste élevée après transplantation rénale tant en ce qui concerne le risque d’infections 

que la survenue de cancers. Ces complications sont liées à l’absence de spécificité de 

l’immunosuppression et à notre incapacité à déterminer « la quantité » d’immunosuppression 

apportée par les traitements à chaque individu. Il existe en effet peu de marqueurs de 

l’immunosuppression thérapeutique. Nous avons montré que l’existence d’une lymphopénie T 

CD4 prolongée après administration de globulines anti-lymphocytaires polyclonales (GALP) 

lymphopéniantes était associée aux complications classiques de la sur-immunosuppression 

(infections opportunistes, cancers cutanés, cancers solides, gammapathies) (Ducloux D et al 

Transplantation 1998,  Ducloux D et al Transplant Proc. 1998, Ducloux D et al Transpl Int. 1999) 

L’athérosclérose et ses complications restent, devant les complications classiques de 

l’immunosuppression, la première cause de morbidité et de mortalité et la seconde cause de perte 

de greffon après le rejet chronique. S’il est bien connu que l’athérosclérose est une maladie 

inflammatoire, l’effet de l’immunosuppression (obligatoire dans le cadre de la greffe d’organe) 

sur l’évolution naturelle de l’athérosclérose reste mal connu. La relation entre athérosclérose et 

greffe de rein est le sujet de ce mémoire.  
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INTRODUCTION 

 

I. Athérosclérose et système immunitaire 

 

L’athérosclérose est une pathologie chronique des grosses artères à localisation intimale. Elle est 

caractérisée par la formation de plaques elles-mêmes constituées par une accumulation de lipides. 

Cette plaque est le siège d’une réaction inflammatoire, dont l’agent initiateur le plus probable est 

le cholestérol-LDL (lipoprotéines de faible densité) sous une forme oxydée (LDL oxydées). 

Différents types d’arguments étayent l’hypothèse déjà ancienne faisant de l’athérosclérose une 

maladie inflammatoire (pour revue, Glass CK et al Cell 2001, Hansson GK et al N Engl J Med 

2005). 

L’analyse histologique de la plaque d’athérome, l’utilisation des modèles animaux explorant 

l’immunité innée et adaptative, ainsi que le rôle particulier de différentes cytokines, et enfin les 

études épidémiologiques (Ridker PM et al Cardiol Clin 2003) ont permis de mieux comprendre 

les relations complexes entre réponse immunitaire et initiation/progression de la maladie 

athéromateuse. 

 

I.1. Histologie de la plaque d’athérome : nature et rôle des cellules inflammatoires 

 

L’athérosclérose est une maladie inflammatoire de la paroi artérielle et le système immunitaire 

contribue à toutes les étapes de la formation de la plaque. Schématiquement, la plaque 

athéromateuse évolue en plusieurs stades : la strie lipidique, des lésions intermédiaires et des 

lésions compliquées (Stary HC et al  Arterioscler Thromb 1994, Stary HC et al Circulation 1995). 
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Lors de la phase initiale (strie lipidique), la plaque contient essentiellement des macrophages 

riches en lipides intra-cytoplasmiques, appelés cellules spumeuses (foam cells) et exprimant 

fortement à leur surface les récepteurs « scavengers » (CD36, CD68, SR-A) impliqués dans la 

phagocytose des LDL oxydées. Les molécules engagées dans le recrutement, le roulement, 

l’adhérence et la migration trans-endothéliale des monocytes sanguins jouent un rôle central dans 

cette phase (figure). Ces molécules [sélectines P (plaquettaire) et E (endothélium), MCP-1 

(Membrane Cofactor Protein-1), ICAM-1 (intercellular adhesion molecule), VCAM-1 (vascular 

cell adhesion molecule)] sont fortement exprimées par les cellules endothéliales, notamment 

après activation de l’endothélium (G. K. Hansson Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001). 

Les molécules intervenant dans la croissance et la différenciation des monocytes en macrophages 

jouent là aussi un rôle important. C’est le cas notamment du M-CSF (Macrophage-Colony 

stimulating factor). 
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Figure 1 : formation des stries lipidiques : étapes et mécanismes de l’infiltration monocytaire de la paroi 

vasculaire (d’après fig 1b E. Matsuura Autoimmunity Reviews 1 2002) :  

Cette figure montre les différents facteurs impliqués dans la formation des stries lipidiques :  

- les monocytes se transforment en macrophages après diapédèse, puis en cellules spumeuses après 

accumulation de lipides (sous la forme de LDL oxydés, oxLDL). 

- les cellules endothéliales jouent un rôle important dans le recrutement et la diapédèse des monocytes. 

- les cellules musculaires lisses (smooth muscle cell) vont aussi subir des transformations et une phase 

de prolifération dans l’intima  

 

Des modèles animaux ont permis de mieux comprendre les mécanismes immunologiques 

impliqués dans la phase de formation des stries lipidiques. Le tableau 1 en résume les principaux 

résultats. Ces modèles animaux sont basés sur l’utilisation de souris génétiquement susceptibles 

de développer une athérosclérose accélérée : les souris apoE -/- (invalidées pour le gène de 

l’apoliprotéine E) ou les souris LDLR -/- (invalidées pour le gène du récepteur des lipoprotéines 

de faible densité [LDL]) 
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Tableau 1 : Formation comparée des stries lipidiques dans différents modèles animaux d’athérosclérose avec 

ou sans déficit en facteurs, d’adhérence, facteurs de croissance, chimiokines ou récepteurs « scavenge »r 

(d’après G.K. Hansson Circulation Research 2002). Ceci illustre le rôle de l’endothélium activé et des 

monocytes/macrophages 

 

D’un point de vue dynamique, l’hypercholestérolémie est à l’origine de l’adhérence des 

monocytes à l’endothélium artériel : elle stimule la sécrétion des molécules d’adhérence par les 

cellules endothéliales. En outre, l’hypercholestérolémie est à l’origine de la formation de LDL 

Familles de molécules 
Modèles 

murins 

Effets sur l’athérome comparés aux 

souris 

LDLR-/- ou apoE-/- 

Références 

bibliographiques 

Sélectine P-/- Diminution x 1,25 à 2 
Collins RG et al JCI 

2000 

Sélectine E-/- Diminution x 1,3 
Collins RG et al JCI 

2000 

Molécules 

d’adhérences 

ICAM-/- Diminution x 1,4 
Collins RG et al JCI 

2000 

Facteur de croissance M-CSF-/- Diminution x 5 
Smith JD et al PNAS 

1995 

MCP-1 Diminution x 5 
Gu L et al Mol cell 

1998 

Chimiokines et 

récepteurs de 

chimiokines 

(lignée monocytaire et 

macrophagique) 

CCR2-/- Diminution x 3 
Boring L et al Nature 

1998 

SRA-/- Diminution 
Suzuki et al Nature 

1997 

Récepteurs 

« scavenger » 

(impliqués dans la 

capture des LDL 

oxydées) 

CD36-/- Diminution x 4 
Febbraio M et al JCI 

2000 
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oxydées ayant des propriétés chimiotactiques sur les monocytes. Les chimiokines sécrétées par 

les cellules endothéliales vont favoriser la pénétration des monocytes dans la paroi artérielle. La 

présence de M-CSF dans le milieu (notamment sécrété par les cellules musculaires lisses) 

concourt à la différenciation des monocytes en macrophages. En présence de LDL modifiés, les 

macrophages subissent une modulation phénotypique qui se traduit par une forte expression à 

leur surface de récepteurs « scavengers ». Ceci a pour conséquence la capture et l’accumulation 

intra-cytoplasmique de matériel lipidique par les macrophages qui deviennent des cellules 

spumeuses. Ces cellules sont à l’origine de la formation de la strie lipidique (figure 2). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : chronologie de la formation des stries lipidiques : acteurs cellulaires et moléculaires à l’origine de 

cette formation (D’après D.Steinberg Nature Medicine 2002). 
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Les stries lipidiques vont progressivement évoluer vers des lésions intermédiaires. A ce stade, la 

plaque contient des macrophages chargés en lipides, des cellules musculaires lisses dans l’intima 

et surtout des lymphocytes T qui vont jouer un rôle central dans cette étape, puisqu’ils vont 

pouvoir sécréter des cytokines pro- et anti-inflammatoires après activation. Durant cette phase, 

les cellules musculaires lisses migrent de la média vers l’intima et y prolifèrent en réponse à 

certaines cytokines (IFN-γ et IL-4) et certains facteurs de croissance [(PDGF (Platelet Derived 

Growth Factor ou facteur de croissance dérivé des plaquettes), HB-EGF (Heparin Binding 

Epidermal Growth Factor-like Growth Factor ou facteur de croissance liant l’héparine apparenté 

à l’EGF), b-FGF (basic-Fibroblast Growth Factor ou facteur de croissance fibroblastique)], 

sécrétés par les cellules endothéliales lésées, les macrophages et les lymphocytes T activés in situ. 

Il en résulte une hypertrophie de l’intima (E .Matsuura, Autoimmunity Reviews I 2002).   

Les lésions intermédiaires évoluent par la suite vers des lésions avancées avec formation d’une 

coque fibreuse qui isole la lésion de la lumière vasculaire. La coque fibreuse renferme un 

mélange de macrophages et lymphocytes, de lipides et de débris cellulaires qui forment un noyau 

nécrotique. Néanmoins, ce noyau continue à croître par le biais d’une adhérence et d’une 

infiltration leucocytaire continue de la lésion par les mêmes mécanismes que ceux décrits lors des 

deux précédentes phases (cf fig3 R. Ross NEJM 1999= figure 4a). L’expansion du noyau 

nécrotique, mais aussi la présence au sein de ce noyau nécrotique d’enzymes protéolytiques 

conduisent à la fragilisation de la coque fibreuse qui en s’ulcérant libère son contenu nécrotique. 

Ceci contribue aux phénomènes thrombotiques par activation de la coagulation pouvant entraîner 

l’occlusion de l’artère (figure 3). 
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Figure 3 : Formation et rupture de la plaque d’athérome : (a) formation du noyau nécrotique et constitution 

de la coque fibreuse (d’après fig 3 R. Ross NEJM 1999) : les lésions intermédiaires évoluent vers des lésions 

avancées avec formation d’une coque fibreuse qui isole la lésion de la lumière vasculaire. La coque fibreuse 

renferme un mélange de leucocytes, de lipides et de débris cellulaires qui forment un noyau nécrotique. (b) 

Rupture de la plaque d’athérome : déversement du contenu du noyau nécrotique dans le flot sanguin (d’après 

fig 4 R. Ross NEJM 1999) : l’expansion du noyau nécrotique, mais aussi la présence dans le noyau 

nécrotique d’enzymes protéolytiques conduisent à la fragilisation de la coque fibreuse qui en s’ulcérant libère 

son contenu nécrotique à l’origine des phénomènes thrombotiques liés à l’activation de la coagulation 

entraînant l’occlusion de l’artère. 

 

L’analyse statique (histologique) de la plaque d’athérome à ces différents stades identifie 

différents parteniaires impliqués dans la progression de l’athérosclérose. Il s’agit entre autres : du 

cholestérol et des LDL oxydées, de cellules de l’immunité innée (monocyte/macrophage, cellules 

endothélailes) et adaptatives (les lymphocytes). Dans la suite de ce mémoire, nous allons abordé 

de manière plus fonctionnel l’implication de ces différents partenaires en reprenant des études 

anciennes impliquant ces partenaires et en analysant ces données avec le regard actuel. Nous 

prendrons notamment en compte les avancées importantes réalisées dans la compréhension de 

l’activation des cellules de l’immunité innée avec la caractérisation des récepteurs TLR (pour 

Toll Like Receptor) (voir I.3.1). 
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I.2. Induction de la réponse immunitaire dans l’athérosclérose : place du cholesterol 

 

Le cholestérol joue un rôle primordial dans l’athérogénèse. En effet, dans les modèles animaux, 

l’athérosclérose ne se développe pas en l’absence de cholestérol, observation également 

pertinente chez l’Homme (Campbell TC et al Am J Cardiol 1998, Stamler J, et al JAMA 1986). 

Par ailleurs, les statines réduisent l’athérosclérose et l’effet de ces traitements est proportionnel à 

la baisse du cholestérol (Vaughan CJ et alCirculation 2004, Grundy SM et alCirculation 2004). 

Ces éléments attestent du rôle initiateur du cholestérol dans la formation de la plaque. Cet effet 

initiateur est aussi attribué aux LDL oxydées. D’ailleurs, dans les stries lipidiques, macrophages 

et LDL oxydées sont co-localisés (Napoli C J Clin Invest 1997). En outre, il n’est pas décrit 

d’accumulation de macrophages dans la plaque sans présence simultanée de LDL oxydées 

(Napoli C J Clin Invest 1997). 

Plusieurs études suggèrent que les lipides oxydés et plus particulièrement les LDL oxydées sont 

les principaux « antigènes » de la plaque. L’oxydation des LDL génère en effet de nombreux néo-

déterminants pouvant contribuer à activer une réponse immune (Pour revue, Tedgui A et al 

Physiol Rev 2006). 

Comme nous le disions à la fin du précédent chapitre, il faut ré-interpréter certaines études 

anciennes en prenant en compte la caractérisation et la compréhension des récepteurs de 

l’immunité innée (le prochain chapitre y sera consacré). En effet, le terme « antigène » est 

souvent employé dans les études anciennes lorsque l’agent en question a été identifié comme à 

l’origine de la réponse inflammatoire/immunitaire favorisant l’athérosclérose. Cependant, ce 

terme « antigène » n’est pas toujours justifié, puisqu’il doit être réservé à un facteur générant une 

réponse immunitaire spécifique (reconnu par des lymphocytes T ou des anticorps). L’agent en 

question, ici les LDL oxydées, peut être à l’origine de la réponse immunitaire en se comportant 
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comme un adjuvant (un signal « Danger » activant les cellules de l’immunité innée (Matzinger P 

Annu Rev Immunol. 1994, Matzinger P Science. 2002, Iwasaki A, et al Nat Immunol. 2004, Palm 

NW et al Immunol Rev. 2009). Celles-ci présentent ensuite aux lymphocytes T présents tous les 

antigènes qu’elles contiennent. Les LDL oxydées sont de puissants stimuli inflammatoires. 

Comme dit précédemment, elles augmentent l’expression de molécules d’adhérence sur 

l’endothélium activé (Kim JA et al Arterioscler Thromb 1997). Les LDL oxydées ont également 

un pouvoir chimiotactique pour les monocytes, favorisent leur différentiation en macrophages, 

puis inhibent leur mobilité (Quinn MT et alProc Natl Acad Sci USA 1987, Quinn MT et al Proc 

Natl Acad Sci USA 1985). Il a également été établi que la liaison des LDL oxydées au CD36 (un 

des récepteurs « scavengers ») induit la synthèse de cytokines pro-inflammatoires (Janabi M et al 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2000). Par ailleurs, l’incubation de LDL oxydées avec des 

cellules mononucléées aboutit à l’activation des lymphocytes T caractérisées par l’expression du 

récepteur de l’IL-2 et de molécules HLA de classe II (Frostegard J et al Arterioscler Thromb 

1992). 

Les LDL oxydées peuvent donc jouer à la fois le rôle d’initiateur de la réponse inflammatoire, 

puis immunitaire (effet adjuvant), mais aussi servir de source d’antigènes à l’origine de 

l’activation de l’immunité spécifique. D’autres molécules peuvent aussi jouer le rôle d’antigènes 

et/ou d’agents initiateurs de la réponse inflammatoire. Ainsi, les protéines de choc thermique 

(Heat shock protein, HSP), les agents infectieux (dont principalement les infections à 

Cytomégalovirus et Chlamydia), l’angiotensine et de nombreux autres facteurs biologiques, 

jouent un rôle adjuvant dans l’athérogénèse (Pour revue : Tedgui A et al Physiol Rev 2006). 

Ces autres facteurs entrent tous dans la famille des motifs moléculaires associés aux pathogènes 

appelés plus communément PAMP (pour Pathogen Associated Molecular Pattern) ou celle des 

DAMP (pour Damage Associated Molecular Pattern). Ceci fait l’objet du prochain chapitre. 
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I.3. Immunité innée et athérosclérose 

 

L’implication des macrophages dans l’athérogénèse a été bien démontrée. Les souris apoE -/- 

ayant une mutation du gène codant pour le M-CSF développent quatre à dix fois moins de 

plaques que les souris apoE -/- présentant le gène non muté (Smith JD et al Proc Natl Acad Sci 

USA 1995). La différentiation des monocytes en macrophages est une étape indispensable dans la 

formation de la plaque (Randolph GJ Curr Opin Lipidol. 2008). 

Les macrophages jouent également un rôle au niveau de la matrice extra-cellulaire de la plaque. 

L’activation des macrophages s’accompagne d’une augmentation de la sécrétion de 

métalloprotéinases (MMP : Metalloproteinase), enzymes protéolytiques dégradant la matrice 

exracellulaire et donc la plaque d’athérome. Cette activité MMP est régulée par la sécrétion 

d’inhibiteurs, les TIMPS (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase). La production par les 

macrophages de MMP-2 et -9 conduisant à la rupture des plaques est en revanche induite par la 

prostaglandine E2 en réponse à une augmentation de l’activité de la cyclooxygénase 2 (COX-2) 

(Cipollone F et al Circulation. 2001). 

Pour mieux comprendre l’implication de l’immunité innée dans l’athérosclérose, il convient 

maintenant d’évoquer les récepteurs présents à la surface des macrophages. 

 

I.3.1 Récepteurs de l’immunité innée 

L’activation de l’immunité innée par l’intermédiaire de récepteurs constitue une première défense 

contre les pathogènes. Ces récepteurs reconnaissent des motifs hautement conservés présents 

chez de nombreux pathogènes, appelés PAMP. Les récepteurs PRR (pour Pattern Recognition 

Receptor,) impliqués dans la reconnaissance de ces ligands exogènes reconnaissent aussi des 
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ligands endogènes appelés DAMP ou alarmines (Gallucci S et al Curr Opin Immunol. 2001, 

Kono H et al Nat Rev Immunol. 2008). 

La liaison de ces signaux « Danger » avec un PRR va aboutir à l’activation de l’immunité innée 

(figure 4). Cette activation peut se traduire par la sécrétion de cytokines inflammatoires (TNF-α, 

IL-6 et IL-1β), la migration cellulaire (avec l’acquisition de CCR7 par exemple), l’expression de 

molécules de costimulation (CD80, CD86,..) permettant à ces cellules de l’immunité innée 

d’acquérir la capacité de présenter l’antigène aux lymphocytes T (figure 4). La production d’IL-

12 par les cellules dendritiques conventionnelles en réponse à la stimulation des TLR est à 

l’origine de la polarisation des lymphocytes T vers le profil Th1 caractérisé par la synthèse 

d’IFN-γ et TNF-α entre autres. Ces PRR correspondent à une famille de récepteurs comprenant 

notamment les TLR (pour Toll Like Receptor) (Iwasaki A et alNat Immunol. 2004 , Palm NW et 

al Immunol Rev. 2009). 

Les TLR stimulent par un nombre limité de voies de signalisation, conservées par les différents 

TLR. Il est généralement accepté que tous les TLR (en particulier TLR2, TLR5, TLR7, TLR8 et 

TLR9) à l’exception de TLR3 utilisent la molécule MyD88 (pour Myeloid Differentiation 

primary response protein 88), comme protéine adaptatrice pour initier la voie de signalisation 

puis des kinases de la famille IRAK (pour IL-1 Receptor-Associated Kinase) (Miggin SM et al J 

Leukoc Biol. 2006, Kawai T et al Cell Death Differ. 2006). TLR3 implique les protéines 

adaptatrices, Trif (pour TIR domain containing adaptator-inducing IFN-β) et IFN-related factor 3 

(Kawai T et al Cell Death Differ. 2006). 

TLR4 utilise à la fois des voies de signalisation dépendantes de MyD88 et indépendantes de 

MyD88 dont celle de Trif par l’intermédiaire de la protéine adaptatrice TRAM (Trif-related 

adaptator molecule) (Miggin SM et al J Leukoc Biol. 2006, Kawai T et alCell Death Differ. 

2006). 
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Ces voies de signalisation aboutissent à l’activation et la translocation vers le noyau des facteurs 

de transcription NF-κB et AP-1 (pour activating-protein-1) qui régulent la transcription de 

nombreuxgènes, dont celle de cytokines pro-inflammatoires.(Miggin SM et al J Leukoc Biol. 

2006, Kawai T et alCell Death Differ. 2006). 
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Figure 4. Les différents PRR et leurs ligands. Ces ligands peuvent être d’origine exogène (PAMP) et être 
principalement exprimés par les agents pathogènes (bactéries, virus, champignons ou parasites). Des exemples 
de PAMP sont donnés sur le schéma en regard du PRR participant à leur reconnaissance. Le LPS est le 
représentant « emblématique » reconnu par TLR4 ; ceci a fait l’objet de la première identification d’un rôle 
pour un TLR chez les mammifères (Medzhitov R et al Nature. 1997). Un motif moléculaire commun aux 
pathogènes procaryotes (les motifs CpG déméthylés) représente un PAMP « universel » reconnu par le TLR 
endosomal, TLR9. Les ligands peuvent être aussi d’origine endogène (DAMP ou alarmines) et produits par 
notre propre organisme en réponse à une agression. Selon Polly Matzinger (Gallucci S et al Curr Opin 
Immunol. 2001), il est possible de distinguer 2 grandes familles de DAMP : ceux dits constitutifs et libérés lors 
de la perte de l’intégrité de la membrane plasmique (ici l’exemple est l’acide urique) (Shi Y et al Nature. 2003) 
et ceux dits inductibles par le stress (comme les HSP). Par ailleurs, d’autres facteurs pourraient être 
considérés comme des DAMP. Ils sont mentionnés comme suspectés sur le schéma. Le doute repose sur le fait 
que l’identification n’a pas été confirmée en présence d’un agent neutralisant les endotoxines (un ligand bien 
connu de TLR4) (Kono H et alRev Immunol. 2008) Un jeu de couleur permet de faire le lien entre certaines 
alarmines et le PRR impliqués dans leur reconnaissance. Ainsi, les cellules nécrotiques peuvent être reconnues 
par TLR2 ou CLEC9 (Sancho D et al Nature. 2009). Dans le cadre qui nous intéresse (TLR et athérosclérose), 
il faut remarquer que le TLR4 serait capable de reconnaître des DAMPs par ailleurs décrits comme 
favorisant l’athérosclérose : les LDL oxydées (voir chapitre suivant) et le fibrinogène . Les PRR peuvent être 
exprimés à la membrane plasmique ou au niveau intracellulaire (comme NOD2 ou les TLR situés dans les 
endosomes : TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). Les conséquences de la stimulation des PRR sont synthétisées dans 
le carré jaune et passe en général par l’activation de NF-κB. Abréviations : GPI : glycosylphosphatidyl 
inositol, RAGE, Receptor for Advanced Glycation End products. 
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I.3.2 Récepteurs de l’immunité innée et LDL oxydées 

La région oxydée des LDL pourrait être reconnue par des récepteurs des cellules de l’immunité 

innée. Il a été montré que les récepteurs « scavenger » reconnaissent les LDL oxydées, mais pas 

les LDL naturelles (Goldstein JL et al Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 1979). 

Ces récepteurs « scavengers » constituent une autre famille de récepteurs exprimés par les 

cellules phagocytaires de l’immunité innée. Ils sont impliqués dans l’élimination des cellules 

mourantes, cellules entrant en apoptose. La stimulation de ces récepteurs « scavengers » dans de 

l’élimination de cellules apoptotiques s’accompagnent le plus souvent d’une inhibition des 

fonctions de la cellule phagocytaire et parfois même de la synthèse de cytokines anti-

inflammatoire, comme l’IL-10 ou le TGF-β (Wermeling F et al J Exp Med. 2007, Erwig LP et al 

Cell Death Differ. 2008). 

Dans le dévelopement de l’athérosclérose, ces récepteurs « scavengers » permettent 

l’accumulation des lipides au sein du macrophage. D’autres récepteurs peuvent être à l’origine de 

l’activation du macrophage vers un profil inflammatoire. Ainsi, les récepteurs de la famille TLR 

et des protéines associées, en particulier MD2, reconnaissent également les LDL oxydées et 

certains phospholipides oxydés (Miller YI et al. Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005, Erridge C 

et al J Biol Chem 2008). 

Cette reconnaissance semble avoir un impact sur l’athérogénèse. En effet, chez la souris apoE -/-, 

l’invalidation de MyD88, le transducteur du signal de tous les TLR à l’exception de TLR3 

(Kaisho TJ Allergy Clin Immunol 2006), réduit les lésions d’athérosclérose (Björkbacka H et al 

Nat Med 2004) 

Des études récentes ont également montré que les polymorphismes de TLR4 (aboutissant à une 

plus faible activité du récepteur) diminueraient la progression de la maladie athéromateuse et le 

risque de complications cardio-vasculaires (Ameziane N et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 

2003, Boekholdt SM et al Circulation 2003, Kiechl S et al N Engl J Med 2002). 
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Le macrophage et ces récepteurs interviennent donc dans la progression de l’athérosclérose. 

L’analyse du polymorphisme de ces récepteurs ou du promoteur controlant leur expression 

pourrait permettre de définir une population de patients à risque. 

 

I.3.3 Autres cellules de l’immunité innée impliquées dans l’athérosclérose 

Les macrophages ne sont pas les seules cellules de l’immunité innée infiltrant la plaque 

d’athérome et pouvant jouer le rôle de CPA. En effet, les cellules dendritiques (DC) ont 

également été identifiées au sein de la plaque (Doherty TM et al  Trends Immunol 2006). Ces 

cellules portent des PRR et pourraient également être activées par les LDL oxydées et d’autres 

ligands présents dans la plaque. Certaines sousp-populations de DC expriment également TLR7 

et TLR9 impliqués dans la réponse anti-virale (Niessner A et al Circulation. 2006, Gilliet M et al 

Nat Rev Immunol. 2008). TLR9 permet de percevoir les motifs CpG déméthylés, 

caractérisitiques communes des procaryotes. Certaines sous-populations de DC sont les CPA 

professionnelles les plus efficaces de l’organisme pour activer les lymphocytes T naïfs. Donc, 

l’activation des DC au sein de la plaque d’athérome peut ainsi être à l’origine de l’activation de 

l’immunité adaptative. 

 

Les cellules natural killer (NK) sont également présentes dans la plaque d’athérome (Melian A et 

al Am J Pathol 1999, Chan WL et al Circ Res 2005 , Bobryshev YV et al J Vasc Surg 2002). Les 

lésions athéromateuses contiennent d’ailleurs des chimiokines responsables du recrutement des 

cellules NK. La fractalkine et l’IL-15, toutes deux impliquées dans la migration et l’activation des 

cellules NK, sont présentes dans les plaques athéromateuses humaines et murines (Greaves DR et 

al Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2001, Lesnik P et alJ Clin Invest. 2003, Wuttge DM et al Am J 

Pathol. 2001). Les souris LDLR -/- ayant des cellules NK incapables de libérer leurs granules 
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(souris Lystbeige) ont une réduction des lésions athéromateuses suggérant le rôle pro-athérogène de 

ces cellules (Schiller NK et al Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2002). 

 

Ces différents éléments suggèrent que la réponse immunitaire innée joue un rôle important dans 

l’athérogénèse. L'immunité adaptative comme l'immunité innée affectent l'athérogenèse. 

Cependant, l'immunité innée semble nécessaire à la formation des lésions, contrairement à 

l'immunité adaptative, qui la régule uniquement.  
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I.4. Place de l’immunité adaptative dans l’athérosclérose 

 

L’immunité adaptative est mise en jeu lorsque des épitopes antigéniques spécifiques sont 

reconnus par des récepteurs tels que le TCR (T-cell receptor) ou le BCR (B-cell receptor). De 

nombreux travaux ont montré l’existence d’une expansion oligoclonale de lymphocytes T dans 

les lésions athéromateuses (Caligiuri G et al Circulation 2000, Stemme S et al Proc Natl Acad Sci 

USA 1995). 

Ceci suggère qu’un nombre limité d’antigènes au sein des lésions athéromateuses est à l’origine 

d’une prolifération de lymphocytes T spécifiques. L’antigène le plus important serait sans doute 

un constituant des LDL oxydées. 

De nombreux travaux soutiennent le rôle majeur de l’immunité adaptative dans l’athérogénèse. 

L’existence d’un déficit en lymphocytes T et B réduit les lésions athéromateuses de 40 à 80%. 

Ceci a été constaté chez les souris apoE -/- ou LDLR -/- croisées avec des souris 

immunodéficientes RAG -/- ou SCID (Dansky HM et al Proc Natl Acad Sci USA 1997, 

Daugherty A et al J Clin Invest 1997, Reardon CA et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001, 

Song L et al J Clin Invest 2001, Zhou X et al Circulation 2000).  Le transfert de lymphocytes T 

CD4+ chez des souris apoE -/- x SCID -/- rétablit des lésions athéromateuses similaires à celles 

observées chez les souris immunocompétentes confirmant l’effet pro-athérogène des lymphocytes 

T CD4+ (Zhou X et al Circulation 2000). 

 

Les différents modèles animaux explorant cette phase (souris invalidées pour certaines cytokines 

ou souris ne présentant pas de lymphocytes) et mettant en évidence l’importance de l’immunité 

adaptative dans la progression des lésions d’athérosclérose sont rappelés dans le tableau 2.(). 
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Tableau 2 : Modèles animaux explorant le rôle de l’immunité adaptative dans la formation des lésions 

athéromateuses (d’après tableau 2 G. K. Hansson. Immune mechanisms in atherosclerosis. Arterioscler 

Thromb Vasc Biol 2001 ; 21 : 1876-1890) 

* L’activation des lymphocytes B et des CPA est diminuée du fait de l’absence de CD154 (CD40L). Le CD40L 

est important pour la commutation isotypique. 

Ces expériences consistent à invalider l’ensemble des lymphocytes T. Les lymphocytes T 

corresondent à un ensemble hétérogènes de sous-populations avec des fonctions différentes, 

comme la cytotoxicité, la production de cytokines proinflammatoirs ou encore la suppression. 

Nous allons voir dans le prochain chapitre comment ses différentes sous-populations 

lymphocytaires sont impliquées dans l’athérosclérose. 

Modèles 
Immunité 

adaptative 

Effets sur l’athérome comparés aux 

souris apoE-/- 

Références  

bibliographiques 

RAG1-/- Lymphocytes=0 diminution 
Dansky HM et al 

PNAS 1997 

RAG2-/- Lymphocytes=0 
 

diminutio 

Daughtery HM et al 

JCI 1997 

Ac anti-CD154 
Lymphocytes T 

Inactivés* 
diminution 

Mach F et al Nature 

1998 

CD154-/- apoE-/- 
Lymphocytes T 

Inactivés* 
diminution x 5 

Lutgens E et al Nat 

Med 1999 
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I.4.1. Cytokines et athérosclérose : rôle de l’orientation de la réponse lymphocytaire T 

 

La polarisation de la réponse lymphocytaire T CD4 peut suivre plusieurs voies avec des 

conséquences fonctionnelles très différentes (figure 5). L’orientation de la réponse immunitaire 

vers un versant d’immunité à médiation cellulaire avec un profil de sécrétion cytokinique pro-

inflammatoire Th1 (IFN-γ, TNF-α) domine au sein des lésions athéromateuses (Frostegard J et al 

Atherosclerosis 1999). 
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Il est aujourd’hui bien démontré que cette réponse Th1 est pro-athérogène. Chez la souris apoE -

/- ou LDLR -/- également invalidée pour le gène du récepteur de l’IFN-γ, on note une diminution 

de 60% de la taille des lésions d’athérosclérose (Gupta S et al. J Clin Invest 1997, Buono C et al 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003). Des études ont également montré que l’injection d’IFN-γ à 

des souris apoE -/- aggravait les lésions athéromateuses (Whitman SC et al Am J Pathol 2000). 

L’IFN- γ est une cytokine de type 1 produite par les lymphocytes T CD4 de type 1, des 

lymphocytes T CD8 et les cellules NK après activation synergique par l’IL-12 et l’IL-18. L’IL-12 

et l’IL-18 semblent être également pro-athérogènes chez la souris apoE -/-. L’IL-12 interviendrait 

principalement aux stades précoces de l’athérogénèse (Davenport P et al Am J Pathol 2003). La 

principale source d’IL-12 est la cellule dendritique conventionnelle (CDC). Chez la souris apoE -

/-, le déficit en IL-12 réduit les lésions d’athérosclérose (Davenport P et al Am J Pathol 2003, 

Zhao L et al J Biol Chem 2002) tandis que l’injection d’IL-12 augmente ces lésions dans le même 

modèle. L’administration d’IL-18 quant à elle accroît l’étendue des plaques chez la souris apoE -

/- (Whitman SC et al Circ Res 2002). La surexpression de l’inhibiteur endogène de l’IL-18, l’IL-

18 binding protein (IL-18BP), réduit les lésions d’athérosclérose et modifie profondément la 

composition des plaques leur attribuant un phénotype plus stable (Mallat Z et al Circ Res 2001). 

Il a été suggéré que l’effet pro-athérogène de l’IL-18 est dépendant de l’IFN-γ. En effet, cet effet 

est aboli chez les souris apoE -/- IFNγ -/- (Whitman SC et al Circ Res 2002). Cependant, l’effet 

pro-athérogène de l’IL-18 peut être observé en l’absence de lymphocytes T (Tenger C et al 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005). Il a en effet été montré que l’injection intra-péritonéale 

d’IL-18 à des souris apoE -/- Scid/Scid aggrave les lésions athéromateuses tout en 

s’accompagnant d’une élévation des concentrations d’IFN-γ, dont l’origine est probablement les 

cellules NK (Tenger C et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005).. 
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Le TNF-α, autre cytokine de type 1, favorise la prolifération des cellules musculaires lisses 

vasculaires, l’activation des macrophages et augmente l’expression des molécules d’adhérence 

endothéliale et pourrait par ces mécanismes favoriser le développement de la plaque,(Canault M 

et al J Pathol 2008) en affectant les premières étapes de sa formation. Les propriétés anti-

thrombotiques des cellules endothéliales sont profondément altérées par l’IL-1 ou le TNF-α, qui 

augmentent l’activité procoagulante de type facteur tissulaire et suppriment l’activité 

anticoagulante relayée par le système thrombomoduline-protéine C, en diminuant l’expression de 

la thrombomoduline. Ces cytokines modifient aussi les propriétés fibrinolytiques des cellules 

endothéliales en diminuant la production de l’activateur du plasminogène de type tissulaire (tPA) 

et en augmentant la production de l’inhibiteur du tPA, le PAI-1. Ainsi, les cytokines pro-

inflammatoires de la plaque, produites entre autres par les lymphocytes de type 1 activés, 

pourraient aussi intervenir dans les complications thrombotiques associées à l’athérosclérose 

(Mallat Z et al Circ Res 2001). 

Par ailleurs, il a été montré que les souris apoE -/- TNFα -/- développent moins de lésions 

athéromateuses que les souris apoE -/- (Ohta H et al Atherosclerosis 2005). L’effet athérogène du 

TNF-α pourrait être réduit dans certaines circonstances du fait de l’action inhibitrice du TNF-α 

sur l’expression du gène du récepteur « scavenger » par les macrophages. Ceci pourrait réduire la 

capture de LDL oxydées par ces mêmes cellules (Van Lenten BJ et al J Immunol 1992, Hsu HY 

et al J Biol Chem 1996). Ce dernier mécanisme pourrait être un mécanisme de rétrocontrôle 

tentant d’empêcher la formation de cellules spumeuses. Cependant, tous ces éléments montrent 

sans équivoque que l’orientation de la réponse lymphocytaire vers un profil de type 1 contribue à 

aggraver les lésions d’athérosclérose. 
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Le schéma inflammatoire de l’athérosclérose ressemble de très près à celui habituellement décrit 

dans les pathologies inflammatoires chroniques. Il existe un infiltrat inflammatoire composé de 

lymphocytes, de DC et de macrophages, suivi par une prolifération des cellules 

mésenchymateuses (Ross R N Engl J Med 1999). Comme dans toute réaction inflammatoire, il 

est attendu que l’athérosclérose s’accompagne de la production de cytokines anti-inflammatoires 

qui participent à la résolution de l’inflammation. 

Les cytokines de type 1 et 2 exercent entre elles une régulation croisée. La production d’IL-4 

(Type 2) empêche la polarisation de type 1 et la production d’IL-12, IL-18 ou IFN-γ diminue la 

réponse de type 2. Un profil de sécrétion cytokinique de type 2 est plus rarement exprimé dans les 

plaques athéromateuses que le profil de type 1 (Frostegard J et al Atherosclerosis 1999). L’IL-4 

est principalement produite par les lymphocytes T CD4 Th2, les éosinophiles, les cellules 

basophiles et les mastocytes. Les effets de l’IL-4 sont généralement considérés comme anti-

inflammatoires par opposition à la réponse de type 1. Cependant, de nombreux travaux suggèrent 

que l’IL-4 pourrait avoir un effet pro-athérogène, en particulier en augmentant l’expression de 

VCAM-1 (Galea P et al J Immunol 1993, Lee YW et al J Mol Cell Cardiol2001, Luscinskas FW 

et al J Cell Biol 1994) et MCP-1 (Lee YW et al Am J Physiol Heart Circ Physiol 2003, Rollins BJ 

et al Am J Pathol 1991). D’ailleurs, la réalisation d’une greffe de moelle osseuse provenant de 

souris IL-4 -/- à des souris LDLR -/- diminue les lésions athéromateuses (King VL et al 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2002). Enfin, les plaques d’athérome sont réduites chez les souris 

apoE -/- x IL-4 -/- par rapport aux souris uniquement apoE -/- (Davenport P et al Am J Pathol 

2003). 

Il est intéressant de noter que dans les modèles animaux d’athérosclérose, l’hypercholestérolémie 

prolongée est associée à un « switch Th2 » avec la production d’IL-4 (Zwacka RM et al Nature 

Med1998). L’utilisation de modèles animaux apoE -/- x IL-12 -/- et apoE -/- x IL-4 -/- suggère 

que les réponses de type 1 et 2 sont toutes deux pro-athérogènes. Les lymphocytes de type 1 
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jouent principalement un rôle dans les phases de formation de la plaque, les lymphocytes de type 

2 durant les phases plus tardives de développement des lésions athéromateuses (Davenport P et al 

Am J Pathol 2003).. 

Ainsi, même si l’athérosclérose se développe plutôt dans un contexte de type 1, il n’y a pas 

d’argument solide suggérant que favoriser la réponse de type 2 pourrait limiter la progression des 

lésions. D’ailleurs, l’existence chez l’homme d’une maladie de type 2 (l’asthme par exemple) ne 

protège pas de la survenue d’une maladie de type 1 (maladie coronaire par exemple). Le concept 

de balance « Th1/Th2 » est probablement une réduction simpliste des interactions lymphocytaires 

au cours du processus athéromateux. Néanmoins, ceci n’exclut pas un certain degré de contre-

régulation entre les systèmes type 1 et type 2 dans l’athérosclérose. En effet, alors qu’aux stades 

tardifs de l’athérosclérose, le déficit en IL-4 diminue les lésions, le déficit en IL-12 aggrave les 

lésions, suggérant qu’à cette phase, la réponse de type 1 pourrait moduler l’effet type 2 pro-

athérogène (Davenport P et al Am J Pathol 2003). De plus, l’identification récente d’autres voies 

de polarisation « effectrices » (Th17, Th9) permet également de sortir de cette dichotomie 

« Th1/Th2 » (Dardalhon V et al Nat Immunol. 2008, Veldhoen M et al Nat Immunol. 2008, Korn 

T et al Annu Rev Immunol. 2009). Par ailleurs, l’activation des lymphocytes T CD4 naïfs peut 

aussi aboutir à des réponses régulatrices. 

Les réponses régulatrices Th3 (TGF-β) et Tr1 (IL-10) sont susceptibles de modifier l’évolution 

de la plaque athéromateuse. Les souris doublement invalidées pour le gène de l’apoE et le gène 

de l’IL-10 ont une incidence accrue de plaques ulcérées et de thromboses coronaires par rapport 

aux souris simplement apoE -/- (Hanson GK Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001). A l’inverse, 

l’induction d’une réponse lymphocytaire de type Tr1 ou la délivrance locale ou systémique d’IL-

10 à l’aide d’adénovirus diminue l’importance des lésions athéromateuses chez les souris apoE -/- 

(Mallat Z et al Circulation 2003, Von Der Thusen JH et al FASEB J 2001). L’IL-10 est présente 

dans les plaques d’athérosclérose humaine et son expression locale est inversement corrélée aux 
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signes d’inflammation (appréciée par l’expression de NO synthase-II) et à la mort des cellules par 

apoptose (Mallat Z et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 1999). 

 

Le TGF-β limite quant à lui le recrutement des leucocytes et favorise la synthèse de collagène et 

de matrice extra-cellulaire (Noble NA et al Prog Growth Factor Res 1992). Il aurait donc plutôt 

un effet fibrosant favorisant la stabilisation des plaques préformées et prévenant ainsi la rupture 

de la paroi et le risque de thrombose vasculaire (Cipollone F et al Stroke 2004). L’injection 

d’anticorps anti-TGF-β chez des souris apoE -/- accélère l’athérosclérose (Hanson GK 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001). Il en est de même, lorsque des souris apoE -/- sont croisées 

avec des souris ayant un déficit de la signalisation du TGF-β au sein des lymphocytes T (souris 

ayant un déficit de la signalisation du récepteur II du TGF-β, RTGF-β II -/-) (Robertson AK et al 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006). 

L’immunisation avec la protéine du choc thermique 65 (heat shock protein [HSP65]) aggravant 

l’athérosclérose, il a été suggéré que l’induction de tolérance vis à vis de HSP65 pourrait moduler 

le développement de l’athérosclérose expérimentale. Harats et al ont mis en évidence une 

réduction de la taille des lésions après administration orale d’HSP65 à des souris LDLR -/- 

immunisée avec Mycobacterium Tuberculosis ou recevant une alimentation riche en graisses 

suggérant que l’induction de tolérance vis à vis de HSP65 pourrait être anti-athérogène (Harats D 

et al J Am Coll Cardiol 2002). 

Dans cette étude, il était également observé un switch Th2 avec production d’IL-4 (Harats D et al 

J Am Coll Cardiol 2002). Maron et al ont également montré une réduction des lésions 

athéromateuses après administration orale ou nasale de HSP65 (Maron R et al Circulation 2002). 

Lorsque l’administration se faisait par voie nasale, il était également mis en évidence une 

augmentation de la production d’IL-10 (Maron R et al Circulation 2002). Par ailleurs, le rôle du 



 43 

TGF-β dans la tolérance orale est bien connu (Chen W et al Curr Med Chem. 2007). Ceci suggère 

un rôle de la réponse T suppressive, mais en explorent mal les mécanismes impliqués. 

Complétant ces résultats, Mallat et al ont généré des clones Tr1 spécifiques de l’ovalbumine et les 

ont administrés à des souris apoE -/- (Mallat Z et al Circulation 2003). Les auteurs ont observé 

une suppression de la réponse de type 1 et une augmentation de la production d’IL-10 par les 

lymphocytes T périphériques stimulés (Mallat Z et al Circulation 2003). L’induction de cette 

réponse Tr1 était associée à une réduction du développement des lésions athéromateuses 

accompagnée d’une diminution de l’accumulation de macrophages et de lymphocytes T sans 

modification des contenus en collagène et cellules musculaires lisses des plaques. Cette dernière 

étude montre que le transfert de lymphocytes Tr1, non spécifiques d’un antigène connu de la 

plaque, module la réponse immune et limite le développement des plaques chez la souris apoE -/-

. Néanmoins, cette étude n’apporte pas de réponse sur le rôle des lymphocytes T régulateurs 

endogènes. 

Il a par ailleurs été montré que le transfert de splénocytes sans Treg centraux (Tregn) aggrave les 

lésions d’athérosclérose chez les souris apoE -/- x RAG -/- par rapport au transfert de splénocytes 

contenant des Tregn (Ait Oufella H et al Nat Med 2006). Cet effet pro-athérogène est aboli après 

reconstitution d’un compartiment normal de lymphocytes T CD4+ CD25+, qui représentent 

essentiellement des Tregn chez la souris naïves (Ait Oufella H et al Nat Med 2006). L’effet 

protecteur rapporté est associé à une production accrue d’IL-10 par les lymphocytes T CD4+ et à 

une augmentation des fonctions suppressives Treg dépendantes du TGF-β. Il est ainsi possible 

qu’un déficit inné ou acquis des fonctions T régulatrices participe au développement de 

l’athérosclérose, comme cela a été décrit dans la polyarthrite rhumatoïde (Flores-Borja F et al  

Proc Natl Acad Sci U S A. 2008). Plus récemment, il a été mis en évidence une balance entre les 

Treg périphériques ou induits (iTreg), dits aussi Th3 et les lymphocytes T Th17 sécrétant une 

cytokine spécifique, l’IL-17. Les Treg Th3 et les lymphocytes Th17 sont générés tous deux en 
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présence de TGF-β (Wahl SM Curr Opin Immunol. 2007). Il a été montré que les patients ayant 

un syndrome coronarien aigu avaient un nombre accru de lymphocytes Th17, une production 

augmentée de cytokines liées à la polarisation Th17 (IL-17, IL-6, IL-23), et une expression plus 

importante du facteur de transcription RORgammat, spécifique des lymphocytes T Th17 (Cheng 

X et al Clin Immunol. 2008). Par ailleurs, chez ces mêmes patients, il était observé une 

diminution du nombre de lymphocytes Treg, une production diminuée de cytokines liées aux 

Treg (IL-10, TGF-β), et une expression plus faible du facteur de transcription FoxP3 (Cheng X et 

al Clin Immunol. 2008). Ces résultats suggèrent clairement une rupture de la balance Th17/Treg 

en faveur d’un phénotype pro-inflammatoire Th17. 

Par ailleurs, chez la souris apoE -/- x IL-18 -/-, l’hypercholestérolémie accélère l’athérosclérose 

via la polarisation Th17 (Pejnovic N et alMol Immunol. 2009) Enfin, il a été montré que l’IL-17 

est produite par les lymphocytes T infiltrant la plaque d’athérome (Eid RE et al Circulation. 

2009). 

Les différents types de lymphoctes T régulateurs sont représentés dans la figure 6. 
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Figure 6 : Les différentes populations de lymphocytes T régulateurs CD4 (Treg). On distingue 2 grandes 

familles de Treg : les Treg centraux ou nTreg générés au sein du thymus (à gauche) et les Treg périphériques 

(iTreg) générées à partir d’un lymphocyte T CD4 naïf (Th0) en périphérie sous l’action de cytokines comme 

l’IL-10 et le TGF-β (à droite). Il est très difficile voire impossible à ce jour de différencier les nTreg des 

lymphocytes Th3 (générés en présence de TGF-β) d’un point de vue phénotypique et fonctionnel, puisqu’ils 

expriment tous deux : le CD25, FoxP3, pas de CD127 et dépendent tous deux du TGF-β. En revanche, il est 

possible de distinguer les Tr1 (générés en présence d’IL-10), car ils n’expriment pas FoxP3. Leur mécanisme 

de suppression implique l’IL-10. (Modifiée d’après Huehn J, Polansky JK, Hamann A. Epigenetic control of 

FOXP3 expression: the key to a stable regulatory T-cell lineage? Nat Rev Immunol. 2009) 
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Une nouvelle population de lymphocytes T CD4+, les Th9 (sécrétant de l’IL-9 et de l’IL-10) 

récemment mis en évidence, aurait un rôle dans l’inflammation tissulaire (Dardalhon V et al Nat 

Immunol. 2008). 

et serait une population issue des Th2 par « reprogrammation » via l’action du TGF-β et de l’IL-4 

(Veldhoen M et al Nat Immunol. 2008). Il n’existe néanmoins pas à ce jour de travaux sur le rôle 

potentiel de cette population Th9 dans le processus athéromateux. 

(Un récapitulatif simplifié de l’influence de la polarisation des lymphocytes T CD4+ est fourni 

dans la figure 7) 
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Figure 7 : Schéma simplifié des effets des différentes voies de polarisation des lymphocytes 

T CD4 sur la plaque d’athérome 

Les LDL oxydées sont reconnues par des PRR à la surface des macrophages et des cellules 

dendritiques (DC). L’IL-18 et l’IL-12, produites par les DC, agissent de façon synergique sur les 

lymphocytes de type 1 et les cellules NK. Ces cellules produisent de l’IFN-γ dont l’action est pro-

athérogène. L’action des lymphocytes de type 2 est plus ambivalente. Ils aggravent 

l’athérosclérose via l’augmentation de l’expression de VCAM-1 et MCP-1, mais pourraient avoir 

une action anti-athérogène via la production par les plasmocytes d’IgG anti-LDL oxydées 

dépendante de l’activation des lymphocytes de type 2. Les Treg inhibent les voies Th1 et Th2 et 

ont donc une action anti-athérogène.  

CML : cellules musculaires lisses 



 48 

I.4.2. Athérosclérose : une place pour l’immunité humorale ? 

 

I.4.2.1. Place des anticorps  

Outre la réponse immunitaire cellulaire, l’athérosclérose a également été associée à une activation 

globale de l’immunité à médiation humorale (Caligiuri G et al Lab Invest 2003). Parmi les 

nombreux anticorps spécifiques décrits dans la littérature, une élévation du titre d’anticorps 

dirigés contre les LDL oxydées est caractéristique des patients athéromateux (Salonen JT et al 

Lancet 1992). Ces anticorps peuvent former des complexes avec les LDL oxydées circulantes et 

activer la cascade du complément, contribuant ainsi aux dommages infligés aux vaisseaux. 

Néanmoins, ces complexes peuvent également favoriser l’élimination des LDL oxydées par les 

monocytes circulants et par les macrophages présents dans les plaques d’athérome ou en 

périphérie (notamment dans la rate). Que des titres réduits d’anticorps anti-LDL oxydées après 

splénectomie soient associés à une augmentation marquée de la taille de la lésion des souris 

déficientes en apolipoprotéine E (Caligiuri G et al J Clin Invest 2002) 

renforce cette hypothèse. De plus, l’immunisation des souris athéroscléreuses avec des LDL 

oxydées augmente le titre d’anticorps spécifiques et conduit à une réduction de la taille des 

lésions chez la souris ( Freigang S et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 1998, Zhou X et al 

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001). 

Cependant, chez l’Homme, le taux d’anticorps anti-LDL oxydées est corrélé à la progression de 

l’athérosclérose carotidienne (Salonen JT et al Lancet 1992, Palinski W et al J Int 2000). De plus, 

un certain nombre d’anticorps anti-LDL oxydées reconnaissent des motifs cardiolipines et sont 

donc apparentés aux anticorps anti-phospholipides qui augmentent la captation des LDL oxydées 

par les macrophages (Hasunuma Y et al Clin Exp Immunol 1997) 

et ont un effet thrombogène (Hugues JR et al Thromb Res 1998). 
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D’ailleurs, chez l’Homme, de nombreuses études ont retrouvé une association entre des titres 

élevés d’anticorps anti-phospholipides et une augmentation du risque d’évènements athéromateux 

(Vaarala O et alCirculation 1995, Wu R et al Arterioscler Thromb Vascu Biol 1997, Brey RL et 

al Stroke 2001,  Bili A et al 2000, Zuckerman E et al Am J Med 1996). 

Le rôle précis de la réponse humorale dans la progression de l’athérosclérose chez l’Homme est 

donc difficile à déterminer. 

 

I.4.2.2. Place des lymphocytes B  

Dans les modèles expérimentaux de maladies immunitaires à médiation cellulaire ou type I, une 

réponse humorale dirigée contre les auto-antigènes confère une protection: il a été démontré que 

les complexes anticorps-antigènes dirigent les autoantigènes vers les lymphocytes B, ce mode de 

présentation entraînant une réponse cellulaire de type 2, protectrice (Saoudi A et al J Exp Med 

1995, Taylor-Robinson AW et al Infect Immun 1994). 

Dans les modèles d’athérosclérose, les lymphocytes B de souris âgées, ayant développées des 

lésions d’athérosclérose, assurent une protection quand elles sont transférées à des souris jeunes, 

mais susceptibles de développer la maladie (hypercholestérolémiques) (Caligiuri G et al J Clin 

Invest 2002). Au contraire, les lymphocytes B de jeunes souris qui n’ont pas encore développé la 

maladie ne confèrent pas de protection. Les lymphocytes B ne sont donc pas capables de prévenir 

le déclenchement de la maladie, laquelle est dominée par une réponse immunitaire de type 1. 

Cependant, en parallèle de la progression de la maladie, les souris souffrant d’athérosclérose 

développent une maturation des lymphocytes B qui contribue possiblement à réduire la 

progression des lésions chez les souris âgées. 

Comme les lymphocytes T, les lymphocytes B correspondent à différentes populations cellulaires 

munies de différentes fonctions. Certains lymphocytes B exercent aussi une fonction régulatrice 
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avec la production d’IL-10 et d’autres des cytokines pro-inflammatoires voire même de l’IL-12 

(pour revue : Gray D et al Eur J Immunol. 2007). 

Les études que nous rapportons ci-dessus n’ont pas évalué la part des différentes populations de 

lymphocytes B dans l’athérosclérose. 

 

L’athérosclérose est donc une pathologie inflammatoire dans laquelle le système immunitaire 

jouerait un rôle prépondérant à la fois dans le contrôle et la progression des plaques d’athérome. 

Tout déséquilibre affectant le système immunitaire peut donc modifier le processus de 

l’athérogénèse. 
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I.5 Système immunitaire et facteurs de risque cardio-vasculaire 

 

De nombreux paramètres, non-immunologiques, influencent également l’athérogénèse. Il s’agit 

principalement de facteurs métaboliques (dyslipidémies, diabète, …), mécaniques (hypertension 

artérielle) ou affectant la coagulation (hyperhomocystéinémie). Ces paramètres ont eux-mêmes 

des déterminants très variés, innés ou acquis. Néanmoins, la réponse immune peut également 

avoir des effets sur différents facteurs eux-mêmes impliqués dans l’athérogénèse. 

Concernant le métabolisme lipidique, l’IFN-γ diminue l’efflux de HDL cholestérol ce qui pourrait 

contribuer à son potentiel athérogène (Panousis CG et al J Lipid Res 2000). A l’opposé, le TGF-β 

augmente l’efflux de cholestérol lié à l’apolipoprotéine A1 (Panousis CG et al J Lipid Res 2001). 

Néanmoins, les interactions entre système immunitaire et facteurs de risque cardio-vasculaire 

traditionnels les mieux connues concernent le risque de diabète. Les phénomènes inflammatoires 

jouent en effet un rôle majeur dans la régulation de la sensibilité à l’insuline. Ainsi, les souris 

n’exprimant pas le TNF-α ont une meilleure sensibilité à l’insuline (Uysal KT et al Nature 1997). 

Le TNF-α stimule par ailleurs la phosphorylation (conduisant à l’inhibition) des résidus sérines-

thréonines présents sur les IRS-1 (pour Insulin Receptor Substrate-1), les récepteurs de l’insuline 

(Paz K et al J. Biol. Chem 1997, Aguirre V et al J. Biol. Chem 2000) D’autre part, la 

surexpression d’IL-6 chez l’animal conduit à un état d’insulino-résistance caractérisée par des 

taux élevés d’insuline et une diminution de la capture du glucose au niveau tissulaire 

(Franckhauser S et alDiabetologia. 2008). 

Chez l’Homme, plusieurs études suggèrent que le polymorphisme -174(G�C) du promoteur du 

gène de l’IL-6, qui est associé à une réduction du taux de transcription de l’IL-6, prévient le 

risque de diabète de type 2 (Kubaszek A et al Diabetes 2003, Herbert A et al Diabetologia 2005, 
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Vozarova B et alHuman Genet 2003). Dans une autre étude plus récente, le risque de diabète était 

uniquement augmenté chez les femmes (Balkau B et alDiabetes Care. 2008). 

A l’inverse, les concentrations d’IL-10 mesurées in vitro après stimulation par le LPS seraient 

associées au risque de développer un diabète de type 2. Les faibles producteurs ont un risque 

multiplié par trois par rapport aux forts producteurs (van Exel E et al Diabetes 2002). La capacité 

de production d’IL-10 prédite par les polymorphismes A-592C and T-819C influence également 

le risque de survenue d’un diabète de type 2. Les patients ayant les plus grandes capacités de 

sécrétion semblent avoir un risque plus faible de diabète de type 2 (Chang YH et al Hum 

Immunol 2005). Cet effet semble en rapport avec une augmentation de l’insulino-résistance chez 

les patients faibles producteurs d’IL-10 (Scarpelli D et al Diabetes. 2006, Blüher M et al 2005). 

Il est intéressant de constater que le paradigme réponse inflammatoire (IL-6) pro-athérogène / 

réponse anti-inflammatoire (IL-10) anti-athérogène semble également pertinent pour qualifier les 

effets de la réponse immunitaire sur les facteurs de risque cardio-vasculaire. 
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II. Athérosclérose et transplantation rénale : données épidémiologiques 

Les données épidémiologiques les plus fiables concernent essentiellement les syndromes 

coronariens aigus (SCA). Plusieurs travaux récents ont montré que l’incidence des SCA était 

particulièrement importante dans la première année suivant la transplantation. A partir des 

données du registre Medicare, Kasiske et al ont estimé à environ 3% l’incidence de l’infarctus du 

myocarde dans la première année suivant la transplantation (Kasiske BL et al J Am Soc Nephrol 

2006). Gill et al (Gill JS et alJ Am Soc Nephrol 2005) ont montré, sur une cohorte de 604 patients 

en attente de transplantation, qu’alors que l’incidence des évènements cardio-vasculaires était 

constante tout au long des 36 mois d’attente sur liste (12,7% chez les diabétiques et 4,5% chez les 

non diabétiques), elle augmentait considérablement dans la première année suivant la 

transplantation (18,9% chez les diabétiques et 5,8% chez les non diabétiques). 

Dans notre registre, l’incidence des évènements coronariens à un an et l’incidence cumulée à 7 

ans sont respectivement de 1.6% et 5% (données non publiées) confirmant l’excès de risque 

majeur dans la première année de transplantation. Meier-Kriesche et al ont montré à partir des 

données USRDS que l’excès de mortalité cardio-vasculaire était lui aussi maximal dans le 

premier trimestre suivant la transplantation (Meier-Kriesche HU et al Am J Transplant. 2004). 

Après la première année de transplantation, l’incidence des SCA est plus faible, mais reste élevée 

par rapport à la population générale. Dans l’étude de Kasiske et al, l’incidence cumulée de 

l’infarctus du myocarde à 36 mois était de 8.7% (Kasiske BL et al J Am Soc Nephrol 2006). Dans 

cette étude, un excès de risque d’infarctus du myocarde était observé chez les patients 

transplantés par rapport à ceux restés sur la liste d’attente jusqu’à 15 mois après la 

transplantation ; au delà, le risque devenait supérieur chez les patients n’ayant pas bénéficié d’une 

transplantation. 

Ces données doivent probablement être modulées. Dans notre registre, l’incidence après la 

première année est de 0,56 % (données non publiées). Dans une étude s’appuyant sur les données 
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du registre USRDS, l’incidence des SCA était de 0,65% (13). Il est à noter que l’incidence des 

évènements coronariens dans l’étude ALERT (Jardine AG et al Am J Kidney Dis. 2005) est 

également plus faible que dans l’étude de Kasiske et al (Kasiske BL et alJ Am Soc Nephrol 

2006). 

Il existe en fait une assez grande dispersion du risque coronarien (Kasiske BL et al J Am Soc 

Nephrol 1996, Bentdal OH et al Clin Transpl 1998, Ponticelli C et al Kidney Int 2002, Ducloux D 

et al Kidney Int. 2004, Fernandez-Fresnedo G et al Transplant Proc 2003). De l’ensemble de ces 

études, on peut caractériser le risque coronarien des transplantés comme un risque moyen à élevé 

(compris entre 5 et 15% à 10 ans). 

L’incidence des événements cardiovasculaires est donc plus élevée après transplantation rénale 

que dans la population générale (Kasiske BL et al 1996, Kasiske BL et al J Am Soc Nephrol 

2000). L’augmentation du risque varie d’un facteur 3 à 20 selon l’âge. Cette observation ne peut 

être uniquement expliquée par la prévalence accrue des facteurs de risque traditionnels 

(Ducloux D et al Kidney Int. 2004, Kasiske BL et al 1996, Kasiske BL et al J Am Soc Nephrol 

2000). 

Nous avons contribué à identifier d’autres facteurs dits non traditionnels tels que 

l’hyperhomocystéinémie (Ducloux D et alJ Am Soc Nephrol. 2000) et l’existence d’un état pro-

coagulant (Kazory A et al Thromb Haemost. 2004) comme des éléments pouvant expliquer 

l’athérosclérose accélérée du transplanté rénal. Néanmoins, peu de données existent concernant le 

rôle du système immunitaire dans la progression de l’athérosclérose après transplantation. Le 

transplanté rénal constitue pourtant « un modèle d’étude » particulièrement intéressant, puisqu’il 

cumule un risque de complications athéromateuses élevé et un état variable 

d’immunosuppression obtenu par l’utilisation de molécules ayant des mécanismes d’action 

différents sur la réponse immunitaire. 
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Les immunosuppresseurs sont indispensables pour prévenir le rejet aigu et prolonger la survie des 

greffons. Leurs effets secondaires sont bien connus et en particulier leur impact sur différents 

facteurs de risque cardio-vasculaire a été étudié en détail. Cependant, l’impact direct de 

l’immunosuppression sur l’athérosclérose reste mal connu chez l’homme. Beaucoup 

d’immunosuppresseurs ont des effets métaboliques qui augmentent le nombre de facteurs de 

risque ou aggravent ces mêmes facteurs de risque déjà présents (Gill JS Clin J Am Soc Nephrol. 

2008) et pourraient par ce biais influencer la maladie athéromateuse. L’effet pro- ou anti-

athérogène d’un immunosuppresseur directement en relation avec son effet sur la réponse 

immunitaire est difficile à prédire, puisqu’il devrait résulter de son effet sur des mécanismes pro-

inflammatoires (réponse Th1 et Th17) et anti-inflammatoires (Treg). 

Les mécanismes d’action des immunosuppresseurs utilisés en transplantation pourraient interférer 

directement avec les voies impliquées dans l’athérosclérose (Pour revue : Taylor AL Crit Rev 

Oncol Hematol. 2005). Les globulines anti-lymphocytaires polyclonales sont à l’origine d’une 

lymphodéplétion intéressant particulièrement les lymphocytes T CD4 (Muller TF Transplantation 

1997). Ces cellules sont très représentées au sein de la plaque et leur rôle dans l’athérogénèse est 

bien démontré (Hanson GK Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001). Une réduction prolongée du 

taux de lymphocytes T CD4 pourrait avoir des effets anti-athérogènes. 

Le Tacrolimus et la Ciclosporine inhibent la calcineurine dont le rôle est d’activer des facteurs de 

transcription de l’interleukine-2 (IL-2) dont NFAT (Taylor AL Crit Rev Oncol Hematol. 2005). 

Ces immunosuppresseurs bloquent donc la synthèse d’IL-2 et d’autres cytokines et maintiennent 

les lymphocytes T en phase G0 (Taylor AL Crit Rev Oncol Hematol. 2005). En théorie, ces effets 

pourraient être anti-athérogènes. Par ailleurs, les anti-calcineurines augmentent la synthèse de 

TGF-β ayant un rôle également anti-anthérogène (Taylor AL Crit Rev Oncol Hematol. 2005). 

Les corticoïdes ont des effets immunosuppresseurs qui pourraient également influencer 

l’athérogénèse principalement par l’augmentation du TGF-β et de l’apoptose des lymphocytes T 
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CD4. Néanmoins, anti-calcineurines et corticoïdes ont des effets métaboliques pro-athérogènes 

qui empêchent de spéculer sur l’effet net de ces traitements sur l’évolution de la plaque. 

Le Mycophénolate Mofétil (MMF) pourrait également agir directement sur le processus 

athéromateux en inhibant la glycosylation et l’expression de molécules d’adhésion (VCAM, 

ICAM), en favorisant l’apoptose des lymphocytes T et des monocytes et en inhibant la 

prolifération des cellules musculaires lisses (Taylor AL Crit Rev Oncol Hematol. 2005).  

Les inhibiteurs de mTOR (Mammalian Target of Rapamycin) bloquent la prolifération et la 

survie des lymphocytes T activés par l’IL-2 (Taylor AL Crit Rev Oncol Hematol. 2005). Le 

Sirolimus semble par ailleurs permettre l’expansion de lymphocytes T de type régulateurs 

(Battaglia M J Immunol. 2006). Comme le MMF, les inhibiteurs de mTOR bloquent la 

prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires. Néanmoins, l’effet des inhibiteurs de 

mTOR sur le métabolisme lipidique réduit probablement l’impact de ces propriétés. 

Ainsi, les différents immunosuppresseurs pourraient moduler le processus athéromateux. 

Néanmoins, l’effet net sur l’athérosclérose est difficile à définir compte tenu d’effets 

métaboliques pro-athérogènes inhérents à leur utilisation et au risque d’infections pouvant 

favoriser l’athérogénèse. Enfin, l’association constante de plusieurs molécules dans les protocoles 

immunosuppresseurs rend illusoire l’analyse de l’effet particulier de l’un d’eux en situation 

clinique.
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Objectifs 

 

Nous avons décidé d’envisager les effets de différents aspects de la réponse immunitaire sur 

l’athérosclérose du transplanté rénal. Ce travail répond en fait à deux questions principales :  

- Les phénomènes immunologiques modifiant le cours évolutif de l’athérosclérose chez des 

sujets immunocompétents sont-ils opérants chez le transplanté rénal recevant des 

immunosuppresseurs ? 

- - Existe-t-il, après transplantation rénale, des mécanismes originaux, non observés chez 

les sujets sains ? 

Nous avons donc d’une part étudié le rôle de l’immunité innée et de la polarisation lymphocytaire 

dans l’athérosclérose après transplantation rénale. D’autre part, nous avons étudié l’influence de 

la déplétion lymphocytaire induite par les globulines anti-lymphocytaires polyclonales utilisées 

comme traitement d’induction immunosuppresseur sur l’athérosclérose du transplanté. 

Nous avons par ailleurs exploré le rôle de l’inflammation sur la survenue d’un diabète de novo 

après transplantation, le diabète étant un facteurtraditionnel  de risque cardio-vasculaire.
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Article 1  

 

CD4 CELL LYMPHOPENIA AND ATHEROSCLEROSIS IN RENAL T RANSPLANT 

RECIPIENTS. 

 

Ducloux D, Challier B, Saas P, Tiberghien P, Chalopin JM. 

 

J Am Soc Nephrol. 2003 Mar;14(3):767-72. 
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Immunité adaptative 

Nous avons initialement tenté de déterminer si l’intensité de l’immunosuppression était prédictive 

du risque de complications athéromateuses. La première étape consistait à identifier un marqueur 

objectif d’immunosuppression. 

Muller et al avaient montré sur un faible nombre de patients que l’utilisation de globulines anti-

lymphocytaires polyclonales pouvait s’accompagner d’une lymphopénie T CD4 prolongée 

(Muller TF et al Transplantation 1997). Nous avons mis en évidence que cette lymphopénie T 

CD4 persistante est un phénomène fréquent après utilisation de globulines anti-lymphocytaires 

polyclonales et que les patients lymphopéniques ont un risque accru de complications liées à 

l’immunosuppression (cancers cutanés, autres cancers solides, infections opportunistes tardives) 

(et Annexes I) (Ducloux D et al Transpl Int 2002, Ducloux D et al Transplantation 1998, Ducloux 

D et al Transplant Proc 1998). 

La lymphopénie T CD4 est donc un marqueur de sur-immunosuppression chez les patients ayant 

reçu des globulines anti-lymphocytaires polyclonales. L’intérêt potentiel de ce marqueur dans 

l’athérosclérose était renforcé par la constatation que les patients ayant une lymphopénie T CD4, 

soit après irradiation massive (survivants de Nagasaki et Hiroshima), soit au cours de l’infection 

due au VIH semblent plus susceptibles de développer des complications athéromateuses 

(Krishnaswamy G et al Cardiol Rev 2000, Constans J et al Ann Med 1995, Tabib A et al Coron 

Artery Dis 2000, Depairon M et al 2001). 

D’autre part, l’analyse du registre américain de transplantation (USRDS) a montré un risque 

accru de décès d’origine cardio-vasculaire chez les transplantés rénaux ayant reçu des globulines 

anti-lymphocytaires polyclonaux (Meier-Kriesche H et al. J Am Soc Nephrol 2002). 

Nous avons donc étudié chez 302 patients stables, transplantés depuis au moins un an et ayant 

reçu une induction avec des globulines anti-lymphocytaires polyclonales la relation entre 

lymphopénie T CD4 persistante et évènements athéromateux.  
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Discussion et conclusion 

 

Notre travail montre l’existence d’une relation entre lymphopénie T CD4 et risque de 

complications athéromateuses. La lymphopénie T CD4 apparaît comme un facteur de risque 

indépendant des autres facteurs de risque traditionnels et non traditionnels. 

Ce résultat va à l’inverse de toutes les données sur l’athérosclérose montrant que 

l’immunosuppression réduit la progression des lésions. Il est à noter que cette relation entre 

lymphopénie T CD4 et complications athéromateuses a été retrouvée dans d’autres populations 

ayant une lymphopénie d’étiologie différente ((Krishnaswamy G et al Cardiol Rev 2000, 

Constans J et al Ann Med 1995, Tabib A et al Coron Artery Dis 2000, Depairon M et al 2001).).  

Si la relation entre lymphopénie T CD4 et athérosclérose est causale, elle n’est probablement pas 

directe. Des mécanismes indirects doivent être considérés. L’hypothèse la plus simple était que la 

lymphopénie T CD4 favorise la survenue et la persistance d’infections sub-cliniques entretenant 

un état inflammatoire chronique. Les infections par des agents potentiellement impliqués dans la 

pathogénie de l’athérosclérose (CMV, Chlamydiae, …) pourraient également être stimulées. Nos 

travaux précédents confirment d’ailleurs l’excès d’infections chez les patients ayant une 

lymphopénie T CD4 (Ducloux D et al Transplant Proc. 1998).  Il est également possible que la 

reconstitution lymphocytaire favorise en premier lieu l’émergence d’une population Th3 ou Tr1, 

anti-inflammatoire et anti-athérogène. Ainsi, les patients gardant une lymphopénie ne 

bénéficierait pas de cet effet protecteur de la reconstitution.  

 

Certains biais de notre travail doivent être considérés. La durée de transplantation à l’entrée dans 

l’étude était variable. Même si nous avons ajusté toutes les analyses pour la durée de 

transplantation, il eut sans doute été plus approprié d’inclure tous les patients à la même date de 

transplantation. Nous n’avons considéré qu’une analyse des lymphocytes T CD4 et il est possible 
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qu’il y ait eu des variations après l’inclusion. Notre étude teste la valeur prédictive d’une seule 

analyse, mais ne permet pas de spéculer sur l’impact de l’évolution du nombre de lymphocytes 

après la première année de transplantation. Il existe par ailleurs plusieurs sous-populations de 

lymphocytes T exprimant le marqueur CD4. Ces différents lymphocytes T CD4 ont des fonctions 

très variables parfois prédites par l’existence d’autres marqueurs de surface (cellules naïves et 

mémoire), mais pas nécessairement (Th1, Th2, Th17, …). Nous n’avons pas étudié ces 

différentes sous-populations. Il est indispensable de mieux caractériser les proportions respectives 

des différents lymphocytes T exprimant CD4 au cours d’une reconstitution rapide et chez les 

patients ayant une reconstitution plus lente afin de mieux comprendre les rapports entre 

lymphopénie T CD4 et athérosclérose. 

 

D’autres questions restaient en suspens. La reconstitution lymphocytaire après utilisation de 

globulines anti-lymphocytaires polyclonales est très variable d’un patient à l’autre (tableau 1 de 

l’article – données non publiées). Les raisons de cette variabilité inter-individuelle sont mal 

connues. 

Les lymphocytes T peuvent être générés selon deux mécanismes (figure 8) : Une production 

accrue par le thymus (thymopoïèse) ou une expansion clonale en rapport avec une prolifération 

homéostatique. La voie la plus efficace de génération des lymphocytes T est la thymopoïèse. 

Lorsque la déplétion des lymphocytes T périphériques est très profonde, l’activité thymique peut 

contribuer à la reconstitution de ces populations en générant des lymphocytes T naïves de novo, 

CD4 auxiliaires, CD8 et des Treg centraux ou nTreg. Durant la thymopoïèse, les progéniteurs T 

d’origine médullaire traversent le thymus, acquièrent le phénotype T, prolifèrent et subissent une 

maturation dans le thymus. Le récepteur TCR est généré durant la thymopoïèse par 

réarrangement aboutissant à une grande diversité du répertoire T. 
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L’activité thymique peut être appréciée de différentes façons : la mesure des lymphocytes T naïfs 

sur la base du phénotype CD45RA+ CD45RO-, la quantification des TREC et l’analyse de la 

diversité du répertoire du TCR. 

 
 

 

Figure 8 : Les lymphocytes T peuvent être générés selon deux mécanismes. Une production 

accrue par le thymus (thymopoïèse) ou une expansion clonale périphérique en rapport avec une 

prolifération homéostatique. La voie la plus efficace de génération des lymphocytes T est la 

thymopoïèse. Lorsque la déplétion des lymphocytes T périphériques est très profonde, l’activité 

thymique peut contribuer à la reconstitution de ces populations en générant des lymphocytes T 

naïves de novo, CD4 auxiliaires, CD8 et des Treg centraux ou nTreg. Ce type de reconstitution 

aboutit à une perte de diversité du répertoire du TCR.  Durant la thymopoïèse, les progéniteurs T 
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d’origine médullaire traversent le thymus, acquièrent le phénotype T, prolifèrent et subissent une 

maturation dans le thymus. Une réponse thymique adaptée rétablit un profil gaussien d’abord 

dans les lymphocytes T naïfs puis dans les lymphocytes T mémoires (). 

 

• Analyse du phénotype de surface : 

Le phénotypeCD45RA+/CD45RO- a été initialement utilisé pour quantifier les lymphocytes T 

naïfs (Mackall CL et al N Engl J Med 1995, Mackall CL et al Blood 1993). Néanmoins, il s’est 

avéré que cette définition des lymphocytes T naïfs était insuffisante car certains lymphocytes T 

ayant un tel phénotype « naïf » peuvent être issue d’une expansion périphérique (Williams K et al 

Semin Immunol 2007) et des lymphocytes activés peuvent retrouver un même phénotype « naïf » 

(Williams K et al Semin Immunol 2007). 

Ce problème a été résolu par l’utilisation de marqueurs additionnels (CCR7+, CD62L+) et par la 

démonstration que la conversion de lymphocytes T activés ou mémoires n’aboutissait pas à 

générer des populations réellement naïves (Ge Q et al Proc Natl Acad Sci U S A 2002). 

Le marqueur CD31 est également un marqueur des lymphocytes T naïfs et peut être utilisé pour 

identifier cette population (Ashman LK et al Tissue Antigens. 1991). Il a récemment été montré 

que les lymphocytes T CD4+ CD31+ CD45RA+ CD45RO- triés contenaient la majorité des 

TREC attestant de la validité de ce marquage pour identifier les lymphocytes T naïfs (Junge S et 

al Eur J Immunol. 2007). 

 

• Impact de la fonction thymique : 

L’analyse de activité thymique peut également être caractérisée par la quantification des cercles 

d’excision générés par le réarrangement du TCR (TREC pour TCR rearrangement excision 

circles) (Douek DC et al Lancet 2000). Les TREC sont formés d’ADN épisomal, excisé de la 

chaîne δ du TCR, organisé en cercles lors du réarrangement des gènes VDJ des chaînes du TCR. 
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Ces cercles sont maintenus stables pendant la division cellulaire et ne sont pas dupliqués 

aboutissant à une progressive dilution dans les cellules filles. Les TREC peuvent être mesurés par 

PCR dans les cellules T périphériques et leur quantification reflète l’activité thymique. Les TREC 

ont été utilisés pour confirmer l’involution thymique au cours du vieillissement (Gruver AL et alJ 

Pathol. 2007). Ainsi chez les sujets âgés qui présentent une fonction thymique moins efficace, le 

nombre de TREC est réduit (Gruver AL et al J Pathol. 2007). 

 

• Analyse de la diversité du répertoire du TCR : 

La thymopoïèse peut également être mesurée par l’appréciation de la diversité du répertoire du 

TCR par l’analyse de la variation de la longueur de la région CDR3 de la chaîne β du TCR. La 

région CDR3 forme le site de contact avec le complexe CMH peptide et joue un rôle 

prépondérant dans la reconnaissance de l’antigène. La très grande diversité de la région CDR3 

résulte de l’insertion aléatoire de nucléotides durant le processus de réarrangement VDJ du TCR. 

Ce phénomène aboutit à une répartition gaussienne des longueurs du CDR3. La reconstitution 

« périphérique » ou prolifération homéostatique après une déplétion sévère des lymphocytes T 

aboutit à un profil oligoclonal de la distribution des longueurs de CDR3. Une réponse thymique 

adaptée rétablit un profil gaussien d’abord dans les lymphocytes T naïfs puis dans les 

lymphocytes T mémoires (Hakim FT et al  J Clin Invest 2005; 115: 930–9, Wu CJ et al  Blood 

2000). 

 

Nous avons réalisé une nouvelle étude sur la même cohorte de patients afin de pouvoir mieux 

comprendre cette lymphopénie T CD4 et à mieux apprécier le risque pour les patients 

transplantés. 
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Article 2 

 

PROLONGED ATG-INDUCED T CELL CD4 LYMPHOPENIA, THYMIC FUNCTION, AND 

DEATH AFTER RENAL TRANSPLANTATION 

 

Ducloux D, Courivaud C, Bamoulid J, Vivet B, Chabroux A, Deschamps M, Ferrand C, Rebibou 

JM, Tiberghien P, Chalopin JM, Saas P 

 

Manuscript en préparation pour J Am Soc Nephrol 
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Nous avons donc conduit une seconde étude ayant pour but de déterminer : 

1- Les facteurs prédictifs de la reconstitution lymphocytaireT CD4 et en particulier le rôle de la 

thymopoïèse 

2- La nature de la relation, causale ou indirecte, entre évènements athéromateux et lymphopénie 

T CD4. 

Une relation directe entre lymphopénie T CD4 et progression de la maladie athéromateuse est peu 

probable. Les lymphocytes T CD4 sont en effet fortement impliqués dans la formation de la 

plaque et nos données ne sont pas soutenues par les modèles expérimentaux (voir introduction). 

Deux types de relation indirecte peuvent être envisagés. 

La lymphopénie T CD4 pourrait favoriser la survenue d’infections sub-cliniques générant une 

réponse inflammatoire systémique pro-athérogène et/ou d’infections à germes localisés au sein de 

la plaque (chlamydia, CMV). Dans ce cas, les agents infectieux expriment des PAMP à l’origine 

de l’activation de l’immunité innée et la libération de cytokines pro-inflammatoires. La capture 

de ces agents infectieux par les CPA de la plaque peut aboutir à une présentation aux 

lymphocytes T dans des contextes de danger. Ceci aboutit à l’activation de la réponse adaptative 

de type I préférentiellement. Nous avons analysé la réponse inflammatoire chez les patients 

lymphopéniques et non lymphopéniques par la mesure de la protéine C réactive (CRP). 

La lymphopénie T CD4 pourrait également correspondre à un défaut d’expansion d’une 

population lymphocytaire T CD4 anti-inflammatoire et anti-athérogène de type Treg. Nous avons 

étudié la proportion de lymphocytes T CD4 exprimant les marqueurs CD25 et FoxP3mais 

n’exprimant pas le CD127 chez les patients lymphopéniques et non lymphopéniques. L’analyse 

de l’expression du CD127 permet de faire la différence entre des lymphocytes T activés 

exprimant de manière transitoire FoxP3 en plus du CD25 et les Treg (Liu W et al J Exp Med. 

2006, Seddiki N et al J Exp Med. 2006, Michel L et al J Clin Invest. 2008). 
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3- Enfin, l’impact de la lymphopénie T CD4 sur la survie des patients après transplantation rénale 

n’était pas déterminé par nos travaux précédents. 

Afin de répondre à ces questions, nous avons conduit une seconde étude incluant les mêmes 

patients pour une période de suivi de 92 mois. La survie a été analysée dans cette cohorte en 

fonction de l’existence ou non d’une lymphopénie T CD4 et d’autres facteurs classiques de 

morbi-mortalité. 

Au sein de cette cohorte, la nature de la reconstitution lymphocytaire et ses déterminants ont été 

étudiés chez 77 patients. La proportion de lymphocytes T CD4 exprimant Foxp3 mais pas le 

CD127 a également été déterminée chez 43 de ces 77 patients en fonction de la disponibilté du 

matériel biologique. 
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Abstract 

Background: Prolonged CD4 T cell lymphopenia after polyclonal antithymocyte globulins 

(ATG) increases the rate of different post-transplant outcomes. We examined the association 

between CD4 T cell counts, thymic function, and death in renal transplant recipients (RTR). 

Methods: Three hundred and two consecutive renal transplant recipients were enrolled in this 

prospective study. Peripheral blood lymphocyte subsets were quantified and analyzed with 

respect to other known cardiovascular risk factors. 

Results: The patients were followed for a mean duration of 92 + 7 months. Eighty one patients 

(27%) had CD4 T cell count < 300 mm3. Thymic function as estimated by TREC (T cell 

receptor excision circles) was predictive of efficient CD4 T cell reconstitution. Thirty six 

patients (11.9%) died during follow-up. This corresponded to 17 deaths per 1000 patients/year. 

We observed a higher death rate in patients with persistent long-term (i.e. > one year) CD4 T 

cell lymphopenia (24.1 % vs 7.6 %; p<0.001). This excess of death in lymphopenic patients was 

mainly due to a higher rate of cardiovascular and cancer-related death: cancer (8.8% vs 2.7% in 

non-lymphopenic patients; p=0.046), and AE (10.1% vs 3.1% in non-lymphopenic patients; 

p=0.031). Cox regression analysis revealed that patients with CD4 T cell lymphopenia had an 

independent increased risk of death (RR, 4.63; 95% CI, 1.91 to 10.65; p=0.001). Remettre dans 

le sens du papier 

Conclusions: Prolonged ATG-induced CD4 T cell lymphopenia is an independent risk factor 

for death in RTRs. 
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Introduction 

Broad T cell depletion by polyclonal antithymocyte globulins (ATG) has been used for many 

years as a part of immunosuppressive treatment in transplantation. These polyclonal Abs are a 

complex mixture of Abs with multiple specificities directed to both T cells and non T cells (1, 

2). They produce profound T cell depletion via complement-dependent lymphocyte lysis and 

Fas/Fas ligand mediated apoptosis (3, 4). Although T cell regeneration after ATG generally 

occur in the months following ATG administration, Muller et al (5) reported that ATG may 

induce persistent changes in lymphocyte subsets characterized by low CD4 cell count and CD8 

cell expansion. Our group has reported that impaired reconstitution of T cell-mediated immunity 

after ATG in renal transplantation represents a major cause of morbidity. Indeed, renal 

transplant recipients (RTRs) with persistent CD4 T cell lymphopenia exhibit a higher rate of 

late opportunistic infections (6). More recently, we reported an increased rate of atherosclerotic 

events (AE) in patients with impaired CD4 T cell reconstitution (9). Nevertheless, whether 

impaired immune reconstitution after ATG influences patient survival remains to be 

determined. 

To date, reasons for persistent CD4 T cell lymphopenia in some RTRs remain unknown. T cell 

regeneration after ATG may occur by several mechanisms, including thymic-dependent and 

thymic-independent pathways. It has been mostly reported that T cell depletion leads to 

homeostatic proliferation of residual T cells and their conversion into alloantigen-reactive 

memory-like T cells (10, 11). Nevertheless, whether thymic function plays a role in immune 

reconstitution following ATG-induced T cell depletion is unknown in organ transplantation. 

However, previous data in hematopoietic transplantation after myeloablative conditioning 

regimen has identified that thymic function at time of transplantation (assessed by T cell 

receptor excision circles, TRECs) is a significant factor influencing CD4 T cell reconstitution as 

well as transplantation outcomes (12, 13, 14). 
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In this study, we studied whether prolonged ATG-induced CD4 T cell lymphopenia may affect 

patient survival. Furthermore, we investigated in a subset of patients whether pre-transplant 

TRECs number may predict prolonged ATG-induced CD4 T cell lymphopenia.  
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Patients and Methods 

 

Study design and populations 

We analyzed a prospective cohort of 302 consecutive, stable RTR (i.e. transplant duration > 12 

months; no acute rejection, serum creatinine < 400 µmol/l) from a previously reported study (). 

All these patients had received ATG as induction therapy. Characteristics of the study 

population have been previously described in details (9) (tables 1 and 2). 

Of note, transplant duration at inclusion was at least 12 months. 

Rajouter la deuxième cohorte TREC / cinétique (100) 

Troisième étude sur available matérial (43) 

 

 

Lymphocyte subsets 

Absolute numbers of blood B and T cells, CD4+ and CD8+ T cells were determined by single 

platform flow cytometry using TetraCXP® method, Flow-Count fluorospheres and FC500® 

cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France) according to manufacturer’s recommendations 

(15). Naive CD4 T cells were also assessed as CD45RA+, CD62L+, CD45RO- CD4+ CD3+ cells 

using the following antibodies: FITC-conjugated CD45RA (clone HI100), phycoerythrin-

CD62L (Dreg56) (BD Biosciences, Le Pont de Claix, France), ECD-CD45RO (UCHL1), PC7-

CD3 (13B8.2) and allophycocyanin-CD3 (UCHT1) (Beckman Coulter, Villepinte, France).  

 

TRECs 

Pre-transplant TRECs were assessed in 100 patients and kinetics of reconstitution was 

prospectively analyzed in this population. The signal-joint TREC were quantified in PBMC 

using real-time quantitative PCR on LightCycler (Roche Diagnostics, Meylan, France), as 
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previously described (16). A series of standard dilutions of a plasmid containing the signal-joint 

breakpoint was used to quantify TREC in each patient and control DNA sample. Cycle 

threshold was assessed using the second derivative method with the LightCycler software 3.5.3. 

Each DNA sample was run in duplicate. Quantification of a reference gene (GAPDH) was 

carried out in the same conditions. Results were expressed as the mean of duplicate TREC 

copies number normalized by GAPDH gene copies number. 

 

Foxp3 analysis 

In the TREC sub-study, the frequency of CD4+CD25+Foxp3+ T cells was analyzed one year 

post-transplant in 43 patients. 

 

Confounding factors 

Age, gender, weight, size, blood pressure, hemodialysis duration before transplantation, 

diabetes mellitus, smoking status, past history of cardiovascular events (CVE), 

immunosuppressive treatment (use of calcineurin inhibitors) and different biological parameters 

(including: serum creatinine, PTH, vitamin D, phosphorus, calcium, haemoglobin, fibrinogen, 

total cholesterol, LDL and HDL cholesterol, triglycerides, homocystéine [tHcy], glucose) were 

assessed upon inclusion. 

Methods of assessment and definitions of these variables were previously described in details 

(9). 

 

Death 

All death and causes of death were assessed. 

Main causes of death (CVE, cancer, infection) and their relationships with CD4 T cell count were 

also analyzed. 
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Death was considered to be of cardiovascular origin if due to myocardial infarction, stroke, 

abdominal aneuvrysm rupture, critical lower limb ischemia, or sudden death in the presence of 

coronary heart disease. Death occurred in the immediate suites of coronary revascularization, 

carotid endarteriectomy, lower extremity revascularization via bypass surgery or angioplasty, or 

abdominal aortic repair were also considered to be of cardiovascular origin. 

• Atherosclerotic events were defined as follow: 

Coronary heart disease: Myocardial infarction documented by serial 12-lead electrocardiogram 

evidence or Q-wave infarction and appropriate myocardial enzyme elevations; coronary 

revascularization including coronary artery bypass surgery or percutaneous transluminal 

coronary angioplasty; typical history of angina with abnormal coronarography. 

Stroke/cerebrovascular disease: Both nonhemorrhagic and hemorrhagic strokes confirmed by 

neurologic examination findings consistent with new onset focal neurologic deficits, with or 

without computed tomography or magnetic resonance imaging evidence of cerebral infarction; 

symptomatic extracranial artery stenosis resulting in carotid endarteriectomy. 

Abdominal aortic or lower extremity arterial disease: Abdominal aortic repair; lower extremity 

revascularization via bypass surgery or angioplasty; lower extremity amputation; new onset of 

intermittent claudication confirmed by doppler or arteriography findings. 

Two physicians independent of the study were responsible for CVE ascertainment. This analysis 

was performed without knowledge of baseline characteristics. 

All the patients with cancer were first referred to our unit. Autre formulation 

 

Statistical analysis 

Arithmetic mean was calculated and expressed as + SD.  

Using log rank tests on Kaplan Meier nonparametric estimates of the survival distribution, we 

selected variables with a p value lower than, or equal to, 0.20. The selected variables were 
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included into a Cox proportional hazards model, and a backward stepwise selection process was 

performed, this time at a classical α=0.05. The time elapsed since kidney transplantation was 

bound to vary between patients; therefore this duration was forced into the Cox model as a 

covariate. Gender and age being potential confounding variables, they were also entered into the 

Cox model, no matter the significance of their relationships with death. Age was split into 

tertiles (<44, 44-57, >57). Creatinine clearance was split in two classes (<49 ml/min, ≥49 

ml/min), CRP (<3 mg/l, ≥3 mg/l [median value]), and urinary protein excretion (<0.10 g/d, 

≥0.10 g/d). CD4 T cell lymphopenia was considered when CD4 T cell count was less than 

300/mm3 according to our previous work (9). Tobacco consumption was accounted for as 

currently smoking versus non-smoking definition variables. Results are expressed as hazard 

ratio (HR) and 95 % confidence interval, with a p value testing the null hypothesis: HR=1. 

Therefore when p value is less than 0.05, HR is significantly different from 1, either greater than 

1 (i.e. risk of death is increased) or less than 1 (i.e. risk of death is decreased). Assumptions of 

Cox models (log-linearity, proportionality of risk in time) were met in this analysis. 
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Results 
 

Main cohort  
 

Study population 

The patients were followed for a mean duration of 92 + 7 months. Patients’ characteristics have 

been described previously (9). 

Categorical variables are depicted in Table 1, continuous variables in Table 2. 

 

Lymphocyte subsets 

Mean CD4+ and CD8+ T cell levels were 511 + 290/mm3 and 553 + 596/mm3, respectively. 

Mean CD4/CD8 ratio was 1 + 0.92. Mean CD19+ B cell level was 66 + 62/mm3. 

There was a positive correlation between CD4 T cell levels and transplant duration (r=0.32; 

p=0.02). By contrast, CD4 T cell count was inversely related to age (r=0.35; p=0.01).  

Eighty one patients (27%) had CD4 T cell count < 300 mm3. Patients with CD4 T cell 

lymphopenia differed from those with normal CD4 T cell count for age (53.9 + 12.6 vs 48.4 + 

13.7 years, respectively; p=0.001), transplant duration (54 + 44 vs 79 + 58 months, respectively; 

p=0.001), fibrinogen levels (4.02 + 0.90 vs 3.79 + 0.90 g/l, respectively; p=0.057), LDL 

cholesterol levels (1.33 + 0.37 vs 1.24 + 0.37 g/l, respectively; p=0.051), tHcy levels (19.6 + 8.9 

vs 17.6 + 6.1 µmol/L, respectively; p=0.027), CRP levels (5.7 + 4.6 vs 4.3 + 3.3 mg/l, 

respectively; p=0.011), CD19+ B cell counts (48 + 46 vs 73 + 65/mm3; p=0.002), and pulse 

pressure (59.4 + 15.8 vs 54.7 + 15.2 mm Hg, respectively; p=0.018). Analyse multivariée 

 

Death 

Thirty six patients (11.9%) died during the follow-up. This corresponds to 17 deaths per 1000 

patients/year. Of them, thirteen (36%) died from cancer, fourteen (39%) from atherosclerotic 
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disease, seven (19%) from infectious causes, one from pulmonary embolism (3%), and one 

(3%) from trauma.  

We observed a higher mortality in patients with persistent CD4 T cell lymphopenia (24.1 % vs 

7.6 %; p<0.001). Survival according to CD4 T cell levels is depicted in figure 1. 

Forty four AE occurred during the follow-up. AE were more frequent in patients with CD4 

lymphopenia (29.1% vs 9.4%; p<0.001). There was a significant higher death rate due to AE in 

patients with CD4 T cell lymphopenia (10.1% vs 3.1%, respectively; p=0.031). 

Sixty cancers occurred during the study follow-up. Cancers were more frequent in patients with 

CD4 lymphopenia (30.4% vs 16.1%; p=0.010). There was also a significant higher death rate 

due to cancer in patients with CD4 T cell lymphopenia (8.8% vs 2.7%, respectively; p=0.046). 

Other causes of death were not differently distributed between patients with and without CD4 T 

cell lymphopenia. 

In univariate analysis, age (p=0.003), smoking status (p=0.04), diabetes mellitus (p=0.017), low 

creatinine clearance (p=0.006), high fibrinogen level (0.017), high CRP level (p=0.001), and 

low CD4 T cell levels (p<0.001) were predictive of death. 

After backward stepwise selection, the variables which remained in the Cox proportional 

hazards model i.e. which were linked to AE with p values < 0.05 were: CD4 T cell counts, age, 

CRP levels. Gender and duration since transplantation were kept in the model. 

Cox regression analysis revealed that age in the upper tertile (RR, 3.15; 95% CI, 1.11 to 15.27; 

p=0.047) and CRP levels above the median (RR, 5.22; 95% CI, 1.63 to 16.70; p=0.005) were 

risk factors for death. Patients with CD4 T cell lymphopenia also had an independent increased 

risk of death (RR, 4.63; 95% CI, 1.91 to 10.65; p=0.001). Relative risks (RR) and their 95 % 

confidence intervals (95 % CI) of CVE for each variable in the Cox model are displayed in 

Table 3, along with p values. 

Thirteen patients (16%) with CD4 T cell lymphopenia lost their graft during the study period. 
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Seven of them died before the end of follow-up (cancer, 2; CVE, 3). During the same period, six 

of the 35 patients without CD4 T cell lymphopenia who returned on dialysis died (17% vs 54%; 

p=0.029). Of note, death-censored graft loss was similar in patients with and without CD4 T cell 

lymphopenia. 

 

Pre-transplant Thymic function and lymphocyte reconstitution 

Kinetics of reconstitution 

Lymphocyte reconstitution was prospectively studied in 100 patients. 

The proportion of patients with CD4 T cell lymphopenia decreased with time post-transplant 

(59%, 44%, 33%, and 27% at 1, 2, 3, and 4 year post-transplant respectively). 

At one year post-transplant, the frequencies of Treg (CD4+CD25+Foxp3+/CD4+ T cells) were 

significantly higher in patients with CD4 T cell lymphopenia (1.56 +/- 0.74 vs 0.97 +/- 0.57%; 

p=0.027).  

TREC 

Pre-transplant thymic function was assessed by TREC quantification. TRECs were not normally 

distributed. Median was 996 [5-44300]. TRECs were significantly higher in younger patients 

(median 1450 [65-44300] vs 431 [5-18800]; p=0.001) and we observed a strong inverse 

correlation between TRECs and age (r=-0.44; p<0.001). 

There was a strong positive correlation between pre-transplant TRECs and CD4 T cell counts at 

one, two, three, and five years post-transplant. TRECs also predicted post-transplant naive CD4+ 

CD45RA+ CD62L+ CD45RO- T cell recovery. 

Pre-transplant CD4 T cell count does not predict post-transplant CD4 T cell counts. 

In multivariate analysis, only pre-transplant TRECs were predictive of CD4 T cell counts at one 

year. More precisely, RTRs with TRECs > 10000 had a significantly reduced risk of CD4 T cell 

lymphopenia than those with TRECs < 10000 (RR, 0.16 95% CI, 0.03 to 0.89; p=0.036). Of note, 
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80% of RTRs with pre-transplant TRECS > 10000 had normal CD4 T cell reconstitution one-

year post-transplant whereas only 34% of those with pre-transplant ≤ 10000 had normal CD4 T 

cell reconstitution. The positive and negative predictive values for this threshold were 80 and 

63%, and 100% and 52% at one and two years post-transplant, respectively. 

Because pre-transplant thymic function influences CD4 T cell reconstitution, we also analyzed 

death according to pre-transplant TRECs. Patients were divided in three groups according to 

TREC values (T1 [5-392], T2 [400-1990], T3 [2080-44300]). We observed a trend towards a 

linear increase in death rate with decreasing levels of TRECs. Whereas annual death rate was 

0.44% in T3, it was 0.91% and 2.4% in T2 and T1, respectively (p for trends=0.09).  
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Discussion 

 

Our study demonstrated that impaired CD4 T cell immune reconstitution after ATG is a risk 

factor for death in RTRs even after adjustment for confounding factors. The influence of CD4 T 

cell lymphopenia on survival persisted even after return on dialysis and immunosuppressive 

withdrawal. We previously reported that RTRs with persistent CD4 T cell lymphopenia have an 

increased risk of opportunistic infections (6), cancer (7, 8), and atherosclerotic disease (9). Our 

present result adds to the clinical impact of immune reconstitution following ATG in RTRs and 

underlines the need for both pre-transplant recognition of patients at risk of impaired immune 

reconstitution and post-transplant monitoring of CD4 T cell after ATG to guide preventive 

measures. We also showed that pre-transplant thymic function as assessed by TRECs impacts 

on CD4+ T cell reconstitution and death. 

 

An excess of cardiovascular death is the main reason for the increased death rate observed in 

patients with impaired immune reconstitution. We also confirmed in this long-term study that 

patients with CD4 T cell lymphopenia have an increased risk of AE. We previously suggested 

that an anti-inflammatory immune response (type 2, T regulatory 1 (TR1), or TH3) could be 

occurring in RTRs who undergo efficient lymphocyte reconstitution after ATG-related 

lymphocyte depletion. Thus, the lack of expansion of such anti-inflammatory CD4 lymphocyte 

populations in RTRs with CD4 T cell lymphocytopenia might contribute to the increased 

incidence of AE in this group of recipients. Recent studies outlined the role of natural T 

regulatory lymphocytes (Treg) in atherosclerosis (17, 18, 19). All these studies suggest that 

atherosclerosis is a type 1 related-disease and that a shift towards a T regulatory response reduce 

the progression of the disease. Our hypothesis was reinforced by recent data suggesting that 

ATG may expand Treg (at least in vitro), mainly by inducing CD4+CD25+Foxp3+ T cells. ATG 



 87 

may induce peripheral conversion of T cells in Treg but also Treg generation in the thymus (20, 

21). Our present results do not confirm our initial hypothesis. Indeed, the frequency of 

CD4+CD25+Foxp3+ T cells was higher in patients with CD4 lymphopenia. In fact, some recent 

studies also showed that lymphopenia is a strong modulator of Treg (23, 24). 

CD4+CD25+Foxp3+ can occur through thymic-dependent and thymic-independent pathways. 

A thymic origin is unlikely in our population. Indeed, patients with prolonged CD4 T cell 

lymphopenia have pre-transplant depressed thymic function and none of them had robust post-

transplant CD4+CD45RA+ expansion. Treg expansion probably occurs through peripheral 

expansion. This Treg expansion may serve to maintain self-tolerance during lymphopenia. A 

number of inflammatory conditions are associated with a higher percentage of Treg (25). 

Patients with CD4 T cell lymphopenia have both higher frequency of CD4+CD25+Foxp3+ T 

cells and higher CRP levels than patients with normal reconstitution. This could suggest that the 

suppressive response is enhanced but insufficient to control inflammation. Persistent sub-

clinical infections in patients with CD4 T cell lymphopenia may generate chronic inflammation 

and accelerated atherosclerosis. 

 

We found that both cancer rate and cancer-related death rate are increased in patients with CD4 T 

cell lymphopenia. This result may be explained by both the inability to eliminate or suppress viral 

infections with a subsequent increase rate of virus-induced tumours and a defect of elimination of 

tumour cells. These two mechanisms could be directly attributed to CD4 T cell lymphopenia. 

However, recent studies demonstrate that tumor cells can recruit Treg cells to inhibit antitumor 

immunity in the tumor microenvironment (26). It can be speculated that the increased frequency 

of Treg in patients with CD4 T cell lymphopenia could contribute to cancer occurrence. This 

could have important therapeutic implications for immunotherapy of cancer in RTRs.  
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As progenitor T cells undergo T cell receptor (TCR) gene rearrangement in the thymus, 

chromosomal sequences are excised to produce episomal DNA byproducts termed TCR 

rearrangement excisional circles (TRECs). TRECs in circulating T cells are therefore a useful 

tool to identify these cells as recent thymic emigrants. This permits to appreciate thymic function 

(27). In addition to analysis in HIV patients, TREC determination was performed in patients after 

allogeneic hematopoietic cell transplantation. In this setting, pre-transplant TREC levels was 

found as a factor predicting T cell reconstitution both in adults and in pediatric patients (12, 13, 

14). Here, we showed that pre-transplant TREC number predicts CD4 T cell reconstitution after 

ATG. Interestingly, a low number of TRECs in the pre-transplant period characterizes a very high 

risk population for the later development of ATG-induced CD4 T cell lymphopenia. Therefore, 

reconstitution after ATG is at least in part dependent of thymic function. Nevertheless, for a 

continuous variable used as a predictive factor, defining thresholds is mandatory for clinical 

practice. Thresholds should have both good positive and negative predictive values to help 

physicians in patients’ management. We found a TREC threshold > 10000 to be highly predictive 

of efficient reconstitution (PPV=80% at one year and 100% at two years). The possibility to 

select patients with low or high risk of immune reconstitution impairment through pre-transplant 

TRECs could offer the opportunity to use ATG with more safety. Indeed, we also showed in a 

small subset of patients a trend towards an association between low pre-transplant TREC count 

and death after transplantation. Finally, our study suggests that pre-transplant TREC 

determination may not only minimize the risk of prolonged CD4 T cell lymphopenia but also 

contribute to reduce mortality after transplantation.  

 

Our study has some limitations pour l’analyse de la survie. We included prevalent patients and 

consequently a survival bias is possible. Future studies should target incident patients to confirm 

our results. Furthermore, we considered only one determination of CD4 T cell levels and CD4 T 
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cell kinetics could give better information. CD4 T cell levels were not measured at the same post-

transplant time. Even when we adjusted all our analysis on transplant duration, further studies 

should consider CD4 T cell levels at a same post-transplant time.  

 

To conclude, our study strongly suggests that prolonged CD4 T cell lymphocytopenia is an 

independent risk factor for death in RTRs having received ATG. As pre-transplant thymic 

function may predict immune reconstitution after ATG, TREC number should be determined to 

estimate the benefit/risk ratio of such a treatment. 
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Tables 

Table 1: Description of categorical variables 

Variable Category Frequency (%) 

Gender   

 Male 191 (63.25 %) 

 Female 111 (36.75 %) 

History of AE   

 Yes 25 (8.28 %) 

 No 277 (91.72 %) 

Tobacco consumption   

 Yes 72 (23.84 %) 

 No 230 (76.16 %) 

Diabetes   

 Yes 69 (22.85 %) 

 No 233 (77.15 %) 

Left ventricle diameter   

 ≥ 35 mm 24 (7.95 %) 

 < 35 mm 278 (92.05 %) 

CMV serology   

 negative 35 (11.6%) 

 positive 267 (88.4%) 

Abbreviations used: AE, atherosclerotic events; CMV, cytomegalovirus 
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Table 2: Description of continuous variables 

Variable Mean Standard Deviation Median 

Age (years) 49.82 13.59 51.00 

Transplant duration (months) at 

time of analysis 

72.48 55.75 68.50 (range) 

SCt Clearance (ml/min) 49.68 18.02 49.03 

U.P.E. (g/day) 0.46 0.91 0.10 

PTH (pg/ml) 97.00 133.87 61.50 

Vitamin D (ng/ml) 17.07 14.49 13.00 

Phosphorus (mmol/l) 1.17 0.21 1.16 

Calcium (mmol/l) 2.44 0.14 2.44 

Hemoglobin (g/100ml) 12.94 1.76 13.00 

Fibrinogen (g/l) 3.85 0.90 3.80 

LDL cholesterol (g/l) 1.26 0.36 1.23 

HDL cholesterol (g/l) 0.57 0.21 0.54 

Total serum Cholesterol (g/l) 2.13 0.47 2.11 

Triglycerides (g/l) 1.54 1.11 1.28 

Serum homocysteine (µmol/l) 18.15 6.96 16.90 

BMI (kg/m²) 24.42 4.35 23.81 

SBP (mm Hg) 135.85 19.07 140.00 

DBP (mm Hg) 80.56 10.09 80.00 

PP (mm Hg) 55.94 15.47 55.00 

Glycemia (mmol/l) 5.49 1.52 5.10 

CD3+ T cells (/mm3) 1059.64 645.36 915.00 

CD4+ T cells (/mm3) 511.34 290.40 471.00 
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CD8+ T cells (/mm3) 552.61 595.91 439.50 

CD4/CD8 ratio 1.30 0.93 1.13 

CD19+ B cells (/mm3) 66.43 61.77 49.00 

CRP (mg/l) 4.51 4.12 3.00 

Serum albumin (g/l) 43.64 4.31 44.00 

Abbreviations used: BMI, body mass index; CRP, C reactive protein; DBP, diastolic blood 

pressure, ; PP, pulse pressure; SBP, systolic blood pressure, ; U.P.E, urinary protein excretion, . 
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Table 3: Cox model: relative risks (RR) of death and 95% Confidence Intervals 

 

Variable  Hazard ratio1 95 % CI p value 

CD4+ T cells (/mm3) ≥ 300 1 - - 

 < 300 4.63 [1.91; 10.65] 0.001  

Age < 43 years 1 - - 

 43 to 57 years 1.42 [0.79; 3.51] 0.311 

 > 57 years 3.15 [1.11; 15.27] 0.042 

CRP < 3 mg/l 1 - - 

 ≥ 3 mg/l 5.22 [1.63; 16.7] 0.005 

1 Cox model is adjusted for duration since kidney transplant and gender. 
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Discussion et conclusion 

 

Le principal résultat de cette étude est que la persistance d’une lymphopénie T CD4 après 

déplétion lymphocytaire par des globulines anti-lymphocytaires polyclonales est un facteur 

majeur de mortalité après transplantation. L’excès de mortalité est principalement lié à une 

augmentation des décès de causes cardio-vasculaires et néoplasiques. Ce résultat confirme 

l’impact de la lymphopénie T CD4 déjà démontré sur les risques d’infections, de cancers et 

d’évènements athéromateux après transplantation et justifie d’essayer de mieux reconnaître les 

sujets à risque de lymphopénie T CD4 persistante afin d’envisager des traitements d’induction 

alternatifs aux globulines anti-lymphocytaires polyclonales chez ces patients. 

 

Notre étude montre que la fonction thymique permet de prédire la qualité de la reconstitution 

après globulines anti-lymphocytaires polyclonales. Nous avons analysé l’activité thymique en 

pré-transplantation par la quantification des TREC et en post-transplantation par la génération de 

lymphocytes T naïfs CD45RO- CD45RA+ CD62L+. Le taux de TREC avant greffe est corrélé au 

pourcentage de lymphocytes T naïfs un an après la transplantation et prédit la survenue d’une 

lymphopénie T CD4. Ces résultats suggèrent que la fonction thymique est importante pour la 

reconstitution lymphocytaire après déplétion par globulines anti-lymphocytaires polyclonales.  

Une expansion périphérique homéostatique pourrait intervenir probablement chez certains 

patients qui recouvrent un nombre de lymphocytes T CD4+ normal ou proche de la normale, 

alors même que le taux de TREC avant greffe est faible et le pourcentage de lymphocytes naïfs 

après greffe réduit. Néanmoins, la lymphopénie s’accompagne d’une diminution de la diversité 

du TCR et seule la reconstitution issue de la thymopoïèse permet de restaurer cette diversité 

(Hakim FT et al J Clin Invest 2005, Dumont-Girard F et al Blood 1998). Sans un pool de 

lymphocytes T naïfs, dérivées du thymus, la réponse vaccinale et l’élimination des agents 
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infectieux sont diminuées (Roux E et al Blood 2000, Dumont-Girard F et al Blood 1998, Lewin 

SR et al Blood 2002). 

De plus, la récupération de la diversité du répertoire des lymphocytes T CD4+ peut prévenir la 

survenue d’une auto-immunité (Muraro PA et al Trends Immunol 2006). De fait, seule la 

thymopoïèse peut assurer la récupération d’une immunité efficace. En conséquence, la 

connaissance de la fonction thymique avant l’utilisation de globulines anti-lymphocytaires est 

primordiale pour prédire les capacités de reconstitution quantitative et qualitative du patient et le 

risque de complications issues d’un défaut de reconstitution. Le suivi des lymphocytes T naïfs 

et/ou l’analyse de la diversité du TCR pourraient guider plus précisément la prévention anti-

infectieuse chez les patients immunodéprimés ayant eu une déplétion lymphocytaire. 

La quantification des TREC dans la première année suivant l’administration de globulines anti-

lymphocytaires aurait également peut être permis de mieux préciser la part de l’activité thymique 

dans la reconstitution. Nous avons observé chez quelques patients une lymphopénie T CD4 

persistante et un faible pourcentage de lymphocytes T naïfs malgré des TREC élevés avant 

greffe. Chez ces patients, la contribution thymique à la reconstitution a pu être modifié par 

d’autres facteurs. La disponibilité en progéniteurs T peut être modifiée par les 

immunosuppresseurs (Almeida AR et al J Exp Med 2001) utilisés pendant la greffe. 

L’environnement en cytokines, facteurs de croissance et hormones peut également influencer le 

développement des thymocytes. L’interleukine-7 (IL-7), produite par les cellules épithéliales 

thymiques, est un facteur de survie pour les thymocytes (Peschon JJ et al J Exp Med 1994, 

Bolotin E et al Blood 1996, Mackall CL et al Blood 2001, Li A et al Gene Ther 2006). La part de 

ces facteurs dans la reconstitution lymphocytaire après déplétion par les globulines anti-

lymphocytaires n’a pas été étudiée à ce jour. Ainsi, la qualité de la thymopoïèse dépend 

également d’interactions entre thymocytes et stroma thymique. Ces interactions sont 

indispensables pour la différentiation et la maturation des thymocytes. Différents facteurs sont 
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impliqués dans ces interactions dont la prostaglandine E2 (Rocca B et al J Immunol. 1999). La 

synthèse de PGE2 est sous le contrôle d’une enzyme, COX-2. Récemment, un polymorphisme G 

� C dans le promoteur du gène de COX-2 a été identifié avec l’allèle C associé à une plus faible 

activité du promoteur et à des taux de réduits de PGE2 (Cipollone F et al JAMA 2004). Nous 

avons étudié l’influence du polymorphisme de COX-2 sur la reconstitution lymphocytaire TCD4 

suivant la déplétion induite par l’ATG. Nous avons montré que la capacité de production de 

PGE2 prédite par le polymorphisme du promoteur du gène de COX-2 module la reconstitution 

lymphocytaire T CD4. La PGE2 a été impliquée dans l’homéostasie hématopoïétique chez zebra 

fish (Rocca BJ et al Immunol. 1999) et dans la récupération de la myélotoxicité du 5-fluoro-

uracyl chez la souris (Lorenz M et al Experimental Hematology 1999).  Aucune étude à ce jour 

n’avait vérifié l’implication de la PGE2 et de COX-2 dans l’homéostasie lymphocytaire chez 

l’homme. De nombreux traitements peuvent influencer la synthèse de PGE2 (stéroïdes, 

mycophénolate mofétil) et ainsi modifier la qualité de la reconstitution. 

 

La thymopoïèse n’est pas la seule voie de reconstitution après déplétion lymphocytaire induite 

par les globulines anti-lymphocytaires. Chez des babouins rendus lymphopéniques par irradiation 

et les globulines anti-lymphocytaires, l’injection d’IL-7 permet d’obtenir des valeurs de 

lymphocytes T CD4 plus élevés qu’avec le placebo (Lu H et al Clin Immunol. 2005). D’autre 

part, après déplétion lymphocytaire par des anticorps anti-CD4 et anti-CD8 monoclonaux dans un 

modèle de greffe de cœur chez la souris, il a été montré une prédominance des lymphocytes T 

mémoires dans les jours suivant la déplétion (David C et al J Immunol 2006). Ce résultat serait 

expliqué par une plus grande résistance de ces cellules à la déplétion d’une part et par une 

prolifération homéostatique d’autre part. Cette expansion de lymphocytes persistants après la 

déplétion (lymphopenia-induced proliferation, LIP) est sous la dépendance du complexe CMH 

peptide et de cytokines telles que l’IL-7 et l’IL-15 (Kieper WC et al Proc Natl Acad Sci USA 
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1999, Ernst B et al Immunity 1999, Schluns KS et al Nat. Immunol 2000, Tan JT et al J Exp Med 

2002). Les lymphocytes apparaissant au cours de ces proliférations ont un phénotype effecteur / 

mémoire (Prlic MB et al J Immunol 2001, Goldrath AW et al J Exp Med 2000, Cho BK et al J 

Exp Med 2000, Gudmundsdottir H et al J Immunol 2001, Murali-Krishna K et al J Immunol 

2000). Ces données expérimentales sont concordantes avec l’observation faite chez l’Homme 

après déplétion par Campath, un anticorps monoclonal anti-CD52 (Pearl, JP et al Am J 

Transplant 2005). Juste après le traitement, la proportion de lymphocytes T mémoire était 

augmentée suggérant que ces cellules étaient relativement épargnées par la déplétion. 

 

 

Nous avons mis en évidence une augmentation relative du nombre de lymphocytes T 

CD4+CD127-CD25+FoxP3+ chez les patients présentant une lymphopénie T CD4. Cette 

constatation a déjà été faite par d’autres auteurs au cours de lymphopénies de mécanisme 

différent (Zhang H et al Nat Med. 2005, Noris M, et al J Am Soc Nephrol. 2007). La 

lymphopénie pourrait être un stimulus pour la réponse T régulatrice probablement dans le but 

d’éviter la production de lymphocytes auto-réactifs. Les lymphocytes T CD4+CD25+FoxP3+ 

peuvent être générées par des mécanismes dépendants ou indépendants du thymus. Dans notre 

travail, une origine thymique est peu probable. En effet, ces patients avaient avant greffe une 

fonction thymique réduite et aucun n’a généré un nombre important de lymphocytes T CD4+ 

CD45RA+ CD62L+ après greffe. L’augmentation relative des lymphocytes T CD4+ CD25+ 

FoxP3+ serait plus certainement en rapport avec une expansion périphérique. Une autre 

hypothèse serait que ces cellules puissent être relativement épargnées lors de la déplétion et ainsi 

représentées une part plus importante des lymphocytes chez les patients ayant eu la déplétion la 

plus importante. D’ailleurs, chez la souris, il a été montré une moindre sensibilité des Treg aux 

globulines anti-lymphocytaires polyclonales (Minamimura K et al J Immunol. 2006) et 
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l’existence d’une conversion périphérique des lymphocytes T naïfs en Treg lors de la 

lymphopénie (Liang S et al J Exp Med. 2005). Ce résultat ne confirme pas une des hypothèses 

initiales qui était que la reconstitution lymphocytaire favoriserait l’émergence d’une population 

Th3 ou TR1, anti-inflammatoire et anti-athérogène. En réalité, nous constatons plutôt l’inverse au 

moins d’un point de vue phénotypique et si l’on considère les pourcentages de Treg par rapport 

aux lymphocytes T CD4. Ceci est néanmoins à nuancer du fait de l’absence de vérification de 

l’effet suppresseur de cette population. Par ailleurs, cette expansion de lymphocytes T de 

phénotype régulateur ne suffit pas à contrôler le syndrome inflammatoire. Ceci pourrait être du à 

un déficit quantitatif de lymphocytes régulateurs, à un pouvoir suppresseur altéré de ces cellules 

ou à une résistance des autres lymphocytes T à l’effet suppresseur. Les patients lymphopéniques 

T CD4 ont à la fois une expansion relative de lymphocytes T de phénotype régulateur et un état 

inflammatoire accru comme en témoigne des taux de CRP plus élevés. Il est possible que des 

infections sub-cliniques persistantes ou récidivantes génèrent cet état inflammatoire chez les 

patients ayant une lymphopénie T CD4 et contribue à aggraver l’athérosclérose. Le contexte 

inflammatoire pourrait lui-même favoriser la production de lymphocytes T régulateurs (Han GM 

et al Cell Immunol. 2008). Enfin, nous avons mesuré les lymphocytes T régulateurs via 

l’expression de FoxP3. Or les lymphocytes Treg Tr1 n’exprimeraient pas nécessairement FoxP3 

(Vieira PL et al J Immunol. 2004). 

Il est possible qu’une expansion de lymphocytes T régulateurs n’exprimant pas FoxP3 existe et 

n’ait pas été détectée dans notre étude. 

Il a néanmoins été suggéré que les globulines anti-lymphocytaires pouvaient favoriser 

l’expansion de lymphocytes T régulateurs ou que les lymphocytes T régulateurs étaient moins 

sensibles à la déplétion par l’ATG que les autres lymphocytes.Il semble, qu’in vitro, les 

globulines anti-lymphocytaires puissent augmenter le nombre et la fonction des lymphocytes T 

CD4+CD25+Foxp3+ (Feng X et al Blood 2008). Le mécanisme reposerait sur la conversion de 
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lymphocyte T CD4+CD25- en lymphocytes CD4+CD25+. L’expression de Foxp3 serait 

également augmentée dans ces deux populations lymphocytaires (Feng X et al Blood 2008). 

Ces données n’ont pas été confirmées in vivo chez l’Homme. Les lymphocytes T régulateurs ne 

sont pas épargnés par la déplétion induite par l’ATG. Les taux de lymphocytes T 

CD4+CD25+Foxp3+ sont en effet indétectables dans le sang une semaine après l’administration 

d’ATG (Sewgobind VD et al Nephrol Dial Transplant 2009). Il faut néanmoins prendre en 

compte le fait que les lymphocytes T circulants ne réprésentent que 1% de l’ensemble des 

lymphocytes T. Il est donc difficile d’apprécier l’effet des globulines anti-lymphocytaires sur les 

Treg. Tout au moins, on peut conclure que les Treg sanguins sont affectés comme les autres 

lymphocytes T. 

 

Même si ces travaux concernant les relations entre lymphopénie T CD4 et complications cardio-

vasculaires ne recouvrent qu’une faible partie des interactions entre immunité adaptative et 

athérosclérose après transplantation, ils mettent en évidence un certain nombre de points.  

Les modifications de la réponse immune induites par les traitements immunosuppresseurs 

influencent de façon complexe l’athérogénèse. L’effet net sur le risque cardio-vasculaire dépend 

des caractéristiques intrinsèques du système immunitaire avant la transplantation, des différents 

modes d’action de la molécule et des interactions avec différents paramètres non 

immunologiques. 

Ils illustrent également la difficulté à transposer chez l’Homme les conclusions issues de l’étude 

des modèles animaux. Alors qu’il est régulièrement observé une diminution des lésions 

vasculaires dans les modèles animaux d’athérosclérose croisés avec des souches ayant un déficit 

des fonctions des lymphocytes T, nous constatons ici l’inverse. Les interactions de cette anomalie 

avec les conditions intrinsèques du patient, le contexte de transplantation et les agents extérieurs, 

infectieux ou non, sont probablement à l’origine de ces différences. De plus, les souris présentent 
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le plus souvent un système immunitaire naïf alors que le système immunitaire du patient 

transplanté a été en contact avec de nombreux stimuli. 

D’autres systèmes d’étude et de validation doivent donc être mis au point. Nous avons débuté des 

travaux concernant quatre axes principaux : une validation clinique prospective et multicentrique, 

la mise en place d’un modèle animal, l’évaluation de polymorphismes génétiques et la 

caractérisation dynamique de la réponse immune. 
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Article 3 

 

RELEVANCE OF TOLL-LIKE RECEPTOR-4 POLYMORPHISMS IN RENAL 

TRANSPLANTATION. 

 

 

Ducloux D, Deschamps M, Yannaraki M, Ferrand C, Bamoulid J, Saas P, Kazory A, 

Chalopin JM, Tiberghien P. 

 

Kidney Int. 2005 Jun;67(6):2454-61. 
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Les Toll-like receptors (TLR) sont des récepteurs transmembranaires impliqués dans la 

reconnaissance des pathogènes. Dix TLR ont été découverts à ce jour et le TLR4 est le récepteur 

du lipopolysaccharide (LPS) (Akira S et al Nat Immunol 2001). Cependant, TLR4 peut 

également se lier à des ligands endogènes (Akira S et al Nat Immunol 2001). La liaison à TLR4 

d’un ligand endogène (DAMP) ou exogène (PAMP) active l’immunité innée. Récemment ont été 

découvert deux polymorphismes de TLR4 aboutissant à des substitutions d’un acide aminé dans 

le domaine extra-cellulaire et conduisant à des modifications fonctionnelles du récepteur (Arbour 

NC et al Nat Genet  2000). Ces variants, Asp299Gly et Thr399Ile, sont associés à une diminution 

de la réponse au LPS et à un niveau plus faible des concentrations de cytokines pro-

inflammatoires (Ferwerda B et al Mol Med 2008). Les patients porteurs de ces polymorphismes 

ont également un risque accru d’infections bactériennes (Ferwerda B et al Mol Med 2008). Des 

études récentes ont également suggéré que la présence des variants Asp299Gly et Thr399Ile 

diminuait la progression de la maladie athéromateuse et le risque de complications cardio-

vasculaires (Ameziane N et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003, Boekholdt SM et al 

Circulation 2003, Kiechl S et al N Engl J Med 2002). Néanmoins, il n’existait pas de données sur 

l’effet des polymorphismes de TLR4 sur l’athérosclérose après transplantation. 

Nous avons étudié dans une cohorte de 238 patients transplantés rénaux stables l’impact des 

mutations de TLR4 sur la survenue de complications athéromateuses. 



 108 



 109 



 110 



 111 



 112 



 113 



 114 



 115 



 116 

Discussion et conclusions 

 

Cette étude suggère qu’un défaut de la signalisation TLR4 protège contre le développement et/ou 

les complications de l’athérosclérose après transplantation. Des arguments importants existent 

pour attribuer un rôle à TLR4 dans l’athérogénèse. L’expression de TLR4 est augmentée dans 

plaques athéromateuses carotidiennes et coronaires des souris apoE -/- (Edfeldt K et al 

Circulation 2002, Xu XH et al Circulation 2001). L’expression de TLR4 au niveau de l’intima 

aortique est également augmentée dans un modèle de souris avec induction de lésion artérielle 

(Vink A et al Circulation 2002). Il est aussi rapporté que l’activation de TLR4 par injection de 

LPS augmente la formation des plaques d’athérome chez la souris apoE -/- (Hollestelle SC et al 

Circulation 2004). 

TLR4 semble être un médiateur indispensable entre infection et athérosclérose. En effet, 

l’aggravation des lésions athéromateuses de la souris apoE -/- par Chlamydia pneumoniae est 

aboli lorsque le gène de TLR4 est également invalidé (apoE -/- x TLR4 -/-) (Naiki Y et al J 

Immunol 2008). Par ailleurs, plusieurs études épidémiologiques dans la population générale ont 

retrouvé une relation entre les polymorphismes de TLR4 et la progression de l’athérosclérose 

(Ameziane N et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003, Boekholdt SM et al Circulation 2003, 

Kiechl S et al N Engl J Med 2002). 

TLR4 est impliqué dans divers aspects de la réponse inflammatoire, y compris en l’absence 

d’infections par la reconnaissance de ligands endogènes produits durant les processus 

inflammatoires, comme le fibrinogène ou le hyaluronane (Hodgkinson CP et al Thromb Haemost 

2008, Wu H et al J Clin Invest. 2007). 

 

Divers biais doivent être considérés dans cette étude. Son caractère rétrospectif pourrait être à 

l’origine d’un biais de sélection. Nous avons en effet inclus une population à plus faible risque de 
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perte de greffon, de maladies cardio-vasculaires et de décès. Un biais de survie est donc probable. 

Par ailleurs, un taux différent de perte de greffon et de décès selon la présence ou non de la 

mutation de TLR4 ne peut pas être exclu. Néanmoins, ces biais devraient plutôt favoriser 

l’hypothèse nulle et ne pas contribuer à un résultat faussement positif. 

Notre travail ne remplit pas l’ensemble des critères d’une étude de polymorphismes (Editorial. 

Freely associating. Nat genet 1999). Nous n’avons en particulier pas vérifié la fonctionnalité des 

mutations de TLR4 dans notre population. Arbour et al ont montré que les mutations Asp299Gly 

et Thr399Ile diminue la réponse au LPS (Arbour NC et al Nat Genet. 2000). La transfection de 

cellules avec un des haplotypes TLR4 muté réduit l’activité NF-κB (Schwartz DA et al J 

Endotoxin Res 2001, Schwartz DA et al Respir Physiol. 2001, Schwartz DA et al Chest 2002). 

Les autres études fonctionnelles sont basées sur la mesure de cytokines par les cellules 

mononucléées après stimulation par le LPS. Les études in vitro ont pour la plupart montré des 

taux de cytokines plus faibles associés à la présence des mutations Asp299Gly et Thr399Ile 

(Ferwerda B et al Mol Med 2008). En revanche, des études faites in vivo chez des volontaires 

sains n’ont pour la plupart pas confirmé une diminution de la production de cytokine chez les 

patients porteurs du polymorphisme de TLR4 (Calvano JE et al Clin Immunol 2006, Marsik C et 

al Clin Chem 2005, Schippers EF et al Cytokine 2004, Schippers EF et al Cytokine 2005). Dans 

deux études utilisant 2 ng/kg de LPS, les taux de TNF-α étaient similaires quelque soient les 

haplotypes (Calvano JE et al Clin Immunol 2006, Marsik C et al Clin Chem 2005).  Dans l’une 

d’elles seulement, les taux d’IL-6 étaient plus faibles chez les patients présentant une mutation du 

gène de TLR4 (Marsik C et al Clin Chem 2005). 

Il est donc difficile de conclure sur les conséquences fonctionnelles des mutations de TLR4. 

De fait, la plupart des études in vivo n’ont pas trouvé de phénotype particulier associé aux 

haplotypes mutés de TLR4. Ceci pose deux types de questions : Quelle valeur doit-on accorder 

aux différents types de validation fonctionnelle d’un polymorphisme ? Un phénotype clinique 
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constant suffit-il lorsque la mesure de la conséquence biologique n’est pas accessible ou est 

méthodologiquement discutable ? 

Les méthodes de validation fonctionnelle sont multiples. Il est quelquefois possible de mesurer 

directement le produit du gène (lorsque sa concentration est suffisante et le tissu biologique 

obtenu représentatif) ou l’activité biologique du produit du gène (dans le cas d’une activité 

enzymatique par exemple). Ces cas sont les plus simples et l’interprétation des résultats est aisée. 

Pour d’autres polymorphismes (récepteurs cellulaires ou cytokines par exemple), les méthodes de 

validation sont plus complexes et reposent sur des mesures indirectes. Les expériences de 

transfections sont difficiles à transposer aux situations cliniques. Elles n’explorent que la 

situation homozygote (absente chez l’Homme dans le cas des mutations de TLR4) et dans des 

lignées cellulaires anormales. Elles ne tiennent pas compte de l’environnement global et de 

possible contre régulations qui annihileraient l’effet de la mutation et d’éventuelles conséquences 

cliniques. Ceci vaut d’ailleurs pour la plupart des méthodes in vitro. Les méthodes de stimulation 

posent d’autres problèmes, parmi lesquels le mode de stimulation plus ou moins physiologique et 

le type de liquide ou de tissu prélevé pour analyse plus ou moins représentatif. Dans le cas des 

polymorphismes de TLR4, les méthodes de validation posent tous ces problèmes d’interprétation 

qui empêchent une conclusion valide. Les résultats contradictoires entre les études sont aussi 

probablement expliqués par ces difficultés méthodologiques. 

En l’absence de preuves évidentes d’un effet biologique difficilement accessible, mais en 

présence de l’accumulation de travaux attribuant un phénotype clinique particulier aux patients 

porteurs de mutations particulières, il faut s’interroger sur la possibilité de considérer que les 

effets cliniques, lorsqu’ils sont constants et reproductibles, sont suffisants pour caractériser un 

phénotype. En ce qui concerne les polymorphismes de TLR4, les études d’association n’ont pas 

retrouvé de façon constante d’association à un phénotype clinique particulier. En particulier, le 

risque d’infection à bactéries gram négatif (BGN) n’est pas augmenté dans près de la moitié des 
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études (Pour revue : Ferwerda B et al Mol Med 2008). Il est intéressant de noter que Ferwerda et 

al ont montré que seul l’haplotype Asp299Gly était associé à une production différente de 

cytokines (Ferwerda B et al  Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2007). Après stimulation in vitro par 

LPS, la production de TNF-α était plus importante en présence de cet haplotype (Ferwerda B et 

al  Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2007). En présence de l’haplotype Asp299Gly/Thr399Ile, la 

production de cytokines était similaire à celle des patients ayant un génotype sauvage (Ferwerda 

B et al  Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2007). Le génotype Asp299Gly/Thr399Ile est le plus 

répandu en Europe ou le génotype Asp299Gly/WT est très rare. Or la plupart des études 

d’association concernent des populations d’Europe ou du continent Nord-Américain (Ferwerda B 

et al Mol Med 2008). Il est intéressant de noter que les rares études faites en Afrique où le 

génotype Asp299Gly/WT est très majoritaire ont constamment retrouvé un risque accru 

d’infections chez les patients porteurs de ce polymorphisme (Mockenhaupt FP et al J Commun 

Dis 2006, Newport MJ et al Tuberculosis 2004). Il est donc probablement nécessaire de mieux 

définir les phénotypes cliniques et biologiques de chaque mutation dans chaque type de 

population particulière. 

 

L’absence de contrôle de nos résultats dans une seconde cohorte est une autre limite 

méthodologique de notre étude (Editorial. Freely associating. Nat genet 1999). D’autres travaux 

ont été publiés après notre travail et n’ont pas toujours confirmé l’ensemble de nos résultats. 

Cervera et al ont retrouvé un excès d’infections à CMV chez les patients porteurs de l’haplotype 

Asp299Gly/Thr399Ile, mais pas davantage d’infections bactériennes (Cervera C et al 

Transplantation 2007). Par ailleurs, il a été rapporté récemment qu’après greffe de cellules 

hématopoïétiques, le risque d’aspergillose est augmenté chez les patients porteurs d’un 

polymorphisme de TLR4 (Bochud PY et al N Engl J Med. 2008). 
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Aucune corrélation entre le polymorphisme de TLR4 du receveur et le rejet aigu du greffon rénal 

n’a pas été observée dans deux études (Nogueira E et al Transplant Proc 2007, Palmer SM et al 

Clin Transplant 2006). Il est à noter cependant, que dans l’une d’elles, il existait une différence 

non significative, mais numériquement très importante qui pose le problème de la puissance de 

cette étude qui incluait peu de patients (Nogueira E et al Transplant Proc 2007). Dans la seconde, 

il existait une relation entre le polymorphisme de TLR4 du donneur (c’est-à-dire du greffon) et le 

rejet aigu (Palmer SM et al Clin Transplant 2006). Récemment, il a été demontré que l’expression 

de TLR4 augmentait au cours de l’ischémie reperfusion et que cette augmentation était d’autant 

plus importante qu’il s’agissait de greffon provenant de donneurs cadavériques (Krüger B et al 

Proc Natl Acad Sci U S A. 2009). Dans notre série, nous n’avons pas analysé le polymorphisme 

de TLR4 des donneurs. 

En tout état de cause, ces résultats discordants justifient de poursuivre les études d’association 

génétiques entre les mutations de TLR4 et certaines complications de la transplantation en 

appliquant des critères méthodologiques plus stricts. Aucune autre étude que la notre n’a à ce jour 

étudié l’impact du polymorphisme de TLR4 sur l’athérosclérose du transplanté rénal. Nos 

résultats doivent donc impérativement être confirmés par une autre étude. 

 

Un point important souligné par notre travail est que les mutations de TLR4 semblent avoir un 

rôle anti-athérogène, alors même qu’elles augmentent les infections bactériennes et virales. 

Pourtant, le rôle des infections dans l’athérosclérose est suspecté depuis de nombreuses années. 

Le rôle des infections comme facteur étiologique de l’athérosclérose a été proposé à de 

nombreuses reprises (Libby P et al Circulation 1997) à la suite d’études séro-épidémiologiques 

liant infection passée à Chlamydia et infarctus du myocarde et maladie coronaire chronique 

(Saikku P et al Lancet 1988). Néanmoins, les études les plus récentes dont celles basées sur 

l’utilisation d’antibiotiques actifs sur Chlamydia en particulier l’azithromycine n’ont pas 
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confirmé ces premières études (O’Connor CM et al JAMA 2003, Cercek B et al Lancet 2003, 

Grayston JT et al N Engl J Med 2005, Zahn R et al Circulation 2003, Cannon CP et al N Engl J 

Med 2005). 

Par ailleurs, les études animales montrent que la survenue d’une infection n’est pas nécessaire au 

développement de l’athérosclérose chez la souris apoE -/-. En effet, l’étendue des plaques est 

similaire chez les souris apoE -/- élevées en atmosphère stérile et chez celles ayant une infection 

(Wright BH et al Heart Vessels 2000). 

Par conséquent, même s’il n’est pas exclu que les infections puissent jouer un rôle dans 

l’athérosclérose, elles ne sont pas nécessaires à son initiation, ni à sa progression. 
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Article 4 

 

NO EVIDENCE OF ASSOCIATION BETWEEN NOD2/CARD15 GENE  

POLYMORPHISM AND ATHEROSCLEROTIC EVENTS AFTER RENAL  

TRANSPLANTATION. 

 

 

Courivaud C, Ferrand C, Deschamps M, Tiberghien P, Chalopin JM, Duperrier A, Saas 

P*, Ducloux D* (* co-senoir authors). 

 

Transplantation. 2006 Apr 27;81(8):1212-5. 
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Introduction 

NOD2 module l’activité pro-inflammatoire des macrophages. NOD2 est un récepteur intra-

cellulaire pour le muramyl dipeptide présent sur la paroi de certaines bactéries. La liaison à son 

ligand dans le macrophage permet l’activation de NF-κB et l’activation cellulaire, dont la 

production de cytokines pro-inflammatoires. Il existe plusieurs polymorphismes de 

NOD2/CARD15 associés in vitro à une diminution de la capacité d’activer NF-ΚB en réponse au 

muramyl dipeptide. Ces polymorphismes sont également associés à deux maladies 

inflammatoires, la maladie de Crohn et à la survenue d’une maladie du greffon contre l’hôte 

(GVH) après greffe de cellules hématopoïétiques. 

En revanche, aucune étude ne s’était intéressée au rôle de NOD2/CARD15 dans la maladie 

athéromateuse. 

Nous avons étudié dans une cohorte de 182 patients transplantés rénaux stables l’impact des 

polymorphismes de TLR4 sur la survenue de complications athéromateuses. 
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Discussion et conclusions 

 

Nous n’avons pas mis en évidence d’association entre les polymorphismes de NOD2 et le risque 

de complications athéromateuses. Comme TLR4, NOD2 est impliqué dans la reconnaissance de 

motifs bactériens (Philpott DJ et al Mol Immunol 2004). NOD2 est un récepteur intra-cellulaire 

pour le muramyl dipeptide (présent sur la paroi bactérienne) capable après liaison avec son ligand 

d’activer NF-KB (Philpott DJ et al Mol Immunol 2004). Néanmoins, les conséquences 

fonctionnelles des polymorphismes sur la fonction de NOD2 n’ont été mise en évidence qu’in 

vitro (Ogura Y et al J Biol Chem 2001, Girardin SE et al J Biol Chem 2003).  Ces travaux 

montraient que les mutations de NOD2 étaient associées à une capacité moindre d’activation de 

NF-KB (Ogura Y et al J Biol Chem 2001, Girardin SE et al J Biol Chem 2003). La seule étude in 

vivo réalisée chez la souris C57BL/6 NOD2 -/- n’a pas confirmé ces résultats (Pauleau AL et 

alMol Cell Biol 2003). Les souris NOD2 -/- ont une réponse normale aux ligands de TLR en 

terme d’activation de NF-KB et de production de cytokines (Pauleau AL et alMol Cell Biol 

2003). NOD2 n’est donc pas indispensable pour l’activation de NF-KB dans les macrophages. En 

revanche, le rôle de NOD2 dans l’immunité innée semble confiné au tractus digestif (Kobayashi 

KS et al Science 2005). Les souris NOD2 -/- ont une sensibilité accrue à l’infection par voie 

gastrique à Listeria monocytogenes, mais pas à l’infection par voie systémique ou intra-

péritonéale (Kobayashi KS et al Science 2005). NOD2 est d’ailleurs fortement exprimé au niveau 

des cryptes de l’iléon teminal(Kobayashi KS et al Science 2005, Ogura Y et al Gut 2003). Ceci 

pourrait expliquer que NOD2 soit plus particulièrement impliqué dans les pathologies 

inflammatoires chroniques de l’intestin comme la maladie de Crohn (Helio T et al Gut 2003, 

Hampe J et al Lancet 2002) ou la GVH (Holler E et al Blood 2004). NOD2 aurait donc surtout 

pour rôle de contrôler l’inflammation intestinale. Tous ces éléments pourraient expliquer 

l’absence de relation entre NOD2 et athérosclérose.  
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Néanmoins, Krüger et al ont récemment retrouvé une association entre des polymorphismes de 

NOD2 et la mortalité cardio-vasculaire (Krüger B et alTranspl Int. 2007). Dans cette étude, la 

relation est retrouvée en combinant les polymorphismes et en comparant une combinaison à 

l’ensemble des autres. Il est très probable que des comparaisons multiples aient été effectuées 

sans ajustement pour le nombre de tests effectués. En conséquence, ces résultats doivent être 

interprétés avec précaution. 
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Introduction 

 

Les macrophages activés jouent un rôle majeur dans la formation et la maturation de la plaque 

d’athérome. Ces effets pourraient être en partie liés à la production de prostaglandines (PGE2, 

PGD2, PGI2) qui augmentent la perméabilité vasculaire, stimulent la prolifération et la migration 

des cellules musculaires lisses et augmentent la synthèse de la matrice extra-cellulaire. La 

synthèse de ces prostaglandines dépend d’une enzyme, la cyclo-oxygénase-2 (COX-2).  

Récemment, Papafilli et al (Papafili A et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 2002) ont identifié un 

variant du promoteur de COX-2, correspondant à la substitution d’une guanine par une cytosine 

en position -765 (-765 G→C). Les patients porteurs de l’allèle -765 C ont une plus faible activité 

du promoteur et des taux réduits de PGE2. Par ailleurs, Cipollone et al (Cipollone F et al JAMA 

2004) ont montré que ce polymorphisme était associé à une réduction du risque de complications 

athéromateuses.  

Aucune donnée n’était disponible en transplantation rénale. Nous avons donc étudié les relations 

entre le polymorphisme de COX-2 et la survenue de complications athéromateuses dans deux 

cohortes indépendantes de transplantés rénaux. 
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Abstract 

Background: A functional G→C polymorphism has been identified in the human COX-2 gene 

with C allele leading to a decreased promoter activity with low prostaglandin E2 (PGE2) 

production. PGE2 has various effects on atherosclerotic plaque arteries that could influence 

cardiovascular outcomes after transplantation. 

Methods: We studied the association between -765 COX-2 gene promoter polymorphism and 

atherosclerotic events in two independent cohorts of renal transplant recipients (RTR) including a 

total of 634 patients. The functional effect of COX-2 gene promoter polymorphism was analyzed 

by measuring serum levels of PGE2.  

Results: Analysis of 634 patients identified 22 CC (3.5%), 187 GC (29.5%), and 425 GG 

(67%). The distribution of the 3 genotypes was similar in the two cohorts. Patients with the GG 

genotype had significantly higher serum PGE2 concentrations than patients with the C allele 

(1111 pg/ml [441-3787], 1026 pg/ml [518-6868], 2541 pg/ml [483-10327] in CC, GC and GG 

carriers; p=0.0003) leading to compare C carriers to GG patients. We found no evidence for an 

association between the -765 COX-2 gene promoter polymorphism and the subsequent risk of 

AE after kidney transplantation. 

Conclusion: Polymorphism in COX-2 gene promoter does not influence atherosclerotic process 

after transplantation.  

 

INTRODUCTION 

Renal transplant recipients (RTR) have disproportionately high rates of atherosclerotic outcomes 

(1, 2). Both traditional and non traditional cardiovascular (CV) risk factors explained this 

increased incidence of atherosclerotic events (AE). Consistent data suggest that vascular 

inflammation contributes to the pathogenesis of atherosclerosis in RTR (3). Indeed, our group has 
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emphasized the importance of inflammatory and innate immunity processes in the pathogenesis 

of atherosclerosis after renal transplantation (4, 5, 6).  

Activated macrophages are a key component not only in the development of atherosclerosis but 

also in the plaque rupture leading to thrombosis. Prostaglandin (PG) biosynthesis has been 

implicated in the pathophysiology of cardiovascular process (3). It has been proposed that COX-

2-mediated PG production (PGE2, PGD2, PGI2…) by activated macrophages may promote 

atherosclerosis through a number of mechanisms, including induction of vascular permeability, 

stimulation of smooth muscle cell migration as well as proliferation and synthesis of extracellular 

matrix (7). In addition, it has been shown that COX-2 and matrix metalloproteinases (MMP) that 

degrade the extracellular matrix co-expressed in atherosclerotic plaques (8). 

Recently, Papafilli and al. (9) identified a variant in the COX-2 gene promoter, a guanine to 

cytosine substitution at position -765 (-765 G→C). Patients carrying the -765 C allele had 

markedly lower promoter activity compared with homozygote patients for -765 G. Cipollone and 

al. (10) found an association between patients carrying the -765 C allele and lower risk of 

myocardial infarction and stroke. Moreover, studies (11, 12, 13) found that the 765 G→C COX-2 

gene promoter polymorphism is not associated with risk of cardiovascular events. 

To date, no study has evaluated the impact of COX-2 gene promoter polymorphism on vascular 

outcomes after transplantation. For that purpose, we assessed the occurrence of COX-2 gene 

promoter polymorphism at position -765 and analysed the relationship among this polymorphism 

and the development of atherosclerotic complications, independent of traditional risk factors in 

RTR. 

 

MATERIALS AND METHODS 

Study design and population 
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We conducted a retrospective genetic study to assess whether COX-2 gene promoter 

polymorphism at position -765 (G→C) may be a risk factor for atherosclerotic events in two 

independent cohorts of 634 patients in all. 

The first cohort comprised 378 patients transplanted in the department of renal transplantation in 

Saint-Jacques hospital (Besançon). These patients were transplanted between June 1972 and 

December 2004. The second cohort enrolled 256 patients who received a transplant in the 

department of renal transplantation in Necker hospital (Paris). These patients were transplanted 

between April 1986 and July 2003. 

Age, gender, past history of cardiovascular disease, diabetes and post-transplanted diabetes 

mellitus were also analyzed as covariate.  

 

DNA extraction and analysis of COX-2 gene promoter polymorphism at 

position -765 (G→→→→C) 

The 634 RTRs were genotyped for COX-2 gene promoter polymorphism. Genomic DNA 

(gDNA) was obtained by standard salting out method from peripheral blood leukocytes of 

patients studied. Analysis of the COX-2 gene promoter loci was then study using a PCR-based 

genotyping assay with specific primers, as described (9). Thus, after PCR amplification of the 

polymorphism regions of interest, PCR products were overnight digested with Aci I restriction 

endonuclease (New England Biolabs, Beverly, USA), according to the conditions recommended 

by the supplier. Digestion products were then separated by a 2% standard agarose gel 

electrophoresis. For each PCR, negative control (PCR amplification without gDNA) was 

included. Researchers and laboratory personnel had no access to identifiable information and 

could identify samples by number only (Figure 1). 
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Relation between the COX-2 gene promoter polymorphism and serum PGE2 

levels 

The functional effects of COX-2 gene promoter polymorphism were also analyzed by measuring 

serum levels of prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 was measured with high-sensitivity ELISA kits 

(R&D Systems, Lille, France) according to the manufacturer’s instructions. Briefly, the profile of 

PGE2 secretion was determined according to the genotype of the promoter. Three different 

possible genotypes as could be defined: High (GG), medium (GC) or low (CC) inductor of PGE2 

secretion. Serums of 62 patients enrolled in Besançon cohort were thawed. The plates were read 

at 405 nm by spectrophotometer (ELx800UV, Bio-tek instruments, Vermont, USA). 

 

Post-transplant atherosclerotic events 

Coronary heart disease (CHD) : Myocardial infarction documented by serial 12-lead 

electrocardiogram evidence or Q-wave infarction and appropriate myocardial enzyme 

elevations; coronary revascularization including coronary artery bypass surgery or percutaneous 

transluminal coronary angioplasty; typical history of angina with abnormal coronarography ; 

sudden death when a history of CHD was present. 

Stroke/cerebrovascular disease : Nonhemorrhagic strokes confirmed by neurologic 

examination findings consistent with new onset focal neurologic deficits, with or without 

computed tomography or magnetic resonance imaging evidence of cerebral infarction; 

symptomatic extracranial artery stenosis resulting in carotid endarteriectomy. 

Abdominal aortic or lower extremity arterial disease: Abdominal aortic repair; lower 

extremity revascularization via bypass surgery or angioplasty; lower extremity amputation; new 

onset of intermittent claudication confirmed by doppler or arteriography findings. 
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Statistical analysis 

Arithmetic means were calculated and expressed + standard deviation (SD). Circulating PGE2 

concentrations were not normally distributed and their values in the three different genotypes 

were compared using the Kruskal-Wallis test. Differences in circulating PGE2 values between 

GG and C carriers were evaluated by the Mann-Whitney test. For normally distributed 

variables, C carriers and GG carriers were compared using the χ2 test for dichotomic variables 

and the Student t test for continuous variables. Hardy-Weinberg equilibrium was assessed for 

the genotype distribution. Relationships between numerical variables were evaluated with the 

Spearman/Pearson rank test. 

Using log rank tests on Kaplan Meier nonparametric estimates of the survival without AE 

distribution, variables with a p value lower than, or equal to, 0.20 were selected. The selected 

variables were included into a Cox proportional hazards model and a backward stepwise 

selection process was performed, this time with a α = 0.05. Results are expressed as relative risk 

(RR) and 95 % confidence interval, with a p value testing the null hypothesis: RR = 1. 

Therefore when p value is less than 0.05, RR is significantly different from 1, either greater than 

1 (i.e. risk of CV events is increased) or less than 1 (i.e. risk of CV events is decreased). 

Assumptions of Cox models (log-linearity, proportionality of risk in time) were met in this 

analysis. 

 

RESULTS 

Study population (Table 1) 

Cohort 1 (Besançon):  

Three hundred and seventy eight patients were followed for a mean duration of 9.3 ± 8.8 years 

after transplantation. Mean age was 46 ± 14 years, and 236 RTR (62.4%) were men. Mean 
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dialysis duration was 17.7 ± 23.6 months. There was no difference in the timing of transplant 

between the wild type group and those with the C allele. 

Cohort 2 (Paris): 

Two hundred and fifty-six patients were followed for a mean duration of 8.5 ± 3.7 years after 

transplantation. Mean age was 45 ± 12.5 years, and 144 (56.2%) were men. Mean dialysis 

duration was longer than cohort 1: 33.2 ± 43.7 months. We observed a difference in the timing of 

transplant between the wild type group and those with the C allele: 29.8 ± 43.5 months versus 

43.8 ± 43.7 months respectively.  

 

In the 2 cohorts, mean follow-up was similar in patients with the different genotypes (data not 

shown). 

 

Analysis of the COX-2 gene promoter polymorphism frequencies in RTR 

Frequency of different genotypes observed in RTR was for the 2 cohorts, Besançon and Paris, 

respectively: 65.6 % (n=248) and 69.1% (n=177) of GG homozygotes (wild type), 29.9 % 

(n=113) and 29 % (n=74) of GC heterozygotes, 4.5 % (n=17) and 1.9% (n=5) of CC 

homozygotes (mutant) (Table 2). 

 

Relationship between the COX-2 gene promoter polymorphism and serum 

PGE2 levels 

Serum PGE2 concentrations were measured in 62 RTR (GG genotype 33; GC genotype 17; CC 

genotype 12). Serum samples were selected with the aim to test the maximum of RTR with CC 

genotype (in relation with the low incidence of this genotype). Frozen serum samples were 

available at different time of the transplantation for these different patients. Patients with the GG 

genotype had significantly higher serum PGE2 concentrations than patients with the C allele  
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(median values and range were, respectively, 1111.41 pg/ml [441.7-3787.5], 1026.06 pg/ml 

[518.6-6868.6], 2541.1 pg/ml [483.7-10327.1] in CC, GC and GG carriers; p=0.0003). Since the 

C allele appeared to have dominant effect, we then compared C carriers to patients with the GG 

genotype. 

 

COX-2 gene promoter polymorphism and atherosclerotic events (Table 3) 

Besançon cohort: 

Seventy one AE occurred during follow-up (41 in GG patients and 30 in C carriers experienced 

AE). This corresponds to 20 AE for 1000 patients/year. 

In univariate analysis, older age (p<0.001), male gender (p=0.065), a past history of AE 

(p<0.001), diabetes mellitus (p=0.031) were directly associated with AE. There was a trend 

towards a protective effect of the GG genotype (p=0.062). 

Cox regression analysis revealed that age above the median (RR, 3.22; 95% CI, 1.82 to 7.85), a 

past history of AE (RR, 2.81; 95% CI, 1.59 to 5.77), and diabetes mellitus (RR, 1.76; 95% CI, 

1.22 to 4.10) were risk factors for AE. The COX-2 gene promoter polymorphism at position -

765 was not associated with AE. 

 

Necker cohort: 

Thirty AE occurred during follow-up (24 in GG patients and 6 in C carriers experienced AE). 

This corresponds to 15 AE for 1000 patients/year. 

In univariate analysis, older age (p<0.001), male gender (p=0.04), a past history of AE 

(p<0.001), diabetes mellitus (p=0.008), and GG genotype (p=0.03) were directly associated with 

AE. Cox regression analysis revealed that age above the median (RR, 2.87; 95% CI, 1.67 to 

6.98), a past history of AE (RR, 2.31; 95% CI, 1.29 to 6.12), and diabetes mellitus (RR, 1.59; 

95% CI, 1.19 to 5.42) were risk factors for AE. The COX-2 gene promoter polymorphism at 
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position -765 was not associated with AE. 

 

DISCUSSION 

 

Inflammation plays a critical role in CV disease, and the inflammatory cascade seems to be 

particularly important in the atherosclerosis process. In this setting, numerous studies have 

explored the effect of the COX-2 gene promoter polymorphism on AE with contradictory results. 

If some authors reported that the C allele might provide protective effects against atherosclerotic 

events (9, 10), others studies found no evidence for an association between the COX-2 gene 

promoter polymorphism and the risk of myocardial infarction and ischemic stroke (11-13). 

Moreover, Rofecoxib, a COX-2 inhibitor, was shown to increase the risk of cardiovascular events 

and withdrew from the market for this reason (14). These conflicting results are possibly 

explained by the complex role of COX-2 in atherogenesis. COX-2 is only an intermediate 

enzyme in the metabolic pathway of arachidonic acid, and the COX bio-product PGH2 is further 

metabolized by other isomerases to various prostanoids (PGE2, PGD2, PGI2, 15dPGJ2) (15). 

Many PG produced by the COX-2 pathway contribute to formation of atherosclerosis and 

thrombosis, but PG also possess anti-inflammatory properties (3). For example, circulating PGD2 

has been recently identified as a protective factor in reducing the incidence of restenosis in 

patients undergoing percutaneous transluminal coronary angioplasty (16). Furthermore, 15dPGJ2 

is a potent inhibitor of NF-κB (3). Thus it is likely that COX-2 exerts beneficial or detrimental 

effects depending on the ability of specific cells to metabolize PGH2 into cytoprotective or 

proinflammatory prostanoids. 

 The discrepancies between studies may be also in part related to methodological reasons. 

In our study, we analyzed the effect of the COX-2 gene promoter polymorphism at position -765 

in two independent cohorts. In the Necker cohort, GG carriers had an increased risk of EA 
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whereas there was a trend towards a protective effect of this genotype in the Besançon cohort. 

Restricting analysis to only one of these cohorts could have led to incorrect interpretations and 

conclusions. So, our study emphasizes the requirement for methodological standardization in 

SNP studies. Plausible hypothesis, biological relevance of the polymorphism, and confirmation of 

the results in a separate independent cohort are indispensable prerequisite in such studies (17).  

 We demonstrated in this study that COX-2 G/C gene promoter polymorphism at position -

765 has functional significance. PGE2 levels were lower in patients with the C allele.  PGE2 is a 

product of COX-2-mediated PG production. These measurements were made at different time of 

the transplantation when glucocorticoids dosages were different. Glucocorticoids administered 

once daily can inhibit COX-2 pathway (18). As well, treatment by statins, largely prescribed in 

RTRs, can also modify PGE2 biosynthesis (19). Unfortunately, the relative contribution of these 

treatments in our 2 cohorts was not investigated. Nevertheless, glucocorticoids dosages were not 

different in GG and C carriers (data not shown). 

 In conclusion, we cannot show any effect of the -765G→C COX-2 gene promoter 

polymorphism on the occurrence of AE in RTRs. Future studies should determine whether the 

ability of specific cells to metabolize PGH2 into cytoprotective or proinflammatory prostanoids 

may influence the atherosclerotic process. 
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Table1. Characteristics of patients in the two cohorts 

GC + CC GG GC + CC GG GC + CC GG

n=130 (34.4%) n=248 (65.6%) n=79 (30.9%) n=177 (69.1%) n=209 (33%) n=425 (67%)

Age (years) 47 ± 14.3 46 ± 13.8 42 ± 12.4 45 ± 12.8 46 ± 13.6 45 ± 13.4

BMI (Kg/m²) 22.9 ± 4.7 22.9 ± 4.2 ~ ~ ~ ~

Gender ratio (% male) 61.5 62.9 53 57.6 53.5 59.3

Diabetes  (%) / PTDM (%) 7.7 / 14.6 4.8 / 12.1 12.6 / 3.8 14.7 / 10.2 9.6 / 10.5 8.5 / 11.3

Past history of CV events 17 (13.1%) 26 (10.5%) 9 (11.4%) 25 (14.1%) 26 (12.4%) 51 (12%)

Cohort 1 (Besançon) n=378 Cohort 2 (Paris) n=256 Stud y population n=634
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Table 2. Genotypes frequencies of the -765 COX-2 gene promoter polymorphism in the two 

cohorts 

Besançon (n=378) Paris (n=256)
Study population 

(n=634)

GG homozygote 
(wild type)

248 (65.6%) 177 (69.1%) 425 (67%)

GC heterozygote 113 (29.9%) 74 (29%) 187 (29.5%)

CC homozygote 
(mutant)

17 (4.5%) 5 (1.9%) 22 (3.5%)
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Table 3. Atherosclerotic events according to the different -765 COX-2 gene promoter 

genotypes in the two cohorts 

 
GC + CC GG GC + CC GG GC + CC GG

n=130 (34.4%) n=248 (65.6%) n=79 (30.9%) n=177 (69.1%) n=209 (33%) n=425 (67%)

Atherosclerotic events 30 (23.1%) 41 (16.5%) 6 (7.6%) 24 (13.5%) 36 (17.2%) 65 (15.3%)

Cohort 1 (Besançon) n=378 Cohort 2 (Paris) n=256 Stud y population n=634
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Figure legend 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 1. Analysis of the -765 COX-2 gene promoter polymorphism in three representative 

samples. (A) Reverse transcription-PCR reactions performed and PCR product of 306 

bp obtained. (B) Agarose gel electrophoresis after Aci 1 overnight restriction digest: 

homozygote mute (H), wild-type (WT) and heterozygote (H/h). MW represents the 

molecular weight marker. 
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Discussion et conclusions 

 

Nous n’avons retrouvé aucune relation entre le polymorphisme de COX-2 et la survenue 

d’évènements athéromateux. Les données issues de la littérature sont très variables. Si certains 

auteurs ont rapporté un effet protecteur de l’allèle C (Cipollone F et al JAMA 2004), d’autres 

études n’ont retrouvé aucune relation entre le polymorphisme et la survenue d’infarctus du 

myocarde ou d’accident vasculaire cérébral (Huuskonen KH et al Mediators Inflamm 2008, 

Hegener HH et al J Thromb Haemost 2006, Kohsaka S et al Atherosclerosis 2008). Par ailleurs, 

le Rofecoxib, un inhibiteur de COX-2, augmente le risque de complications cardio-vasculaires et 

a été retiré du marché pour cette raison (Bombardier C et al N Engl J Med 2000). Ces données 

contradictoires pourraient être en relation avec le rôle complexe de COX-2 dans le processus 

inflammatoire. COX-2 est seulement l’une des enzymes de la voie de dégradation de l’acide 

arachidonique et le produit de sa réaction, la PGH2, peut être ensuite transformé en diverses 

prostaglandines (PGD2, PGE2, PGI2, 15dPGI2). Certaines de ces prostaglandines peuvent 

contribuer à la formation de la plaque d’athérome et à la survenue de thromboses. Cependant, 

certaines prostaglandines possèdent aussi des propriétés anti-inflammatoires (Cipollone F et al J 

Thromb Haemost 2005). PGD2 réduit le risque de resténose après angioplastie coronaire (Inoue T 

et al Thromb Haemost 2001). PGE2 serait un promoteur important de la réponse T régulatrice 

(Van Der Pouw Kraan TC et al J Exp Med 1995, Takahashi HK et al J Immunol 2002, 

Straussmann GV et al J Exp Med 1994, Harizi H et al J Immunol 2002, Sharma S et al Cancer 

Res 2005, Baratelli F et al J Immunol 2005, Yaqub S et al J Immunol 2006, Akasaki Y et al J 

Immunol 2004, Okano M et al Immunology 2006). Ainsi, COX-2 pourrait exercer des effets 

bénéfiques ou délétères variables selon la capacité individuelle à générer à partir de PGH2 des 

prostaglandines anti- ou pro-inflammatoires. Cette hypothèse est assez peu probable pour 

expliquer nos résultats. En effet, les deux cohortes sont homogènes d’un point de vue 
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démographique, alors que les associations entre polymorphisme et évènements athéromateux sont 

opposées. L’homogénéité des deux populations aurait du orienter les résultats dans le même sens. 

En fait, les différences de résultats entre les études pourraient être dues à des problèmes 

méthodologiques. Dans notre étude, nous avons analysé deux cohortes. Dans la cohorte de 

Necker, nous avons retrouvé un risque accru d’évènements athéromateux chez les patients GG 

alors même que ce génotype était protecteur dans la cohorte bisontine. L’analyse d’une seule de 

ces cohortes aurait pu conduire à des conclusions erronées. Cette étude illustre donc la nécessité 

de réunir un certain nombre d’exigences pour les études de polymorphisme dont la 

reproductibilité des résultats dans deux cohortes indépendantes (Editorial. Freely associating. Nat 

genet 1999). 
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Discussion sur les articles 4, 5 et 6 

 

Conclusions et perspectives concernant les relations entre immunité innée et athérosclérose 

 

Les relations entre immunité innée et athérosclérose après transplantation sont 

vraisemblablement très importantes. Nous avons d’ailleurs montré que l’élévation de la protéine 

C réactive était un facteur de risque indépendant d’évènements athéromateux après 

transplantation (Ducloux D et al Kidney Int. 2004). Chez le transplanté rénal, l’importance 

relative de l’immunité innée est sans doute exacerbée du fait du blocage plus ou moins complet 

de l’immunité adaptative par les immunosuppresseurs qui n’ont pas ou moins d’effets sur 

l’immunité innée. Les différents acteurs de la réponse innée ne sont pas impliqués de la même 

façon dans le processus athéromateux. En effet, si l’impact global de la réponse innée mesuré par 

la concentration sérique de la CRP influence le risque cardio-vasculaire, nous avons montré 

qu’alors que TLR4 joue un rôle indépendant dans l’augmentation du risque, NOD2/CARD15 ou 

COX-2 n’apparaissent pas avoir d’influence directe. Il s’agit de constatations intéressantes si 

l’on envisage une immunothérapie de l’athérosclérose. Les TLR pourraient représenter des 

cibles thérapeutiques. Par exemple, TAK-242 supprime in vitro la signalisation TLR4 et diminue 

les manifestations du choc septique (Kawamoto T et al Eur J Pharmacol 2008,  Shah T et al Eur 

J Pharmacol 2007). 

Cette molécule pourrait dans un premier temps être testée dans le modèle expérimental 

d’athérosclérose. 
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Article 6 

 

IL-6 PROMOTER POLYMORPHISM -174 IS ASSOCIATED WITH NEW-ONSET 

DIABETES AFTER TRANSPLANTATION. 

 

 

Bamoulid J, Courivaud C, Deschamps M, Mercier P, Ferrand C, Penfornis A, Tiberghien P, 

Chalopin JM, Saas P, Ducloux D. 

 

J Am Soc Nephrol. 2006 Aug;17(8):2333-40. 
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Influence de la réponse immune sur les facteurs de risque traditionnels 

 

L’inflammation joue un rôle dans la pathogénie du diabète de type 2 (Pickup JC et al 

Diabetologia 1998). Cette relation est démontrée par nombre d’études prospectives montrant que 

l’élévation de l’IL-6 ou de la CRP est un facteur de risque indépendant de survenue d’un diabète 

de type 2 (Spranger J et al Diabetes 2003, Hu FB et al Diabetes 2004, Nakanishi S et al Diabetes 

Care 2003, Pradhan AD et al JAMA 2001). Par ailleurs, certaines études suggèrent que le 

polymorphisme -174(G�C) du promoteur du gène de l’IL-6, qui est associé à un taux réduit de 

transcription, prévient le risque de diabète de type 2 (Kubaszek A et al Diabetes 2003,  Herbert A 

et al Diabetologia 2005, Vozarova B et al Human Genet 2003). 

Néanmoins, la relation entre inflammation et survenue d’un diabète de novo après transplantation 

n’a pas été étudiée. En conséquence, nous avons étudié l’influence du polymorphisme -

174(G�C) du promoteur du gène de l’IL-6 sur la survenue d’un diabète de novo après 

transplantation. 
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Conclusions 

 

Cette étude montre une relation entre la capacité de production d’IL-6 prédite par le 

polymorphisme -174(G�C) du promoteur du gène de l’IL-6 et la survenue d’un diabète de novo 

après transplantation. Bien que la causalité ne puisse pas être absolument affirmée, nous avons 

pris un certain nombre de précaution méthodologique qui renforce la validité de notre résultat. 

Nous avons en particulier vérifié que le polymorphisme -174(G�C) modulait la production 

d’IL-6. En effet, les patients ayant la double mutation ont des taux plus faibles d’IL-6 et de CRP 

que les patients homozygotes sauvage. Par ailleurs, nous avons mis en évidence une relation entre 

ce même polymorphisme et la survenue d’un diabète de novo dans deux cohortes distinctes et 

indépendantes. Enfin, nous avons montré que le polymorphisme de l’IL-6 modulait la sensibilité 

à l’insuline sans modifier la capacité de sécrétion de cette hormone. Ces exigences 

méthodologiques recouvrent assez largement celles proposées par des experts pour valider la 

relation entre un polymorphisme et un évènement clinique (Editorial. Freely associating. Nat 

genet 1999).  

 

L’interprétation de la partie rétrospective de notre étude pourrait être gênée par un biais de 

sélection. Nous avons inclus une population à plus faible risque de perte de greffon, de maladies 

cardio-vasculaires et de décès. Un biais de survie est donc probable. Un taux différent de perte de 

greffon et de décès selon le génotype du polymorphisme ne peut pas être exclu. Néanmoins, tous 

ces biais devrait plutôt favoriser l’hypothèse nulle et en aucun cas contribuer à un résultat 

faussement positif. Le diabète de novo est un évènement précoce après transplantation et il est 

peu probable que des évènements tardifs puissent modifier nos résultats. Enfin, les patients non 

testés ne différaient ni pour les facteurs de risque de diabète de novo, ni pour l’incidence du 

diabète de novo. 
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Néanmoins, du fait de la nature du recrutement de l’étude rétrospective, celle-ci ne pouvait que 

servir à générer notre hypothèse. Il est intéressant de noter que l’étude prospective confirme 

l’ensemble des résultats obtenus dans la cohorte rétrospective (fréquence des allèles, incidence du 

diabète de novo, relation entre le polymorphisme -174(G�C) et diabète de novo). 

 

Pour qu’un test génétique soit pertinent en pratique clinique, il doit apporter une valeur prédictive 

positive ou négative supplémentaire par rapport aux données cliniques et/ou biologiques plus 

facilement accessibles. Nous pensons que le polymorphisme -174(G�C) remplit cette condition. 

Le génotype CC est associé à un plus faible risque de diabète de novo et sa valeur prédictive 

négative atteint 85% ce qui permet de caractériser une population à très faible risque. L’allèle G 

augmente le risque de diabète de novo et sa valeur prédictive positive est faible (20%). La 

présence de l’allèle G doit être combinée à celle d’autres facteurs de risque. Le surpoids isolé a 

également une valeur prédictive positive de 20%, mais l’association d’un surpoids et de la 

présence de l’allèle G porte cette valeur prédictive à 50%, ce qui compte tenu de la gravité de la 

complication est un seuil raisonnable pour établir des choix thérapeutiques. En effet, « l’effet 

diabètogène » des protocoles immunosuppresseurs est variable selon les associations utilisées. 

L’utilisation du tacrolimus est associée à une plus grande fréquence de diabète de novo que la 

ciclosporine (Davidson J et al Transplantation 2003). 

Des méta-analyses ont montré que l’utilisation de la ciclosporine à la place du tacrolimus chez 9 

patients évitait un diabète, mais au prix de davantage de rejet et de perte de greffon (Davidson J 

et al Transplantation 2003). 

 

La connaissance du génotype du polymorphisme -174(G�C) pourrait permettre de guider ce 

choix de l’anti-calcineurine en affinant la définition de la population qui en bénéficierait le plus. 

Les mêmes réflexions pourraient être menées sur l’utilisation des stéroïdes ou des inhibiteurs de 
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mTOR. Néanmoins, la valeur prédictive dépendant de l’incidence, le bénéfice attendu de ces 

choix pourrait être modifié selon le taux de diabète de novo observé dans la population étudiée. 
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Discussion 



 168 

Conclusions et perspectives 

 

Nos travaux confirment que des mécanismes immunologiques impliqués dans l’athérosclérose du 

sujet immunocompétent sont également opérants chez le transplanté rénal. Certains déficits de 

l’immunité innée, concernant en particulier le récepteur TLR4, modifiraient le risque de 

complications athéromateuses. Par ailleurs, l’intensité de la réponse inflammatoire, appréciée par 

la concentrations sérique de CRP, influencerait également le risque de diabète de novo post-

transplantation et de complications athéromateuses (Ducloux D et al Kidney Int 2004). 

En revanche, nous n’avons à ce jour que peu exploré le rôle de la polarisation lymphocytaire. 

Cette thématique fait partie de nos priorités à venir. 

Par ailleurs, nous avons montré que des mécanismes spécifiques, influençant la progression de 

l’athérosclérose, existent chez le transplanté rénal. Une lymphopénie T CD4 prolongée induite 

par les globulines anti-lymphocytaires polyclonales augmente en effet le risque de complications 

athéromateuses. Nous avons également contribué à mieux comprendre les causes de la 

persistance de cette lymphopénie, en particulier le rôle du thymus. En revanche, le mécanisme 

liant lymphopénie T CD4 et athérosclérose reste en partie indéterminé. 

Ces travaux apportent des éléments nouveaux pour la compréhension des mécanismes de 

l’athérosclérose après transplantation et pourraient permettre une meilleure prise en charge des 

patients. En effet, les facteurs pro- ou anti-athérogènes que nous avons identifiés pourraient servir 

à mieux identifier des patients à risque élevé ou faible de complications athéromateuses et à 

adapter les mesures de prévention en fonction de ce risque. Par ailleurs, certains facteurs pro-

athérogènes pourraient être des cibles futures d’immunothérapie. 

Nos projets en cours et à venir ont pour but de répondre aux questions restées en suspens après 

ces travaux, avec la volonté de poursuivre un plan de recherche translationnelle. 
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Polymorphismes des cytokines 

Nous avons déjà étudié différents polymorphismes de promoteurs de gènes de cytokines et leur 

association avec la survenue d’évènements athéromateux. Plus précisément, nous avons analysé 

des polymorphismes de l’IL-10 (-1082 G/A, -819 C/T, -592 C/A), de l’IL-6 (-174 G/C), du TNF-

α (-308 G/A, -238 G/A), du TGF-β (codon 25 G/C) et de l’IFN-γ (répétition CA). 

Les techniques de mise en évidence de ces polymorphismes sont décrites en annexe I. Ces 

polymorphismes correspondent à des capacités de production variables de la cytokine.  

Nous nous sommes plus spécifiquement intéressé à la balance IFN-γ / IL-10. Le polymorphisme 

de répétition de l’FN-γ prédit une forte production d’IFN-γ chez les patients porteurs du génotype 

2/2. Concernant l’IL-10, la combinaison des trois polymorphismes prédit une production plus 

importante de cette cytokine chez les patients ayant le génotype GCC/GCC. On peut ainsi définir 

quatre catégories de patients en fonction de leur capacité de production d’IFN-γ et d’IL-10. Nous 

avons observé que chez les patients ayant une production élevée d’IL-10, le taux d’évènements 

athéromateux était faible et non influencé par la capacité de production d’IFN-γ. A l’inverse, chez 

les faibles producteurs d’IL-10, l’incidence cumulée des évènements athéromateux est plus 

élevée et très différente selon la capacité de production d’IFN-γ (figure). 

Ce résultat suggère que l’élément déterminant dans l’athérogénèse est la capacité de supprimer ou 

non la réponse inflammatoire au sein de la plaque. La réponse Th1 semble constante et quasi-

universelle (tous les individus ont des stries lipidiques). Selon la possibilité ou non de générer une 

réponse T régulatrice, les lésions évolueront fortement ou non. 

Ces premiers résultats restent à ce jour des hypothèses. L’impact de ces polymorphismes doit être 

vérifié dans une autre cohorte indépendante. Nous avons dans ce but établi des coopérations avec 

plusieurs centres de transplantation. Par ailleurs, nous devons étudier le caractère fonctionnel de 

ces polymorphismes chez le transplanté rénal. Cet aspect fait l’objet d’une recherche spécifique. 

 



 170 

Caractérisation dynamique 

Il est important d’une part de pouvoir caractériser la fonctionnalité biologique des 

polymorphismes, mais aussi de rapporter la capacité de production d’une ou de plusieurs 

cytokines directement à la survenue de complications athéromateuses. Nous développons 

différentes techniques d’approche pour mesurer la capacité de production de cytokines incluant 

l’Elispot et la cytométrie de flux. 

 

Validation prospective et multicentrique 

Une validation clinique de nos résultats est indispensable. C’est la raison pour laquelle nous 

avons mis en place une étude prospective multicentrique ayant pour but de déterminer l’influence 

de l’orientation de la réponse lymphocytaire dans la survenue de complications athéromateuses. 

Cette étude, financée par un PHRC et une subvention INSERM pour la recherche clinique 

translationnelle, a débuté en 2008 et inclura un minimum de 500 patients incidents. Les 

prélèvements effectués chez tous les patients permettront de corréler les mesures effectuées aux 

évènements enregistrés de façon prospective. 

 

Modèle animal 

Nous avons mis en place un modèle de souris apoE -/- pour étudier la relation entre lymphopénie 

T CD4 et athérosclérose. Nous avons utilisé des souris de fond C57BL/6N@Rj (B6) mâles et 

femelles âgés de 8 à 14 semaines ainsi que des souris femelles apoE -/- sous fond génétique 

C57BL/6 âgées de de 10 à 23 semaines. 

Nous avons étudié la reconstitution lymphocytaire et l’évolution des lésions athéromateuses chez 

ces souris après déplétion obtenue par un anticorps monoclonal anti-CD4. Les souris apoE -/- 

ayant reçu cet anticorps avaient des lésions moins étendues d’athérome que les souris apoE -/- 

n’ayant pas reçu l’anticorps monoclonal. Ce résultat diffère de celui que nous avons observé chez 



 171 

l’Homme. Néanmoins, il est important de noter que le mécanisme de la déplétion est différent de 

celui de l’ATG, que les leucocytes n’exprimant pas le marqueur CD4 sont épargnés et que lors du 

sacrifice, toutes les souris avaient eu une reconstitution lymphocytaire normale. 

Nous allons étudier maintenant l’impact de la déplétion lymphocytaire obtenue par des globulines 

anti-lymphocytaires polyclonales sur le développement de l’athérome chez la souris apoE -/-. La 

perfusion d’ATG se fera dans différentes conditions permettant d’approcher au plus près les 

conditions de la transplantation (traitements répétés pour maintenir la lymphopénie CD4, 

allogreffe simultanée, traitement immunosuppresseur, …). 

 

Malgré l’incidence très élevée de complications athéromateuses après transplantation rénale, le 

rôle du système immunitaire dans l’athérogénèse et l’existence d’une immunodépression acquise 

chez le transplanté, aucun travaux avant les notres n’ont étudié les relations entre la réponse 

immunitaire et les complications athéromateuses après transplantation. Nos résultats confirment 

que les mécanismes impliqués chez l’immunocompétent sont probablement également opérants 

chez le transplanté rénal, mais que des mécanismes originaux contribuent sans doute à l’excès de 

risque cardio-vasculaire des transplantés rénaux. Une meilleure connaissance de l’ensemble de 

ces mécanismes devrait permettre une meilleure prévention des évènements athéromateux dans 

cette population. 
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