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Les complications athéromateuses sont fréquent&s lehtransplanté rénal. L'athérosclérose est
une maladie inflammatoire ou tous les élémentsadegponse immune peuvent intervenir. Le
transplanté rénal constitue un modele d’étudeqadidrement intéressant puisqu’il cumule un
risque de complications athéromateuses élevé ettatnvariable d'immunosuppression obtenu
par lutilisation de molécules ayant des mécanisndéaction différents sur la réponse
immunitaire. Nous avons étudié le réle de I'immaérninnée et de la polarisation lymphocytaire
dans la survenue de complications athéromateusess Mvons montré que les mutations
affectant TLR4 réduisaient le risque de complig&i@théromateuses et que I'existence d’'une
lymphopénie T CD4 était un facteur de risque de plaations athéromateuses. Cette
lymphopénie T CD4 peut étre prédite par I'estimatite la fonction thymique quantifiée par le
nombre de TREC. Enfin, nous avons étudié I'impactadréponse inflammatoire sur le risque de
survenue de diabete de novo post-transplantation,facteur de risque cardio-vasculaire

important apres greffe.

IMMUNOLOGIC MECHANISMS OF ATHEROSCLEROSIS AFTER REL

TRANSPLANTATION

Atherosclerotic complications are frequent aftematetransplantation. Atherosclerosis is now
considered to be an inflammatory disease in theumonompetent population. Nevertheless, the
impact of immunosuppression on atherosclerotic ggses in renal transplant recipients is
unknown. We studied the influence of innate immurahd lymphocyte polarization on the

occurrence of atherosclerotic complications in rdremsplant patients. We showed that TLR4
polymorphisms are associated with a decreasedofistardiovascular complications whereas

CD4 T cell lymphopenia is a risk factor for suchmgications. NOD2/CARD15 and COX-2



polymorphisms do not influence the risk of cardesaar disease in transplant patients. Thymic
function estimated by TREC measurement predicts-tpassplant CD4 T count. Finally, we

showed that a greater capacity to produce IL-6ssoeiated with a higher risk of new-onset
diabetes after transplantation. Immunologic respsrsontribute to cardiovascular disease after

transplantation.
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Liste des abréviations

ATG : Antithymocytes globulins

b-FGF :basic-Fibroblast Growth Factor

CMV : Cytomégalovirus

COX-2 : cyclooxygénase 2

CPA : Cellules présentatrices d’antigene

DAMP : Damage Associated Molecular Pattern

DC : Dendritic cell

GALP : Globulines anti-lymphocytaires polyclonales
HB-EGF :Heparin Binding Epidermal Growth Factor-like Growth Factor
HDL : High density lipoprotein

HOMA : Homeostasis model assessment

HSP :Heat shock protein

ICAM-1 : Intercellular adhesion molecule

IRAK : IL-1 Receptor-Associated Kinase

LDL : Low density lipoprotein

LPS : Lipopolysaccharide

MCP-1 :Membrane Cofactor Protein-1

M-CSF :Macrophage-Colony stimulating factor

MMF : Mycophénolate Mofétil

MMP : Métalloproteinase
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MyD88 : Myeloid Differentiation primary response protein 88
NODAT : New onset diabetes after transplantation
PAMP : Pathogen Associated Molecular Pattern
PDGF :Platelet Derived Growth Factor

PGE2 : Prostaglandine E2

SCA : Syndrome coronarien aigu

SCID : Severe combined i mmunodeficiency

TCR : T cell receptor

TGF-b : Transforming growth factor beta
TIMPS : Tissue Inhibitor of Metalloproteinase
TLR : Toll like receptor

TNF-a : Tumor necrosis factor alpha

TREC : TCR reararangement excision circles
Treg : Lymphocytes T régulateurs

VCAM-1 : vascular cell adhesion molecule
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Avant propos

Des progres considérables, accomplis en particdiégrs la connaissance des mécanismes de
l'alloréactivité et dans l'utilisation des traitente immunosuppresseurs, ont permis de réduire
l'incidence du rejet aigu et de prolonger la surdies greffons rénaux. Cependant, la morbi-
mortalité reste élevée aprés transplantation réaaleen ce qui concerne le risque d’infections
que la survenue de cancers. Ces complications k&e$ a l'absence de spécificité de
limmunosuppression et & notre incapacité a déteemic la quantité » d'immunosuppression
apportée par les traitements a chaque individuexiste en effet peu de marqueurs de
limmunosuppression thérapeutique. Nous avons réogtre I'existence d’'une lymphopénie T
CD4 prolongée apres administration de globulinet-lamphocytaires polyclonales (GALP)
lymphopéniantes était associée aux complicatiorssgues de la sur-immunosuppression
(infections opportunistes, cancers cutanés, caneelides, gammapathies) (Ducloux D et al

Transplantation 1998, Ducloux D et al TransplawnicP1998, Ducloux D et al Transpl Int. 1999)

L’athérosclérose et ses complications restent, rteMas complications classiques de

limmunosuppression, la premiére cause de morbatitde mortalité et la seconde cause de perte
de greffon apres le rejet chronique. S'il est bemmnu que I'athérosclérose est une maladie
inflammatoire, I'effet de I'immunosuppression (@aioire dans le cadre de la greffe d’organe)
sur I'évolution naturelle de I'athérosclérose restal connu. La relation entre athérosclérose et

greffe de rein est le sujet de ce mémoire.
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INTRODUCTION

I. Athérosclérose et systeme immunitaire

L’athérosclérose est une pathologie chronique dessgs artéres a localisation intimale. Elle est
caractérisée par la formation de plaques elles-re@mestituées par une accumulation de lipides.
Cette plaque est le siege d’'une réaction inflamirgtdont I'agent initiateur le plus probable est
le cholestérol-LDL (lipoprotéines de faible dengibus une forme oxydée (LDL oxydées).
Différents types d’arguments étayent I'hypothesg décienne faisant de I'athérosclérose une
maladie inflammatoire (pour revue, Glass CK et all 2001, Hansson GK et al N Engl J Med

2005).

L’analyse histologique de la plague d’athérometilidation des modeles animaux explorant
limmunité innée et adaptative, ainsi que le radatigulier de différentes cytokines, et enfin les
études épidémiologiques (Ridker PM et al Cardiah @D03) ont permis de mieux comprendre
les relations complexes entre réponse immunitatranigiation/progression de la maladie

athéromateuse.

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

L’athérosclérose est une maladie inflammatoireadedroi artérielle et le systéme immunitaire
contribue a toutes les étapes de la formation deldmue. Schématiquement, la plaque
athéromateuse évolue en plusieurs stades : laligtiGéque, des lésions intermédiaires et des

Iésions compliquées (Stary HC et al Arterioscleromb 1994, Stary HC et al Circulation 1995).
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Lors de la phase initiale (strie lipidique), la que contient essentiellement des macrophages
riches en lipides intra-cytoplasmiques, appelésulesl spumeusesoam cells) et exprimant
fortement a leur surface les récepteussavengers » (CD36, CD68, SR-A) impliqués dans la
phagocytose des LDL oxydées. Les molécules engadées le recrutement, le roulement,
'adhérence et la migration trans-endothélialerdesocytes sanguins jouent un réle central dans
cette phase (figure). Ces molécules [sélectinepl®yettaire) 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 engl@tes, notamment

apres activation de I'endothélium (G. K. HanssoteAoscler Thromb Vasc Biol 2001).

Les molécules intervenant dans la croissancedifféxenciation des monocytes en macrophages
jouent l& aussi un rdle important. C'est le casamohent du M-CSF Macrophage-Colony

stimulating factor).
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Figure 1 : formation des stries lipidiques : étapes et méc@@mes de linfiltration monocytaire de la paroi
vasculaire (d’'apres fig 1b E. Matsuura Autoimmunity Reviews 1 2002) :

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

les monocytes se transforment en macrophages aprdmpédése, puis en cellules spumeuses aprés
accumulation de lipides (sous la forme de LDL oxydg oxLDL).

- les cellules endothéliales jouent un réle importardans le recrutement et la diapédeése des monocytes.

- les cellules musculaires lissesnfjooth muscle cell) vont aussi subir des transformations et une phase

de prolifération dans I'intima

Des modeles animaux ont permis de mieux comprefgBemécanismes immunologiques

impliqués dans la phase de formation des strigdidjpes. Le tableau 1 en résume les principaux
résultats. Ces modéles animaux sont basés suishtittn de souris génétiquement susceptibles
de développer une athérosclérose accélérée : less ApoE -/- (invalidées pour le gene de

I'apoliprotéine E) ou les souris LRL-/- (invalidées pour le géne du récepteur desplipigines

de faible densité [LDL])
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R Effets sur l'athérome compares aux .
) ) Modéles _ Références
Familles de molécules ) souris o )
murins bibliographiques
LDLR-/- ou apoE-/-
) o Collins RG et al JCI
Sélectine P-/t Diminution x 1,25 a 2
2000
Molécules ) o Collins RG et al JCI
i Sélectine E-/ Diminution x 1,3
d’adhérences 2000
o Collins RG et al JCI
ICAM-/- Diminution x 1,4
2000
_ o Smith JD et al PNAS
Facteur de croissance M-CSF-/- Diminution x 5
1995
Chimiokines et o Gu L et al Mol cell
i MCP-1 Diminution x 5
récepteurs de 1998
chimiokines .
o _ o Boring L et al Nature
(lignée monocytaire gt  CCR2-/- Diminution x 3 1998
macrophagique)
Récepteurs o Suzuki et al Nature
SRA-/- Diminution
« scavenger » 1997
(impliqués dans la _
o Febbraio M et al JC
capture des LDL CD36-/- Diminution x 4
) 2000
oxydées)

Tableau 1: Formation comparée des stries lipidiques dans di#rents modeéles animaux d’athérosclérose avec
ou sans déficit en facteurs, d’'adhérence, facteurde croissance, chimiokines ou récepteurs seavenge »r
(d’aprés G.K. Hansson Circulation Research 2002). €&i illustre le role de I'endothélium activé et des

monocytes/macrophages

D’'un point de vue dynamique, I'hypercholestéroléngst a l'origine de l'adhérence des
monocytes a I'endothélium artériel : elle stimuesiécrétion des molécules d’adhérence par les

cellules endothéliales. En outre, I'hnypercholedérie est a I'origine de la formation de LDL
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oxydées ayant des propriétés chimiotactiques sumienocytes. Les chimiokines sécrétées par
les cellules endothéliales vont favoriser la pé&iti&tn des monocytes dans la paroi artérielle. La
présence de M-CSF dans le milieu (notamment ségétéles cellules musculaires lisses)

concourt & la différenciation des monocytes en p@wges. En présence de LDL modifiés, les
macrophages subissent une modulation phénotypigusegtraduit par une forte expression a

leur surface de récepteurs « scavengers ». Cemilagonséquence la capture et I'accumulation
intra-cytoplasmique de matériel lipidique par lescmophages qui deviennent des cellules

spumeuses. Ces cellules sont a l'origine de ladtion de la strie lipidique (figure 2).
Hypercholestérolémie

ICAM-1, VCAM-1,

LDL oxydées sélectines P et E

(—

Adhérence des monocytes a I'endothélium artériel

MCP-1, CCR2, CXCR2

(—

Pénétration des monocytes dans la paroi artérielle

Cellules musculaires lisses

M-CSF@

modulation phénotypique, expression des récepteurs
scavengers, engorgement de LDL modifiés

(—

SRA-1, CD36 autres récepteurs « scavengers »

(—

stries lipidiques : cellules spumeuses riches en cho lestérol

Figure 2: chronologie de la formation des stries lipidiques acteurs cellulaires et moléculaires a I'originale

cette formation (D’aprés D.Steinberg Nature Medicire 2002).
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Les stries lipidiques vont progressivement évoltees des lésions intermédiaires. A ce stade, la
plaque contient des macrophages chargés en ligldes;ellules musculaires lisses dans I'intima
et surtout des lymphocytes T qui vont jouer un réémtral dans cette étape, puisqu’ils vont
pouvoir sécréter des cytokines pro- et anti-inflaatoires aprés activation. Durant cette phase,
les cellules musculaires lisses migrent de la medra l'intima et y proliferent en réponse a
certaines cytokines (IFN-et IL-4) et certains facteurs de croissance [(PQ{REtelet Derived
Growth Factor ou facteur de croissance dérivé des plaquetteBYEEF Heparin Binding
Epidermal Growth Factor-like Growth Factor ou facteur de croissance liant I'héparine apparent
a 'EGF), b-FGF lpasic-Fibroblast Growth Factor ou facteur de croissance fibroblastique)],
sécrétés par les cellules endothéliales |éséesydemphages et les lymphocytes T actinésitu.

Il en résulte une hypertrophie de I'intima (E .Matg, Autoimmunity Reviews | 2002).

Les lésions intermédiaires évoluent par la suits des |ésions avancées avec formation d’'une
coque fibreuse qui isole la lésion de la lumierscuaire. La coque fibreuse renferme un
mélange de macrophages et lymphocytes, de liptdés éébris cellulaires qui forment un noyau
nécrotique. Néanmoins, ce noyau continue a crqgitee le biais d’'une adhérence et d'une
infiltration leucocytaire continue de la Iésion pes mémes mécanismes que ceux décrits lors des
deux précédentes phases (cf fig3 R. Ross NEJM 19@@re 4a). L'expansion du noyau
nécrotique, mais aussi la présence au sein de yauneécrotique d’enzymes protéolytiques
conduisent a la fragilisation de la coque fibreggeen s’ulcérant libére son contenu nécrotique.
Ceci contribue aux phénomenes thrombotiques pastion de la coagulation pouvant entrainer

I'occlusion de I'artére (figure 3).
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Figure 3: Formation et rupture de la plaque d’athérome : (g formation du noyau nécrotique et constitution

de la coque fibreuse (d’aprés fig ]R. Ross NEJM 1999 les lésions intermédiaires évoluent vers des Iésions

avancées avec formation d'une coque fibreuse quiole la Iésion de la lumiére vasculaire. La coquekfieuse
renferme un mélange de leucocytes, de lipides et débris cellulaires qui forment un noyau nécrotique (b)

Rupture de la plague d’athérome : déversement du etienu du noyau nécrotique dans le flot sanguin (djgres

fig 4 R. Ross NEJM 1999 I'expansion du noyau nécrotique, mais aussi la préace dans le noyau

nécrotique d’enzymes protéolytiques conduisent a laagilisation de la coque fibreuse qui en s’ulcénat libére
son contenu nécrotique a l'origine des phénomenesirombotiques liés a l'activation de la coagulation

entrafnant I'occlusion de I'artére.

L’analyse statique (histologique) de la plague lBadbme a ces différents stades identifie
différents parteniaires impliqués dans la progmessie I'athérosclérose. Il s’agit entre autres : du
cholestérol et des LDL oxydées, de cellules dentitmité innée (monocyte/macrophage, cellules
endothélailes) et adaptatives (les lymphocyteshsDa suite de ce mémoire, nous allons abordé
de maniere plus fonctionnel I'implication de ceffé@ients partenaires en reprenant des études
anciennes impliquant ces partenaires et en andlgsmndonnées avec le regard actuel. Nous
prendrons notamment en compte les avancées impestagalisées dans la compréhension de
l'activation des cellules de 'immunité innée aaccaractérisation des récepteurs TLR (pour

Toll Like Receptor) (voir 1.3.1).
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I.2. Induction de la réponse immunitaire dans I'atlérosclérose : place du cholesterol

Le cholestérol joue un réle primordial dans I'atignése. En effet, dans les modéles animaux,
'athérosclérose ne se développe pas en l'absemcechdlestérol, observation également
pertinente chez I'Homme (Campbell TC et al Am Jdar1998, Stamler J, et al JAMA 1986).
Par ailleurs, les statines réduisent I'athérossit I'effet de ces traitements est proportio@nel

la baisse du cholestérol (Vaughan CJ et alCirania2004, Grundy SM et alCirculation 2004).

Ces éléments attestent du role initiateur du ckédelsdans la formation de la plaque. Cet effet
initiateur est aussi attribué aux LDL oxydées. Deairs, dans les stries lipidiques, macrophages
et LDL oxydées sont co-localisés (Napoli C J Clnvdst 1997). En outre, il n’est pas décrit
d’accumulation de macrophages dans la plaque seésenre simultanée de LDL oxydées

(Napoli C J Clin Invest 1997).

Plusieurs études suggérent que les lipides oxydpki® particulierement les LDL oxydées sont
les principaux « antigénes » de la plaque. L'oxigaatles LDL génere en effet de nombreux néo-
déterminants pouvant contribuer a activer une ré@ammune (Pour revue, Tedgui A et al

Physiol Rev 2006).

Comme nous le disions a la fin du précédent chgpitrfaut ré-interpréter certaines études
anciennes en prenant en compte la caractérisatiola eompréhension des récepteurs de
limmunité innée (le prochain chapitre y sera canép En effet, le terme «antigéne » est
souvent employé dans les études anciennes lorsagent en question a été identifi€ comme a
'origine de la réponse inflammatoire/immunitairavérisant I'athérosclérose. Cependant, ce
terme « antigene » n’est pas toujours justifiesguiil doit étre réservé a un facteur générant une
réponse immunitaire spécifique (reconnu par dephouytes T ou des anticorps). L'agent en

guestion, ici les LDL oxydées, peut étre a l'orgide la réponse immunitaire en se comportant
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comme un adjuvant (un signal « Danger » activasmtédlules de I'immunité innée (Matzinger P
Annu Rev Immunol. 1994, Matzinger P Science. 20@2asaki A, et al Nat Immunol. 2004, Palm
NW et al Immunol Rev. 2009). Celles-ci présenterguite aux lymphocytes T présents tous les
antigénes qu'elles contiennent. Les LDL oxydéest 9 puissants stimuli inflammatoires.
Comme dit précédemment, elles augmentent I'expyessle molécules d’'adhérence sur
'endothélium activé (Kim JA et al Arterioscler Tdmb 1997). Les LDL oxydées ont également
un pouvoir chimiotactique pour les monocytes, feaant leur différentiation en macrophages,
puis inhibent leur mobilité (Quinn MT et alProc NAtad Sci USA 1987, Quinn MT et al Proc
Natl Acad Sci USA 1985). Il a également été étgbk la liaison des LDL oxydées au CD36 (un
des récepteursscavengers ») induit la synthése de cytokines pro-inflammasi(Janabi M et al
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2000). Par ailleutsncubation de LDL oxydées avec des
cellules mononucléées aboutit a I'activation desgiiocytes T caractérisées par I'expression du
récepteur de I'lL-2 et de molécules HLA de class@-rostegard J et al Arterioscler Thromb

1992).

Les LDL oxydées peuvent donc jouer a la fois le minitiateur de la réponse inflammatoire,
puis immunitaire (effet adjuvant), mais aussi seme source d’antigeénes a lorigine de
I'activation de I'immunité spécifique. D’autres ndolules peuvent aussi jouer le réle d’antigénes
et/ou d’agents initiateurs de la réponse inflaminatcAinsi, les protéines de choc thermique
(Heat shock protein, HSP), les agents infectieux (dont principalemésd infections a
Cytomégalovirus et Chlamydia), I'angiotensine et mmmbreux autres facteurs biologiques,

jouent un réle adjuvant dans I'athérogénése (Rawure : Tedgui A et al Physiol Rev 2006).

Ces autres facteurs entrent tous dans la familent#tifs moléculaires associés aux pathogénes
appelés plus communément PAMP (p@&athogen Associated Molecular Pattern) ou celle des

DAMP (pourDamage Associated Molecular Pattern). Ceci fait I'objet du prochain chapitre.
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1.3. Immunité innée et athérosclérose

L’implication des macrophages dans l'athérogénegtéabien démontrée. Les souris apoE -/-
ayant une mutation du géne codant pour le M-CSFeldgpent quatre a dix fois moins de
plaques que les souris apoE -/- présentant le genanuté (Smith JD et al Proc Natl Acad Sci
USA 1995). La différentiation des monocytes en mapbages est une étape indispensable dans la

formation de la plaque (Randolph GJ Curr Opin Liphi@008).

Les macrophages jouent également un réle au nideda matrice extra-cellulaire de la plaque.
L’activation des macrophages s’'accompagne d’'une mautgtion de la sécrétion de
métalloprotéinases (MMP : Metalloproteinase), enggnprotéolytigues dégradant la matrice
exracellulaire et donc la plaque d’athérome. CatiBvité MMP est régulée par la sécrétion
d’inhibiteurs, les TIMPS (Tissue Inhibitor of Meéel#broteinase). La production par les
macrophages de MMP-2 et -9 conduisant a la ruptaseplaques est en revanche induite par la
prostaglandine E2 en réponse a une augmentatitaatieité de la cyclooxygénase 2 (COX-2)

(Cipollone F et al Circulation. 2001).

Pour mieux comprendre I'implication de I'immuniténée dans I'athérosclérose, il convient

maintenant d’évoquer les récepteurs présentsurflace des macrophages.

1.3.1 Récepteurs de I'immunité innée

L’activation de I'immunité innée par I'intermédiaide récepteurs constitue une premiére défense
contre les pathogenes. Ces récepteurs reconnagesnmotifs hautement conservés présents
chez de nombreux pathogénes, appelés PAMP. Lepteére PRR (pouPattern Recognition

Receptor,) impligués dans la reconnaissance de ces ligardgénes reconnaissent aussi des
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ligands endogenes appelés DAMP ou alarmines (Gallacet al Curr Opin Immunol. 2001,

Kono H et al Nat Rev Immunol. 2008).

La liaison de ces signaux « Danger » avec un PR&bwaatir a I'activation de I'immunité innée
(figure 4). Cette activation peut se traduire asécrétion de cytokines inflammatoires (ToF-
IL-6 et IL-1B), la migration cellulaire (avec I'acquisition d&CR7 par exemple), I'expression de
molécules de costimulation (CD80, CD86,..) perrmttta ces cellules de I'immunité innée
d’acquérir la capacité de présenter I'antigene lgmphocytes T (figure 4). La production d’IL-
12 par les cellules dendritiques conventionnellesré&onse a la stimulation des TLR est a
l'origine de la polarisation des lymphocytes T végsprofil Thl caractérisé par la synthese
d’'IFN-y et TNFa entre autres. Ces PRR correspondent a une fadeill&cepteurs comprenant
notamment les TLR (poduioll Like Receptor) (lwasaki A et alNat Immunol. 2004 , Palm NW et

al Immunol Rev. 2009).

Les TLR stimulent par un nombre limité de voiességnalisation, conservées par les différents
TLR. Il est généralement accepté que tous les ®rRpérticulier TLR2, TLR5, TLR7, TLR8 et
TLR9) a I'exception de TLR3 utilisent la moléculey®88 (pour Myeloid Differentiation
primary response protein 88), comme protéine adaptatrice pour initier la vdée signalisation
puis des kinases de la famille IRAK (pdlr1 Receptor-Associated Kinase) (Miggin SM et al J
Leukoc Biol. 2006, Kawai T et al Cell Death Diffe2006). TLR3 implique les protéines
adaptatrices, Trif (poufl R domain containing adaptator-inducing IFN-5) et IFN-related factor 3

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

TLR4 utilise a la fois des voies de signalisatigdpehdantes de MyD88 et indépendantes de
MyD88 dont celle de Trif par l'intermédiaire de paotéine adaptatrice TRAM (Trif-related
adaptator molecule) (Miggin SM et al J Leukoc Bip006, Kawai T et alCell Death Differ.

2006).
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Ces voies de signalisation aboutissent a I'activaét la translocation vers le noyau des facteurs
de transcription NReB et AP-1 (pouractivating-protein-1) qui régulent la transcription de
nombreuxgénes, dont celle de cytokines pro-inflatoires.(Miggin SM et al J Leukoc Biol.

2006, Kawai T et alCell Death Differ. 2006).
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Exogénes Endogénes

PAMP DAMP ou Alarmines
Bactéries :
- lipopolysaccharides ou LPS (bactéries gram-) Constitutifs (= rupture
membrane => nécrose) :
- acide lipoteichoigque (bactéries gram+) TLR4 Acide urique
Protéines du choc
- peptidoglycane (bactéries) - thermique, HSP (HSP60,
muramyl dipeptide NOD2 \ HSP70, GP96,...)
ATP/UTP
- lipoarabinomanne (mycobactéries) ULRZ \ HMGBL1 (High Mobility
\Qv \/ Group Box 1)
- flageline (bactéries avec flagelles) 1| ps ( _ _
} - Inductibles _(synthétisé lors du
Virus : ! stress) :
- ARN double brin, simple brin TLR4 HSP
- capside virale TLR3/TLRS CLECY || TLR2 nécrose
% Radicaux oxygénés
TLR7/TLR9 TLR2
Champignons/levures : Myd88
- zymosane Suspectés (confusion avec
g TLR6 TLR2 | | contamination par les

NF-kB endotoxines ?) :

Hyaluronane,

TLR2 TLR4 NV TLR4 fibrinogéne

Héparane sulfate,

- mannanes et mannoprotéines

Parasites :

) _ Migration défensines
GPI du plasmodium falciparum - Bradykinine, LDL
TLR2 IL-12 oxydées, Fibrinogene
Communs (procaryotes) : IL-6/TNF/IL-1

- Motifs CpG non méthylés

TLR9

Figure 4. Les différents PRR et leurs ligands. Cdigands peuvent étre d’origine exogéne (PAMP) et &t
principalement exprimés par les agents pathogenebdctéries, virus, champignons ou parasites). Desemples
de PAMP sont donnés sur le schéma en regard du PRARrticipant a leur reconnaissance. Le LPS est le
représentant « emblématique » reconnu par TLR4 ; ag a fait I'objet de la premiére identification d’'un réle
pour un TLR chez les mammiferes (Medzhitov R et aNature. 1997). Un motif moléculaire commun aux
pathogenes procaryotes (les motifs CpG déméthylésprésente un PAMP « universel » reconnu par le TLR
endosomal, TLR9. Les ligands peuvent étre aussi digine endogene (DAMP ou alarmines) et produits par
notre propre organisme en réponse a une agressidbelon Polly Matzinger (Gallucci S et al Curr Opin
Immunol. 2001), il est possible de distinguer 2 grales familles de DAMP : ceux dits constitutifs efthérés lors
de la perte de l'intégrité de la membrane plasmiquéici I'exemple est I'acide urique) (Shi Y et al Naure. 2003)
et ceux dits inductibles par le stress (comme les3P). Par ailleurs, d’autres facteurs pourraient éte
considérés comme des DAMP. lIs sont mentionnés corarauspectés sur le schéma. Le doute repose surdi¢ f
que l'identification n'a pas été confirmée en présece d’'un agent neutralisant les endotoxines (un land bien
connu de TLR4) (Kono H et alRev Immunol. 2008) Ungu de couleur permet de faire le lien entre certags
alarmines et le PRR impliqués dans leur reconnaissae. Ainsi, les cellules nécrotiques peuvent étreconnues
par TLR2 ou CLEC9 (Sancho D et al Nature. 2009). D@s le cadre qui nous intéresse (TLR et athérosclése),
il faut remarquer que le TLR4 serait capable de reonnaitre des DAMPSs par ailleurs décrits comme
favorisant I'athérosclérose : les LDL oxydées (voichapitre suivant) et le fibrinogéne . Les PRR pewent étre
exprimés a la membrane plasmique ou au niveau intcellulaire (comme NOD2 ou les TLR situés dans les
endosomes : TLR3, TLR7, TLR8, TLR9). Les conséquers de la stimulation des PRR sont synthétisées dans
le carré jaune et passe en général par I'activatiode NF«B. Abréviations : GPI : glycosylphosphatidyl
inositol, RAGE, Receptor for Advanced_Qycation End products.
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I.3.2 Récepteurs de I'immunité innée et LDL oxydées

La région oxydée des LDL pourrait étre reconnuedesr récepteurs des cellules de I'immunité
innée. Il a été montré que les récepteussavenger » reconnaissent les LDL oxydées, mais pas

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

Ces récepteurs skavengers » constituent une autre famille de récepteurs imgw par les
cellules phagocytaires de I'immunité innée. llIstsonpliqgués dans I'élimination des cellules
mourantes, cellules entrant en apoptose. La sttioolae ces récepteursseavengers » dans de
I'élimination de cellules apoptotiques s’accompagnk plus souvent d’une inhibition des
fonctions de la cellule phagocytaire et parfois reéoe la synthese de cytokines anti-
inflammatoire, comme I'lL-10 ou le TGE{Wermeling F et al J Exp Med. 2007, Erwig LP et al

Cell Death Differ. 2008).

Dans le dévelopement de [Iathérosclérose, ces t&oep « scavengers » permettent
'accumulation des lipides au sein du macrophadeuttes récepteurs peuvent étre a l'origine de
I'activation du macrophage vers un profil inflammiag. Ainsi, les récepteurs de la famille TLR
et des protéines associées, en particulier MDZynmglissent également les LDL oxydées et
certains phospholipides oxydés (Miller YI et alt&roscler Thromb Vasc Biol 2005, Erridge C

et al J Biol Chem 2008).

Cette reconnaissance semble avoir un impact ghéfagénése. En effet, chez la souris apoE -/-,
l'invalidation de MyD88, le transducteur du sigridg tous les TLR a I'exception de TLR3
(Kaisho TJ Allergy Clin Immunol 2006), réduit lessions d’athérosclérose (Bjorkbacka H et al
Nat Med 2004)

Des études récentes ont également montré queligagrphismes de TLR4 (aboutissant & une
plus faible activité du récepteur) diminueraienptagression de la maladie athéromateuse et le
risque de complications cardio-vasculaires (Amezidret al Arterioscler Thromb Vasc Biol

2003, Boekholdt SM et al Circulation 2003, KiechétSal N Engl J Med 2002).
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Le macrophage et ces récepteurs interviennent dans la progression de l'athérosclérose.
L’analyse du polymorphisme de ces récepteurs owprmdumoteur controlant leur expression

pourrait permettre de définir une population dequas a risque.

1.3.3 Autres cellules de I'immunité innée impliqués dans I'athérosclérose

Les macrophages ne sont pas les seules cellulendaunité innée infiltrant la plaque
d’'athérome et pouvant jouer le réle de CPA. Enteffes cellules dendritiques (DC) ont
également été identifiées au sein de la plaque €@piTM et al Trends Immunol 2006). Ces
cellules portent des PRR et pourraient égalemeataitivées par les LDL oxydées et d’autres
ligands présents dans la plaque. Certaines soysggimns de DC expriment également TLR7
et TLR9 impliqués dans la réponse anti-virale (Kies A et al Circulation. 2006, Gilliet M et al
Nat Rev Immunol. 2008). TLR9 permet de percevois leotifs CpG déméthylés,
caractérisitiques communes des procaryotes. Cegagpus-populations de DC sont les CPA
professionnelles les plus efficaces de l'organigroar activer les lymphocytes T naifs. Donc,
I'activation des DC au sein de la plague d’athérgeet ainsi étre a I'origine de I'activation de

limmunité adaptative.

Les cellules natural killer (NK) sont égalementgamgtes dans la plaque d’athérome (Melian A et
al Am J Pathol 1999, Chan WL et al Circ Res 20Bbhryshev YV et al J Vasc Surg 2002). Les
|ésions athéromateuses contiennent d’ailleurs kliesickines responsables du recrutement des
cellules NK. La fractalkine et I'lL-15, toutes deimpliquées dans la migration et I'activation des
cellules NK, sont présentes dans les plaques attaenses humaines et murines (Greaves DR et
al Arterioscler Thromb Vasc Biol. 2001, Lesnik Pakt Clin Invest. 2003, Wuttge DM et al Am J

Pathol. 2001). Les souris LIAL/- ayant des cellules NK incapables de libérardegranules
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(souris Lyst®%9 ont une réduction des lésions athéromateuseggamge role pro-athérogéne de

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

Ces différents éléments suggerent que la réponseimitaire innée joue un réle important dans
lathérogénése. L'immunité adaptative comme [imitduninnée affectent I'athérogenése.
Cependant, I'immunité innée semble nécessaire forfaation des Iésions, contrairement a

l'immunité adaptative, qui la régule uniqguement.
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I.4. Place de I'immunité adaptative dans I'athérosérose

L'immunité adaptative est mise en jeu lorsque dpgopes antigéniques spécifiques sont
reconnus par des récepteurs tels que le TCR (Treediptor) ou le BCR (B-cell receptor). De
nombreux travaux ont montré I'existence d’'une esjgam oligoclonale de lymphocytes T dans
les Iésions athéromateuses (Caligiuri G et al Gitman 2000, Stemme S et al Proc Natl Acad Sci

USA 1995).

Ceci suggére qu’un nombre limité d’antigenes an geis |ésions athéromateuses est a l'origine
d’'une prolifération de lymphocytes T spécifique&aritigéne le plus important serait sans doute

un constituant des LDL oxydées.

De nombreux travaux soutiennent le réle majeur’ideriunité adaptative dans I'athérogénese.
L'existence d’'un déficit en lymphocytes T et B rédas lésions athéromateuses de 40 a 80%.
Ceci a été constaté chez les souris apoE -/- ougLDLE croisées avec des souris
immunodéficientes RAG -/- ou SCID (Dansky HM et Rioc Natl Acad Sci USA 1997,
Daugherty A et al J Clin Invest 1997, Reardon CAaleArterioscler Thromb Vasc Biol 2001,
Song L et al J Clin Invest 2001, Zhou X et al Ciation 2000). Le transfert de lymphocytes T
CD4+ chez des souris apoE -/- x SCID -/- rétaldis tEsions athéromateuses similaires a celles
observées chez les souris immunocompétentes camfifeffet pro-athérogene des lymphocytes

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

Les différents modéles animaux explorant cette glisasuris invalidées pour certaines cytokines
ou souris ne présentant pas de lymphocytes) eanteth évidence l'importance de I'immunité

adaptative dans la progression des Iésions d’abié&mse sont rappelés dans le tableau 2.().
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. Immunite | Effets sur 'athérome comparés aux  Références
Modeles _ _ o _
adaptative souris apoE-/- bibliographiques
o Dansky HM et al
RAG1-/- Lymphocytes=0 diminution
PNAS 1997
Daughtery HM et al
RAG2-/- Lymphocytes=0 o
diminutio JCI 1997
. Lymphocytes T o Mach F et al Nature
Ac anti-CD154 ) diminution
Inactivés* 1998
Lymphocytes T o Lutgens E et al Nat
CD154-/- apoE-/- ) diminution x 5
Inactivés* Med 1999

Tableau 2: Modéles animaux explorant le réle de I'immunité daptative dans la formation des lésions

athéromateuses (d’aprés tableau Z5. K. Hansson. Immune mechanisms in atherosclerosidArterioscler

Thromb Vasc Biol 2001 ; 21 : 1876-1890)

* L'activation des lymphocytes B et des CPA est dimuée du fait de I'absence de CD154 (CD40L). Le CD4

est important pour la commutation isotypique.

Ces expériences consistent a invalider I'ensemigle lgmphocytes T. Les lymphocytes T

corresondent a un ensemble hétérogénes de soukvpoms avec des fonctions différentes,

comme la cytotoxicité, la production de cytokinesipflammatoirs ou encore la suppression.

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

lymphocytaires sont impliquées dans I'athérosckros
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I.4.1. Cytokines et athérosclérose : rble de I'origation de la réponse lymphocytaire T

La polarisation de la réponse lymphocytaire T CDeutpsuivre plusieurs voies avec des
conséquences fonctionnelles tres différentes @idi)r L'orientation de la réponse immunitaire
vers un versant d'immunité a médiation cellulaive@un profil de sécrétion cytokinique pro-

inflammatoire Th1l (IFNy, TNF-a) domine au sein des lésions athéromateuses (Bawdté et al

Atherosclerosis 1999).
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Reponse cellulaire Reponse humorale

IF Moy IL-4.-5-6 Réponse
cytokines LT THF-a LT IL i3 LT Anti-parasitaire ?
produites Th1 f Th2 Tha?

IL-5
facteurs de / IL-10
transcription -
actives IL-1:
||_ 39 autoimmunité
cytokines
Mécessaires Th I?
(rencontrées
au cours de
activation) /TGF
i S LT

Activation ’ Th3 ,
CPA | TI"E 9
2 signaux IL-10

® ) [

Figure 5 : Polarisation de la réponse lymphocytaire T CD4.

aprés activation, le mphocyte T C04 naif (ThD) pewt suivre differentes orientations -

- Thl enprésence d'IL-12, principalemnent secrété par la cellule dendritigue sous leffet de FIF M-y
libere par les cellules MK, Cette vaoie se poursuit par la differenciation et 'actrvation des lymphoces
T CDE cytotoxigues. & noter gue cette voie Thl, permet aussi la synthese et secretion danticorps
liznt le complernent [cytaktigue).
- ThZ en presence d'IL-4 secretée principalement par les mastocytes. Cette woie favarise |a reponse
hurnorale et la synthése  dimmuonoglobulines Elle est ampliqguée  dans les réponses
dhypersensishilte ou dirigées contres les helminthes.
- une nouvelle vaie ThE, impliguerait la production de TGF-B et d'IL-4. Elle pourrait intervenir dans
des réponses antb-parasitaires (fout cwmme la voie Thz).
-Th17, en préesence d'lL-6 (etfou IL-16) et TGF-B. Cette voie pro-inflammatoire a ete impliquee dans
diferentes pathologies psoriasis, polvarthrite rhurnatoide, Fasthrme et le modele experimental de la
scleroze en plague (EAE).

- Th3 et Tr1, covespondent 3 des Treg induits. Ceci est realizée sous 'effet du TGE-B ou de '|IL-10
Sur ce schéma, sont répertorniées lemarannement cytakinique récessaire pour 1a palarisation des
hemphooytes T 204, les factewrs de transcriptons impliques et les principales cytokines sécretées
anrés polarisation. Sur ce schema, n'est pas represente |a cellule présentratice d'antigene (TPA)
mbatrice de lactvation lemphocytarre ™ cytokine imphguée dans 'expanzion et non 1a polanisation.
Modifiee d'apres, P Saas et al.. Transfu Clin Biol., 2008,
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Il est aujourd’hui bien démontré que cette réporisk est pro-athérogéne. Chez la souris apoE -
/- ou LDLg -/- également invalidée pour le géne du récepdeuilFN-y, on note une diminution
de 60% de la taille des lésions d’athérosclérosi&s et al. J Clin Invest 1997, Buono C et al
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2003). Des étudesédygdlement montré que I'injection d’IFpNa

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

L'IFN-y est une cytokine de type 1 produite par les lymgtes T CD4 de type 1, des
lymphocytes T CD8 et les cellules NK apres actoragynergique par I'lL-12 et I'lL-18. L'IL-12

et I'lL-18 semblent étre également pro-athérogémez la souris apoE -/-. L'IL-12 interviendrait
principalement aux stades précoces de I'athérogéfidsvenport P et al Am J Pathol 2003). La
principale source d’IL-12 est la cellule dendritgeconventionnelle (CDC). Chez la souris apoE -
/-, le déficit en IL-12 réduit les lésions d’athéctérose (Davenport P et al Am J Pathol 2003,
Zhao L et al J Biol Chem 2002) tandis que l'injentd’lL-12 augmente ces Iésions dans le méme
modele. L'administration d’'IL-18 quant a elle adtitétendue des plaques chez la souris apoE -
/- (Whitman SC et al Circ Res 2002). La surexpmssie I'inhibiteur endogene de I'lL-18, I'lL-
18 binding protein (IL-18BP), réduit les lésionsatiiiérosclérose et modifie profondément la
composition des plaques leur attribuant un phémoplps stable (Mallat Z et al Circ Res 2001).
Il a été suggéré que I'effet pro-athérogéne de18 est dépendant de I'lFXN-En effet, cet effet
est aboli chez les souris apoE -/- fFM (Whitman SC et al Circ Res 2002). Cependaetielt
pro-athérogéne de I'IL-18 peut étre observé enskalce de lymphocytes T (Tenger C et al
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2005). Il a en effgf montré que I'injection intra-péritonéale
d’'IL-18 & des souris apoE -/- Scid/Scid aggrave lésions athéromateuses tout en
s’accompagnant d’'une élévation des concentratidfdldy, dont l'origine est probablement les

cellules NK (Tenger C et al Arterioscler Thromb ¥#&iol 2005)..
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Le TNF-a, autre cytokine de type 1, favorise la prolifératides cellules musculaires lisses
vasculaires, I'activation des macrophages et autgmbexpression des molécules d’adhérence
endothéliale et pourrait par ces mécanismes feaolésdéveloppement de la plaque,(Canault M
et al J Pathol 2008) en affectant les premierepeétale sa formation. Les propriétés anti-
thrombotiques des cellules endothéliales sont pddment altérées par I'lL-1 ou le TNE-qui
augmentent l'activité procoagulante de type factdigsulaire et suppriment [lactivité
anticoagulante relayée par le systeme thrombomuehgliiotéine C, en diminuant I'expression de
la thrombomoduline. Ces cytokines modifient aussi propriétés fibrinolytiques des cellules
endothéliales en diminuant la production de I'atidur du plasminogene de type tissulaire (tPA)
et en augmentant la production de linhibiteur @At le PAI-1. Ainsi, les cytokines pro-
inflammatoires de la plaque, produites entre aupas les lymphocytes de type 1 activés,
pourraient aussi intervenir dans les complicatitmombotiques associées a l'athérosclérose

(Mallat Z et al Circ Res 2001).

Par ailleurs, il a ét¢é montré que les souris apeETNFa -/- développent moins de lésions
athéromateuses que les souris apoE -/- (Ohta HAg¢harosclerosis 2005). L'effet athérogene du
TNF-a pourrait étre réduit dans certaines circonstadcefait de I'action inhibitrice du TN

sur I'expression du géne du récepteur « scavengar kes macrophages. Ceci pourrait réduire la
capture de LDL oxydées par ces mémes cellules (éaten BJ et al J Immunol 1992, Hsu HY
et al J Biol Chem 1996). Ce dernier mécanisme pduétre un mécanisme de rétrocontrole
tentant d’empécher la formation de cellules spumgu€ependant, tous ces éléments montrent
sans équivoque que l'orientation de la réponse hguptaire vers un profil de type 1 contribue a

aggraver les Iésions d’athérosclérose.
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Le schéma inflammatoire de I'athérosclérose resteaddtrés prés a celui habituellement décrit
dans les pathologies inflammatoires chroniqueexibte un infiltrat inflammatoire composé de
lymphocytes, de DC et de macrophages, suivi par umelifération des cellules
mésenchymateuses (Ross R N Engl J Med 1999). Cattame toute réaction inflammatoire, il
est attendu que I'athérosclérose s’accompagne pgethiction de cytokines anti-inflammatoires

qui participent a la résolution de I'inflammation.

Les cytokines de type 1 et 2 exercent entre eltes régulation croisée. La production d’IL-4
(Type 2) empéche la polarisation de type 1 et talpction d’IL-12, IL-18 ou IFNy diminue la
réponse de type 2. Un profil de sécrétion cytokirige type 2 est plus rarement exprimé dans les
plaques athéromateuses que le profil de type Isi€gard J et al Atherosclerosis 1999). L'IL-4
est principalement produite par les lymphocytes D4CTh2, les éosinophiles, les cellules
basophiles et les mastocytes. Les effets de I'ldeit généralement considérés comme anti-
inflammatoires par opposition a la réponse de fyp@ependant, de nombreux travaux suggerent
gue I'lL-4 pourrait avoir un effet pro-athérogérem particulier en augmentant I'expression de
VCAM-1 (Galea P et al J Immunol 1993, Lee YW efldlol Cell Cardiol2001, Luscinskas FW
et al J Cell Biol 1994) et MCP-1 (Lee YW et al AnPlysiol Heart Circ Physiol 2003, Rollins BJ
et al Am J Pathol 1991). D’allleurs, la réalisatidnne greffe de moelle osseuse provenant de
souris IL-4 -/- & des souris LRL-/- diminue les lésions athéromateuses (King VLakt
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2002). Enfin, les gulees d’athérome sont réduites chez les souris
apoE -/- x IL-4 -/- par rapport aux souris uniquemapoE -/- (Davenport P et al Am J Pathol

2003).

Il est intéressant de noter que dans les modelpwar d'athérosclérose, I'hypercholestérolémie
prolongée est associée a uamdch Th2 » avec la production d’'IL-4 (Zwacka RM et chthire
Med1998). L'utilisation de modéles animaux apoEx-MH.-12 -/- et apoE -/- x IL-4 -/- suggere

gue les réponses de type 1 et 2 sont toutes deuatpérogenes. Les lymphocytes de type 1
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jouent principalement un réle dans les phases meafiion de la plaque, les lymphocytes de type
2 durant les phases plus tardives de développemasrtsions athéromateuses (Davenport P et al

Am J Pathol 2003)..

Ainsi, méme si I'athérosclérose se développe pldeits un contexte de type 1, il n'y a pas
d’argument solide suggérant que favoriser la répaestype 2 pourrait limiter la progression des
Iésions. Dailleurs, I'existence chez 'lhomme d’umaladie de type 2 (I'asthme par exemple) ne
protége pas de la survenue d’une maladie de tyfpealadie coronaire par exemple). Le concept
de balance « Th1/Th2 » est probablement une régtustmpliste des interactions lymphocytaires
au cours du processus athéromateux. Néanmoinsneeailut pas un certain degré de contre-
régulation entre les systémes type 1 et type 2 Bath€rosclérose. En effet, alors qu'aux stades
tardifs de I'athérosclérose, le déficit en IL-4 e les Iésions, le déficit en IL-12 aggrave les
Iésions, suggérant qu'a cette phase, la répondgpdel pourrait moduler I'effet type 2 pro-

athérogene (Davenport P et al Am J Pathol 2003pID® I'identification récente d’autres voies

de polarisation « effectrices » (Th17, Th9) perréghlement de sortir de cette dichotomie
« Th1/Th2 » (Dardalhon V et al Nat Immunol. 200&ldhoen M et al Nat Immunol. 2008, Korn

T et al Annu Rev Immunol. 2009). Par ailleurs, traation des lymphocytes T CD4 naifs peut

aussi aboutir a des réponses régulatrices.

Les réponses régulatrices Th3 (T@Fet Trl (IL-10) sont susceptibles de modifier bétion

de la plaque athéromateuse. Les souris doublemealidées pour le gene de I'apoE et le gene
de I'lL-10 ont une incidence accrue de plaquesrékes et de thromboses coronaires par rapport
aux souris simplement apoE -/- (Hanson GK Artefers€hromb Vasc Biol 2001). A l'inverse,
l'induction d’'une réponse lymphocytaire de type ol la délivrance locale ou systémique d’IL-
10 a l'aide d’adénovirus diminue I'importance désibns athéromateuses chez les souris apoE -/-
(Mallat Z et al Circulation 2003, Von Der Thusen dHal FASEB J 2001). L'IL-10 est présente

dans les plaques d’athérosclérose humaine et gmession locale est inversement corrélée aux
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signes d’inflammation (appréciée par I'expressieN®D synthase-Il) et a la mort des cellules par

apoptose (Mallat Z et al Arterioscler Thromb VasolB999).

Le TGF{ limite quant a lui le recrutement des leucocytefmeorise la synthése de collagéne et
de matrice extra-cellulaire (Noble NA et al Progp®th Factor Res 1992). Il aurait donc plutot
un effet fibrosant favorisant la stabilisation gesques préformées et prévenant ainsi la rupture
de la paroi et le risque de thrombose vasculaiipo{fdne F et al Stroke 2004). L'injection
d’'anticorps anti-TGH3 chez des souris apoE -/- accélere I'athérosclérdsanson GK
Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001). Il en est dénme, lorsque des souris apoE -/- sont croisées
avec des souris ayant un déficit de la signalieatio TGFB au sein des lymphocytes T (souris
ayant un déficit de la signalisation du réceptéaiul TGFf, RTGF$ Il -/-) (Robertson AK et al

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2006).

L’'immunisation avec la protéine du choc thermig&e(leat shock protein [HSP65]) aggravant
I'athérosclérose, il a été suggéré que l'inductiertolérance vis a vis de HSP65 pourrait moduler
le développement de l'athérosclérose expérimentdirats et al ont mis en évidence une
réduction de la taille des lésions apres administraorale d’'HSP65 a des souris LRL/-
immunisée avec Mycobacterium Tuberculosis ou reteume alimentation riche en graisses
suggérant que l'induction de tolérance vis a viH&P65 pourrait étre anti-athérogéne (Harats D

et al J Am Coll Cardiol 2002).

Dans cette étude, il était également observénitch Th2 avec production d’IL-4 (Harats D et al
J Am Coll Cardiol 2002). Maron et al ont égalementntré une réduction des lésions
athéromateuses apres administration orale ou ndsatSP65 (Maron R et al Circulation 2002).
Lorsque l'administration se faisait par voie nasaleétait également mis en évidence une

augmentation de la production d’IL-10 (Maron R kCaculation 2002). Par ailleurs, le réle du
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TGF{ dans la tolérance orale est bien connu (Chen &/@trr Med Chem. 2007). Ceci suggére
un réle de la réponse T suppressive, mais en eglomal les mécanismes impliqués.
Complétant ces résultats, Mallat et al ont génésiatbnes Trl spécifiques de I'ovalbumine et les
ont administrés a des souris apoE -/- (Mallat Ale€irculation 2003). Les auteurs ont observé
une suppression de la réponse de type 1 et uneemtigtion de la production d’IL-10 par les
lymphocytes T périphériques stimulés (Mallat Z eCaculation 2003). L’induction de cette
réponse Trl était associée a une réduction du aldpement des Iésions athéromateuses
accompagnée d’'une diminution de I'accumulation decnomphages et de lymphocytes T sans
modification des contenus en collagene et cellmasculaires lisses des plaques. Cette derniere
étude montre que le transfert de lymphocytes Tah spécifiques d’'un antigéne connu de la
plaque, module la réponse immune et limite le déygdment des plagues chez la souris apoE -/-
. Néanmoins, cette étude n’apporte pas de répamsée g6le des lymphocytes T régulateurs

endogénes.

Il a par ailleurs été montré que le transfert dérsgrytes sans Treg centraux (Teaggrave les
Iésions d’athérosclérose chez les souris apoERA® -/- par rapport au transfert de splénocytes
contenant des TredAit Oufella H et al Nat Med 2006). Cet effet pathérogene est aboli aprés
reconstitution d’'un compartiment normal de lymphesyT CD4+ CD25+, qui représentent
essentiellement des Treghez la souris naives (Ait Oufella H et al Nat M2@D6). L’effet
protecteur rapporté est associé a une productionuad’lL-10 par les lymphocytes T CD4+ et a
une augmentation des fonctions suppressives Trpgnd@ntes du TGB- Il est ainsi possible
qu'un déficit inné ou acquis des fonctions T régidas participe au développement de
I'athérosclérose, comme cela a été décrit danlgaphrite rhumatoide (Flores-Borja F et al
Proc Natl Acad Sci U S A. 2008). Plus récemmerd, été mis en évidence une balance entre les
Treg périphériques ou induits (iTreg), dits aussB et les lymphocytes T Th17 sécrétant une

cytokine spécifique, I'lL-17. Les Treg Th3 et lggniphocytes Th17 sont générés tous deux en
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présence de TGB-(Wahl SM Curr Opin Immunol. 2007). Il a été mongée les patients ayant
un syndrome coronarien aigu avaient un nombre aderlymphocytes Th17, une production
augmentée de cytokines liées a la polarisation {Ht17, IL-6, IL-23), et une expression plus
importante du facteur de transcription RORgamné#ciique des lymphocytes T Th17 (Cheng
X et al Clin Immunol. 2008). Par ailleurs, chez aqeémes patients, il était observé une
diminution du nombre de lymphocytes Treg, une peotida diminuée de cytokines liées aux
Treg (IL-10, TGFB), et une expression plus faible du facteur desttaption FoxP3 (Cheng X et
al Clin Immunol. 2008). Ces résultats suggérernta@ent une rupture de la balance Th17/Treg

en faveur d’'un phénotype pro-inflammatoire Th17.

Par ailleurs, chez la souris apoE -/- x IL-18 FRypercholestérolémie accélére I'athérosclérose
via la polarisation Th17 (Pejnovic N et alMol Immun2009) Enfin, il a été montré que I'lL-17
est produite par les lymphocytes T infiltrant laque d’athérome (Eid RE et al Circulation.

2009).

Les différents types de lymphoctes T régulateuns seprésentés dans la figure 6.
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Figure 6 : Les différentes populations de lymphocgs T régulateurs CD4 (Treg). On distingue 2 grandes
familles de Treg : les Treg centraux ou nTreg génés au sein du thymus (a gauche) et les Treg périplgues
(iTreg) générées a partir d’'un lymphocyte T CD4 ndi(ThO) en périphérie sous l'action de cytokines come
I'IL-10 et le TGF-B (a droite). Il est trés difficile voire impossiblea ce jour de différencier les nTreg des
lymphocytes Th3 (générés en présence de T@IF-d’'un point de vue phénotypique et fonctionnel, pisqu’ils
expriment tous deux : le CD25, FoxP3, pas de CD121 dépendent tous deux du TGH-. En revanche, il est
possible de distinguer les Trl (générés en présend¢lL-10), car ils n'expriment pas FoxP3. Leur mécaisme
de suppression implique I'lL-10. (Modifiée d’aprésHuehn J, Polansky JK, Hamann A. Epigenetic controbf

FOXP3 expression: the key to a stable regulatory Tell lineage? Nat Rev Immunol. 2009)
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Une nouvelle population de lymphocytes T CD4+, Té&® (sécrétant de I'lL-9 et de I'lL-10)
récemment mis en évidence, aurait un réle danaiiimation tissulaire (Dardalhon V et al Nat

Immunol. 2008).

et serait une population issue des Th2 par « repnogation svia I'action du TGFB et de I'lL-4
(Veldhoen M et al Nat Immunol. 2008). Il n’existéammoins pas a ce jour de travaux sur le role

potentiel de cette population Th9 dans le proceathé&romateux.

(Un récapitulatif simplifié de I'influence de la laoisation des lymphocytes T CD4+ est fourni

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

T CD4 sur la plaque d’athérome

Les LDL oxydées sont reconnues par des PRR afaceudes macrophages et des cellules

dendritiques (DC). L'IL-18 et I'lL-12, produites p&es DC, agissent de facon synergique sur les

lymphocytes de type 1 et les cellules NK. Ces tslproduisent de I'lFN+dont I'action est pro-

athérogéne. L'action des lymphocytes de type dlestambivalente. lls aggravent

I'athérosclérose via 'augmentation de I'expressienVCAM-1 et MCP-1, mais pourraient avoir

une action anti-athérogéne via la production paplasmocytes d’lgG anti-LDL oxydées

dépendante de I'activation des lymphocytes de &pees Treg inhibent les voies Thl et Th2 et

ont donc une action anti-athérogéne.

CML : cellules musculaires lisses
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1.4.2. Athérosclérose : une place pour 'immunité hmorale ?

1.4.2.1. Place des anticorps

Outre la réponse immunitaire cellulaire, I'athétésuse a également été associée a une activation
globale de l'immunité a médiation humorale (CaligiG et al Lab Invest 2003). Parmi les
nombreux anticorps spécifiques décrits dans larditure, une élévation du titre d’anticorps
dirigés contre les LDL oxydées est caractéristidae patients athéromateux (Salonen JT et al
Lancet 1992). Ces anticorps peuvent former des g avec les LDL oxydées circulantes et
activer la cascade du complément, contribuant ansi dommages infligés aux vaisseaux.
Néanmoins, ces complexes peuvent également favdédienination des LDL oxydées par les
monocytes circulants et par les macrophages pesdants les plaques d’athérome ou en
périphérie (notamment dans la rate). Que des titrdgits d’anticorps anti-LDL oxydées aprés

splénectomie soient associés a une augmentatioquéarde la taille de la |ésion des souris

déficientes en apolipoprotéine E (Caligiuri G ef &lin Invest 2002)

renforce cette hypotheése. De plus, I'immunisati@s douris athéroscléreuses avec des LDL
oxydées augmente le titre d'anticorps spécifiguesoaduit & une réduction de la taille des
lésions chez la souris ( Freigang S et al Artetess&hromb Vasc Biol 1998, Zhou X et al

Arterioscler Thromb Vasc Biol 2001).

Cependant, chez 'Homme, le taux d’anticorps amtl-Loxydées est corrélé a la progression de
I'athérosclérose carotidienne (Salonen JT et ateath992, Palinski W et al J Int 2000). De plus,
un certain nombre d’anticorps anti-LDL oxydées rewissent des motifs cardiolipines et sont
donc apparentés aux anticorps anti-phospholipideawgmentent la captation des LDL oxydées

par les macrophages (Hasunuma Y et al Clin Exp Inohii997)

et ont un effet thrombogene (Hugues JR et al ThrBed 1998).
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Dailleurs, chez 'Homme, de nombreuses étudesrettbuvé une association entre des titres
élevés d’anticorps anti-phospholipides et une augation du risque d’événements athéromateux
(Vaarala O et alCirculation 1995, Wu R et al Awsdler Thromb Vascu Biol 1997, Brey RL et

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

Le role précis de la réponse humorale dans la pssgrn de I'athérosclérose chez I'Homme est

donc difficile & déterminer.

1.4.2.2. Place des lymphocytes B

Dans les modéles expérimentaux de maladies imnigsta médiation cellulaire ou type I, une
réponse humorale dirigée contre les auto-antigéaefre une protection: il a été démontré que
les complexes anticorps-antigénes dirigent lesaantigénes vers les lymphocytes B, ce mode de
présentation entrainant une réponse cellulaireyple 2, protectrice (Saoudi A et al J Exp Med

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

Dans les modeles d’athérosclérose, les lymphodytele souris agées, ayant développées des
Iésions d’athérosclérose, assurent une protectiandyjelles sont transférées a des souris jeunes,
mais susceptibles de développer la maladie (hypéstérolémiques) (Caligiuri G et al J Clin
Invest 2002). Au contraire, les lymphocytes B dengs souris qui n’ont pas encore développé la
maladie ne conférent pas de protection. Les lymyesdB ne sont donc pas capables de prévenir
le déclenchement de la maladie, laquelle est da@npa une réponse immunitaire de type 1.
Cependant, en paralléle de la progression de ladigalles souris souffrant d’athérosclérose
développent une maturation des lymphocytes B quitritue possiblement a réduire la

progression des Iésions chez les souris agées.

Comme les lymphocytes T, les lymphocytes B corredpat a différentes populations cellulaires

munies de différentes fonctions. Certains lymphesyB exercent aussi une fonction régulatrice
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avec la production d’'IL-10 et d’autres des cytokineo-inflammatoires voire méme de I'lL-12

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

Les études que nous rapportons ci-dessus n'‘oné\yasé la part des différentes populations de

lymphocytes B dans I'athérosclérose.

L’athérosclérose est donc une pathologie inflamimatdans laquelle le systéme immunitaire
jouerait un réle prépondérant a la fois dans lerétm et la progression des plaques d’athérome.
Tout déséquilibre affectant le systéme immunitaieut donc modifier le processus de

I'athérogéneése.
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I.5 Systéme immunitaire et facteurs de risque cardrvasculaire

De nombreux paramétres, non-immunologiques, inflaahégalement I'athérogéneése. Il s’agit
principalement de facteurs métaboliques (dyslipigéirdiabéte, ...), mécaniques (hypertension
artérielle) ou affectant la coagulation (hyperhogsbéinémie). Ces parametres ont eux-mémes
des déterminants trés variés, innés ou acquis.migas, la réponse immune peut également

avoir des effets sur différents facteurs eux-méimgdiqués dans I'athérogénese.

Concernant le métabolisme lipidique, I'lENdiminue I'efflux de HDL cholestérol ce qui poutrai
contribuer a son potentiel athérogéne (PanousietG6J Lipid Res 2000). A 'opposé, le T@F-

augmente I'efflux de cholestérol lié a I'apolipofiime Al (Panousis CG et al J Lipid Res 2001).

Néanmoins, les interactions entre systeme immueitei facteurs de risque cardio-vasculaire
traditionnels les mieux connues concernent le @il diabéte. Les phénoménes inflammatoires
jouent en effet un réle majeur dans la régulatienlad sensibilité a I'insuline. Ainsi, les souris

n'exprimant pas le TNIeont une meilleure sensibilité a I'insuline (Uy&al et al Nature 1997).

Le TNF-a stimule par ailleurs la phosphorylation (conduisafiinhibition) des résidus sérines-
thréonines présents sur les IRS-1 (plosulin Receptor Substrate-1), les récepteurs de l'insuline
(Paz K et al J. Biol. Chem 1997, Aguirre V et alBlol. Chem 2000) D’autre part, la
surexpression d’IL-6 chez I'animal conduit a untétansulino-résistance caractérisée par des
taux élevés d'insuline et une diminution de la oaptdu glucose au niveau tissulaire
(Franckhauser S et alDiabetologia. 2008).

Chez 'Homme, plusieurs études suggérent que pmiphisme -174(& C) du promoteur du
géne de I'lL-6, qui est associé a une réductiotad de transcription de I'lL-6, prévient le

risque de diabete de type 2 (Kubaszek A et al D&sh2003, Herbert A et al Diabetologia 2005,
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Vozarova B et alHuman Genet 2003). Dans une atudeélus récente, le risque de diabéte était

uniquement augmenté chez les femmes (Balkau B#tates Care. 2008).

A linverse, les concentrations d’IL-10 mesuréesvitro aprés stimulation par le LPS seraient
associées au risque de développer un diabéte de2types faibles producteurs ont un risque
multiplié par trois par rapport aux forts producte(van Exel E et al Diabetes 2002). La capacité
de production d’'IL-10 prédite par les polymorphis#e592C and T-819C influence également
le risque de survenue d’un diabéte de type 2. latemts ayant les plus grandes capacités de
sécrétion semblent avoir un risque plus faible dgbéte de type 2 (Chang YH et al Hum
Immunol 2005). Cet effet semble en rapport avecaugmentation de I'insulino-résistance chez

les patients faibles producteurs d’IL-10 (Scardelkt al Diabetes. 2006, Bluher M et al 2005).

Il est intéressant de constater que le paradigmpens® inflammatoire (IL-6) pro-athérogéene /
réponse anti-inflammatoire (IL-10) anti-athérog&eenble également pertinent pour qualifier les

effets de la réponse immunitaire sur les facteardstjue cardio-vasculaire.
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II. Athérosclérose et transplantation rénale : donges épidémiologiques

Les données épidémiologiques les plus fiables copo¢ essentiellement les syndromes
coronariens aigus (SCA). Plusieurs travaux récentsmontré que l'incidence des SCA était
particulierement importante dans la premiére ansidigant la transplantation. A partir des
données du registre Medicare, Kasiske et al oithést environ 3% l'incidence de l'infarctus du
myocarde dans la premiére année suivant la tramspian (Kasiske BL et al J Am Soc Nephrol
2006). Gill et al (Gill JS et alJ Am Soc Nephrol03) ont montré, sur une cohorte de 604 patients
en attente de transplantation, qu’alors que l'ienoite des évenements cardio-vasculaires était
constante tout au long des 36 mois d’attente ste (iL2,7% chez les diabétiques et 4,5% chez les
non diabétiques), elle augmentait considérablemdsmts la premiére année suivant la
transplantation (18,9% chez les diabétiques et &88% les non diabétiques).

Dans notre registre, I'incidence des événementsnasiens a un an et l'incidence cumulée a 7
ans sont respectivement de 1.6% et 5% (donnéegubliées) confirmant I'excés de risque
majeur dans la premiére année de transplantati@erNKriesche et al ont montré a partir des
données USRDS que l'excés de mortalité cardio-Vaseuétait lui aussi maximal dans le
premier trimestre suivant la transplantation (Mddeesche HU et al Am J Transplant. 2004).
Aprés la premiére année de transplantation, 't des SCA est plus faible, mais reste élevée
par rapport a la population générale. Dans I'étddeKasiske et al, l'incidence cumulée de
l'infarctus du myocarde a 36 mois était de 8.7%s{Klee BL et al J Am Soc Nephrol 2006). Dans
cette étude, un excés de risque d'infarctus du mnylec était observé chez les patients
transplantés par rapport a ceux restés sur la lis&tente jusqu’a 15 mois apres la
transplantation ; au dela, le risque devenait sepechez les patients n’ayant pas bénéficié d’'une
transplantation.

Ces données doivent probablement étre moduléess Datre registre, l'incidence aprés la

premiére année est de 0,56 % (données non publig&s$ une étude s’appuyant sur les données
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du registre USRDS, l'incidence des SCA était db%hg13). Il est a noter que I'incidence des
évenements coronariens dans I'étude ALERT (Jardi@eet al Am J Kidney Dis. 2005) est
également plus faible que dans I'étude de Kasiskal ¢Kasiske BL et alJ Am Soc Nephrol
2006).

Il existe en fait une assez grande dispersion siyud coronarien (Kasiske BL et al J Am Soc
Nephrol 1996, Bentdal OH et al Clin Transpl 1998n#elli C et al Kidney Int 2002, Ducloux D
et al Kidney Int. 2004, Fernandez-Fresnedo G a@tramhsplant Proc 2003). De I'ensemble de ces
études, on peut caractériser le risque coronagerrdnsplantés comme un risque moyen a élevé
(compris entre 5 et 15% a 10 ans).

L’incidence des événements cardiovasculaires ast gtus élevée apres transplantation rénale
gue dans la population générale (Kasiske BL et9861 Kasiske BL et al J Am Soc Nephrol
2000). L'augmentation du risque varie d’'un fact8ur 20 selon I'age. Cette observation ne peut
étre uniquement expliquée par la prévalence acdeg facteurs de risque traditionnels
(Ducloux D et al Kidney Int. 2004, Kasiske BL et1#196, Kasiske BL et al J Am Soc Nephrol

2000).

Nous avons contribué a identifier d’autres facteuwtds non traditionnels tels que
I’hyperhomocystéinémie (Ducloux D et alJ Am Soc Negb. 2000) et I'existence d’'un état pro-
coagulant (Kazory A et al Thromb Haemost. 2004) mmmdes éléments pouvant expliquer
I'athérosclérose accélérée du transplanté rénanidéins, peu de données existent concernant le
réle du systeme immunitaire dans la progressionalkérosclérose aprés transplantation. Le
transplanté rénal constitue pourtant « un modéd¢ude » particulierement intéressant, puisqu'’il
cumule un risque de complications athéromateusesvéélet un état variable
d'immunosuppression obtenu par l'utilisation de éumolles ayant des mécanismes d’action

différents sur la réponse immunitaire.
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Les immunosuppresseurs sont indispensables pougrpréde rejet aigu et prolonger la survie des
greffons. Leurs effets secondaires sont bien corhas particulier leur impact sur différents
facteurs de risque cardio-vasculaire a été étuddeaail. Cependant, I'impact direct de
limmunosuppression sur I'athérosclérose resteaoahu chez ’lhomme. Beaucoup
d'immunosuppresseurs ont des effets métaboliquesugmentent le nombre de facteurs de
risque ou aggravent ces mémes facteurs de risga@dsents (Gill JS Clin J Am Soc Nephrol.
2008) et pourraient par ce biais influencer la aiglathéromateuse. L'effet pro- ou anti-
athérogéne d’'un immunosuppresseur directementi@moreavec son effet sur la réponse
immunitaire est difficile a prédire, puisqu’il deit résulter de son effet sur des mécanismes pro-

inflammatoires (réponse Thl et Th17) et anti-inflaatoires (Treg).

Les mécanismes d’action des immunosuppresseussatén transplantation pourraient interférer
directement avec les voies impliquées dans I'at@éoose (Pour revue : Taylor AL Crit Rev
Oncol Hematol. 2005). Les globulines anti-lymphadngs polyclonales sont a l'origine d’'une
lymphodéplétion intéressant particulierement lesgdiiocytes T CD4 (Muller TF Transplantation
1997). Ces cellules sont trés représentées auwedmplaque et leur réle dans I'athérogénése est
bien démontré (Hanson GK Arterioscler Thromb Vasgal B001). Une réduction prolongée du

taux de lymphocytes T CD4 pourrait avoir des eféats-athérogenes.

Le Tacrolimus et la Ciclosporine inhibent la catainine dont le réle est d’activer des facteurs de
transcription de l'interleukine-2 (IL-2) dont NFA{ITaylor AL Crit Rev Oncol Hematol. 2005).
Ces immunosuppresseurs bloquent donc la synthés® @t d’autres cytokines et maintiennent
les lymphocytes T en phase GO (Taylor AL Crit Renc@ Hematol. 2005). En théorie, ces effets
pourraient étre anti-athérogénes. Par ailleursatgscalcineurines augmentent la synthese de
TGF{3 ayant un role également anti-anthérogéne (TaylorChit Rev Oncol Hematol. 2005).
Les corticoides ont des effets immunosuppressewis pgurraient également influencer

I'athérogénése principalement par 'augmentatiorT@F{3 et de I'apoptose des lymphocytes T
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CD4. Néanmoins, anti-calcineurines et corticoides des effets métaboliques pro-athérogénes
gui empéchent de spéculer sur I'effet net de @tetnents sur I'évolution de la plaque.

Le Mycophénolate Mofétil (MMF) pourrait égalemenjiradirectement sur le processus
athéromateux en inhibant la glycosylation et I'eegzion de molécules d’adhésion (VCAM,
ICAM), en favorisant I'apoptose des lymphocytest Ges monocytes et en inhibant la
prolifération des cellules musculaires lisses (@ayL Crit Rev Oncol Hematol. 2005).

Les inhibiteurs de mTOR (Mammalian Target of Rapeimybloquent la prolifération et la

survie des lymphocytes T activés par I'lL-2 (Taykdr Crit Rev Oncol Hematol. 2005). Le
Sirolimus semble par ailleurs permettre I'expansledymphocytes T de type régulateurs
(Battaglia M J Immunol. 2006). Comme le MMF, lekibiteurs de mTOR bloquent la
prolifération des cellules musculaires lisses vidms. Néanmoins, I'effet des inhibiteurs de
MTOR sur le métabolisme lipidique réduit probablati@&mpact de ces propriétés.

Ainsi, les différents immunosuppresseurs pourraieodiuler le processus athéromateux.
Néanmoins, I'effet net sur I'athérosclérose edialié a définir compte tenu d’effets

métaboliques pro-athérogénes inhérents a leusatiitin et au risque d’infections pouvant
favoriser I'athérogénése. Enfin, I'association ¢ante de plusieurs molécules dans les protocoles
immunosuppresseurs rend illusoire 'analyse dédtgdarticulier de I'un d’eux en situation

clinique.
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Objectifs

Nous avons décidé d’envisager les effets de diftéraspects de la réponse immunitaire sur
I'athérosclérose du transplanté rénal. Ce tragpbnd en fait a deux questions principales :

- Les phénoménes immunologiques modifiant le couotuéif de I'athérosclérose chez des
sujets immunocompétents sont-ils opérants cheamsplanté rénal recevant des
immunosuppresseurs ?

- - Existe-t-il, aprés transplantation rénale, desanémes originaux, non observés chez
les sujets sains ?

Nous avons donc d’'une part étudié le r6le de I'imit@uinnée et de la polarisation lymphocytaire
dans 'athérosclérose apres transplantation rébéeitre part, nous avons étudié l'influence de
la déplétion lymphocytaire induite par les globaBranti-lymphocytaires polyclonales utilisées
comme traitement d’induction immunosuppresseur’atirérosclérose du transplanté.

Nous avons par ailleurs exploré le r6le de I'inflaation sur la survenue d’un diabégenovo

apres transplantation, le diabéte étant un factalitionnel 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, Chaldp JM.

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

Nous avons initialement tenté de déterminer sidhgité de I'immunosuppression était prédictive
du risque de complications athéromateuses. La prenditape consistait & identifier un marqueur
objectif d'immunosuppression.

Muller et al avaient montré sur un faible nombrepdéients que I'utilisation de globulines anti-
lymphocytaires polyclonales pouvait s’accompagnamel lymphopénie T CD4 prolongée
(Muller TF et al Transplantation 1997). Nous avomis en évidence que cette lymphopénie T
CD4 persistante est un phénomene fréquent apriésativin de globulines anti-lymphocytaires
polyclonales et que les patients lymphopéniquesuontisque accru de complications liées a
immunosuppression (cancers cutanés, autres causodides, infections opportunistes tardives)
(et Annexes 1) (Ducloux D et al Transpl Int 2002ydibux D et al Transplantation 1998, Ducloux
D et al Transplant Proc 1998).

La lymphopénie T CD4 est donc un marqueur de somtimosuppression chez les patients ayant
recu des globulines anti-lymphocytaires polyclosaleintérét potentiel de ce marqueur dans
I'athérosclérose était renforcé par la constatatioa les patients ayant une lymphopénie T CD4,
soit apres irradiation massive (survivants de Nakjast Hiroshima), soit au cours de l'infection
due au VIH semblent plus susceptibles de dévelogfeer complications athéromateuses
(Krishnaswamy G et al Cardiol Rev 2000, Constaasal Ann Med 1995, Tabib A et al Coron
Artery Dis 2000, Depairon M et al 2001).

D’autre part, I'analyse du registre américain densplantation (USRDS) a montré un risque
accru de décés d'origine cardio-vasculaire chetrégssplantés rénaux ayant recu des globulines
anti-lymphocytaires polyclonaux (Meier-Kriesche thé J Am Soc Nephrol 2002).

Nous avons donc étudié chez 302 patients stabtassplantés depuis au moins un an et ayant
recu une induction avec des globulines anti-lympgtaices polyclonales la relation entre

lymphopénie T CD4 persistante et évenements atlaisunx.
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CD4 Cell Lymphopenia and Atherosclerosis i Renal

Transplant Recipients

DIDIER DUCLOUX. * BRUNO CHALLIER ® PHILIPPE SAAS™

PIERRE TIBERGHIEN * and JEAN-MARC CHALOPIN*

Departments of *Nephrology and Renal Transplantation, Medical Information, Saint Jacques Hospital; and
*Blood T ransfiision Center of Franche-Comte; INSERM EGII9/UPRES EA2284, University of

Franche-Comte; Besangon, France.

Abstract Several amimal studies suggest that T cell-mediated
immunodeficiency may play a role in the progression of ath-
erosclerosis: This study examined the association between
Irmphocyte subsets and atherosclerotic events in tenal trans-
plant recipients. A total of 302 consecutive renal fransplant
recipients were enrolled in this prospective study. Peripheral
blood Iymphocyte subsets were guantified and analyzed with
respect to other known cardicvascular risk factors. The patients
were followed for a mean duration of 23.5 = 4.5 mo. Mean
CD4. CDE. and CD19 cell levels were 511 + 190/mm’, 353 +
506/mm’, and 66 * 62/mm’, respectively. CD4 levels were
positively related to transplant duratten (0 = 0.32: P = 0.02)
and mversely related to age (r = 0.353: P = 0.01). Twenty-five

atherosclerotic events (AE) ccowrred in 23 patients (8.3%).
CD4 levels were lower in patients who experienced CVE (288
+ 170/mm® versus 531 = 290/mm’; P < 0.0001). Cox regres-
sion analysis showed that patients in the three upper guartiles
of CD4 cell connt had a decreased sk of CVE compared with
thoze in the lowest quartile. There was a linear increase in risk
of CVE with decreasing CD4 cell count (P <2 0.0001). A CD4
cell count 1 the hughest quartile (2-663.-‘:::1:.1]) divided the risk
of CVE by 10 as compared with the lowest quartile. In con-
clusion. CD4 lymphocytopenia is an independent risk factor
for the development of cardiovascular complications in renal
trapsplant recipients. suggesting that impaired immune re-
sponse promotes accelerated atherogenesis in this population.

Stable renal transplant recipients (RTR) have disproportion-
ately high rates of arteriosclerotic outcomes (1). An in-
creased prevalence of traditional cardiovascular risk factors
cannot fully explain this increased incidence of CVE 1n the
transplant populaticn (2), and our group has recently em-
phasized the role of nontraditional cardiovascular risk fac-
tors. such as hypethomocysteinenua (3). A recent study
from the USRDS registry showed an inereased cardiovas-
cular mertality in RTR having received pelyclonal antilvm-
phocyte globulins (4). suggesting either that intense immu-
nosuppressionl may accelerate native atherosclerosis or that
pelyclonal antithymocyte globulins exerts specific long-
term detrimental effects on the course of atherosclerosis.
Nevertheless, interpretation of this finding is challenged by
the fact that the atherosclerotic lesion contains large number
of immune cells. particularly macrophages and T cells.
Furthermore. atherosclerosis 15 associated with svstemic
immune responses, including inflammation.

On the other hand. several ammal studies have shown that
mnmunosppression may accelerate nanve atherosclerosis (3—8).
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Moreover, an increased incidence of cardiovascular events has
been reported m ATDS patients (2), and recent reports suggest a
correlation between intensity of immunodeficiency and presence
of atherosclerotic plaques (10). Lastly. a significant decrease in
CD4 cells has been described i the blocd of atomuc bomb
survivers, and an increased incidence of myocardial infarction in
this population has been found to be asscciated with a lower
proportion of CD4 cells (11).

Muller ef al. (12) demonstrated that polycloaal antilvmpho-
cyte globuling may induce persistent changes 1in lymphocyte
subsets characterized by low CD4 cell count and CD3 cell
expansion. Our group has recently demeonstrated that CD4 cell
count 15 a potent marker of excessive immunosuppression in
RTR (13.14). We postulated that T cell-mediated immunode-
ficiency as reflected by CD4 Iymphocytopema may be associ-
ated with atherosclerosis in RTR. We therefore prospectively
examined the relation between peripheral blocd CD4 cell
counts and atherosclerctic events (AE) in a large population of
stable RTR.

Materials and Methods
Patients Characteristics

Participants m the study were 302 consecutive, stable BTR (ie,
transplant duration > 12 mo; no acute rejection, serum creafinine <=
400 pmoelL).

Twenty patients were treated with azathioprine and predmizone
alone, and 219 patients were treated with azathioprine and prednizone
i similar doses as well as cyclesporine or tacrolimus. Thirty-ome
patients were treated with mycophenolate mofeti] and predmsone, and
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32 patients were treated with mycophenolate mofetil and prednisone
m similar doses as well as eyclosporine or tacrelimus.

Cardiovascular Risk Factors

Apge, gender, weight size, BP, hemodialyvsis duraticn before trans-
plantation, diabetes mellis. smeking stams, past history of cardie-
vascular events (CVE), mmmumosuppressive treatment (use of cal-
cimeurin mhibitors), and different biologic parameters were assessed
upen inclusion.

Definition of Past Histery af CVE

Coronary heart disease: myocardial infarction; corenary revas-
culanzation mcluding coronary artery bypass surgery or percutansous
transhunmmal coronary angioplasty; typical lnstory of angima with
abnormal coronarography or myocardial scimtigraphy.

Stroke/Cerebrovascular disease: both non-hemorhagic and
hemorrhagic strokes; carofid endarterectonzy.

Abominal aortic or lower extremity arterial disease: Abonu-
nal aoric repair; lowsr extrenuty amputation; imtermittent clandica-
tion confinmed by Doppler or arteniography findmgs.

Nutritional Status
Albumm concentration was determined Body mass mdex (BMI)
was calculated (weight/[size]”).

Smoking Behavior

Subjects were categorized as curment smokers or nonsmokers.
Biood Pressure

BP was measured usmg a semusutomatic device, based on an
esctllometnie method with the patients in a sittmg posihon after

resting nrore than 5 mun. Pulse pressure (Systolhic BP —Diastolic BF)
was calculated.

Left Ventricular Hypertrophy (LVH)
LVH was defined by a Sckolow index = 33.
Lipid Prafile
Triglyeerides and total and HDL cholesterol serum concentrations

were measured. LD cholesterol was calculated using the method
described by Friedwald

Homocysteine

Total plasma homeocysteine (tHey) was messured using a previ-
ously descnibed method (2). Bnefly, venous bloed samples were
drawn after an overmght fast. The blood sample was cenmifiuged
within 15 min. and plasma was stored frozen at —20°C. Hey concen-
tration, the sum of the acid-soluble (that 15 reduced Hey. homocystime,
disnlphide. and homecysteine-cysteme mixed disulphide) and protein-
bound moieties, was measured by HPLC. This assay movolves the
followmg steps: reduction of the sample with tri-n-butyiphosphine,
precipitations of proteins. alkalimization of the supematant with so-
dum borate, dermvitization with 7-fluoro-2-oxa-1.3 diazole-4 sulfo-
nate, followed by 8-ammemaphtalene-1.3,6-msulphonic acid, and
HPLC separation with flucrescence detection. The normal valnes of
plasma Hey concentration ranged from 7 to 15 pmoel/L. The precision
of the assay corresponds to a coefficient of vanation << 3%.

C-Reactive Protein
C-reactive protem was measured by Nephelometry (Kit Beckman).
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Renal Function

Senum creatinine concentration and urinary protein excretion were
measured. Creatinine clearance was caleultated nsing the Gault-Cock-
croft formula.

PTH Vitamin D, Ca, Ph

PTHi was measured using an inmmunoradiometric assay. with a
normal range between 15 and 80 pg/ml. Caleram and phosphorus were
measured by standard autoanalyzer techniques.

Cytomegalovirus

CMV serology (ELISA) was performed at the entry in the study.
Lymphocyte Subsets

Lymphocytes subsets were measured by flow cytometry. Total
blood samples were mcubated with FITC-conmgated anti-CD4, phy-
coerythnin (PE)-conjugated, ant-CD8, FITC-ann-CD3 (3diaclone,
Besancon, France). PE-anti-CD19 (Bectonm Dickinson, Mountain
View. CA) monoclonal antibodies, and appropriate Ab controls. After
red cell lysis, sample analysis was performed on a FACSCalibur
(Becton-Dickmson) using CellOuest software(Becton-Dickinson).

Atherosclerotic Events

Coronary Heart Disease.  Myocardial infarction docimented by
senial 11-lead elecrocardiogram evidence or Q-wave infarction and
appropriate myocardial enzyme elevations: coronary revasculariza-
tion, meludmg coronary artery bypass surgery or percutanecus frans-
huminal coronary angioplasty, tvpical history of angina wath abnormal
coronarography.

Stroke/Cerebrovascular Disease. Both nombemorthagic and
hemorrhagic strokes cenfirmed by neurologic exammation fndings
consistent with new-onset focal neurologic deficits, with or without
computed tomography of magnetic resonance imaging evidence of
cerebral infarction; symptomatic extracranial artery stenosis resulfing
in carotid endarterectomy.

Abdominal Aortic or Lower Extremity Arterial Disease. Ab-
dominal aertic repar; lower extremity revascularization via bypass
surgery or angioplasty; lower exfremfy amputation: new omset of
mtermuttent claudication confirmed by Doppler or artertography
findings.

Two physicians independent of the study were responsible for CVE
ascertaimment. This analysis was performed without knowledge of
baseline charactenshics.

Statistical Analyses

Anthmetic mean was calculated and expressed as = SD. Usmg log
rank tests on Kaplan-Meler nonparameitic estimates of the survival
without AE distnbution, we zelected vamables with 8 P = 0.20. The
selected variables were included mte a Cox proportional hazards
model, and a backward stepwise selection process was performed. this
time at a classical & = 0.05. The time elapsed smce kidney trans-
plantation was bound to vary between patients; therefore, this duration
was forced into the Cox model as a covanate. Gender and age being
potennal confounding vanables, they were also entered into the Cox
model. no matter the significance of their relationships with CVE.
Age was split into two classes separated by the median age (31 31) of
the cohart, CD4 and CDE counts were split into quartiles (CD4 Timits:
299471, and 663/mm*; CDE limits: 283, 440, and 637/mm*), as was
serum: homoeysteme (hmuts: 131, 16.9, and 21.0 pmolL). Tobacco
consumption was accounted for as cwrently smokmg versus non-
smoking. Varables that were split into guartiles were replaced by
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dumnry variables in the Cox model, which tested quartile 2 versus
quartile 1, quarfile 3 versus quartile 1, and quartile 4 versus quartle 1.
Fesults are expressed as relative risk (RR) and 95% confidence
mterval, with a P value testing the null hypothesis: RR = 1. There-
fore, when P value is less than 0.05, ER is significantly different from
1. either preater than 1 (i.e., risk of CVE is increased) or less than 1
(i.e.. nsk of CVE 13 decreased). Assumphions of Cox models (log-
linearity, proportionality of risk in time) were met in this analysis.

Results

The patients were followed for 2 mean duration of 235 *
4.5 mo. Therr mean age was 50 & 13.5 yr, and 190 (63%) were
men. Diabetes and LVH were present in 51 patients (17%) and
25 (8.2%), respectively. Seventy patients (23.1%) were current
smokers. Mean transplant duration and hemodialysis duration
were 72 £ 35 and 28 = 37 mo. respectively. Two hundred and
sixty-seven patients (88.4%) had a positive CMV serology, but
no patient exhibited CMV replication. Categorical variables
are described in Table 1, continuous variables in Table 2.

Lymphocyte Subsets

Mean CD4 and CD8 levels were 511 = 290/mm’ and 553 *
506/mm’, respectively. Mean CD4/CDS gatio was 1 £ 0.92.
Mean CD19 level was 66 + 62/mm’.

There was a positive correlation between CD4 levels and
transplant duration (r = 0.32; P = 0.02). By coatrast, CD4 cell
count was mversely related to age (v = 0.35; P = 0.01).

Cardiovascular Events

Twenty-five AE (8.3%) cccurred in 235 patients (cerebrovas-
cular disease, 3; coronary heart disease. 16: peripheral vascular
disease, §). Ten patients (3.3%) died, four (1.3%) of cardio-
vascular causes. CD4 levels were lower in patients who expe-

Table 1. Description of categorical variables

Variable Category  Freguency (%2)
Gender
Male 191 (63.25%)
Female 111 (36.73%)
History of cardiovascular event
Yes 25 (8.28%)
No 277 (91.72%)
Tobacco consumption
Yes T2 (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 (82.05%)

CMV serclogy
Negative
Positive

35 (11.6%)
267 (88.4%)
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Table 2. Description of continuous variables

Variable Mean 4 ppegion
Age (vi) 4982 1339 51.00
Transplant duration (mao) 7248 5375 68.50
SCt Clearance (ml‘min) 4068 1802  49.03
UPE (g/d) 046 0.91 0.10
PTH (pg/ml} 97.00 13387 6130
Vitamin D (ng/ml) 17.07 1449 13.00
Phosphors (mmol/L) 1.17 0.21 1.16
Caleiuvm (mmol/L) 244 0.14 144
Hemeoglobin (g/100 mi) 12.94 1.76  13.00
Fibrinogen (g/L) 3.85 0.90 380
LDL chelesterol (gL) 1.26 0.36 123
HDL cholesterol (g/L) 0.57 0.21 0.534
Total serum cholesterol (g/L) 213 0.47 211
Triglycerides (g/L) 1.54 1.11 128
Serum homgcysteine {pmolL) 18.15 6.96 16.90
BMI (kg/m™) 1442 433 2383
SBEP (mmHg) 13585 1907 14000
DEP (mmHg) 80.36 1009  80.00
PP (mmHg) 5594 1347 5500
Glycemia (mmolL) 349 1.32 510
CD3 (/mm’) 1030.64 64336 913.00
CD4 [."mms} 511.34 29040 471.00
CDg (."mms} 552.61 59591 43950
CD4/CDE ratie 1.30 0.93 1.13
CD19 (.-"rums} 6643 6177  49.00
CRP (mgL) 451 412 3.00
Serum albumin (g/L) 43.64 431 44.00

rienced AE (288 * 170/mm’ versus 531 * 200/mm® P <
0.0001).

Quartiles were defined according to CD4 cell count (Table
1). There was a linear increase in the risk of AE from the lower
guattile to the higher quartile of CD4 cell (20.8% versus 3.1%
in Q2 [<20.0001] and versus 4% in Q3 [<0.0001]. 1.3% in Q4
[=0.00017).

In univariate analysis, age (P < 0.0001), male gender (F =
0.02), a past lustory of cardiovascular disease (P <2 0.0001),
smoking status (F = 0.04), diabetes mellitus (F = 0.11), low
creatinine clearance (F = 0.01). urinary protein excretion (F =
0.03), high phosphoms concentration (P = 0.09), low calcium
concentration (P = 0.02), high fibrinogen concentration (F =
0.07)., LDL cholesteral (P = 0.07), low HDL cholestercl (F =
0.01). tHey (P = 0.0002), systolic BP (P = 0.03), pulse BP (P
= 0.06), glycemia (F = 0.07), low CD4 level (P <X 0.0001),
high CD8 level (F = 0.02), low CD4/CD8 ratio (F = 0.01),
low CD19 level (F = 0.003). CRP (F = 0.0001). and low
albumin concentration (F = 0.008) were associated with AE.

After backward stepwise selection, the variables which re-
mained in the Cox proportional hazards model. i.e, which were
linked to AE with P values << 0.03, were as follows: CD4 cell
couat, age. fobacco consumption. history of AE. serum homo-
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cysteine. Gender and duration since transplantation were kept
in the model.

Cox regression analysis revealed that age above the median
(BB, 5.84: 95% CI, 1.64 to 20.75). a previons history of
cardiovascular disease (BR, 4.24; 95% CI, 1.68 to 10.71), and
current smoking (RR, 2.99: 95% CL 1.27 to 7.02) were nsk
factors for AE. Patients in the lugher quartile of tHey have a
sigmficantly greater risk of AE than those in the lowest quartile
(RR., 3.77: 93% CIL, 1.28 to 26.08).

Patients in the three upper quartile of CD4 cell count had a
decreased risk of AE compared with those i the lowest quat-
tile (Table 3). Impotrtantly, the RR for AE progressively de-
creased from the lowest to the highest gquartile with RR values
of 0.34 (CL 0.13 to 0.92), 0.10 (CL, 0.02 to 0.46) and 0.10 (CL
0.01 to 0.80) for the 28 3r apg 4@ guartiles, respectively.

RE and their 95% CI of CVE for each variable in the Cox
maode] are displayed in Table 3, along with P values.

Discussion

There 15 a high incidence of cardicovascular complications in
the organ transplant population. In owr cohort of RTE. the
cumwlative risk for developing AE was 4.1% within 1 yr.
which is comparable to a previous report of our group (3). Both
traditional and nontraditional CV risk factors are prevalent in
our population and contribute for this increased incidence of
atherosclerotic events. Nevertheless. we postulated that immu-
nosuppressien by itself may confribute per se to accelerate
atherogenesis in this RTR population.

Our major result is the demonstration of a negative indepen-
dent relationship between posttransplant peripheral blocd CD4
cell counts and the occurrence of AE. Importantly. this rela-
tionship persisted after adjustment for traditional and nontra-
ditional cardiovascular risk factors. However, the association
between CD4 cell counts and occumence of AE demonstrated
in our study does not prove causal relationship.

T Am Soc Neplwol 14: 767772, 2003

The probabality of AE increased linearly with the decrease in
CD4 cell levels, and a CD4 cell count in the highest gquartile
[“;-663-’mm3} divided the risk of AE by 10 as compared with
the lowest quartile. Our group has previously demonstrated
that CD4 lyvmphocytopenia 15 a marker of over-immunosup-
pression in the renal transplant population (13.14). As a con-
sequence, our results may suggest that immunosuppression by
itself confnibutes to accelerated atherosclerosis in renal trans-
plant recipients.

Our study provides new insight into the pathogenesis of
accelerated transplant-related atherosclerosis. In a study by
Fyfe er al (3). atherosclerosis developed at an accelerated rate
m class I MHC-deficient mice. Furthermore, Nilsson ef al. (6)
demonstrated a 38% decrease in degree of atherosclerosis in
rabbits immunized against oxidized or native LDL. Other
animal studies have also suggested that T lvmphocyvies may
have a protective role against atherosclerosis progression (7).
Rats 1n which T lymphocytes have been eluminated by a
monoclonal antibody freatment develop larger proliferative
arterial lesions after ballocn-catheter injury. Larger lesions also
develop in athymuc row'ron rats when compared with mu/+
littermates with normal T cell levels. These results strongly
suggest that T Iymphocytes can modulate smooth muscle pro-
liferation during vascular repair in experimental models.
Lastly, Roselaar et al (8) demonstrated that Cyclosporin A-
induced suppression of cell-mediated immunity increased the
development of macrophage-rich atherosclerotic lesions in
cholesterol-fed rabbits. Nevertheless these results remained
difficult to interpret because Cyclosporin also interacts with
numerous traditional cardiovascular risk factors such as hyper-
tension and hyperlipidemia (15.16). However. a direct role of
Cyclosporin is ualilkely in our study. Treatment with Cyelo-
sporin was not associated with AE. and our previous reports
did not support a link between CD4 cell counts and Cyelo-
sporin freatment.

Table 3. Cox model: relative risks (RR) of cardiovascular event {CVE) and 95% CI

Variable ER* 5% CI P
CD4 (/mm’) <299 (1st quartile) 1 - -
299: 471 (versus 1st quartile) 0.24 0.13 to 0.92 0.033
471; 663 (versus 1st quartile) 0.10 002 to 046 0.003
=663 (versus 1st quartile) 0.10 0.01 to 0.80 0.030
Age <351 yr 1 = -
=51 yr 3.84 1.64 to 20.75 0.006
Tobacco consnmption No 1 = -
Yes 299 1.27 to 7.02 0.012
History of CVE No 1 = -
Yes 4.24 1.68 to 10.71 0.002
Semm homocysteine (pumol/L) =13.1 (1st guartile) 1 - -
13.1; 169 (varsus 1st guartile) 235 046 to0 1203 0.307"
16.9; 21.0 (varsus 1st guartile) 1.31 021 to 8.02 0.7720
=21.0 (versus 1st guartile) 377 1.28 to 26.08 0.023

* Cox model 1s adjusted for duration since kidney transplamt and gender.

* Nonsignificant at ¢ = 3%
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Lesser data concerning a potential role for immunodefi-
ciency in the pathogenesis of atherosclerosis progression are
available in humans. Nevertheless, recent studies have focused
on an increased incidence of AE in AIDS patients (9.17) with
findings suggesting that lymphopenia could be associated with
an increased risk of AE. An increased prevalence of traditional
cardiovascular risk factor is observed in this population. How-
ever, this increase in risk factors is apparently not sufficient to
explain the observed difference in AE and a matched popula-
tion (10). A role for protease inhibitor—induced hyperlipidemia
has been evoked (17) but not confirmed by more recent reports
(18.19). Constans & al. (10) have reported that HIV-positive
patients with athercsclerotic plaques had significantly lower
CD4 cell connt than these without plagues, suggesting a rela-
tionship between the intensity of immunodeficiency and the
progression of atherosclerosis. Lastly, as previously reported in
atomic bomb survivors, the intensity of CD4 lymphocytopenia
i atomic bomb survivors has been found to be associated with
an found increased incidence of myocardial (11). These find-
mgs observed both in AIDS patients and in atomic bomb
survivors therefore strongly suggest an association between
CD4 lymphocytopenia and atherosclerosis.

Hypothetically, a type 2 immune polarization could be oc-
curring in RTR who underge Iymphocyte reconstitution post-
pelyclonal antithymecyte globulins-related lymphocyte deple-
tion. In such cases, the lack of Th2 expansion in RETR with
CD4 lympheocytopenia might contribute to the increased inci-
dence of AE in this group of recipients. Indeed, Tl immune
response, as induced in response to bacteria pathogens. has
been reported to play a role in prometing athercsclerosis (20).
On the other hand, a predominantly type 2 response mitigates
the course of atherosclerosis. Imdeed, IL-10—/— C37BL/GT
mice exhibit increased fatty streak development (21) and over-
expression of IL-10 mhibits atherosclerosis in LDL receptor-
deficient mice (22). Furthermore, BALB/c mice, a mouse
strain skewed toward CD4% Th2 type imumune responses, are
atherosclerosis resistant (23). Studies to examine this hypoth-
esis are presently underway.

The reasons for the persistence of low CD4 cell count in
some renal transplant recipients and not in others remain un-
clear. In addition, polyclonal antilymphocyte globulins (12)
and suppression of cellmediated imamunity by infectious
agents other than HIV has long been recognized as a cause of
CD4 lymphocytopenia. A variety of acute and chronic infec-
tions may be associated with CD4 cell depletion. which 1s
usually transient and accompanied by CDS lvmphocytosis
(24). As mentioned previously, bacterial and viral pathogens
have been also identified as inciting agents in the pathogenesis
of atherosclerosis. In vifre, cytomegalovitus and chlamydia
poemmoniae promote a proinflammatory and a procoagulant
phenotype in vascular cells (23) Moreover, virnses can aug-
ment cell accumulation through apoptosis alterations (26).
Thus, cne can also speculate that CD4 Ivmphocytopenia could
be a swrogate marker for the presence of wviral or bacterial
mfections. Alternatively, dimimished cell-mediated immune re-
sponse may favor chronie infections involved in the pathogen-
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esis of atherosclerosis. However, one must stress that we found
ne relationship between CMV status and CVE.

To conclude, our study strongly suggests that CD4 lymphe-
cytopenia is an independent cardiovascular risk factor in RTR.
Factors such as polyclonal anti-lymphocyte zlobuling treat-
ment, guality of immune reconstitution, bacterial or viral in-
fections may be directly or indirectly contributive. Further
studies should better characterize the associations between
CD4 lymphocytopenia and AE in RTE.
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Discussion et conclusion

Notre travail montre I'existence d'une relation rentymphopénie T CD4 et risque de
complications athéromateuses. La lymphopénie T @pgarait comme un facteur de risque
indépendant des autres facteurs de risque tradélsret non traditionnels.

Ce résultat va a linverse de toutes les données I'mihérosclérose montrant que
limmunosuppression réduit la progression des hésidl est a noter que cette relation entre
lymphopénie T CD4 et complications athéromateusétaetrouvée dans d’autres populations
ayant une lymphopénie d’étiologie différente ((Knaswamy G et al Cardiol Rev 2000,
Constans J et al Ann Med 1995, Tabib A et al Cédrry Dis 2000, Depairon M et al 2001).).

Si la relation entre lymphopénie T CD4 et athérrsxde est causale, elle n’est probablement pas
directe. Des mécanismes indirects doivent étreidérés. L’hypothese la plus simple était que la
lymphopénie T CD4 favorise la survenue et la pasie d'infections sub-cliniques entretenant
un état inflammatoire chronique. Les infections g@s agents potentiellement impliqués dans la
pathogénie de I'athérosclérose (CMV, Chlamydiae,pogrraient également étre stimulées. Nos
travaux précédents confirment d’ailleurs I'excesnféctions chez les patients ayant une
lymphopénie T CD4 (Ducloux D et al Transplant Prb898). Il est également possible que la
reconstitution lymphocytaire favorise en premieuli’émergence d’'une population Th3 ou Tr1,
anti-inflammatoire et anti-athérogéne. Ainsi, lestignts gardant une lymphopénie ne

bénéficierait pas de cet effet protecteur de lanstitution.

Certains biais de notre travail doivent étre coiisid. La durée de transplantation a I'entrée dans
'étude était variable. Méme si nous avons ajusiétes les analyses pour la durée de
transplantation, il eut sans doute été plus apg@apinclure tous les patients a la méme date de

transplantation. Nous n’avons considéré qu’uneyaeatles lymphocytes T CD4 et il est possible
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gu’il y ait eu des variations apres l'inclusion. tikoétude teste la valeur prédictive d’'une seule
analyse, mais ne permet pas de spéculer sur I'imgemt¢évolution du nombre de lymphocytes
aprés la premiere année de transplantation. Iteexiar ailleurs plusieurs sous-populations de
lymphocytes T exprimant le marqueur CD4. Ces diffés lymphocytes T CD4 ont des fonctions
trés variables parfois prédites par I'existenceuttss marqueurs de surface (cellules naives et
mémoire), mais pas nécessairement (Thl, Th2, Thl}, Nous n’avons pas étudié ces
différentes sous-populations. Il est indispensdblenieux caractériser les proportions respectives
des différents lymphocytes T exprimant CD4 au calitse reconstitution rapide et chez les
patients ayant une reconstitution plus lente afen rdieux comprendre les rapports entre

lymphopénie T CD4 et athérosclérose.

D’autres questions restaient en suspens. La retdimi lymphocytaire aprés utilisation de
globulines anti-lymphocytaires polyclonales ess tvariable d’un patient & 'autre (tableau 1 de
l'article — données non publiées). Les raisons eftecvariabilité inter-individuelle sont mal
connues.

Les lymphocytes T peuvent étre générés selon detpamismes (figure 8) : Une production
accrue par le thymus (thymopoiése) ou une expardorale en rapport avec une prolifération
homéostatique. La voie la plus efficace de géramaties lymphocytes T est la thymopoiése.
Lorsque la déplétion des lymphocytes T périphésgest tres profonde, I'activité thymique peut
contribuer a la reconstitution de ces populatiamg@&nérant des lymphocytes T naidesiovo,
CD4 auxiliaires, CD8 et des Treg centraux ou nTEgrant la thymopoiese, les progéniteurs T
d’origine médullaire traversent le thymus, acquiéte phénotype T, proliferent et subissent une
maturation dans le thymus. Le récepteur TCR estémgérdurant la thymopoiése par

réarrangement aboutissant a une grande diversitépgutoire T.
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L’activité thymique peut étre appréciée de difféesrfacons : la mesure des lymphocytes T naifs
sur la base du phénotype CD45RA+ CD45R0-, la dficatiion des TREC et I'analyse de la

diversité du répertoire du TCR.

Reconstitution du pool de lymphocytes T CD4

Rappel : différenciation des LT dépendante du thymus
Voies de différenciation pour faire face "au vide" de |'ablation des LT suite au conditionnement
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Adapté d'apres Mackall CL et al., Immunol Today, 1997, 18 : 245

Figure 8 : Les lymphocytes T peuvent étre génétamsieux mécanismes. Une production
accrue par le thymus (thymopoiése) ou une expactioale périphérique en rapport avec une
prolifération homéostatique. La voie la plus effieale génération des lymphocytes T est la
thymopoiése. Lorsque la déplétion des lymphocytpériphériques est trés profonde, I'activité
thymique peut contribuer a la reconstitution deasulations en générant des lymphocytes T
naivesde novo, CD4 auxiliaires, CD8 et des Treg centraux ou gTf&e type de reconstitution

aboutit & une perte de diversité du répertoire @R.T Durant la thymopoiese, les progéniteurs T
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d’origine médullaire traversent le thymus, acquiéte phénotype T, proliferent et subissent une
maturation dans le thymus. Une réponse thymiquptédaétablit un profil gaussien d’abord

dans les lymphocytes T naifs puis dans les lympiescly mémoires ().

* Analyse du phénotype de surface :
Le phénotypeCD45RA+/CD45R0O- a été initialementisdilpour quantifier les lymphocytes T
naifs (Mackall CL et al N Engl J Med 1995, Mack@ll et al Blood 1993). Néanmoins, il s’est
avéré que cette définition des lymphocytes T nétifst insuffisante car certains lymphocytes T
ayant un tel phénotype « naif » peuvent étre idauee expansion périphérique (Williams K et al
Semin Immunol 2007) et des lymphocytes activés @euretrouver un méme phénotype « naif »
(Williams K et al Semin Immunol 2007).
Ce probléme a été résolu par I'utilisation de matga additionnels (CCR7+, CD62L+) et par la
démonstration que la conversion de lymphocytes fivée ou mémoires n’aboutissait pas a
générer des populations réellement naives (GeaQR¥bc Natl Acad Sci U S A 2002).
Le marqueur CD31 est également un marqueur deshigaypes T naifs et peut étre utilisé pour
identifier cette population (Ashman LK et al Tissiatigens. 1991). Il a récemment été montré
gue les lymphocytes T CD4+ CD31+ CD45RA+ CD45R@eéstrcontenaient la majorité des
TREC attestant de la validité de ce marquage mmntifier les lymphocytes T naifs (Junge S et

al Eur J Immunol. 2007).

* Impact de la fonction thymique :
L’analyse de activité thymique peut également étmactérisée par la quantification des cercles
d’excision générés par le réarrangement du TCR (RBur TCR rearrangement excision
circles) (Douek DC et al Lancet 2000). Les TREC sont fard8ADN épisomal, excisé de la

chained du TCR, organisé en cercles lors du réarrangedengenes VDJ des chaines du TCR.
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Ces cercles sont maintenus stables pendant laiativisellulaire et ne sont pas dupliqués
aboutissant a une progressive dilution dans ldsleslfilles. Les TREC peuvent étre mesurés par
PCR dans les cellules T périphériques et leur dfication reflete I'activité thymique. Les TREC
ont été utilisés pour confirmer I'involution thymig au cours du vieillissement (Gruver AL et alJ
Pathol. 2007). Ainsi chez les sujets a4gés qui ptése une fonction thymique moins efficace, le

nombre de TREC est réduit (Gruver AL et al J Path@07).

* Analyse de la diversité du répertoire du TCR:
La thymopoiese peut également étre mesurée parré€ajation de la diversité du répertoire du
TCR par l'analyse de la variation de la longueuldadeégion CDR3 de la chaifiedu TCR. La
région CDR3 forme le site de contact avec le corgl€MH peptide et joue un role
prépondérant dans la reconnaissance de l'antidéné&és grande diversité de la région CDR3
résulte de l'insertion aléatoire de nucléotidesadute processus de réarrangement VDJ du TCR.
Ce phénoméne aboutit a une répartition gaussieasdothgueurs du CDR3. La reconstitution
« périphérique » ou prolifération homéostatiqueéapine déplétion sévére des lymphocytes T
aboutit a un profil oligoclonal de la distributiales longueurs de CDR3. Une réponse thymique
adaptée rétablit un profil gaussien d'abord dars lignphocytes T naifs puis dans les
lymphocytes T mémoires (Hakim FT et al J Clin Istv2005; 115: 930-9, Wu CJ et al Blood

2000).

Nous avons réalisé une nouvelle étude sur la mé&herte de patients afin de pouvoir mieux

comprendre cette lymphopénie T CD4 et & mieux apréle risque pour les patients

transplantés.
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Nous avons donc conduit une seconde étude ayanbpbde déterminer :

1- Les facteurs prédictifs de la reconstitution pyracytaireT CD4 et en particulier le role de la
thymopoiése

2- La nature de la relation, causale ou indireettre évenements athéromateux et lymphopénie
T CDA.

Une relation directe entre lymphopénie T CD4 egpession de la maladie athéromateuse est peu
probable. Les lymphocytes T CD4 sont en effet fodst impliqués dans la formation de la
plaque et nos données ne sont pas soutenues pandetes expérimentaux (voir introduction).
Deux types de relation indirecte peuvent étre empés.

La lymphopénie T CD4 pourrait favoriser la surverli@fections sub-cliniques générant une
réponse inflammatoire systémique pro-athérogene efinfections a germes localisés au sein de
la plaque ¢hlamydia, CMV). Dans ce cas, les agents infectieux exprindeis PAMP a I'origine

de l'activation de I'immunité innée et la libératiae cytokines pro-inflammatoires. La capture
de ces agents infectieux par les CPA de la plageet pboutir & une présentation aux
lymphocytes T dans des contextes de danger. Ceatiah I'activation de la réponse adaptative
de type | préférentiellement. Nous avons analysééfonse inflammatoire chez les patients
lymphopéniques et non lymphopéniques par la medeite protéine C réactive (CRP).

La lymphopénie T CD4 pourrait également correspendr un défaut d’expansion d'une
population lymphocytaire T CD4 anti-inflammatoireaati-athérogéne de type Treg. Nous avons
étudié la proportion de lymphocytes T CD4 exprimégd marqueurs CD25 et FoxP3mais
n’exprimant pas le CD127 chez les patients lymphapées et non lymphopéniques. L'analyse
de l'expression du CD127 permet de faire la diffiéee entre des lymphocytes T activés
exprimant de maniére transitoire FoxP3 en plus B2%et les Treg (Liu W et al J Exp Med.

2006, Seddiki N et al J Exp Med. 2006, Michel lakd Clin Invest. 2008).
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3- Enfin, I'impact de la lymphopénie T CD4 sur lange des patients apres transplantation rénale
n'était pas déterminé par nos travaux précédents.

Afin de répondre a ces questions, nous avons cbmhel seconde étude incluant les mémes
patients pour une période de suivi de 92 mois. W@is a été analysée dans cette cohorte en
fonction de l'existence ou non d’'une lymphopénieCD4 et d’autres facteurs classiques de
morbi-mortalité.

Au sein de cette cohorte, la nature de la recoristit lymphocytaire et ses déterminants ont été
étudiés chez 77 patients. La proportion de lymptescyi CD4 exprimant Foxp3 mais pas le

CD127 a également été déterminée chez 43 de cpatiénts en fonction de la disponibilté du

matériel biologique.
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Abstract

Background: Prolonged CD4 T cell lymphopenia after polycloaatithymocyte globulins
(ATG) increases the rate of different post-transptautcomes. We examined the association
between CD4 T cell counts, thymic function, andtdea renal transplant recipients (RTR).
Methods: Three hundred and two consecutive renal transptaiptients were enrolled in this
prospective study. Peripheral blood lymphocyte stgwere quantified and analyzed with
respect to other known cardiovascular risk factors.

Results: The patients were followed for a mean duratio@2f 7 months. Eighty one patients
(27%) had CD4 T cell count < 300 mMnThymic function as estimated by TREC (T cell
receptor excision circles) was predictive of effitti CD4 T cell reconstitution. Thirty six
patients (11.9%) died during follow-up. This copesded to 17 deaths per 1000 patients/year.
We observed a higher death rate in patients witkigtent long-term (i.e. > one year) CD4 T
cell lymphopenia (24.1 % vs 7.6 %; p<0.001). Thisess of death in lymphopenic patients was
mainly due to a higher rate of cardiovascular aamter-related death: cancer (8.8% vs 2.7% in
non-lymphopenic patients; p=0.046), and AE (10.¥/8\.% in non-lymphopenic patients;
p=0.031). Cox regression analysis revealed thamatwith CD4 T cell lymphopenia had an
independent increased risk of death (RR, 4.63; @5%4.91 to 10.65; p=0.001). Remettre dans
le sens du papier

Conclusions:Prolonged ATG-induced CD4 T cell lymphopenia israatependent risk factor

for death in RTRs.
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Introduction

Broad T cell depletion by polyclonal antithymocgiebulins (ATG) has been used for many
years as a part of immunosuppressive treatmeramsplantation. These polyclonal Abs are a
complex mixture of Abs with multiple specificitierected to both T cells and non T cells (1,
2). They produce profound T cell depletion via complatrdependent lymphocyte lysis and
Fas/Fas ligand mediated apoptosis (3A#though T cell regeneration after ATG generally
occur in the months following ATG administratidvuller et al (5)reported that ATG may
induce persistent changes in lymphocyte subsetactesized by low CD4 cell count and CD8
cell expansionOur group has reported that impaired reconstitution cell-mediated immunity
after ATG in renal transplantation represents aomaguse of morbidity. Indeed, renal
transplant recipients (RTRs) with persistent CDeell lymphopenia exhibit a higher rate of
late opportunistic infections (8Ylore recently, we reported an increased rate afratitlerotic
events (AE) in patients with impaired CD4 T celtoastitution (9). Nevertheless, whether
impaired immune reconstitution after ATG influengedient survival remains to be
determined.

To date, reasons for persistent CD4 T cell lymphapa some RTRs remain unknowincell
regeneration after ATG may occur by several meamasi including thymic-dependent and
thymic-independent pathwaylé has been mostly reported that T cell depleteadk to
homeostatic proliferation of residual T cells ahéit conversion into alloantigen-reactive
memory-like T cells (10, 11). Nevertheless, whethgmic function plays a role in immune
reconstitution following ATG-induced T cell deplei is unknown in organ transplantation.
However, previous data in hematopoietic transptamtaafter myeloablative conditioning
regimen has identified that thymic function at tiofdransplantation (assessed by T cell
receptor excision circles, TRECS) is a significator influencing CD4 T cell reconstitution as

well as transplantation outcomes (12, 13, 14).
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In this study, we studied whether prolonged ATGuiced CD4 T cell lymphopenia may affect
patient survival. Furthermore, we investigated subset of patients whether pre-transplant

TRECs number may predict prolonged ATG-induced dmz#ll lymphopenia.
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Patients and Methods

Study design and populations

We analyzed a prospective cohort of 302 consecutiable RTRi(e. transplant duration > 12
months; no acute rejection, serum creatinine <4®0l/l) from a previously reported study ().
All these patients had received ATG as inductia@rapy. Characteristics of the study
population have been previously described in de{8il (tables 1 and 2).

Of note, transplant duration at inclusion was astel2 months.

Rajouter la deuxiéme cohorte TREC / cinétique (100)

Troisieme étude sur available matérial (43)

Lymphocyte subsets

Absolute numbers of blood B and T cells, C#d CD8 T cells were determined by single
platform flow cytometry using TetraCXP® method, Wl&ount fluorospheres and FC500®
cytometer (Beckman Coulter, Villepinte, France)admg to manufacturer’'s recommendations
(15). Naive CD4 T cells were also assessed as CR45BD62L", CD45R0O CD4" CD3' cells
using the following antibodies: FITC-conjugated GRA (clone HI100), phycoerythrin-
CD62L (Dreg56) (BD Biosciences, Le Pont de Claipgriee), ECD-CD45R0O (UCHL1), PC7-

CD3 (13B8.2) and allophycocyanin-CD3 (UCHT1) (Be@mCoulter, Villepinte, France).

TRECs
Pre-transplant TRECs were assessed in 100 pasiedtkinetics of reconstitution was
prospectively analyzed in this population. The algnint TREC were quantified in PBMC

using real-time quantitative PCét LightCycler (Roche Diagnostics, Meylan, Franes),
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previously described (16 series of standard dilutions of a plasmid contajrihe signal-joint
breakpoint was used to quantify TREC in each pated control DNA sample. Cycle
threshold was assessed using the second derivaétieod with the LightCycler software 3.5.3.
Each DNA sample was run in duplicate. Quantificatxd a reference gene (GAPDH) was
carried out in the same conditions. Results wepeessed as the mean of duplicate TREC

copies number normalized by GAPDH gene copies numbe

Foxp3 analysis
In the TREC sub-study, the frequency of CD4+CD25¢f3> T cells was analyzed one year

post-transplant in 43 patients.

Confounding factors

Age, gender, weight, size, blood pressure, hemyaigatiuration before transplantation,
diabetes mellitus, smoking status, past historyaofliovascular events (CVE),
immunosuppressive treatment (use of calcineuriibitdrs) and different biological parameters
(including: serum creatinine, PTH, vitamin D, phlespus, calcium, haemoglobin, fibrinogen,
total cholesterol, LDL and HDL cholesterol, triggrides, homocystéine [tHcy], glucose) were
assessed upon inclusion.

Methods of assessment and definitions of thesamims were previously described in details

(9).

Death
All death and causes of death were assessed.
Main causes of death (CVE, cancer, infection) duedt trelationships with CD4 T cell count were

also analyzed.
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Death was considered to be of cardiovascular origine to myocardial infarction, stroke,
abdominal aneuvrysm rupture, critical lower limbhiemia, or sudden death in the presence of
coronary heart disease. Death occurred in the irmateeduites of coronary revascularization,
carotid endarteriectomy, lower extremity revasda&gion via bypass surgery or angioplasty, or
abdominal aortic repair were also considered toflmardiovascular origin.

. Atherosclerotic events were defined as follow:

Coronary heart disease: Myocardial infarction documented by serial 12eledectrocardiogram
evidence or Q-wave infarction and appropriate myadiehenzyme elevations; coronary
revascularization including coronary artery bypssgjery or percutaneous transluminal
coronary angioplasty; typical history of anginatwétbnormal coronarography.
Stroke/cerebrovascular disease: Both nonhemorrhagic and hemorrhagic strokes ooefil by
neurologic examination findings consistent with n@wset focal neurologic deficits, with or
without computed tomography or magnetic resonameging evidence of cerebral infarction;
symptomatic extracranial artery stenosis resuitincarotid endarteriectomy.

Abdominal aortic or lower extremity arterial disease: Abdominal aortic repair; lower extremity
revascularization via bypass surgery or angiopjdstyer extremity amputation; new onset of
intermittent claudication confirmed by doppler oieaiography findings.

Two physicians independent of the study were resiptenfor CVE ascertainment. This analysis
was performed without knowledge of baseline charastics.

All the patients with cancer were first referredbta unit. Autre formulation

Statistical analysis
Arithmetic mean was calculated and expressed 3B .+
Using log rank tests on Kaplan Meier nonparameitsiomates of the survival distribution, we

selected variables withmvalue lower than, or equal to, 0.20. The selectathbles were
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included into a Cox proportional hazards model, atdckward stepwise selection process was
performed, this time at a classiead0.05. The time elapsed since kidney transplantatias

bound to vary between patients; therefore thistthimavas forced into the Cox model as a
covariate. Gender and age being potential confogndgariables, they were also entered into the
Cox model, no matter the significance of their tielaships with death. Age was split into
tertiles (<44, 44-57, >57). Creatinine clearance glit in two classes (<49 ml/min49

ml/min), CRP (<3 mg/Iz3 mg/l [median value]), and urinary protein exarat(<0.10 g/d,

>0.10 g/d). CD4 T cell lymphopenia was considere@m@D4 T cell count was less than
300/mn? according to our previous work (djobacco consumption was accounted for as
currently smoking versus non-smoking definitioniables. Results are expressed as hazard
ratio (HR) and 95 % confidence interval, witlp &alue testing the null hypothesis: HR=1.
Therefore whem value is less than 0.05, HR is significantly diéfiet from 1, either greater than
1 (i.e. risk of death is increased) or less thénelrisk of death is decreased). Assumptions of

Cox models (log-linearity, proportionality of risk time) were met in this analysis.
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Results

\~ K4

Main cohort

Study population

The patients were followed for a mean durationf¥ months. Patients’ characteristics have
been described previously (9).

Categorical variables are depicted in Table 1,inaous variables in Table 2.

Lymphocyte subsets

Mean CD4 and CD8 T cell levels were 511 290/mnt and 553 +596/mnf, respectively.
Mean CD4/CD8 ratio was 16.92. Mean CD19B cell level was 66 -62/mn?.

There was a positive correlation between CD4 Tleg#ls and transplant duration (r=0.32;
p=0.02). By contrast, CD4 T cell count was inveyrselated to age (r=0.35; p=0.01).

Eighty one patients (27%) had CD4 T cell count € B0r'. Patients with CD4 T cell
lymphopenia differed from those with normal CD4dll count for age (53.9 $2.6 vs 48.4 +
13.7 years, respectively; p=0.001), transplanttihmg54 +44 vs 79 +58 months, respectively;
p=0.001), fibrinogen levels (4.020:90 vs 3.79 ©.90 g/l, respectively; p=0.057), LDL
cholesterol levels (1.33 8.37 vs 1.24 ©.37 g/l, respectively; p=0.051), tHcy levels @9.8.9
vs 17.6 +6.1 pmol/L, respectively; p=0.027), CRP level§ (34.6 vs 4.3 3.3 mg/I,
respectively; p=0.011), CD1® cell counts (48 46 vs 73 #65/mnT; p=0.002), and pulse

pressure (59.4 5.8 vs 54.7 45.2 mm Hg, respectively; p=0.018). Analyse maltige

Death

Thirty six patients (11.9%) died during the follaye- This corresponds to 17 deaths per 1000

patients/year. Of them, thirteen (36%) died fromaea, fourteen (39%) from atherosclerotic
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disease, seven (19%) from infectious causes, one flulmonary embolism (3%), and one
(3%) from trauma.

We observed a higher mortality in patients withspggtent CD4 T cell lymphopenia (24.1 % vs
7.6 %; p<0.001). Survival according to CD4 T celldls is depicted in figure 1.

Forty four AE occurred during the follow-up. AE veemore frequent in patients with CD4
lymphopenia (29.1% vs 9.4%; p<0.001). There wagrfgcant higher death rate due to AE in
patients with CD4 T cell lymphopenia (10.1% vs 3,1&spectively; p=0.031).

Sixty cancers occurred during the study follow-8pncers were more frequent in patients with
CD4 lymphopenia (30.4% vs 16.1%; p=0.010). There &alao a significant higher death rate
due to cancer in patients with CD4 T cell lymphadpgB.8% vs 2.7%, respectively; p=0.046).
Other causes of death were not differently distedibetween patients with and without CD4 T
cell lymphopenia.

In univariate analysis, age (p=0.003), smokingust&p=0.04), diabetes mellitus (p=0.017), low
creatinine clearance (p=0.006), high fibrinogerel€®.017), high CRP level (p=0.001), and
low CD4 T cell levels (p<0.001) were predictivedefath.

After backward stepwise selection, the variableglvhemained in the Cox proportional
hazards model i.e. which were linked to AE wpthialues < 0.05 were: CD4 T cell counts, age,
CRP levels. Gender and duration since transplamtatere kept in the model.

Cox regression analysis revealed that age in theruertile (RR, 3.15; 95% ClI, 1.11 to 15.27;
p=0.047) and CRP levels above the median (RR, 92%; Cl, 1.63 to 16.70; p=0.005) were
risk factors for death. Patients with CD4 T cethjyhopenia also had an independent increased
risk of death (RR, 4.63; 95% CI, 1.91 to 10.65; /86Q). Relative risks (RR) and their 95 %
confidence intervals (95 % CI) of CVE for each aéte in the Cox model are displayed in
Table 3, along witlp values.

Thirteen patients (16%) with CD4 T cell lymphopelust their graft during the study period.
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Seven of them died before the end of follow-up éegin2; CVE, 3). During the same period, six
of the 35 patients without CD4 T cell lymphopeniaoreturned on dialysis died (17% vs 54%;
p=0.029). Of note, death-censored graft loss wagasiin patients with and without CD4 T cell

lymphopenia.

Pre-transplant Thymic function and lymphocyte recorstitution

Kinetics of reconstitution

Lymphocyte reconstitution was prospectively studre@d00 patients.

The proportion of patients with CD4 T cell lymphojee decreased with time post-transplant
(59%, 44%, 33%, and 27% at 1, 2, 3, and 4 yeartpassplant respectively).

At one year post-transplant, the frequencies ofy T@&D4+CD25+Foxp3+/CD4+ T cells) were
significantly higher in patients with CD4 T cellnhphopenia (1.56 +/- 0.74 vs 0.97 +/- 0.57%;
p=0.027).

TREC

Pre-transplant thymic function was assessed by TRE®tification. TRECs were not normally
distributed. Median was 996 [5-44300]. TRECs wegaificantly higher in younger patients
(median 1450 [65-44300] vs 431 [5-18800]; p=0.0&9 we observed a strong inverse
correlation between TRECs and age (r=-0.44; p<0.001

There was a strong positive correlation betweertnaresplant TRECs and CD4 T cell counts at
one, two, three, and five years post-transplanECRalso predicted post-transplant naive CD4
CD45RA" CD62L" CD45RO T cell recovery.

Pre-transplant CD4 T cell count does not predisty@nsplant CD4 T cell counts.

In multivariate analysis, only pre-transplant TRE@we predictive of CD4 T cell counts at one
year. More precisely, RTRs with TRECs > 10000 hadaificantly reduced risk of CD4 T cell

lymphopenia than those with TRECs < 10000 (RR, 08% CI, 0.03 to 0.89; p=0.036). Of note,
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80% of RTRs with pre-transplant TRECS > 10000 hawial CD4 T cell reconstitution one-
year post-transplant whereas only 34% of those prightransplant 10000 had normal CD4 T
cell reconstitution. The positive and negative preke values for this threshold were 80 and
63%, and 100% and 52% at one and two years posgiant, respectively.

Because pre-transplant thymic function influenc& Q@ cell reconstitution, we also analyzed
death according to pre-transplant TRECs. Patieate wivided in three groups according to
TREC values (T1 [5-392], T2 [400-1990], T3 [2080384]). We observed a trend towards a
linear increase in death rate with decreasing $20ETRECs. Whereas annual death rate was

0.44% in T3, itwas 0.91% and 2.4% in T2 and T&peetively (p for trends=0.09).
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Discussion

Our study demonstrated that impaired CD4 T cell unemreconstitution after ATG is a risk
factor for death in RTRs even after adjustmenttmfounding factors. The influence of CD4 T
cell lymphopenia on survival persisted even afé¢unn on dialysis and immunosuppressive
withdrawal. We previously reported that RTRs witrgistent CD4 T cell lymphopenia have an
increased risk of opportunistic infections (6), @an(7, 8), and atherosclerotic disease (9). Our
present result adds to the clinical impact of immueconstitution following ATG in RTRs and
underlines the need for both pre-transplant re¢mgnof patients at risk of impaired immune
reconstitution and post-transplant monitoring ofACDcell after ATG to guide preventive
measures. We also showed that pre-transplant thigmation as assessed by TRECs impacts

on CD4 T cell reconstitution and death.

An excess of cardiovascular death is the main reémahe increased death rate observed in
patients with impaired immune reconstitution. Weoatonfirmed in this long-term study that
patients with CD4 T cell lymphopenia have an inseshrisk of AE. We previously suggested
that an anti-inflammatory immune response (typ€ &gulatory 1 (TR1), or TH3) could be
occurring in RTRs who undergo efficient lymphocggeonstitution after ATG-related
lymphocyte depletion. Thus, the lack of expansibsuzh anti-inflammatory CD4 lymphocyte
populations in RTRs with CD4 T cell lymphocytopeméght contribute to the increased
incidence of AE in this group of recipients. Recstutdies outlined the role of natural T
regulatory lymphocytes (Treg) in atherosclerosig (18, 19)All these studies suggest that
atherosclerosis is a type 1 related-disease amna #iEft towards a T regulatory response reduce
the progression of the disease. Our hypothesig&maforced by recent data suggesting that

ATG may expand Treg (at ledstvitro), mainly by inducing CDZCD25Foxp3 T cells. ATG
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may induce peripheral conversion of T cells in Tbeg also Treg generation in the thymus (20,
21).Our present results do not confirm our initial hifsis. Indeed, the frequency of
CD4+CD25+Foxp3+ T cells was higher in patients V@4 lymphopenialn fact, some recent
studies also showed that lymphopenia is a strondutator of Treg (23, 24).
CD4+CD25+Foxp3+ can occur through thymic-dependendtthymic-independent pathways.
A thymic origin is unlikely in our population. Indd, patients with prolonged CD4 T cell
lymphopenia have pre-transplant depressed thymiction and none of them had robust post-
transplant CD4+CD45RA+ expansion. Treg expansiabaly occurs through peripheral
expansion. This Treg expansion may serve to maisili-tolerance during lymphopenia. A
number of inflammatory conditions are associatetth wihigher percentage of Treg (25).
Patients with CD4 T cell lymphopenia have both kigllequency of CD4+CD25+Foxp3+ T
cells and higher CRP levels than patients with rdmaconstitution. This could suggest that the
suppressive response is enhanced but insuffidesdrtrol inflammation. Persistent sub-
clinical infections in patients with CD4 T cell lyphopenia may generate chronic inflammation

and accelerated atherosclerosis.

We found that both cancer rate and cancer-relsgathdate are increased in patients with CD4 T
cell lymphopenia. This result may be explained bthtthe inability to eliminate or suppress viral
infections with a subsequent increase rate of vimdsaced tumours and a defect of elimination of
tumour cells. These two mechanisms could be dyrettiibuted to CD4 T cell lymphopenia.
However, recent studies demonstrate that tumos cath recruit Treg cells to inhibit antitumor
immunity in the tumor microenvironment (26). It cla@ speculated that the increased frequency
of Treg in patients with CD4 T cell lymphopenia baontribute to cancer occurrence. This

could have important therapeutic implications famunotherapy of cancer in RTRs.
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As progenitor T cells undergo T cell receptor (T@Rhe rearrangement in the thymus,
chromosomal sequences are excised to produce egdifiA byproducts termed TCR
rearrangement excisional circles (TRECs). TREGsroulating T cells are therefore a useful
tool to identify these cells as recent thymic emigs. This permits to appreciate thymic function
(27).In addition to analysis in HIV patients, TREC detération was performed in patients after
allogeneic hematopoietic cell transplantation hiis setting, pre-transplant TREC levels was
found as a factor predicting T cell reconstitutimth in adults and in pediatric patients (12, 13,
14).Here, we showed that pre-transplant TREC numbetigteeCD4 T cell reconstitution after
ATG. Interestingly, a low number of TRECs in thejransplant period characterizes a very high
risk population for the later development of ATGHiced CD4 T cell lymphopenia. Therefore,
reconstitution after ATG is at least in part departcbf thymic function. Nevertheless, for a
continuous variable used as a predictive factdimithg thresholds is mandatory for clinical
practice. Thresholds should have both good posithenegative predictive values to help
physicians in patients’ management. We found a TR&Eshold > 10000 to be highly predictive
of efficient reconstitution (PPV=80% at one yead 400% at two years). The possibility to
select patients with low or high risk of immuneaastitution impairment through pre-transplant
TRECSs could offer the opportunity to use ATG witlbna safety. Indeed, we also showed in a
small subset of patients a trend towards an agsmtieetween low pre-transplant TREC count
and death after transplantation. Finally, our stsuggests that pre-transplant TREC
determination may not only minimize the risk of jpriged CD4 T cell lymphopenia but also

contribute to reduce mortality after transplantatio

Our study has some limitations pour I'analyse deulkvie. We included prevalent patients and

consequently a survival bias is possible. Futurdies should target incident patients to confirm

our results. Furthermore, we considered only oterdenation of CD4 T cell levels and CD4 T
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cell kinetics could give better information. CD4@ll levels were not measured at the same post-
transplant time. Even when we adjusted all ouryaiglon transplant duration, further studies

should consider CD4 T cell levels at a same pastsplant time.

To conclude, our study strongly suggests that pggd CD4 T cell lymphocytopenia is an
independent risk factor for death in RTRs havirgereed ATG. As pre-transplant thymic
function may predict immune reconstitution after@TTREC 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 usedAE, 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  72.48 55.75 68.50 (range)
time of analysis

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 (umol/l) 18.15 6.96 16.90
BMI (kg/m?) 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 (/mnd) 1059.64 645.36 915.00
CD4' T cells (/mnd) 511.34 290.40 471.00
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CDS8' T cells (/mnd) 552.61 595.91 439.50

CD4/CDS ratio 1.30 0.93 1.13
CD19' B cells (/mnf) 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 usedBMI, body mass index; CRP, C reactive protein;@)Biastolic blood

pressure, ; PP, pulse pressure; SBP, systolic loessure, ; U.P.E, urinary protein excretion, .
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Table 3: Cox model: relative risks (RR) of deatd 8% Confidence Intervals

Variable Hazard ratfo 95 % ClI p value
CD4 T cells (/mni) > 300 1 - -

<300 4.63 [1.91; 10.65] 0.001
Age <43years 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

' Cox model is adjusted for duration since kidneysplant and gender.
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Discussion et conclusion

Le principal résultat de cette étude est que lsig@nce d’'une lymphopénie T CD4 apres
déplétion lymphocytaire par des globulines anti{Wrocytaires polyclonales est un facteur
majeur de mortalité aprés transplantation. L'exdesmortalité est principalement lié & une
augmentation des décés de causes cardio-vascuktiregoplasiques. Ce résultat confirme
l'impact de la lymphopénie T CD4 déja démontré g risques d'infections, de cancers et
d’événements athéromateux aprés transplantatigustfie d’essayer de mieux reconnaitre les
sujets a risque de lymphopénie T CD4 persistante diénvisager des traitements d’'induction

alternatifs aux globulines anti-lymphocytaires mhbyales chez ces patients.

Notre étude montre que la fonction thymique perdetprédire la qualité de la reconstitution

aprés globulines anti-lymphocytaires polyclonalsus avons analysé I'activité thymique en

pré-transplantation par la quantification des TRE@n post-transplantation par la génération de
lymphocytes T naifs CD45RO- CD45RA+ CD62L+. Le talexTREC avant greffe est corrélé au

pourcentage de lymphocytes T naifs un an aprésfsglantation et prédit la survenue d’'une
lymphopénie T CD4. Ces résultats suggerent quenatibn thymique est importante pour la

reconstitution lymphocytaire aprés déplétion pabglines anti-lymphocytaires polyclonales.

Une expansion périphérigue homéostatique pourrainienir probablement chez certains

patients qui recouvrent un nombre de lymphocyteSDA+ normal ou proche de la normale,

alors méme que le taux de TREC avant greffe elslefat le pourcentage de lymphocytes naifs
apres greffe réduit. Néanmoins, la lymphopéniecsiapagne d’'une diminution de la diversité

du TCR et seule la reconstitution issue de la tipoigse permet de restaurer cette diversité
(Hakim FT et al J Clin Invest 2005, Dumont-GirardeF al Blood 1998). Sans un pool de

lymphocytes T naifs, dérivées du thymus, la répoveecinale et I'élimination des agents
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infectieux sont diminuées (Roux E et al Blood 20D0mont-Girard F et al Blood 1998, Lewin
SR et al Blood 2002).

De plus, la récupération de la diversité du répertdes lymphocytes T CD4+ peut prévenir la
survenue d’'une auto-immunité (Muraro PA et al Teerchmunol 2006). De fait, seule la
thymopoiése peut assurer la récupération d'une mttuefficace. En conséquence, la
connaissance de la fonction thymique avant I'@ilen de globulines anti-lymphocytaires est
primordiale pour prédire les capacités de recariglit quantitative et qualitative du patient et le
risque de complications issues d’'un défaut de r&dation. Le suivi des lymphocytes T naifs
et/ou I'analyse de la diversité du TCR pourraienidgr plus précisément la prévention anti-
infectieuse chez les patients immunodéprimés aganine déplétion lymphocytaire.

La quantification des TREC dans la premiére ann@est I'administration de globulines anti-
lymphocytaires aurait également peut étre permisidelx préciser la part de I'activité thymique
dans la reconstitution. Nous avons observé cheijges patients une lymphopénie T CD4
persistante et un faible pourcentage de lymphocytemifs malgré des TREC élevés avant
greffe. Chez ces patients, la contribution thymiguéa reconstitution a pu étre modifié par
d’'autres facteurs. La disponibilité en progéniteuls peut étre modifiée par les
immunosuppresseurs (Almeida AR et al J Exp Med 200tllisés pendant la greffe.
L’environnement en cytokines, facteurs de croissagtchormones peut également influencer le
développement des thymocytes. L'interleukine-7 {)l.-produite par les cellules épithéliales
thymiques, est un facteur de survie pour les thytesc (Peschon JJ et al J Exp Med 1994,
Bolotin E et al Blood 1996, Mackall CL et al Blo2801, Li A et al Gene Ther 2006). La part de
ces facteurs dans la reconstitution lymphocytaipees déplétion par les globulines anti-
lymphocytaires n'a pas été étudiée a ce jour. Aitesiqualité de la thymopoiése dépend
également d’interactions entre thymocytes et strothgmique. Ces interactions sont

indispensables pour la différentiation et la matarades thymocytes. Différents facteurs sont
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impliqués dans ces interactions dont la prostaghtenB2 (Rocca B et al J Immunol. 1999). La
synthése de PGE2 est sous le contréle d’une enZg@K;2. Récemment, un polymorphisme G
=>» C dans le promoteur du géne de COX-2 a été idemtec I'allele C associé a une plus faible
activité du promoteur et & des taux de réduits @&2 (Cipollone F et al JAMA 2004). Nous
avons étudié l'influence du polymorphisme de COXu2 la reconstitution lymphocytaire TCD4
suivant la déplétion induite par I'ATG. Nous avom®ntré que la capacité de production de
PGE2 prédite par le polymorphisme du promoteur éloegde COX-2 module la reconstitution
lymphocytaire T CD4. La PGE2 a été impliquée damsnhéostasie hématopoiétique chez zebra
fish (Rocca BJ et al Immunol. 1999) et dans la pécation de la myélotoxicité du 5-fluoro-
uracyl chez la souris (Lorenz M et al Experimemtalmatology 1999). Aucune étude a ce jour
n'avait vérifié I'implication de la PGE2 et de CQX<dans I'homéostasie lymphocytaire chez
’homme. De nombreux traitements peuvent influenter synthése de PGE2 (stéroides,

mycophénolate mofétil) et ainsi modifier la quati la reconstitution.

La thymopoiése n’est pas la seule voie de recatistit aprés déplétion lymphocytaire induite

par les globulines anti-lymphocytaires. Chez désohas rendus lymphopéniques par irradiation
et les globulines anti-lymphocytaires, linjectiodilL-7 permet d’obtenir des valeurs de

lymphocytes T CD4 plus élevés qu'avec le placebo KLet al Clin Immunol. 2005). D’autre

part, aprés déplétion lymphocytaire par des amiganti-CD4 et anti-CD8 monoclonaux dans un
modele de greffe de caeur chez la souris, il a @étr@ une prédominance des lymphocytes T
mémoires dans les jours suivant la déplétion (D&viet al J Immunol 2006). Ce résultat serait
expliqué par une plus grande résistance de ceglelh la déplétion d'une part et par une
prolifération homéostatique d’autre part. Cette amgion de lymphocytes persistants apres la
déplétion (lymphopenia-induced proliferation, LI®t sous la dépendance du complexe CMH

peptide et de cytokines telles que I'lL-7 et I'll>-1Kieper WC et al Proc Natl Acad Sci USA
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1999, Ernst B et al Immunity 1999, Schluns KS etlal. Immunol 2000, Tan JT et al J Exp Med
2002). Les lymphocytes apparaissant au cours deroéi&rations ont un phénotype effecteur /
mémoire (Prlic MB et al J Immunol 2001, Goldrath AaWal J Exp Med 2000, Cho BK et al J
Exp Med 2000, Gudmundsdottir H et al J Immunol 208turali-Krishna K et al J Immunol

2000). Ces données expérimentales sont concordamées I'observation faite chez 'Homme
aprés déplétion par Campath, un anticorps monokclantd-CD52 (Pearl, JP et al Am J
Transplant 2005). Juste aprés le traitement, lapgtion de lymphocytes T mémoire était

augmentée suggérant que ces cellules étaienvestatnt épargnées par la déplétion.

Nous avons mis en évidence une augmentation relativ nombre de lymphocytes T
CD4+CD127-CD25+FoxP3+ chez les patients présentargt lymphopénie T CD4. Cette
constatation a déja été faite par d'autres autaurscours de lymphopénies de mécanisme
différent (Zhang H et al Nat Med. 2005, Noris M, &t J Am Soc Nephrol. 2007). La
lymphopénie pourrait étre un stimulus pour la régoil régulatrice probablement dans le but
d’éviter la production de lymphocytes auto-réactlfes lymphocytes T CD4+CD25+FoxP3+
peuvent étre générées par des mécanismes dépendaimidépendants du thymus. Dans notre
travail, une origine thymique est peu probable.dHet, ces patients avaient avant greffe une
fonction thymique réduite et aucun n’a généré umime important de lymphocytes T CD4+
CD45RA+ CD62L+ apres greffe. L'augmentation relatides lymphocytes T CD4+ CD25+
FoxP3+ serait plus certainement en rapport avec exgansion périphérique. Une autre
hypothése serait que ces cellules puissent éatveainent épargnées lors de la déplétion et ainsi
représentées une part plus importante des lympbecytez les patients ayant eu la déplétion la
plus importante. D’ailleurs, chez la souris, ilté énontré une moindre sensibilité des Treg aux

globulines anti-lymphocytaires polyclonales (Minamra K et al J Immunol. 2006) et
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l'existence d’'une conversion périphérique des lyogytes T naifs en Treg lors de la
lymphopénie (Liang S et al J Exp Med. 2005). Cailtés ne confirme pas une des hypothéses
initiales qui était que la reconstitution lymphaiye favoriserait I'émergence d’'une population
Th3 ou TR1, anti-inflammatoire et anti-athérogéhe réalité, nous constatons plutdt I'inverse au
moins d’un point de vue phénotypique et si I'on sidare les pourcentages de Treg par rapport
aux lymphocytes T CD4. Ceci est néanmoins a nuashednit de I'absence de vérification de
I'effet suppresseur de cette population. Par adlewette expansion de lymphocytes T de
phénotype régulateur ne suffit pas a contréleytel®ome inflammatoire. Ceci pourrait étre du a
un déficit quantitatif de lymphocytes régulatewdrsyn pouvoir suppresseur altéré de ces cellules
ou a une résistance des autres lymphocytes Tfatl'sfippresseur. Les patients lymphopéniques
T CD4 ont a la fois une expansion relative de lyogyttes T de phénotype régulateur et un état
inflammatoire accru comme en témoigne des taux B @lus élevés. Il est possible que des
infections sub-cliniques persistantes ou récideangénerent cet état inflammatoire chez les
patients ayant une lymphopénie T CD4 et contribuggg@raver I'athérosclérose. Le contexte
inflammatoire pourrait lui-méme favoriser la protan de lymphocytes T régulateurs (Han GM
et al Cell Immunol. 2008). Enfin, nous avons mesleg lymphocytes T régulateursa
I'expression de FoxP3. Or les lymphocytes Treg Mekprimeraient pas nécessairement FoxP3
(Vieira PL et al J Immunol. 2004).

Il est possible qu'une expansion de lymphocytegdulateurs n’exprimant pas FoxP3 existe et
n'ait pas été détectée dans notre étude.

I a néanmoins été suggéré que les globulines lanphocytaires pouvaient favoriser
'expansion de lymphocytes T régulateurs ou quelyegphocytes T régulateurs étaient moins
sensibles a la déplétion par 'ATG que les autmaphocytes.ll semble, qur vitro, les
globulines anti-lymphocytaires puissent augmergendmbre et la fonction des lymphocytes T

CD4+CD25+Foxp3+ (Feng X et al Blood 2008). Le mésaue reposerait sur la conversion de
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lymphocyte T CD4+CD25- en lymphocytes CD4+CD25+exdpression de Foxp3 serait
également augmentée dans ces deux populations dayalires (Feng X et al Blood 2008).

Ces données n'ont pas été confirmiegivo chez 'Homme. Les lymphocytes T régulateurs ne
sont pas épargnés par la déplétion induite par GATLes taux de lymphocytes T
CD4+CD25+Foxp3+ sont en effet indétectables darsamg une semaine aprés I'administration
d’ATG (Sewgobind VD et al Nephrol Dial Transpland@®). Il faut néanmoins prendre en
compte le fait que les lymphocytes T circulantsréprésentent que 1% de I'ensemble des
lymphocytes T. Il est donc difficile d’apprécieeffet des globulines anti-lymphocytaires sur les
Treg. Tout au moins, on peut conclure que les Bagguins sont affectés comme les autres

lymphocytes T.

Méme si ces travaux concernant les relations éyrtnphopénie T CD4 et complications cardio-
vasculaires ne recouvrent qu’'une faible partie shsractions entre immunité adaptative et
athérosclérose apres transplantation, ils mettedvelence un certain nombre de points.

Les modifications de la réponse immune induites lear traitements immunosuppresseurs
influencent de facon complexe I'athérogénése. Efefiet sur le risque cardio-vasculaire dépend
des caractéristiques intrinséques du systéme intaitgniavant la transplantation, des différents
modes d’action de la molécule et des interaction®c adifférents paramétres non
immunologiques.

IlIs illustrent également la difficulté & transposéez 'Homme les conclusions issues de I'étude
des modéles animaux. Alors qu'il est régulieremebservé une diminution des lésions
vasculaires dans les modeles animaux d’'athéroseénmisés avec des souches ayant un déficit
des fonctions des lymphocytes T, nous constatofigieerse. Les interactions de cette anomalie
avec les conditions intrinséques du patient, ldeoda de transplantation et les agents extérieurs,

infectieux ou non, sont probablement a I'originecds différences. De plus, les souris présentent
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le plus souvent un systéme immunitaire naif alonge ¢p systéme immunitaire du patient
transplanté a été en contact avec de nombreuxIstimu

D’autres systemes d’étude et de validation doidemic étre mis au point. Nous avons débuté des
travaux concernant quatre axes principaux : unelai@n clinique prospective et multicentrique,
la mise en place d’'un modele animal, I'évaluatioa 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, Baroulid 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 récepteurangmembranaires impliqués dans la
reconnaissance des pathogenes. Dix TLR ont étéudérs a ce jour et le TLR4 est le récepteur
du lipopolysaccharide (LPS) (Akira S et al Nat Immau 2001). Cependant, TLR4 peut
également se lier a des ligands endogenes (Ak#aab Nat Immunol 2001). La liaison a TLR4
d’'un ligand endogéne (DAMP) ou exogene (PAMP) activnmunité innée. Récemment ont été
découvert deux polymorphismes de TLR4 aboutissatgsasubstitutions d’'un acide aminé dans
le domaine extra-cellulaire et conduisant a desifications fonctionnelles du récepteur (Arbour
NC et al Nat Genet 2000). Ces variants, Asp29%EIyhr399Ile, sont associés a une diminution
de la réponse au LPS et a un niveau plus faible aesentrations de cytokines pro-
inflammatoires (Ferwerda B et al Mol Med 2008). Igegients porteurs de ces polymorphismes
ont également un risque accru d’infections baatées (Ferwerda B et al Mol Med 2008). Des
études récentes ont également suggéré que la peéses variants Asp299Gly et Thr399lle
diminuait la progression de la maladie athéromateessle risque de complications cardio-
vasculaires (Ameziane N et al Arterioscler Thrombas¥ Biol 2003, Boekholdt SM et al
Circulation 2003, Kiechl S et al N Engl J Med 2002¢anmoins, il n’existait pas de données sur
I'effet des polymorphismes de TLR4 sur I'athérosaé& apres transplantation.

Nous avons étudié dans une cohorte de 238 patirtsplantés rénaux stables I'impact des

mutations de TLR4 sur la survenue de complicatashéromateuses.
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Discussion et conclusions

Cette étude suggére qu'un défaut de la signalisdtidR4 protege contre le développement et/ou
les complications de I'athérosclérose aprés tramsation. Des arguments importants existent
pour attribuer un réle & TLR4 dans I'athérogénésexpression de TLR4 est augmentée dans
plaques athéromateuses carotidiennes et corondesssouris apoE -/- (Edfeldt K et al
Circulation 2002, Xu XH et al Circulation 2001).dxXpression de TLR4 au niveau de l'intima
aortique est également augmentée dans un moda&deutis avec induction de Iésion artérielle
(Vink A et al Circulation 2002). Il est aussi rapgoque I'activation de TLR4 par injection de
LPS augmente la formation des plaques d’athérome tzhsouris apoE -/- (Hollestelle SC et al
Circulation 2004).

TLR4 semble étre un médiateur indispensable entfection et athérosclérose. En effet,
'aggravation des lésions athéromateuses de lassapoE -/- paiChlamydia pneumoniae est
aboli lorsque le géne de TLR4 est également ingaf@poE -/- x TLR4 -/-) (Naiki Y et al J
Immunol 2008). Par ailleurs, plusieurs études épidbgiques dans la population générale ont
retrouvé une relation entre les polymorphismes HR4T et la progression de l'athérosclérose
(Ameziane N et al Arterioscler Thromb Vasc Biol 20Boekholdt SM et al Circulation 2003,
Kiechl S et al N Engl J Med 2002).

TLR4 est impligué dans divers aspects de la répam@mmatoire, y compris en I'absence
d’infections par la reconnaissance de ligands eéweg produits durant les processus
inflammatoires, comme le fibrinogéne ou le hyalamoa (Hodgkinson CP et al Thromb Haemost

2008, Wu H et al J Clin Invest. 2007).

Divers biais doivent étre considérés dans cettdeétBon caractére rétrospectif pourrait étre a

I'origine d’un biais de sélection. Nous avons efieteihclus une population a plus faible risque de
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perte de greffon, de maladies cardio-vasculairee etéceés. Un biais de survie est donc probable.
Par ailleurs, un taux différent de perte de grefédrde décés selon la présence ou non de la
mutation de TLR4 ne peut pas étre exclu. Néanmaies, biais devraient plut6t favoriser
I'nypothése nulle et ne pas contribuer & un résfdtassement positif.

Notre travail ne remplit pas I'ensemble des crided@ine étude de polymorphismes (Editorial.
Freely associating. Nat genet 1999). Nous n’avenpaeticulier pas vérifié la fonctionnalité des
mutations de TLR4 dans notre population. Arboualeint montré que les mutations Asp299Gly
et Thr399lle diminue la réponse au LPS (Arbour N@leNat Genet. 2000). La transfection de
cellules avec un des haplotypes TLR4 muté rédaittivité NFxB (Schwartz DA et al J
Endotoxin Res 2001, Schwartz DA et al Respir Phy&@01, Schwartz DA et al Chest 2002).
Les autres études fonctionnelles sont basées sumelsure de cytokines par les cellules
mononucléées apres stimulation par le LPS. Leseéimdvitro ont pour la plupart montré des
taux de cytokines plus faibles associés a la poéseles mutations Asp299Gly et Thr399lle
(Ferwerda B et al Mol Med 2008). En revanche, desgées faitedn vivo chez des volontaires
sains n'ont pour la plupart pas confirmé une dirtiorude la production de cytokine chez les
patients porteurs du polymorphisme de TLR4 (Calvdaet al Clin Immunol 2006, Marsik C et
al Clin Chem 2005, Schippers EF et al Cytokine 2@®hippers EF et al Cytokine 2005). Dans
deux études utilisant 2 ng/kg de LPS, les taux N&-@ étaient similaires quelque soient les
haplotypes (Calvano JE et al Clin Immunol 2006, $#aC et al Clin Chem 2005). Dans l'une
d’elles seulement, les taux d’lIL-6 étaient plublas chez les patients présentant une mutation du
géne de TLR4 (Marsik C et al Clin Chem 2005).

Il est donc difficile de conclure sur les conséqesfonctionnelles des mutations de TLRA4.

De fait, la plupart des étudeés vivo n'ont pas trouvé de phénotype particulier assaecig
haplotypes mutés de TLR4. Ceci pose deux typesudstigns : Quelle valeur doit-on accorder

aux différents types de validation fonctionnelleird’polymorphisme ? Un phénotype clinique
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constant suffit-il lorsque la mesure de la conségeaebiologique n’est pas accessible ou est
méthodologiquement discutable ?

Les méthodes de validation fonctionnelle sont mlds. 1l est quelquefois possible de mesurer
directement le produit du géne (lorsque sa conatotr est suffisante et le tissu biologique
obtenu représentatif) ou l'activité biologique droguit du géne (dans le cas d’'une activité
enzymatique par exemple). Ces cas sont les plyslesinet I'interprétation des résultats est aisée.
Pour d’autres polymorphismes (récepteurs cellidaie cytokines par exemple), les méthodes de
validation sont plus complexes et reposent sur mesures indirectes. Les expériences de
transfections sont difficiles a transposer aux agitns cliniques. Elles n’explorent que la
situation homozygote (absente chez 'Homme darsatedes mutations de TLR4) et dans des
lignées cellulaires anormales. Elles ne tiennerst gampte de I'environnement global et de
possible contre régulations qui annihileraientféefie la mutation et d’éventuelles conséquences
cliniques. Ceci vaut d'ailleurs pour la plupart deéthodesn vitro. Les méthodes de stimulation
posent d’autres problémes, parmi lesquels le medsichulation plus ou moins physiologique et
le type de liquide ou de tissu prélevé pour anaples ou moins représentatif. Dans le cas des
polymorphismes de TLR4, les méthodes de validgtimsent tous ces problemes d’interprétation
qui empéchent une conclusion valide. Les résultatdradictoires entre les études sont aussi
probablement expliqués par ces difficultés méthagigues.

En l'absence de preuves évidentes d’'un effet biglayg difficilement accessible, mais en
présence de I'accumulation de travaux attribuanplénotype clinique particulier aux patients
porteurs de mutations particuliéres, il faut s'intger sur la possibilité de considérer que les
effets cliniques, lorsqu’ils sont constants et ogjpictibles, sont suffisants pour caractériser un
phénotype. En ce qui concerne les polymorphismeBL&Rt, les études d’association n'ont pas
retrouvé de facon constante d’association a ungikipa clinique particulier. En particulier, le

risque d’infection a bactéries gram négatif (BGNsh pas augmenté dans pres de la moitié des
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études (Pour revue : Ferwerda B et al Mol Med 200@&st intéressant de noter que Ferwerda et
al ont montré que seul I'haplotype Asp299Gly étmtocié a une production différente de
cytokines (Ferwerda B et al Proc. Natl. Acad. 8ciS. A. 2007). Aprés stimulatidn vitro par
LPS, la production de TNE-était plus importante en présence de cet hapldfyeaverda B et

al Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2007). En pr&sede I'haplotype Asp299Gly/Thr399lle, la
production de cytokines était similaire a celle gaents ayant un génotype sauvage (Ferwerda
B et al Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 2007). génotype Asp299Gly/Thr399lle est le plus
répandu en Europe ou le génotype Asp299Gly/WT et tare. Or la plupart des études
d’association concernent des populations d’Eurapdwcontinent Nord-Américain (Ferwerda B
et al Mol Med 2008). Il est intéressant de notee dgs rares études faites en Afrique ou le
génotype Asp299Gly/WT est trés majoritaire ont ¢tamsnent retrouvé un risque accru
d’infections chez les patients porteurs de ce pohlphisme (Mockenhaupt FP et al J Commun
Dis 2006, Newport MJ et al Tuberculosis 2004).9t donc probablement nécessaire de mieux
définir les phénotypes cliniques et biologiques adeque mutation dans chaque type de

population particuliére.

L’absence de contréle de nos résultats dans unendeccohorte est une autre limite
méthodologique de notre étude (Editorial. Freeoamting. Nat genet 1999). D’autres travaux
ont été publiés aprés notre travail et n'ont pagotrs confirmé I'ensemble de nos résultats.
Cervera et al ont retrouvé un exces d’infectio®\V chez les patients porteurs de I'haplotype
Asp299Gly/Thr399lle, mais pas davantage d'infectiobactériennes (Cervera C et al
Transplantation 2007). Par ailleurs, il a été rafgpaécemment qu'aprés greffe de cellules
hématopoiétiques, le risque d'aspergillose est amign chez les patients porteurs d’un

polymorphisme de TLR4 (Bochud PY et al N Engl J M2@D8).
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Aucune corrélation entre le polymorphisme de TLR4&ceveur et le rejet aigu du greffon rénal
n'a pas été observée dans deux études (NogueitalETeansplant Proc 2007, Palmer SM et al
Clin Transplant 2006). Il est & noter cependang dans I'une d’elles, il existait une différence
non significative, mais numériquement trés impdeagui pose le probléme de la puissance de
cette étude qui incluait peu de patients (NoguEist al Transplant Proc 2007). Dans la seconde,
il existait une relation entre le polymorphismeTddR4 du donneur (c’est-a-dire du greffon) et le
rejet aigu (Palmer SM et al Clin Transplant 20068cemment, il a été demontré que I'expression
de TLR4 augmentait au cours de l'ischémie repesfusit que cette augmentation était d’autant
plus importante qu’il s'agissait de greffon provehde donneurs cadavériques (Kriiger B et al
Proc Natl Acad Sci U S A. 2009). Dans notre sér@ys n'avons pas analysé le polymorphisme
de TLR4 des donneurs.

En tout état de cause, ces résultats discordastifignt de poursuivre les études d’association
génétiques entre les mutations de TLR4 et certaguesplications de la transplantation en
appliquant des critéres méthodologiques plus stristicune autre étude que la notre n’a a ce jour
étudié l'impact du polymorphisme de TLR4 sur l'atteclérose du transplanté rénal. Nos

résultats doivent donc impérativement étre confirper une autre étude.

Un point important souligné par notre travail esé des mutations de TLR4 semblent avoir un
réle anti-athérogene, alors méme qu’elles augmeéram infections bactériennes et virales.
Pourtant, le réle des infections dans I'athérosslérest suspecté depuis de nombreuses années.
Le rdle des infections comme facteur étiologique I'é¢hérosclérose a été proposé a de
nombreuses reprises (Libby P et al Circulation }397Ta suite d’études séro-épidémiologiques
liant infection passée €hlamydia et infarctus du myocarde et maladie coronaire riue
(Saikku P et al Lancet 1988). Néanmoins, les étueeplus récentes dont celles basées sur

I'utilisation d’antibiotiques actifs surChlamydia en particulier I'azithromycine n’ont pas

120



confirmé ces premieres études (O’Connor CM et dMAA2003, Cercek B et al Lancet 2003,
Grayston JT et al N Engl J Med 2005, Zahn R etiedufation 2003, Cannon CP et al N Engl J
Med 2005).

Par ailleurs, les études animales montrent querl&sue d’'une infection n’est pas nécessaire au
développement de I'athérosclérose chez la soun& afy. En effet, I'étendue des plaques est
similaire chez les souris apoE -/- élevées en gihwre stérile et chez celles ayant une infection
(Wright BH et al Heart Vessels 2000).

Par conséquent, méme s'il n'est pas exclu que résctions puissent jouer un réle dans

I'athérosclérose, elles ne sont pas nécessaim@s iaiation, ni a 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 PChalopin 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 madnages. NOD2 est un récepteur intra-
cellulaire pour le muramyl dipeptide présent supdaoi de certaines bactéries. La liaison a son
ligand dans le macrophage permet l'activation dexBFet I'activation cellulaire, dont la
production de cytokines pro-inflammatoires. |l éis plusieurs polymorphismes de
NOD2/CARD15 associéis vitro a une diminution de la capacité d’activer KB-en réponse au
muramyl dipeptide. Ces polymorphismes sont égalémassociés a deux maladies
inflammatoires, la maladie de Crohn et a la sureediwune maladie du greffon contre I'héte
(GVH) apres greffe de cellules hématopoiétiques.

En revanche, aucune étude ne s’était intéressédlaude NOD2/CARD15 dans la maladie
athéromateuse.

Nous avons étudié dans une cohorte de 182 patiemtsplantés rénaux stables I'impact des

polymorphismes de TLR4 sur la survenue de comjdicatathéromateuses.
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Stable renal transplant recipients (RTR) display high rates of atherosclerotic events (AE). Innate imrunity and espe-
cially vascular inflammation play a role in the pathogenesis of atherosclerosis. It is illustrated both by an increased
occurrence of postrenal transplant cardiovascular events in patients with elevated levels of C-reactive protein and bya
correlation between posttransplant AE and Toll-like receptor-4 Asp299Gly polymorphism. Here, we analyze the influ-
ence NODZ/CARDIS gene polymorphism since NOD2 can modulate macrophage pro-inflammatory activity and
macrophage is present in early atherosclerotic lesions. The incidence of single nucleotide polymorphism (SNP) in the
three major polymorphic region of NOD 2 gene ( SNPS, SMP12 and SNP13) was assessed in 182 RTR and the correlation
between such polymorphism and the development of AE was analyzed. No correlation was abserved between NOD2
gene polymorphism and the occurrence of AE after renal transplantation. NOD2 gene polymorphism thus does not

appear to influence cardiovascular complications in RTR.

Keywords: Atherosclerosis, Inflammation, Innate immunity.
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Stahle renal transplant recipients (RTRs) display dispro-
portionately high rates of atherosclerotic events (AE) (1],
It is now established that both vascular inflammation and
components of the immune systern are involved in the patho-
genesis of atherosclerosis (2), We have already shown the im-
portance of inflammatory and innate immunity in the patho-
genesis of atherosclerosis after renal transplantation by
demonstrating a correlation between the occurrence of post-
transplant cardiovascular events and i) elevated circulating
levels of C-reactive protein (3) and ii} Tell-like receptor-4
(TLR4) Asp299Gly polymorphism (4). Here, we analyze
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NODZ/CARDLS (MNucleotide Oligomerisation Domain-2/
Caspase-Recruitment Domain-13, thereafter called NOD2)
gene polymorphism. Three major single nucleotide polymor-
phisms (SWP) have been reported in NOD2 gene; SMPE, 12
and 13 alleles have been previously associated with increased
susceptibility for two inflammatory diseases: Crohn's disease
(5, &) and Graft-versus-Host Disease (GVHD) after allo-
geneic hematopoietic cell transplantation (7). This suggests
that NOD2 gene polymerphism medulates pro-inflamma-
tory diseases. WOD2 is expressed in macrophages (8, 9) and
macrophages are present in atherosclerotic lesions at early
stages (10). To date, no study has evaluated the impact of
NOD2 gene polymorphism on AE after transplantation. We
assessed the frequency of NOD2 gene polymorphism in 182
RTEs and analyzed the relationship between such polymor-
phism and the development of atherosclerotic complications.

One hundred and eighty-two RTRs were enrolled in
this trial. These patients have been transplanted between Jan-
wary 1990 and December 2000. Age, gender, body mass index
{weight [Kg]/size” [m°]), past histary of cardiovascular dis-
ease (CVDY) and other risk factors were collected at transplant
time (Table 1). Mean age was 4613 years, and 117 RTRs
(64.3%) were men (Table 1). Mean follow-up of these 182
patients was 7.5%22.3 years postiransplant. These 182 RTRs
were genotyped for SNP8, SNP12 and SNP13 of NOD?2 gene.
Genomic DNA was extracted from white blood cells using
standard salting out procedure. Analysis of each NOD2 vari-
ants was then performed using a polymerase chain reaction
(PCR)-based genotyping assay with specific primers; as de-

Transplantation * Volume 81, Number 8, April 2T, 2008
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TABLE 1. Comparison of bagsline characteristice and main outcome after transplantation in 182 renal transplant

recipients (RTR) presenting a wild type genotype of the NOD2 gene versus RTRs pregenting a rutation in SNP8, SNP12 or

SNP13 of the NOD2 gene

Wild type genotype carriers NOD2 polymorphism carriers”
n (%) 155(85.2) 27 (14.8)
Age (years) 45,8+ 138" 49.4+g.2"
Sex ratio (maleffemale) O7/58 (B6%/3T7.4%) 2O0T | T4/ 2659
Pre-transplant body mass index (kg/m®) 226=4.1" 243+42°
Past history of cardiovascular disease Bi5.1%) 0
Hypertension 85 (54.8%) 17 (62.9%)
Dyslipidernia 61 (39.3%) L0 (37%
Diabetes meflitus { DM )/post-transplant DM 8 (5.290)/18 (11.6%%) 1 (3.7%0/5 (18.5%)
Homaocysteine (pumol/l) 166%55" 15.2%6.7"
Cigarette smolking 15 (59.7%) 5 (18.5%)
Atherosclerotic events after transplantation 320(20.6%) & (2L2%])°
Cppornistic infections 39(25.2%) 5 (18.5%)
CMV disease 38 (24.5%) 5 (18.5%)
Bacterial infections 55 (35.5%0) 7 (25.9%)
Acute rejection 30(19.3%) 6 (22.2%)
Death after transplantation 51(3.2%) 2 (7.4%)

Results are expressed in kg/m? for body mass index, in gmol/l for homocysteine, in vears for age and for ather items as mmber of patients and percentage

in brackets.

* Heterozygote RTRs with a mutated MOD2 allele in either SHP8, SMNP12 ar SMP13 region (since no heterozypous composites or homezygons mutants were
detected); “ mean + SD; ° 2 patients with a mutated SHPS, 2 with a mutated SNP12 and 2 with a mutated SNF13 developed AE isee also Table 21,

scribed (5). After PCR amplification of the polymorphic re-
gions of interest, PCR products were digested overnight with
Msp I, Hha I and Apal restriction endonuclease (New En-
gland Biolabs, Beverly, MA], for SINPS, SNP12 and SNP13
respectively (3), as recommended by the supplier. Digestion
products were then separated by a 2% standard agarose gel
electrophoresis (Fig. 1). For each PCR, a negative control
(PCR amplification without genomic DNA) was included.
We added systematically a mutated DNA to control digestion
procedures. Researchers and laboratory staff did not have any
access to identifiable information and could identify samples
by number only.

Posttransplant AE, i.e., coronary heart disease, stroke/
cerebrovascular disease and abdominal aortic or lower ex-
tremity arterial disease, were diagnosed according to pub-

PCR WT B MW PR OWT bW MW PCR OWT  h MW
3 ) —_ il -
. — s o
=0 asesc=t et
=" = -
SNFE SNIPID BHFLY

FIGURE 1. A representative analysiz of NODZ gene
polymerphism by restriction fragment length polymor-
phism (RFLP}-PCR. Agarcse gel electropheresis of RFLP-
PCR after Mspl, Hhal, or Apal evernight restriction digest,
respectively, for SNP8 (left panel) SNP12 (middle panel)
and SNP12 (right panel) polymerphisms. WT corresponds
to DNA from a wild type patient, while h corresponds to
DHNA from a heterozygote patient. PCR corresponds to un-
digested PCR products of 185 bp, 163 bp, and 181 bp, re-
spectively, for SNPS, SNP12 and SNP13 pelymorphisme.
MW represents melecular welght marker where the 3
bands are 100bp, 200 bp and 300 bp inlength. Inh samples,
< symbol depicts the mutated allele, whereas ¢ depicts
the wild type allels.

lished criteria (11). Thirty-eight {20.7%) patients presented
AE: 19 coronary heart diseases, 8 cerebrovascular diseases and
L1 lower extremity arterial diseases. Statistical analysis was
performed using Statview 5 (SAS institute Inc., Cary, NC).
Arithmetic mean was calculated and expressed as + standard
deviation (SD). Dichotomic variables were compared with
the ¥ test and continuous variables with the Student # test.
Using log-rank tests on Kaplan Meier nonparametric esti-
mates of the survival without AE distribution, we selected
variables with a p value lower than, or equal te, 0.20. The
selected variables were included into a Cox proportional haz-
ard model, and a backward stepwise selection process was
performed, this time at a classical «=10.03.

The incidence of heterozygous genotype carriers ob-
served in the RTR cohort was limited: 8.8% (n=18), 4.4%
(n=8) and 1.6% (n=3) for SNP§, SNP12 and SNP13, respec-
tively. NOD2 allele and genotype frequencies are summarized
in Table 2. As previously described (5, 6], we did not find
either heterozygous composites or homozygous mutants
{Table 2). We observed more SNP12 heterozygote patients
(4.4%; Table 2} than in a previous publication reporting
SNP12 incidence (0.72 and 1.23%) in two independent Cau-
casian populations {6). We did not find any relationship be-
tween NOD2 gene polymorphism and major complications
observed after renal transplantation, including: acute rejec-
tion, CMV disease, bacterial or opportunistic infections, and
death (Table 1). When focusing on ecowrrence of AE after
renal transplantation, no correlation was also found (hazard
ratio, HR, 1.12; 95% confidence interval, CI, (.69 to 2.01;
P=0.31; Tables | and 2). In multivariate analysis, older age
(HR, 4.77; 95% CI, 2.37 to 9.80), a past history of cardiovas-
cular disease (relative risk, RR, 3.20; 95% CI, 1.49 to 6.45),
male gender (HER, 1.99; 93%CI, 0.99 to 3.78); and diabetes
mellitus (RR, 1.48; 95% CI, 1.11 to 2.75] predicted indepen-
dently the risk of AE. This contrasts with the implication of
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TABLE 2. Comparizson of NOD2 gene polymerphiem incidence in renal transplant recipients (RTE) enrclled in eur
cohert with three previonsly published cohorts including patients suffering from Crohn’s Disease

Polymorphism Polymorphism Polymorphism Polymorphism
incidence AEIn Incidence Incidence Incidence
InRTR these RTR In Ref. 5 inRef & In Ref. &
n 182 38 300 373 2
SMP3
WT 166 (91.2%) 36 (21.79%) 289 (96.3%0) 95.2% 97.2%
H/h 16 (8.895) 2(12.5%) 11 (3.7%) 4.8% 2.8%
Dt 0 a a a a
SMP12
WT 174 (95.6%] 36(20.7%) 20000 100%) 99.3% 98,8%
Hih B (4.4%) 21025%) a 0.7% 1.2%
D 0 0 0 0 i}
SNPL3
WT 179 (98,4%) 36 120.1%) 290 (96.7%) 95.%% 98.8%
Hih 30(1.6%) 2 (BA.6%) 101(3.3%) 4.1% 1.29%
D 0 1] 1] 0 i}

Results are expressed as number of patients and/or percentage.

WT, RTHs with a wild type MOD2 gene; Hih, heterozygote RTRs with o mutated MOD2 allele in either SMPE, SMP12 or SHP13 region (since no heterozygous
compesites or homozygous mutants were detected ); DM, double mutated patients or homezygous mutants; AE, atherosclerotic events:

NOD2 gene polymorphisms in other inflammatory diseases
such as Crohn’s disease (5, 6) and GVHD (7). Several limita-
tions should however be considered. The population studied
was limited with regards to the frequency of polymorphism.
However, the total mumber of patients was not very different
from a previous publication associating NOD2 gene poly-
morphism and Crohn’s disease occurrence (6 ). Furthermore,
study design leads to include patients with a low CVD risk.
However, with nearly the same cohort, we had previously
shown that RTRs with TLR4 Asp299Gly polymorphism ex-
hibited a lower risk of posttransplant AE (4). This led us to
discuss the respective roles of NOD2 and TLE4 in pathogen
recognition. NOD2, like TLRs, belongs to a large family of
proteins involved in infections pathogen recognition (12). As
known for TLR4 at the cell membrane, intracellular NOD2
protein has been proposed to play a role in the intracytoplas-
mic response ta bacterial cell wall products (muramyl dipep-
tide) and subsequent NF-xB activation in macrophages (12).
In our previous study (4), RTRs with Asp299G1y TLRE-4 poly-
morphism were less likely to experience posttransplant AE
(RR=0.44), but developed more frequently severe bacterial
infections (RR=1.33) and opportunistic infections (RR=3.03).
These previous data together with the present data (i.e., ab-
sence of correlation between a particular NOD2 gene poly-
morphism and posttransplant AE occwrrence) could support
the idea that bacterial infections do not play a major role in
the development of atherosclerosis. The relationship between
infectious pathogens and atherosclerosis, originally suggested
by seroepidemiologic studies (13), was also confirmed by a
series of investigations demonstrating the presence of patho-
gens in atherosclerotic lesions { [4). On the other hand, tran-
sient prophylactic antibiotic treatment did not prevent sec-
ondary coronary syndromes (15, 16). Therefore, the etiologic
or pathogenic significance of bacterial infections in CVD re-
mains to be determined. Finally, the functional role of NOD2
is still unclear. Most studies which implicated NOD2 in pro-
inflammatory NF-xB pathway in macrophages were per-
formed in vitro (8, 9). They suggested that the association of

MOD2 mutations was characterized by a diminished NF-xB
response (8, 9). However, the first functional study per-
formed in vivo, using C37BL/6 mice deficient for NOD2 gene
(MOD2—{— mice), did not confirm such invitro results (1 7).
Macrophages from NOD2—/— mice responded normally to
TLR ligands in terms of NF-kB activation and inflammatory
cytokine production { 17). These results suggest the absence of
NOD2 implication in NE-kB activation in macrophage. 4
more recent study using NOD2—/— mice reported that
MOD2 was especially critical to regulate innate bacterial im-
munity in the intestinal tract (18). This was attested by an
increased susceptibility of NOD2—/— mice to intragastric
infection with Listeria monocytogenes but not after intrave-
nous or intraperitoneal injection of these bacteria (18).
MOD2 is highly expressed in crypts from the terminal ileum
(18] in Paneth cells (19). This may explain why NOD2 muta-
tions render patients susceptible to Crohn’s diseases, a
chronic inflammatory bowel disease (5, 6) and GVHD (7). It
is believed that the loss of gastrointestinal tract integrity, and
the translocation of endogenous endotoxins into the systemic
circulation, is a critical event in the initiation of GVHD (20).
Overall, NOD2 mutations may not have a major influence of
vascular inflammation and this may account for the results
weare reporting here. Lastly, one has to consider the potential
influence of NOD?2 and TLR4 ligands. TLR4 ligands are gen-
erally stronger NF-«B activators than NOD2 ligands (12). In
addition to pathogens, a number of endogenous ligands (e.g.,
heat shock proteins known to be present in atherosclerotic
lesions, extracellular matrix proteins,. . . ) have been shown to
stimulate TLR4 (12). This again may explain why we found a
relationship with TLR4 Asp299Gly polymorphism while not
with NOD2 gene polymorphism.

In conclusion, NOD?2 gene polymorphism is not asso-
ciated with AE in RTRs population and should not be pro-
posed to assess CVD risk in RTRs. These results underline
recent data showing that bacterial infections are not involved
in CVD (15, 16) and the major role of NOD2 is to control
intestinal inflammation (18).
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Discussion et conclusions

Nous n’avons pas mis en évidence d’associatiore éasr polymorphismes de NOD2 et le risque
de complications athéromateuses. Comme TLR4, NG wpliqué dans la reconnaissance de
motifs bactériens (Philpott DJ et al Mol Immunol02). NOD2 est un récepteur intra-cellulaire
pour le muramyl dipeptide (présent sur la paroté&@enne) capable apres liaison avec son ligand
d’'activer NF-KB (Philpott DJ et al Mol Immunol 20P4Néanmoins, les conséquences
fonctionnelles des polymorphismes sur la fonctienNDD2 n’ont été mise en évidence iqu’
vitro (Ogura Y et al J Biol Chem 2001, Girardin SE etlaBiol Chem 2003). Ces travaux
montraient que les mutations de NOD2 étaient aéeec une capacité moindre d’activation de
NF-KB (Ogura Y et al J Biol Chem 2001, Girardin 8&al J Biol Chem 2003). La seule étude
vivo réalisée chez la souris C57BL/6 NOD2 -/- n’a pasfitmé ces résultats (Pauleau AL et
alMol Cell Biol 2003). Les souris NOD2 -/- ont unéponse normale aux ligands de TLR en
terme d’activation de NF-KB et de production deokynes (Pauleau AL et alMol Cell Biol
2003). NOD2 n’est donc pas indispensable pouriVation de NF-KB dans les macrophages. En
revanche, le réle de NOD2 dans I'immunité innéelderaonfiné au tractus digestif (Kobayashi
KS et al Science 2005). Les souris NOD2 -/- ont sessibilité accrue a l'infection par voie
gastrique alisteria monocytogenes, mais pas a linfection par voie systémique ouaint
péritonéale (Kobayashi KS et al Science 2005). N@Et'ailleurs fortement exprimé au niveau
des cryptes de l'iléon teminal(Kobayashi KS et @leSce 2005, Ogura Y et al Gut 2003). Ceci
pourrait expliquer que NOD2 soit plus particulieerh impliqué dans les pathologies
inflammatoires chroniques de l'intestin comme laladee de Crohn (Helio T et al Gut 2003,
Hampe J et al Lancet 2002) ou la GVH (Holler E leBlaod 2004). NOD2 aurait donc surtout
pour role de contrdler l'inflammation intestinaldous ces éléments pourraient expliquer

I'absence de relation entre NOD2 et athérosclérose.

128



Néanmoins, Kruger et al ont récemment retrouvé agsociation entre des polymorphismes de
NOD?2 et la mortalité cardio-vasculaire (Kriger Ba¢transpl Int. 2007). Dans cette étude, la
relation est retrouvée en combinant les polymorpbs et en comparant une combinaison a
'ensemble des autres. Il est trés probable quecdegparaisons multiples aient été effectuées
sans ajustement pour le nombre de tests effeckésonséquence, ces résultats doivent étre

interprétés avec précaution.

129



Article 5

G-765CCOX-2 GENE PROMOTER POLYMORPHISM AND RISK OF

ATHEROSCLEROSIS AFTER KIDNEY TRANSPLANTATION

Courivaud C, Bamoulid J, Loupy A, Le Corre D, Ferrand C, Tiberghien P, Chalopin JM,

Legendre C, Thervet E, Saas P, Ducloux D

Soumis a Transplantation

130



Introduction

Les macrophages activés jouent un réle majeur Bafmation et la maturation de la plaque
d’athérome. Ces effets pourraient étre en partie & la production de prostaglandines (PGEZ2,
PGD2, PGI2) qui augmentent la perméabilité vasweilatimulent la prolifération et la migration
des cellules musculaires lisses et augmentent méghége de la matrice extra-cellulaire. La
synthése de ces prostaglandines dépend d’'une enleymelo-oxygénase-2 (COX-2).
Récemment, Papafilli et al (Papafili A et al Artstler Thromb Vasc Biol 2002) ont identifié un
variant du promoteur de COX-2, correspondant ailstiution d’'une guanine par une cytosine
en position -765 (-765 GC). Les patients porteurs de l'allele -765 C ore pius faible activité

du promoteur et des taux réduits de PGE2. PaugslleCipollone et al (Cipollone F et al JAMA
2004) ont montré que ce polymorphisme était associée réduction du risque de complications
athéromateuses.

Aucune donnée n’était disponible en transplantatéorale. Nous avons donc étudié les relations
entre le polymorphisme de COX-2 et la survenue alaptications athéromateuses dans deux

cohortes indépendantes de transplantés rénaux.
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AE, atherosclerotic events; CHD, coronary hearteake; COX-2, cyclooxygenase-2; CV,
cardiovascular; gDNA, genomic DNA; MMP, matrix midaroteinase; PG, prostanglandin;

PGE-2,prostaglandin-E2; SNP, single nucleotide polgphism; RR, relative risk; RTR, renal

transplant recipient.
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Abstract

Background: A functional G-C polymorphism has been identified in the hun@®X-2 gene
with C allele leading to a decreased promoter dgtiwith low prostaglandin E2 (PGE2)
production. PGE2 has various effects on atherositeplaque arteries that could influence
cardiovascular outcomes after transplantation.

Methods. We studied the association between -T&5X-2 gene promoter polymorphism and
atherosclerotic events in two independent cohdrtermal transplant recipients (RTR) including a
total of 634 patients. The functional effect@DX-2 gene promoter polymorphism was analyzed
by measuring serum levels of PGE2.

Results Analysis of 634 patients identified 22 CC (3.5%87 GC (29.5%), and 425 GG
(67%). The distribution of the 3 genotypes was kinin the two cohorts. Patients with the GG
genotype had significantly higher serum PGE2 cottaéons than patients with the C allele
(1111 pg/ml [441-3787], 1026 pg/ml [518-6868], 25¢d/ml [483-10327] in CC, GC and GG
carriers; p=0.0003) leading to compare C carrier&6® patients. We found no evidence for an
association between the -768®0X-2 gene promoter polymorphism and the subsequentfisk
AE after kidney transplantation.

Conclusion Polymorphism irCOX-2 gene promoter does not influence atheroscleroticgss

after transplantation.

INTRODUCTION

Renal transplant recipients (RTR) have dispropodiely high rates of atherosclerotic outcomes
(1, 2). Both traditional and non traditional candiscular (CV) risk factors explained this
increased incidence of atherosclerotic events (AEQnsistent data suggest that vascular

inflammation contributes to the pathogenesis oémbclerosis in RTR (3). Indeed, our group has
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emphasized the importance of inflammatory and mm@imunity processes in the pathogenesis
of atherosclerosis after renal transplantatiorb(4).

Activated macrophages are a key component notionilge development of atherosclerosis but
also in the plaque rupture leading to thrombosimsfglandin (PG) biosynthesis has been
implicated in the pathophysiology of cardiovascydescess (3). It has been proposed that COX-
2-mediated PG production (PGE2, PGD2, PGI2...) byvattd macrophages may promote
atherosclerosis through a number of mechanismijdimg induction of vascular permeability,
stimulation of smooth muscle cell migration as veslproliferation and synthesis of extracellular
matrix (7). In addition, it has been shown that C®Xnd matrix metalloproteinases (MMP) that
degrade the extracellular matrix co-expressedharatclerotic plaques (8).

Recently, Papafilli and al. (9) identified a vatian the COX-2 gene promoter, a guanine to
cytosine substitution at position -765 (-765-G). Patients carrying the -765 C allele had
markedly lower promoter activity compared with haygote patients for -765 G. Cipollone and
al. (10) found an association between patientsyireyrthe -765 C allele and lower risk of
myocardial infarction and stroke. Moreover, studiek, 12, 13) found that the 765-GC COX-2
gene promoter polymorphism is not associated visthof cardiovascular events.

To date, no study has evaluated the impadc€@X-2 gene promoter polymorphism on vascular
outcomes after transplantation. For that purpose,assessed the occurrenceGdX-2 gene
promoter polymorphism at position -765 and analybedrelationship among this polymorphism
and the development of atherosclerotic complicationdependent of traditional risk factors in

RTR.

MATERIALS AND METHODS

Study design and population
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We conducted a retrospective genetic study to assesether COX-2 gene promoter
polymorphism at position -765 (GC) may be a risk factor for atherosclerotic evantswo
independent cohorts of 634 patients in all.

The first cohort comprised 378 patients transplumethe department of renal transplantation in
Saint-Jacques hospital (Besancon). These patieate wansplanted between June 1972 and
December 2004. The second cohort enrolled 256 miatieho received a transplant in the
department of renal transplantation in Necker hasgParis). These patients were transplanted
between April 1986 and July 2003.

Age, gender, past history of cardiovascular disedssbetes 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 fQOX-2 gene promoter polymorphism. Genomic DNA
(oDNA) was obtained by standard salting out metlimin peripheral blood leukocytes of
patients studied. Analysis of tH&OX-2 gene promoter loci was then study using a PCRebase
genotyping assay with specific primers, as desdrig®. Thus, after PCR amplification of the
polymorphism regions of interest, PCR products warernight digested with Aci | restriction
endonuclease (New England Biolabs, Beverly, USAgoading to the conditions recommended
by the supplier. Digestion products were then sepdr by a 2% standard agarose gel
electrophoresis. For each PCR, negative controlR(R€nplification without gDNA) was
included. Researchers and laboratory personnelnioadccess to identifiable information and

could identify samples by number only (Figure 1).
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Relation between theCOX-2 gene promoter polymorphism and serum PGE2

levels

The functional effects dEOX-2 gene promoter polymorphism were also analyzed égsuring
serum levels of prostaglandin E2 (PGE2). PGE2 weasmred with high-sensitivity ELISA kits
(R&D Systems, Lille, France) according to the maatidirer’s instructions. Briefly, the profile of
PGE2 secretion was determined according to the tgeacof the promoter. Three different
possible genotypes as could be defined: High (&@&gdium (GC) or low (CC) inductor of PGE2
secretion. Serums of 62 patients enrolled in Bemamphort were thawed. The plates were read

at 405 nm by spectrophotometer (ELx800UV, Bio-testiuments, Vermont, USA).

Post-transplant atherosclerotic events

Coronary heart disease (CHD): Myocardial infarction documented by serial 1lade
electrocardiogram evidence or Q-wave infarction aappropriate myocardial enzyme
elevations; coronary revascularization includingooary artery bypass surgery or percutaneous
transluminal coronary angioplasty; typical histardfyangina 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 fosaurologic deficits, with or without
computed tomography or magnetic resonance imagiigeece of cerebral infarction;
symptomatic extracranial artery stenosis resuitincarotid endarteriectomy.

Abdominal aortic or lower extremity arterial disease: Abdominal aortic repair; lower
extremity revascularization via bypass surgeryr@i@plasty; lower extremity amputation; new

onset of intermittent claudication confirmed by gigy or arteriography findings.
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Statistical analysis

Arithmetic means were calculated and expresssthrdard deviation (SD). Circulating PGE2
concentrations were not normally distributed areirtiralues in the three different genotypes
were compared using the Kruskal-Wallis test. Déferes in circulating PGE2 values between
GG and C carriers were evaluated by the Mann-Whittest. For normally distributed
variables, C carriers and GG carriers were compaséy thex? test for dichotomic variables
and the Studertttest for continuous variables. Hardy-Weinberg Blouim was assessed for
the genotype distribution. Relationships betweemenical variables were evaluated with the
Spearman/Pearson rank test.

Using log rank tests on Kaplan Meier nonparamedstimates of the survival without AE
distribution, variables with @ value lower than, or equal to, 0.20 were selected. Tlected
variables were included into a Cox proportional dxds model and a backward stepwise
selection process was performed, this time wiil=20.05. Results are expressed as relative risk
(RR) and 95 % confidence interval, with a p val@sting the null hypothesis: RR =1.
Therefore when p value is less than 0.05, RR sifsegintly different from 1, either greater than
1 (i.e. risk of CV events is increased) or lessntia(i.e. risk of CV events is decreased).
Assumptions of Cox models (log-linearity, propomiadity of risk in time) were met in this

analysis.

RESULTS

Study population (Table 1)

Cohort 1 (Besangon):
Three hundred and seventy eight patients wereviellbfor a mean duration of 9.3 + 8.8 years

after transplantation. Mean age was 46 + 14 yemnd, 236 RTR (62.4%) were men. Mean
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dialysis duration was 17.7 + 23.6 months. There maglifference in the timing of transplant
between the wild type group and those with thel€lal

Cohort 2 (Paris):

Two hundred and fifty-six patients were followed #® mean duration of 8.5 + 3.7 years after
transplantation. Mean age was 45 * 12.5 years, Jald (56.2%) were men. Mean dialysis
duration was longer than cohort 1: 33.2 + 43.7 ienWe observed a difference in the timing of
transplant between the wild type group and thoge thie C allele: 29.8 + 43.5 months versus

43.8 + 43.7 months respectively.

In the 2 cohorts, mean follow-up was similar inipats with the different genotypes (data not

shown).

Analysis of theCOX-2 gene promoter polymorphism frequencies in RTR
Frequency of different genotypes observed in RTR & the 2 cohorts, Besangon and Paris,
respectively: 65.6 % (n=248) and 69.1% (n=177) & Gomozygotes (wild type), 29.9 %
(n=113) and 29 % (n=74) of GC heterozygotes, 4.5(r#%417) and 1.9% (n=5) of CC

homozygotes (mutan{able 2).

Relationship between theCOX-2 gene promoter polymorphism and serum

PGE2 levels

Serum PGE2 concentrations were measured in 62 BRdgenotype 33; GC genotype 17; CC
genotype 12). Serum samples were selected witkithdo test the maximum of RTR with CC
genotype (in relation with the low incidence ofsttgenotype). Frozen serum samples were
available at different time of the transplantatfonthese different patients. Patients with the GG

genotype had significantly higher serum PGE2 comaéons than patients with the C allele
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(median values and range were, respectively, 111pgfml [441.7-3787.5], 1026.06 pg/ml
[518.6-6868.6], 2541.1 pg/ml [483.7-10327.1] in G&; and GG carriers; p=0.0003). Since the
C allele appeared to have dominant effect, we twenpared C carriers to patients with the GG

genotype.

COX-2 gene promoter polymorphism and atherosclerotic eves (Table 3)

Besancon cohort:

Seventy one AE occurred during follow-up (41 in @&ients and 30 in C carriers experienced
AE). This corresponds to 28 for 1000 patients/year.

In univariate analysis, older age (p<0.001), matémdgr (p=0.065), a past history of AE

(p<0.001), diabetes mellitus (p=0.031) were diseetbsociated with AE. There was a trend
towards a protective effect of the GG genotype (P6R).

Cox regression analysis revealed that age abovenditban (RR, 3.22; 95% CI, 1.82 to 7.85), a
past history of AE (RR, 2.81; 95% CI, 1.59 to 5,7and diabetes mellitus (RR, 1.76; 95% ClI,
1.22 to 4.10) were risk factors for AE. TE®X-2 gene promoter polymorphism at position -

765 was not associated with AE.

Necker cohort:

Thirty AE occurred during follow-up (24 in GG patis and 6 in C carriers experienced AE).
This corresponds to 15 AE for 1000 patients/year.

In univariate analysis, older age (p<0.001), maéadgr (p=0.04), a past history of AE
(p<0.001), diabetes mellitus (p=0.008), and GG ggre(p=0.03) were directly associated with
AE. Cox regression analysis revealed that age abmwanedian (RR, 2.87; 95% CI, 1.67 to
6.98), a past history of AE (RR, 2.31; 95% CI, 1t@%.12), and diabetes mellitus (RR, 1.59;

95% CI, 1.19 to 5.42) were risk factors for AE. TG@®X-2 gene promoter polymorphism at
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position -765 was not associated with AE.

DISCUSSION

Inflammation plays a critical role in CV diseas@&dathe inflammatory cascade seems to be
particularly important in the atherosclerosis psxeln this setting, numerous studies have
explored the effect of theOX-2 gene promoter polymorphism on AE with contradigt@sults.
If some authors reported that the C allele migbvigle protective effects against atherosclerotic
events (9, 10), others studies found no evidenceafoassociation between tOX-2 gene
promoter polymorphism and the risk of myocardiadlartion and ischemic stroke (11-13).
Moreover, Rofecoxib, a COX-2 inhibitor, was showriricrease the risk of cardiovascular events
and withdrew from the market for this reason (1%hese conflicting results are possibly
explained by the complex role of COX-2 in athercggs. COX-2 is only an intermediate
enzyme in the metabolic pathway of arachidonic samtl the COX bio-product PGH2 is further
metabolized by other isomerases to various progtan®@GE2, PGD2, PGI2, 15dPGJ2) (15).
Many PG produced by the COX-2 pathway contributefdonation of atherosclerosis and
thrombosis, but PG also possess anti-inflammatmperties (3). For example, circulating PGD2
has been recently identified as a protective faatoreducing the incidence of restenosis in
patients undergoing percutaneous transluminal esyoangioplasty (16). Furthermore, 15dPGJ2
is a potent inhibitor of NkB (3). Thus it is likely that COX-2 exerts beneficor detrimental
effects depending on the ability of specific cdls metabolize PGH2 into cytoprotective or
proinflammatory prostanoids.

The discrepancies between studies may be alsartrrgdated to methodological reasons.
In our study, we analyzed the effect of (b®X-2 gene promoter polymorphism at position -765

in two independent cohorts. In the Necker cohoi§ Garriers had an increased risk of EA
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whereas there was a trend towards a protectivetedfethis genotype in the Besancon cohort.
Restricting analysis to only one of these cohoadsld have led to incorrect interpretations and
conclusions. So, our study emphasizes the requirefiee methodological standardization in
SNP studies. Plausible hypothesis, biological mtee of the polymorphism, and confirmation of
the results in a separate independent cohort digp@nsable prerequisite in such studies (17).

We demonstrated in this study ti@®X-2 G/C gene promoter polymorphism at position -
765 has functional significance. PGE2 levels wereelr in patients with the C allele. PGE2 is a
product of COX-2-mediated PG production. These measents were made at different time of
the transplantation when glucocorticoids dosagere wiifferent. Glucocorticoids administered
once daily can inhibit COX-2 pathway (18). As wetbatment by statins, largely prescribed in
RTRs, can also modify PGE2 biosynthesis (19). Unfately, the relative contribution of these
treatments in our 2 cohorts was not investigateskektheless, glucocorticoids dosages were not
different in GG and C carriers (data not shown).

In conclusion, we cannot show any effect of thé53—C COX-2 gene promoter
polymorphism on the occurrence of AE in RTRs. Feitstudies should determine whether the
ability of specific cells to metabolize PGH2 intgtaprotective or proinflammatory prostanoids

may influence the atherosclerotic process.
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Tablel. Characteristics of patients in the two cohis

Cohort 1 (Besancon) =378 Cohort 2 (Paris) n=256 Stud y population n=634
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) 47143 46+138 42124 45+128 46+136 45+134
BMI (Kg/m?) 22947 22942 ~ ~ ~ ~
Gender ratio (% male) 61.5 62.9 53 57.6 535 59.3
Diabetes (%) / PTDM (%) 771146 48/121 126/38 14.7/10.2 9.6/105 85/113
Past history of CV events 17 (13.1%) 26 (10.5%) 9 (11.4%) 25 (14.1%) 26 (12.4%) 51 (12%)
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Table 2. Genotypes frequencies of the -7850X-2 gene promoter polymorphism in the two

cohorts

Besancgon (n=378) Paris (n=256) Study population

(n=634)
GG homozygote 0 o 0
(wild type) 248 (65.6%) 177 (69.1%) 425 (67%)
GC heterozygote 113 (29.9%) 74 (29%) 187 (29.5%)
CC homozygote 17 (4.5%) 5 (1.9%) 22 (3.5%)

(mutant)
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Table 3. Atherosclerotic events according to

genotypes in the two cohorts

the tferent -765 COX-2 gene promoter

Cohort 1 (Besangon) n=378 Cohort 2 (Paris) n=256 Stud y population n=634
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%)
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Figure legend

306bp
188bp
118bp

Figure 1. Analysis of the -768COX-2 gene promoter polymorphism in three representative
samples. (A) Reverse transcription-PCR reactions pformed and PCR product of 306
bp obtained. (B) Agarose gel electrophoresis aftekci 1 overnight restriction digest:
homozygote mute (H), wild-type (WT) and heterozyget (H/h). MW represents the

molecular weight marker.
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Discussion et conclusions

Nous n’'avons retrouvé aucune relation entre le molphisme de COX-2 et la survenue
d’événements athéromateux. Les données issues liedature sont trés variables. Si certains
auteurs ont rapporté un effet protecteur de l'all@él (Cipollone F et al JAMA 2004), d’autres
études n'ont retrouvé aucune relation entre le molphisme et la survenue d'infarctus du
myocarde ou d'accident vasculaire cérébral (HuuekoKH et al Mediators Inflamm 2008,
Hegener HH et al J Thromb Haemost 2006, Kohsakidab Atherosclerosis 2008). Par ailleurs,
le Rofecoxib, un inhibiteur de COX-2, augmenteisgue de complications cardio-vasculaires et
a été retiré du marché pour cette raison (Bombafiet al N Engl J Med 2000). Ces données
contradictoires pourraient étre en relation avecdle complexe de COX-2 dans le processus
inflammatoire. COX-2 est seulement I'une des enzyme la voie de dégradation de I'acide
arachidonique et le produit de sa réaction, la PGbtut étre ensuite transformé en diverses
prostaglandines (PGD2, PGE2, PGI2, 15dPGI2). CQetaide ces prostaglandines peuvent
contribuer & la formation de la plaque d’athérorh@ éa survenue de thromboses. Cependant,
certaines prostaglandines possedent aussi dedgtéspanti-inflammatoires (Cipollone F et al J
Thromb Haemost 2005). PGD2 réduit le risque deéreste aprés angioplastie coronaire (Inoue T
et al Thromb Haemost 2001). PGE2 serait un promateportant de la réponse T régulatrice
(Vvan Der Pouw Kraan TC et al J Exp Med 1995, Takhh&dK et al J Immunol 2002,
Straussmann GV et al J Exp Med 1994, Harizi H et Bthmunol 2002, Sharma S et al Cancer
Res 2005, Baratelli F et al J Immunol 2005, Yaquét &l J Immunol 2006, Akasaki Y et al J
Immunol 2004, Okano M et al Immunology 2006). AjnSIOX-2 pourrait exercer des effets
bénéfiques ou délétéres variables selon la capexiiéduelle a générer a partir de PGH2 des
prostaglandines anti- ou pro-inflammatoires. Cditgpothése est assez peu probable pour

expliquer nos résultats. En effet, les deux colorsent homogénes d'un point de vue
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démographique, alors que les associations entyenpophisme et événements athéromateux sont
opposées. L’homogénéité des deux populations aluwaitienter les résultats dans le méme sens.
En fait, les différences de résultats entre legdatupourraient étre dues a des problémes
méthodologiques. Dans notre étude, nous avons shalgux cohortes. Dans la cohorte de
Necker, nous avons retrouvé un risque accru d'éwenés athéromateux chez les patients GG
alors méme que ce génotype était protecteur dacshlarte bisontine. L’analyse d’'une seule de
ces cohortes aurait pu conduire a des conclusiovoaées. Cette étude illustre donc la nécessité
de réunir un certain nombre d’exigences pour lesdest de polymorphisme dont la
reproductibilité des résultats dans deux cohortdépendantes (Editorial. Freely associating. Nat

genet 1999).
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Discussion sur les articles 4, 5 et 6

Conclusions et perspectives concernant les relatisentre immunité innée et athérosclérose

Les relations entre immunité innée et athérosobéroaprés transplantation sont
vraisemblablement trés importantes. Nous avondlelias montré que I'élévation de la protéine
C réactive était un facteur de risque indépendaidvedements athéromateux aprés
transplantation (Ducloux D et al Kidney Int. 20049hez le transplanté rénal, 'importance
relative de 'immunité innée est sans doute exasedu fait du blocage plus ou moins complet
de l'immunité adaptative par les immunosuppresseuisn’ont pas ou moins d'effets sur
limmunité innée. Les différents acteurs de la rig@innée ne sont pas impliqués de la méme
facon dans le processus athéromateux. En effémpiact global de la réponse innée mesuré par
la concentration sérique de la CRP influence lquescardio-vasculaire, nous avons montré
gu’alors que TLR4 joue un réle indépendant dansgiraentation du risque, NOD2/CARD15 ou
COX-2 n'apparaissent pas avoir d'influence diredtes’agit de constatations intéressantes si
'on envisage une immunothérapie de l'athérosckérdses TLR pourraient représenter des
cibles thérapeutiques. Par exemple, TAK-242 suppimvitro la signalisation TLR4 et diminue
les manifestations du choc septique (Kawamoto dl &ur J Pharmacol 2008, Shah T et al Eur
J Pharmacol 2007).

Cette molécule pourrait dans un premier temps &stée dans le modele expérimental

d’athérosclérose.
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Article 6

IL-6 PROMOTER POLYMORPHISM -174 IS ASSOCIATED WITNEW-ONSET

DIABETES AFTER TRANSPLANTATION.

Bamoulid J, Courivaud C, Deschamps M, Mercier Rrdfel 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 desque traditionnels

L'inflammation joue un r6le dans la pathogénie dabédte de type 2 (Pickup JC et al
Diabetologia 1998). Cette relation est démontréenpanbre d’études prospectives montrant que
I'élévation de I'lL-6 ou de la CRP est un factewr isque indépendant de survenue d’un diabéte
de type 2 (Spranger J et al Diabetes 2003, Hu F Btabetes 2004, Nakanishi S et al Diabetes
Care 2003, Pradhan AD et al JAMA 2001). Par ailewertaines études suggérent que le
polymorphisme -174(&C) du promoteur du géne de I'lL-6, qui est assa@cién taux réduit de
transcription, prévient le risque de diabéte de t{Kubaszek A et al Diabetes 2003, Herbert A
et al Diabetologia 2005, Vozarova B et al Human &&003).

Néanmoins, la relation entre inflammation et suneed’un diabétele novo aprés transplantation
n'a pas été étudiée. En conséquence, nous avou# éfinfluence du polymorphisme -
174(G>C) du promoteur du géne de I'lL-6 sur la survenudenddiabetede novo aprés

transplantation.
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IL-6 Promoter Polymorphism —174 Is Associated with New-
Onset Diabetes after Transplantation

Jamal Bamoulid,*" Cécile Courivaud,*” Marina Deschamps,** Patricia Mercier,*#

Christophe Ferrand,** Alfred Penfornis® Pierre Tiberghien, ¥l Jean-Marc Chalopin,**l
Philippe Saas,** and Didier Ducloux**!

*INSERM, Usdh, University Besangon, and IFR133, TCHLI Saint Jacques, Department of Nephrology, Dialysis, and
Renal Transplantation, *EFS Bourgogne Franche-Comté, Plateforme de Biomonitoring, SCHU Jean Minjoz, Departient
of Endocrinology, and \CHU Saint Jacques, CIC Biothérapie, Besangon, France

MNew-onset diabetes after transplantation (NODAT) is a serious complication of transplantation. This study tested whether
IL-6 production capacity may influence the development of NODAT in two different groups of patients. The occurrence of
MNODAT was analyzed with respect to JL-6 gene promoter polymorphism at position —174 (G—C) and other relevant rsk
tactors retrospectively in 217 renal transplant recipients and prospectively in 132. A linear increase in both circulating IL-6 (P =
0.09) and C-reactive protein (an indicator of basal IL-6 secretion; P = 0.03) concentrations from the CC genotype to the GG
genotype was observed. In the multivariate model, the CC genotype was associated with a decreased risk for NODAT
compared with the GG genotype in the two cohorts. Homeostasis Model Assessment for Insulin Resistance also revealed
lesser insulin sensitivity in the GG caniers than in the CC carriers (2,15 £ 2 versus 1.32 = 1.03; P = 0.03). Subgroup analvsis
showed that the influence of IL-6 gene promoter polymorphism on the development of NODAT was restricted mostly to
overweight patients. These results highly suggest that IL-6 production capacity influences the development of NODAT and

that diabetes-inducing drug administration should be limited in overweight patients whe cany the GG genotype.
J Am Soc Nephrol 17: 23332340, 2006, doi: 10,1681/ ASN.200:010065

ew-onset diabetes after transplantation (NODAT) is

a known serious long-term complication of trans-

plantation. A number of risk factors for development
of NODAT have been established (1); age, body mass index
(BMI), ethnicity, hepatitis C infection, and immunosuppressive
therapy are among the most important (1), Chronic inflamma-
Hon now is supposed to play a pivotal role in the pathogenesis
of type 2 diabetes (2). Indeed, the results of both cross-sectional
and prospective studies suggest a contributory role for low-
grade activation of the inmune system in the development of
type 2 diabetes, and both C-reactive protein (CRP) and IL-6
levels have been identified as risk factors for the future devel-
opment of type 2 diabetes (3—&). Moreover, despite some con-
troversial data (7.8), the IL-6 gene promoter polymorphism at
position —174 (G—=C), which is associated with different tran-
scription rates, seems to predict type 2 diabetes (9). Neverthe-
less, whether chronic inflaimmation may promote NODAT is
wnknown, Babel et al. (10) previously reported no association
between diabetes and the IL-6 gene promoter polymorphism at
position —174 (G—C) in long-term renal transplant recipients
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(RTR). Mevertheless, the relevance of this study is seriously
hampered by selection bias, lack of definition of diabetes, and
confusion between type 2 diabetes and NODAT.

In this study, we tested whether the IL-6 gene promoter
polymorphism at position —174 may influence the later devel-
opment of NODAT in two separate cohorts of RTR. This hy-
pothesis frst was generated by the exploratory analvsis of a
retrospective cohort and then validated in a second, prospec-
tively established, verification cohort.

Materials and Methods
Study Design and Populations

We analyzed two groups of patients to assess whether the IL-6 gene
promoter polymorphism at position —174 (G—=C) may be a risk factor
for the later development of NODAT independent of the effects of age,
obesity, and maintenance immunosuppressive regimens. First, we con-
ducted a nested genetic study in a retrospective cohort of patients who
were participants in a previcusly reported study that assessed the
association between lymphopenia and athercsclerotic outcomes after
renal transplantation (11). A total of 302 consecutive RTR had been
enrolled consecutively in this trial. We included participants in this
study when their pretransplantation baseline examination showed no
previous diagnosis of diabetes and recorded a fasting plasma ghicose
(FPG) of <6.] mmol/L. DNA was available from 224 (74%] of the 302
patients. These patients received a transplant between January 1590
and June 2001, Reasons for DNA unavailability were death (12%) and
logs to follow-up, primarily a= a result of return to dialyais (14%). Seven
patients had pretransplantation diabetes and were excluded. The re-
maining 217 individuals did not differ significantly from the 85 patients
who were not evaluated in any relevant baseline parameter {age, gen-
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der, pretransplantation BMI [weight (kg) /height® (m®)]), and primary
renal disease), but they were marginally less prone to athercsclerotic
events, graft loss, and death after transplantation {data not shown).

Second, we studied a prospective cohort of 144 consecutive patients
who received a transplant between July 2001 and December 2004 in our
center. All of these patients received tacrolimus-based immuncsup-
pression, Twelve patients had pretransplantation diabetes and were
excluded.

Age, gender, BMI, history of cardiovascular disease, hypertension,
previous renal transplantation, cytomegalovirus donor/recipient sta-
tus, hepatitis C virus (HCV) status, HLA compatibility, and panel-
reactive antibodies were analyzed as covariates. Dialysis mode (none,
hemodialysis, or peritoneal dialysis) and its duration before transplan-
tation were recorded. All parameters were collected at the transplant
time, Immunosuppressive regimens were assessed. The cumulative
dose of steroids in the first year after transplantation, the use of cal-
cineurin inhibitors, and the use of tacrolimus versus cyclosporin A were
considered as a potential covariate,

Approval was obtained from the Besangon ethical committee for
these studies. Informed consent was provided according to the Decla-
ration of Helsinki,

NODAT

MNODAT was defined according to the 2003 International Consensus
Guidelines on DHabetes Mellitus in Transplantation (1), and its defini-
tion was applied to our database that existed from 1996, This definition
is based on the currently accepted criteria proposed by the Canadian
Diabetes Association. In summary, diabetes is defined by a casual
glucose value of 11.1 mmol/L, or an FPG value of =7 mmal/L, or a
plasma glucose value of 2111 mmol/L 2 h after a 75-g glucose load. In
our cohort, all of the patients with NODAT were identified using FPG.
Patients with FPG =7 mmol/ L or antidiabetic treatment {oral antidia-
betic drugs or msulin} were considered to have NODAT.

DNA Extraction and Analysis of the IL-6 Gene Promoter
Folymorphism at Position —174 (G—C)

Genomic DNA (gDNA) was extracted from white blood cells using
standard salting out procedure (12). Analysis of the IL-6 gene promoter
locus then was studied using a PCR-based genotyping assay (13)
Briefly, in this assay, primers were designed to amplify a fragment that
contained an additicnal enzyme recognition site in the mutant C allele,
allowing the discrimination of mutant and wild-type alleles by 2%
standard agarcse gel eledtrophoresis. Primer sequences were the fol-
lowing (sense primer is indicated first): 5-TIGTCAACACATGC-
CAAACTC and 5-TCAGACATCTCCAGTCCTATA-3" (13). After
PCR amplification of the polymorphic regions of interest, PCR products
were digested cvernight with MNla III enzyme (New England Biolabs,
Beverly, MA), according to the supplier’s recommendations. For each
PCR, negative (PCR amplification without gDMNA) and positive (plas-
mid DNA carrying mutated allele) controls were included. Sequencing
of undigested PCR products confirmed restriction fragment length
polymorphism-PCR electrophoresis profiles for representative sam-
ples. Researchers and laboratory personnel had no access to identifiable
information and could identify samples by number only.

Functional Validation of the IL-6 Gene Fromoter
Folymorphism

The functional effects of IL-6 gene promoter polymorphism were
analyzed by measuring serum levels of IL-6 6 mo after tranaplantation,
IL-6 was measured with high-sensitivity ELISA kits (Quantikine HS
IL-6 Immunoassay, # HS600E; R&D Systems, Lille, France) according to

T Am Soc Mephrol 17: 2333-2340, 2006

the manufacturer’s instructions, Briefly, the profile of [L-6 secretion was
determined according to the genotype of the promoter. Three different
possible genotypes at the —174 position of the IL-6 gene promoter then
could be defined and associated with a high (G/G), medium (G/C), or
low (CC) secretion profile (14). CRP (high-sensitivity determination)
serum levels were measured by nephelometry (Beckman Coulter, Vill-
epinte, France), because IL-6 is known as the main inducer for hepatic
CEP synthesis (15

Insulin Resistance and Secretion Status of Patients

Insulin resistance and secretion were evaluated in 45 ETR whe did
not have diabetes and had normal FPG and different genotypes (GG
n = 15), GC; w = 15), and CC; » = 15) for IL-6 gene promoter poly-
morphism by appropriate Homeostasis Model Assessment (HOMA)
index. Serum fasting insulin (normal range & to 20 pU/ml) was mea-
sured with an enzyme immunoassay (AIA-PACK IRI; Tesoh Corp,,
Minato-Fu, Japan). The HOMA for insulin resistance (HOMA-IR), used
as a marker of insulin resistance, was caleulated as described previ-
ously (16): [fasting insulin (pU/ml) * fasting glucose (mmol /L) 22.5].
The HOMA for msulin secretion (HOMA-2) was calculated as de-
scribed previously (16) to study the possible role of A cell dysfunction:
[20 3 fasting insulin (Ul /ml}/fasting glucose (mmel /L) — 3.5].

Shatistical Analyses

Arithmetic means were calculated and expressed x 500 Circulating
IL-6 concentrations were not normally distributed, and their values in
the three different genotypes were compared using the FKruskal-Wallis
test. Differences in circulating IL-6 values between CC and G carriers
were evaluated by the Mann-Whitney test. For normally distributed
variables, G carriers and CC carriers were compared using the x* test
for dichotomeus wvariables and the ¢ test for continuous variables.
Hardy-Weinberg equilibrium was assessed for the genotype distribu-
tiorn. A oneway ANOVA was performed to exclude potential differ-
ences among the three genotype groups. Relationships between numer-
ical variables were evaluated with the Spearman/Pearson rank test,
Using log-rank tests on Kaplan-Meier nonparametric estimates of the
survival without NODAT distribution, we selected varnables witha P =
0.20. The selected wariables were included into a Cox proporticnal
hazard model, and a backward stepwise selection process was per-
formed, this time at a classical & = 0.05. Patient baseline characteristics
were assessed on the transplant day. Age was split into two classes
separated by its median (45 yrj; BMI was separated into two classes
(<25 or =25 kg_,fmz]. Results are expressed as hazard ratio (HR) and
95% confidence interval (CI), with a P value testing the null hypothesis:
HE = 1. Therefore at P < 0.05, HR is significantly different from 1.
Assumptions of Cox models (log linearity and proportionality of risk in
time) were met in this analysis, Analysis was performed on Statview 5
(SAS Institute Inc., Cary, NC).

Results
Study Population

Retrospective Cohort. The cohort of 217 patients was fol-
lowed for a mean duration of 98 + 21 mo after transplantation.
Mean follow-up was similar in patients with the different ge-
notypes. There were no differences in transplant timing be-
tween the different genotypes (data not shown). Mean age was
43 = 13 yr, and 139 RTR (64%) were men. Hypertension was
present in 156 (72%) RTR. Mean dialysis duration was 20 + 17
mao. Three patients were HCV positive. All patients but five
were white,
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Prospective Cohort. A total of 132 patients were studied
with a mean follow-up of 33 £ 11 mo. Five patients died during
follow-up, and four lost their gratt. There were no ditferences in
transplant timing between the different genotypes (data not
shown). Mean age was 47 + 14 yr, and 86 (85%) RTR were men.
Hypertension was present in 99 (75%) RTR. Mean dialysis
duration was 19 + 13 mo. Two patients were HCV positive. All
patients but four were white.

Analysis of the IL-6 Gene Promoter Polymorphism

Reverse transcription-PCR reactions were performed, and a
PCR product of 300 bp was obtained. Digestion with Nlalll
enzyime and agarose gel electrophoresis allowed identitication
af two bands (a 233- and a 54-bp band) for the wild-type G
allele and three bands (with 122, 111, and 54 bp length, respec-
tively) for the C allele (Figure 1A). This contrasts with data
reported by Depbovlu ef al. (12), who used the same primers
and the same restriction enzyme. To confirm our results, we
First saquenced undigested PCR products from wild-type, het-
erozygote, and homozyvgote RTR. Sequence analysis confirmed
restriction fragment length polymorphism-PCR analysis (Fig-
ure 1B). Then, we analyzed the sequence of the [L-6 gene
promoter using online software provided by MNew England
Biolabs (www.neb.com). Again, we confirmed our results and
bound, in addition to position —174, two other Nlalll restriction
sitas in the PCR product. The first one, located within the sense
primer, generated a 13-bp product that was not discriminated
by eleckrophoresis. The second one, at position —63, generated

A MW UD WT Hh H BcTrad@riocT
— "

300pb = s ‘
233pb = .. | —
122ph -
v

h H(CiC
S4pb - I - - | Hicie)

Figure 1. Analysis of the JL-6 gene promoter polymorphism
—174 (G/C) in four representative samples: Undigested (UD),
wild-type (WT), heterozygote (H/h), and homozygote mute
(H). {A) Agarose gel electrophoresis of restrickion fragment
length polymorphism-PCR (RFLP-PCR) after N1alll overnight
restriction digest. MW represents the molecular weight marker.
(B) Sequencing analysis of undigested PCR products, confirm-
ing RFLP-PCR analysis. N in the sequence determined by the
sequence analysis software (Applied Biosystems, Foster City,
CA), and arrows in H/h samples depict overlay of two ditfer-
ent allele-specific nucleotides.
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a 54-bp product (Figure 1A) in all 361 RTR, excluding the
presence of a polymorphism at this position.

IL-6 Gene Promoter —174 Genotype Frequencies in RTR

Retrospective Study. Ninety-five (43.8%) patients were
GG homozvgotes (wild type), 92 (42.4%) were GC heterozy-
gotes, and 30 (13.8%) were CC homozygotes (mutant; Table 1).
There were no differences in pretransplantation characteristics,
acute graft rejection episodes, and cumulative steroid dose in
the frst year after transplant between patients with the differ-
ent genotypes (Table 2). The observed allele frequencies were in
Hardy-Weinberg equilibrium.

Frospective Study. Genotype frequencies were similar in
the prospective cohort (GG 42.7%; GC 45.9%; CC 11.4%; Table
1}. Nevertheless, in this cohort, CC patients were older than
patients with the G allele (53 = 13 persus 46 = 14; P = 0.04;
Table 2). Gender ratio also was different, with more women
being CC carriers than G allele carriers {(p0 versus 33%; P = 0.03;
Table 2). The observed allele frequencies were in Hardy-Wein-
berg equilibrium.

Relation between the IL-6 Promoter —174 Genotype and
Both Serum IL-6 and CRP Levels

Serum IL-A concentrations were measured in 36 RTR (CC
genotype 12; GO genotype 12; and GG genotype 12). Serum
samples were selected as follows: Frozen serum samples from
12 patients with the CC genotype and absence of acute rejection
or infection at & mo after transplant were available in our serum
library. We selected an equal number of patients with the GC
and GG genotypes after matching for age and BML MNone of
these patients experienced either acute rejection or infection at
the date of serum collection. Circulating IL-6 concentrations
were closely related to BMI (» = 055, P = 0.0005). There was a
trend toward a linear increase in serum [L-6 concentrations
from the CC genotype to the GG genotype (median values and
ranges were, respectively, 2.77 1sqb]1.02 to 9.26], 248 [1.11 to
76.86], and 4.19 pg /ml [2.02 to 100] in CC, GC, and GG carriers;
P = 0.9; Figure 2A). When analysis was restricted to patients
who were overweight, serum IL-6 concentration was found to
be significantly lower in CC patients than in G carriers (4.2 [1.02
b B.1] mersus 7.3 pg/ml [4.4 40 100]; P = 0.025). By contrast, in
patients who were not overweight, 1L-6 levels were similar in
CC and G carriers (2.2 [1.4 t0 9.3] versus 2.7 pg/ml [1.1 to 17.8];
P =027).

CRP levels were assessed in the 217 patients of the retrospec-

Table 1. Genotype fraquencies of the IL-6 gene
promoter —174 (G/C) polymorphism in the two
cohorts

” 2 Retrospective Cohort Prospective Cohort
Gatinrype e s
GG U5 [43.5) 55 (427)
GC 02 (42.4) 62 (45.9)
CC 30({13.8) 15(11.4)
Total 217 (100) 132 (100)
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Table 2. Characteristics of patients with the different IL-6 gene promoter —174 genotypes?

Retrospective Cohort Prospective Cohort
GC CC GG GC CC
{rn =55) {n =192} (=30 (=755 (n=160 fn =15
Age £s+12 M3 A=+l =14 45 +12 53+ 13
Gender ratio ("o male) o 65 ] 2 a5 4F
Pretransplantation BMI (kg/m?) B7+41 233 =44 5 +47 B8 =44 DRx45 M42+45
History of cardiovascular disease (%) 40 39 38 100 111 133
ADFED (5) “ 15 15 3 12 20
Tacrolirmas (%) 12 15 14 100 o0 100
Acute rejection () 2 20 x 13 15 16
Cumulbtive dose of steroids (myg) 1815 £ 876 1902 + 521 1567 = 885 1702 + 783 1o + 571 1667 691
in the first year after trareplantation
Manwhite (% 21 22 33 36 L& 6.6
HCOV+ (%) 21 0 33 0 1a (1]

ADPKD, autosomal dominant polycystic kidney disease; HOV, hepatitis C virus.

EP = 0.04 (CC zersis G).
P = 0.03 ({CC versus G
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Figure 2. Functional validation of the [L-6 gene proimoter poly-
morphism —174 (G/C) in renal transplant recipients. {A) Cir-
culating IL-6 concentrations were determined by ELISA in the
sera of 36 renal transplant recipients (RTR; 12 with the CC
genotype, 12 with the GC genotype, and 14 with the GG geno-
tvpe). Results are given in pg/ml on a logarithm scale. Solid
black bars represent median values. (B) C-reactive protein con-
centrations were determined as described in Materials and
Methods in the sera of 217 RTR (30 with the CC genotype, 92
with the GC genotype, and 95 with the GG genotype). Results
are given in mg/ml Solid black bars represent mean values.

tve cohort. Posttransplantation CRP concentrations increased
gradually from the CC genotype to the GG genotype (mean
valuesand SD: 3.2 £ 16,412 22, and 44 = 2.1 mg/L in 20CC,
92 GC, and 95 GG pahents, respectively; P = 0.03). Similar
restilts were observed in the prospective cohort (3.0 £15, 42 +
23, and 4.7 £ 24 mg/L in CC, GC, and GG patients, respec-
Hvely; P = 0.02; Figure 2B).

Relation between the IL-6 Promoter Polymorphism —174
and WODAT

Retrospective Cohort.  Thirty-three (15.2%) patients expe-
rienced NODAT. The distribution of [L-6 genotvpes was sig-
niticantly different between patients with and without diabetes.
The CC genotype was less common in patients with (3%) than
without (16.4%) diabetes (P = 0.025). The incidence of NODAT
was significantly higher in patients with the GG genotype than
in patients with the CC genotype (19 persus 3%; P = 0.02). We
observed a linear increase in the incidence of NODAT from the
CC genotyvpe to the GG genotype (3, 14, and 19% in CC, GC,
and GG carriers, respectively; P = 0.001).

CC carriers developed NODAT less frequently than G carri-
ers (3 versus 17.1%; P = 0.032). In the subgroup analysis, we
observed that in overweight patients (# = 58), CC carriers had
a reduced risk for NODAT compared with G carriers (0 versus
47%; P = 0.1015), whereas an effect of the C allele could not be
demonstrated in other than overweight patients (4.3 versus
5.9%; P = 0.31).

In the monovariate analysis, age, BMI, autosomal dominant
polyovstic kidney disease (ADPKD), cumulative steroid dose,
and CC genotype (mutant type) were associated with NMODAT.
In the multivariate model (Table 3), age (HR 4.54; 95% CI 1.53
to 13.45; P = 0.006) and BMI (HR 8.79; 95% CI3.58 to 21.61; P =
0.0001) were independent risk factors for the later development
of NODAT. The CC genotype also conferred a reduced risk for
NODAT compared with the GG genotype (HR 0.08; 95% C10.01
to 0.71; P = 0.023; Table 3). The risk for NODAT was marginally
lower in GC carriers than in GG carriers (HR 0.15; 95% C1 0.02
to L17; P = 0.074; Table 3). There was a clear interackon
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Table 3. Cox model: HR of NODAT and 95% C1 Table 4. Cox model: HR of NODAT and 95% C1
(retrospective cohort)® (prospective cohort)
Variable HE 95% CI P Variable HR 95% CI P
Age (yr) Age (yr)
<45 1 — — <45 1 — —
=45 454 153 t0 1345 0.006 =45 549 170 to 17.75 0.005
BMI (kg/m) BMI (kg/m%)
<25 1 — — <25 1 — —
=25 870 35Bto 2161  =0.0001 =25 670  165t0 2725 0.008
IL-6 —174 genotype [L-6 —174 genotype
GG — — GG 1 — o
GC 015 002 to 1.17 0.074 GC 0.36 0.05 to 256 0311
cc 008 001 0071 0.023 cc 015 0.03 to 0.99 0.049
- ” ” ADPED
“BMI, body mass index; Cl, confidence u'l,t_ervals: HE, No 1 - o
hazard ratio; NODAT, new-onset diabetes aftar Yes 380 1.08 16 13.08 0,037

transplantation.

between the IL-6 genotype and BML Indeed, individual adjust-
ment for this variable was shown to modify significantly the
HE of the IL-6 genotype for NODAT. When the BMI variable
was entered in the model, we observed an increased effect of
the IL-6 genotype on the risk for NODAT. This suggests a
higher influence of high IL-6 production capacity on NODAT in
overweight patients. A marginally higher risk for NODAT was
observed in patients with ADPKD (HR 3.37; 95% CI 092 to
12.27; P = 0.07).

Prospective Cohort. Twenty-six (19.7%) patients experi-
enced MODAT. The incidence of NMODAT was marginally
higher in patients with the GG genotype than in patients with
the CC genotype (283 versus 13.3%; P = 0.12),

In the monovariate analysis, as previously shown for the
retrospective cohort, age, BMI, ADPKD, cumulative steroid
dose, and GG (wild tvpe) genotype were associated with NO-
DAT. In the multivariate model (Table 4), age (HR 5.49; 95% C1
1.70 to 17.75; P = 0.005), BMI (HR 6.70; 95% CI 1.65t0 27.25; P =
0.008), and ADPKD (HR 3.89; 95% CI 1.08 to 13.08; P = 0.037)
were independent risk factors for the later development of
MNODAT. The CC genotype conferred an independent lower
risk for NODAT than did the GG genotyvpe (HR 0.15; 95% CI
0.03 ko 0.99; P = 0.049; Table 4). Most of the data that were
obtained from the prospective cohort confirmed the data that
were obtained from the retrospective cchort.

HOMA Indexes in Patients without Diabetes According to
Their IL-6 Promoter —174 Genatype

Insulin resistance and secretion were evaluated in 45 patients
in the retrospective cohort. The anthropometric characteristics
of these 45 patients are shown in Table 5. Patient age, gender,
and BMI were similar in the three genotype groups. FPG levels
increased gradually from the CC ko the GG genctype and were
significantly higher in GG carriers than in OC carriers (4.8 = 04
versus 5.5 & 0.7 mmol /L; P = 0.02). We also observed a trend
toward an increase in fasting nsulin levels from the CC to the
GG genotype. HOMAAIR index revealed reduced insulin sen-
sitivity in the GG genotype carriers than i the CC genotype

EMI, bedy mass index; ADPKD, autosomal dominant
polyeystic kidney disease

carriers (215 * 2 persus 1.32 = 0.91; P = 0.03). By contrast,
HOMA-B index was similar in all genotypes (Table 5). This
suppgests that [L-6 gene promoter genotype at position —174 is
associated with insulin resistance rather than with g cell func-
Hof.

Discussion

The IL-6 gene promoter polymorphism at position —174
{G— ) has been associated previously with type 2 diabetes (7)
and insulin resistance (17.18). In this study, we demonstrate
that such polymorphism in the IL-6 promoter region is associ-
ated with the later development of NODAT. More precise, we
found the risk for NODAT to be significantly higher in ho-
mozygous (GG) wild-type patients than in homezygous (CC)
mutant patients independent of age, BMI, and other confound-
ing factors. The incidence of NODAT increased linearly from
low to intermediate and high IL-6 production capacity. More-
over, insulin sensitivity as assessed by HOMA-IR index was
lower in homozygous wild-type GG RTR without diabetes than
in homozygous CC mutant RTR without diabetes, suggesting a
role for [L-6 in insulin resistance.

It is interesting that the [L-6 G /C promoter polymorphism at
position —174 has functional significance (14,19). A previous
study using {n Wi reporter gene assay reported that transcrip-
tion of [L-6 gene is more strongly activated by the G allele in
both unstimulated and LPS/1L-1-stimulated Hela cells (14).
The functional effect of the IL-6 gene —174G/C promoter poly-
morphism on IL-6 levels also was examined in vive after coro-
nary artery bypass graft surgery, a widely known inflamma-
tory stimulus for IL-6 production (19). We also tested the
functionality of the [L-6 gene promoter polymorphism at posi-
Hon —174 in our transplant pepulation and showed that the G
allele is associated with higher IL-6 serum levels. Whereas
some studies previously reported the significance of this IL-6
gene promoter polymorphism in transplant patients, none of
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them evaluated its funchonality in the settings of immunosup-
pression (20,21). Our study is the first to confirm the influence
of the IL-6 promoter polymorphism at posidon —174 on the
IL-6 production capacity in patients who receive immunosup-
pressive drugs. This result is in accordance with recent findings
indicating that only high steroid doses influence IL-6 produc-
Hon in RTR (22). Qur results also suggest that the impact of
such [L-6 gene promoter polymorphism on circulating IL-6
levels is higher in overweight patients. This effect probably is
because white adipose tissue, which contains adipocytes, is an
important source of basal IL-6 secretion (23). It is interesting
that we also showed an interaction between the IL-6 promoter
polymorphism at position —174 and overweight in predicting
MNODAT. Indeed, the increased risk for MODAT in G carriers
seems to be restricted to overweight patients. Finally, we also
found higher posttransplantation CRP concentralions in pa-
tients with the [L-6 promoter GG genotype. Collectively, these
data are consistent with a role for genetic determinants of
inflammation in the development of NODAT, especially in
overweight patients.

MNODAT has become a major challenge facing transplant
clinicians. A number of clinical studies have shown that NO-
DAT is associated with lower overall graft and patient survival
(1,24,25).

Cur group also recently demonstrated that NODAT was
associated with an increased risk for atherosclerotic events (26).
In this setting, a better definition of patients who are at risk for
MNODAT is relevant and may serve to reduce the rate of this
serious complication. Mevertheless, for a genetic test to be
relevant in clinical management, it obviously is critical that the
test have additional predictive power over and above the cur-
rently available and easily assessable risk factors. Our study
takes into account the major risk factors for NODAT and dem-
onstrates that the [L-6 gene promoter polymorphism at position
—174 independently contributes to this serious complication.
The CC genotype is associated with a reduced risk for NODAT,
and its negative predictive value reaches 85%, suggesting that
it may serve to characterize independently a low-risk popula-
ton. By contrast, the G allele increases the risk for NODAT, but
its predictive positive value remains low (20°9%) in the overall
population. Therefore, the presence of the G allele should be
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interpreted with respect to other risk factors to eventually
guide preventive measures. For instance, the predictive posi-
Hve value of the G allele for the development of NODAT
reaches 50% in overweight patients. In such patients who carry
the G allele, prevention of NODAT can be achieved by reduc-
ing diabetes-inducing drugs (eg. tacrolimus, high steroid
doses).

Although several i vitro and in vivo studies have examined
the effects of IL-6 on insulin resistance, the underlying mecha-
nism that links IL-6 and insulin resistance still is unclear. Data
from animal models indicate a complex involvement of IL-6 in
body composition and glicose metabolism (27-29). Some stud-
ies have shown that IL-6 alters hepatic glucose metabolism (30).
In addition, Senn et al. (31) found that IL-6 pretreatment inhib-
ited insulin receptor signal transduction in primary mouse
hepatocytes as well as in a human hepatoma cell line. More
recently, Kim et al. (32) reported that [L-6 induced defects in
hepatic insulin action and signaling activity both in liver and in
skeletal muscles. Taken together, these findings suggest that
IL-& interacts with insulin metabolism and contributes to insu-
lin resistance. In our study, reduced insulin sensitivity, assessed
by the HOMA-IR index in GG carriers without diabetes com-
pared with RTR who carry the OC genotype and do not have
diabetes, also suggests that IL-6 interferes with insulin signal-
ing.

The retrospective study might suffer from a selection bias.
All of the results indicate that we included low-risk patients
regarding the risks for cardiovascular disease, graft failure, and
death. As a consequence, a survival bias cannot be totally
excluded. A differential rate of graft and patient survival or
DNA availability between patients with the C or the G allele
also may have influenced our results. Nevertheless, all of these
limitations should favor the null hypothesis and not contribute
to a false-positive result. Moreover, NODAT is an early post-
transplantation event, and a differential rate of later events
should not influence our results. The incidence of NODAT was
similar in untested patients, and these patients did not differ in
age and BMIL the major predictive factors of NODAT, from
those who were included in the study. We also observed that
the prevalence and impact of the IL-6 gene promoter polymor-
phism at position —174 was similar in patients with available

Table 5. Insulin resistance and secretion according to the different IL-6 gene promoter —174 genotypes®

Genotype Variable n EGIE‘J " EC’IE‘J " ECIS‘J
Age 44 + 15 46 £ 11 45+ 13
Gender ratio (%% male) 66 6 Al
Pretransplantation BMI (kg;‘nﬁ) 235 +43 237 +42 233+40
Fasting plasma glucose {mmaol /L) 55+ 07 5107 48+ 04"
Insulin (pU/ml) 53x62 6.2x55 6.1+ 36
HOMA-IR 215 + 2 143+13 1.32 = 0.91
HOMA-8 03 + h2 76 + 63 52 + 41

“HOMA, Homeostasis Model Assessment; -IR, insulin resistance; -8, insulin secretion.
P = 0.02, GG versus CC carriers.
P = 0.03, GG versus CC carriers.
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pretransplantation DNA and in those who were investigated
after transplantation. Because a bias related to DN A availability
is improbable, our results are likely to be applicable to the
whole transplant population. By the nature of the recruitment
process, clinical information that is obtained prospectively usu-
ally is of higher quality than retrospective data, and our retro-
spective study can be used only to generate hypotheses that
have to be validated in a prospective cohort. Analysis of our
prospective cohort confirmed the results that were obtained in
the retrospective cohort. The IL-6 gene promoter polymor-
phism at position —174 (G—C) was not significantly associated
with NODAT in the monovariate analysis because of age dis-
tribution discrepancies in the different genotypes. Neverthe-
less, the correlation became significant after adjustment for age.
Allele frequencies were comparable between the two cohorts
and with previous studies in white individuals (9,33). Alterna-
tvely, although this seems improbable, the association of the
IL-6 genotype with NODAT could be explained by linkage
disequilibrium of the G allele with a nearby causative polymor-
phism or by confounding as a result of population stratifica-
Hot

Finally, our results highly suggest that IL-6 production ca-
pacity modifies sensitivity and influences the development of
MNODAT, especially in overweight patients. The IL-6 gene pro-
moter polymorphism at position —174 may serve as a genetic
marker to help physicians in determining recipient risk profiles
and in optimizing pre- and posttransplantation treatment strat-
egies.
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Conclusions

Cette étude montre une relation entre la capac#éé ptbduction d’IL-6 prédite par le
polymorphisme -174(&C) du promoteur du géne de I'lL-6 et la survenusndiiabéetede novo
apres transplantation. Bien que la causalité nespupas étre absolument affirmée, nous avons
pris un certain nombre de précaution méthodologimuierenforce la validité de notre résultat.
Nous avons en particulier vérifié que le polymogphé -174(&C) modulait la production
d’IL-6. En effet, les patients ayant la double ntiota ont des taux plus faibles d’IL-6 et de CRP
gue les patients homozygotes sauvage. Par ailleous, avons mis en évidence une relation entre
ce méme polymorphisme et la survenue d’'un diabdéteovo dans deux cohortes distinctes et
indépendantes. Enfin, nous avons montré que lemgoiyhisme de I'lL-6 modulait la sensibilité

a linsuline sans modifier la capacité de sécrétida cette hormone. Ces exigences
méthodologiques recouvrent assez largement ceflgzopées par des experts pour valider la
relation entre un polymorphisme et un événememiqule (Editorial. Freely associating. Nat

genet 1999).

L'interprétation de la partie rétrospective de aoétude pourrait étre génée par un biais de
sélection. Nous avons inclus une population a failde risque de perte de greffon, de maladies
cardio-vasculaires et de déces. Un biais de sestielonc probable. Un taux différent de perte de
greffon et de déces selon le génotype du polymsnphine peut pas étre exclu. Néanmoins, tous
ces biais devrait plutot favoriser I'nypothése audit en aucun cas contribuer a un résultat
faussement positif. Le diabétle novo est un événement précoce apres transplantatibre st
peu probable que des évéenements tardifs puissatdifienanos résultats. Enfin, les patients non
testés ne différaient ni pour les facteurs de Bsda diabéte de novo, ni pour l'incidence du

diabétede novo.
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Néanmoins, du fait de la nature du recrutementédade rétrospective, celle-ci ne pouvait que
servir a générer notre hypothese. Il est intérésdanmoter que I'étude prospective confirme
'ensemble des résultats obtenus dans la cohdrtespective (fréquence des alléles, incidence du

diabéte de novo, relation entre le polymorphisnyel(G&>C) et diabéetale novo).

Pour qu’un test génétique soit pertinent en praticjinique, il doit apporter une valeur prédictive
positive ou négative supplémentaire par rapport domxnées cliniques et/ou biologiques plus
facilement accessibles. Nous pensons que le popmwme -174(& C) remplit cette condition.

Le génotype CC est associé a un plus faible ristpieliabétede novo et sa valeur prédictive
négative atteint 85% ce qui permet de caractéuserpopulation a trés faible risque. L'allele G
augmente le risque de diabede novo et sa valeur prédictive positive est faible (20%a.
présence de l'allele G doit étre combinée a ceéldaitces facteurs de risque. Le surpoids isolé a
également une valeur prédictive positive de 20%isntiassociation d’'un surpoids et de la
présence de l'allele G porte cette valeur prédictiv60%, ce qui compte tenu de la gravité de la
complication est un seuil raisonnable pour étatidis choix thérapeutiques. En effet, « I'effet
diabétogéne » des protocoles immunosuppresseungagsable selon les associations utilisées.
L'utilisation du tacrolimus est associée a une gende fréquence de diabéke novo que la
ciclosporine (Davidson J et al Transplantation 2003

Des méta-analyses ont montré que I'utilisationalei¢losporine a la place du tacrolimus chez 9
patients évitait un diabete, mais au prix de deagatde rejet et de perte de greffon (Davidson J

et al Transplantation 2003).

La connaissance du génotype du polymorphisme -1M{E pourrait permettre de guider ce

choix de l'anti-calcineurine en affinant la défiait de la population qui en bénéficierait le plus.

Les mémes réflexions pourraient étre menées stilidation des stéroides ou des inhibiteurs de
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mTOR. Néanmoins, la valeur prédictive dépendant’ideidence, le bénéfice attendu de ces

choix pourrait étre modifié selon le taux de dialmietnovo observé dans la population étudiée.

166



Discussion
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Conclusions et perspectives

Nos travaux confirment que des mécanismes immuitpleg impliqués dans I'athérosclérose du
sujet immunocompétent sont également opérants lehtransplanté rénal. Certains déficits de
limmunité innée, concernant en particulier le m#eer TLR4, modifiraient le risque de
complications athéromateuses. Par ailleurs, I'sitérde la réponse inflammatoire, appréciée par
la concentrations sérique de CRP, influenceraiteégent le risque de diabéte de novo post-
transplantation et de complications athéromate{idasloux D et al Kidney Int 2004).

En revanche, nous n'avons a ce jour que peu expdoréle de la polarisation lymphocytaire.
Cette thématique fait partie de nos priorités d@rven

Par ailleurs, nous avons montré que des mécanisp@sfiques, influencant la progression de
I'athérosclérose, existent chez le transplantélrésiae lymphopénie T CD4 prolongée induite
par les globulines anti-lymphocytaires polyclonaegmente en effet le risque de complications
athéromateuses. Nous avons également contribué eaxnméomprendre les causes de la
persistance de cette lymphopénie, en particuliedle du thymus. En revanche, le mécanisme
liant lymphopénie T CD4 et athérosclérose restpagtie indéterminé.

Ces travaux apportent des éléments nouveaux pouwor@réhension des mécanismes de
I'athérosclérose aprés transplantation et pourrglermettre une meilleure prise en charge des
patients. En effet, les facteurs pro- ou anti-athénes que nous avons identifiés pourraient servir
a mieux identifier des patients a risque éleve aiblé de complications athéromateuses et a
adapter les mesures de prévention en fonction désgee. Par ailleurs, certains facteurs pro-
athérogenes pourraient étre des cibles futuresmtinothérapie.

Nos projets en cours et a venir ont pour but deméme aux guestions restées en suspens aprés

ces travaux, avec la volonté de poursuivre un géarecherche translationnelle.
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Polymorphismes des cytokines

Nous avons déja étudié différents polymorphismegrdenoteurs de genes de cytokines et leur
association avec la survenue d’événements athéeamaPlus précisément, nous avons analyse
des polymorphismes de I'IlL-10 (-1082 G/A, -819 C/392 C/A), de I'lL-6 (-174 G/C), du TNF-

o (-308 G/A, -238 G/A), du TGR-(codon 25 G/C) et de I'lFN-(répétition CA).

Les techniques de mise en évidence de ces polyimsarph sont décrites en annexe |. Ces
polymorphismes correspondent a des capacités degron variables de la cytokine.

Nous nous sommes plus spécifiquement intéressédaldace IFNy/ IL-10. Le polymorphisme

de répétition de I'FN¢ prédit une forte production d’IFNM-chez les patients porteurs du génotype
2/2. Concernant 'lL-10, la combinaison des tro@ymorphismes prédit une production plus
importante de cette cytokine chez les patientstdgagénotype GCC/GCC. On peut ainsi définir
guatre catégories de patients en fonction de le@pacité de production d’IFM-et d’IL-10. Nous
avons observé que chez les patients ayant une girodiélevée d’IL-10, le taux d’évenements
athéromateux était faible et non influencé pamlgacité de production d’'IFM-A l'inverse, chez

les faibles producteurs d’IL-10, l'incidence cunaléles événements athéromateux est plus
éleveée et trés différente selon la capacité deymtamh d’IFN-y (figure).

Ce résultat suggére que I'élément déterminant tath€rogénése est la capacité de supprimer ou
non la réponse inflammatoire au sein de la plagaeréponse Thl semble constante et quasi-
universelle (tous les individus ont des striediigpiies). Selon la possibilité ou non de générer une
réponse T régulatrice, les Iésions évolueront fioetet ou non.

Ces premiers résultats restent & ce jour des hgpesh L'impact de ces polymorphismes doit étre
vérifié dans une autre cohorte indépendante. Neossadans ce but établi des coopérations avec
plusieurs centres de transplantation. Par aillewoas devons étudier le caractére fonctionnel de

ces polymorphismes chez le transplanté rénal. §petca fait I'objet d’'une recherche spécifique.
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Caractérisation dynamique

I est important d'une part de pouvoir caractériser fonctionnalité biologique des
polymorphismes, mais aussi de rapporter la capatgtéproduction d’'une ou de plusieurs
cytokines directement a la survenue de complicatiathéromateuses. Nous développons
différentes techniques d’approche pour mesureafmcité de production de cytokines incluant

I'Elispot et la cytométrie de flux.

Validation prospective et multicentrique

Une validation clinique de nos résultats est ingiigable. C’est la raison pour laquelle nous
avons mis en place une étude prospective multigeietiayant pour but de déterminer l'influence
de l'orientation de la réponse lymphocytaire dansurvenue de complications athéromateuses.
Cette étude, financée par un PHRC et une subvetN&ERM pour la recherche clinique
translationnelle, a débuté en 2008 et inclura umirmim de 500 patients incidents. Les
prélevements effectués chez tous les patients peeomiede corréler les mesures effectuées aux

événements enregistrés de fagon prospective.

Modele animal

Nous avons mis en place un modéle de souris apgBuf étudier la relation entre lymphopénie
T CD4 et athérosclérose. Nous avons utilisé desissde fond C57BL/6N@R] (B6) males et
femelles 4gés de 8 a 14 semaines ainsi que deis $emelles apoE -/- sous fond génétique
C57BL/6 agees de de 10 a 23 semaines.

Nous avons étudié la reconstitution lymphocytatrééeolution des Iésions athéromateuses chez
ces souris aprés déplétion obtenue par un anticogsclonal anti-CD4. Les souris apoE -/-
ayant recu cet anticorps avaient des |ésions mémsdues d’athérome que les souris apoE -/-

n'ayant pas recu I'anticorps monoclonal. Ce résuliffére de celui que nous avons observé chez
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’Homme. Néanmoins, il est important de noter quenécanisme de la déplétion est différent de
celui de 'ATG, que les leucocytes n'exprimant pamarqueur CD4 sont épargnés et que lors du
sacrifice, toutes les souris avaient eu une reitatish lymphocytaire normale.

Nous allons étudier maintenant I'impact de la démhélymphocytaire obtenue par des globulines

anti-lymphocytaires polyclonales sur le développenue I'athérome chez la souris apoE -/-. La

perfusion d’ATG se fera dans différentes conditigmsmettant d’approcher au plus prés les

conditions de la transplantation (traitements épépour maintenir la lymphopénie CDA4,

allogreffe simultanée, traitement immunosuppresseyr

Malgré l'incidence trés élevée de complicationsgaimateuses aprés transplantation rénale, le
réle du systeme immunitaire dans I'athérogénesexastence d’'une immunodépression acquise
chez le transplanté, aucun travaux avant les noti@® étudié les relations entre la réponse
immunitaire et les complications athéromateusessapansplantation. Nos résultats confirment
que les mécanismes impliqués chez 'immunocompétent probablement également opérants
chez le transplanté rénal, mais que des mécanisrigdisaux contribuent sans doute a I'exces de
risque cardio-vasculaire des transplantés rénaune. tdeilleure connaissance de I'ensemble de
ces mécanismes devrait permettre une meilleureeptén des événements athéromateux dans

cette population.
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