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Résumé 
 

Les vascularites des gros vaisseaux comprennent principalement la maladie de Takayasu et 

l'artérite à cellules géantes. Elles sont caractérisées par des lésions inflammatoires artérielles, 

associées à une néo-vascularisation adventitielle importante, une désorganisation architecturale 

de la paroi artérielle et des lésions fibrotiques, affectant l’aorte et ses principales branches. Ces 

maladies sont caractérisées par des réponses lymphocytaires Th1 et Th17 excessives et 

dérégulées. Actuellement, les mécanismes régulant la différenciation lymphocytaire, la réponse 

endothéliale et l’homéostasie tissulaire en contexte d’inflammation artérielle chronique ne sont 

pas suffisamment connus.  

Dans la 1
ère

 partie de nos travaux, nous avons étudié le rôle de l’IL-33, cytokine sécrétée par les 

cellules endothéliales en cas de nécrose tissulaire, surexprimée dans les vascularites des gros 

vaisseaux et impliquée dans la régulation de la réponse immune. Nous avons mis en évidence le 

rôle immunomodulateur de l’IL-33 dans les vascularites des gros vaisseaux. Cette cytokine 

favorise en effet directement une différenciation Th2 et une augmentation des lymphocytes T 

régulateurs (Treg). L’IL-33 exerce également son action immunorégulatrice par le biais des 

mastocytes qui favorisent également une augmentation majeure des Treg en présence d’IL-33, 

probablement grâce à la sécrétion d’IL-2, essentielle à la survie et l’expansion des Treg et la 

sécrétion d’indoléamine 2,3 dioxygénase (IDO).  

L’IL-33 et les mastocytes ont également un rôle paradoxal en contexte inflammatoire, en 

favorisant les processus de néo-angiogenèse, d’activation endothéliale et d’augmentation de la 

perméabilité vasculaire, phénomènes participant au recrutement de cellules inflammatoires sur le 

site lésionnel. L’axe IL-33/ST2 et les mastocytes, via leurs actions pro-Th2, immunorégulatrice, 

et pro-angiogénique, sont également associés aux processus de réparation tissulaire, qui 

pourraient s’avérer délétères en cas d’inflammation persistante, en raison du développement de 

lésions de fibrose. Si l’IL-33 ne semble pas être directement responsable d’une activation ou 

d’une prolifération fibroblastique au niveau artériel, les mastocytes activés par du sérum de 

patients ayant une vascularite des gros vaisseaux conduisent en revanche à des modifications du 

phénotype fibroblastique et induisent une augmentation de production de collagène de type 1 et 

de fibronectine. 

Dans la 2
ème

 partie de nos travaux, nous avons mis en évidence des profils de différenciation 

distincts des lymphocytes T CD4+ dans la maladie de Takayasu et l’artérite à cellules géantes. 
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Nous avons démontré une augmentation des lymphocytes T folliculaires helper (Tfh) circulants 

dans la maladie de Takayasu. L’augmentation des Tfhc chez les patients ayant une maladie de 

Takayasu est associée à une augmentation des lymphocytes B circulants et à la présence 

d’organes lymphoïdes ectopiques aortiques. Les Tfhc des patients Takayasu gardent les 

propriétés fonctionnelles des lymphocytes Tfh tissulaires, puisqu’ils favorisent la prolifération 

des lymphocytes B ainsi que leur différenciation en cellules mémoires. Nos résultats suggèrent 

donc l’implication d’une coopération lymphocytaire B et T centrale dans la physiopathologie de 

la maladie de Takayasu, qui pourrait être associée à la présence de lymphocytes B auto-réactifs 

sécrétant des auto-anticorps.  

 

 

 

 

 

  



 
5 

 

Abbréviations 
 

Ag: Antigène 

AHR: Aryl hydrocarbon receptor 

AREG: amphiregulin gene 

BAT: Biopsie de l’artère temporale 

BLIMP-1: B lymphocyte induced maturation protein 1 

BCR: B cell receptor 

CPA : cellules présentatrices de l’antigène 

CRP : C-réactive protéine 

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité 

CML : cellule musculaires lisse 

Fc: fragment constant 

GITR: glucocorticoid induced TNFR 

IDO: indoleamine 2,3-dioxygenase 

Ig: immunoglobuline 

IL: interleukine 

MCP-1: monocyte chemotactic protein-1 

MMP: métalloprotéases 

NK: Natural Killer 

NET: neutrophil extracellular traps 

NLR: NOD-like receptors  

NO: oxide nitrique 

PNN: Polynucléaires neutrophiles 

RLR: RIG-like receptors  

STF: Stem Cell Factor 

TCR: T cell receptor 

TEP: Tomographie par emission de positons 

Tfh: T folliculaire helper 

TLR: Toll like receptors  
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Treg: Lymphocytes T régulateurs 

VEGF: vascular endothelial growth factor 

VZV: Virus varicelle zona  
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A-Introduction 

 

1-Généralités sur la réponse immunitaire physiologique : 
 

La réponse immunitaire a pour objectif de défendre l’organisme contre tout pathogène (bactéries, 

virus, parasites ou champignons..) et/ou tout signal de danger défini comme un élément de 

« non-soi ». De ce fait, une réponse immunitaire adaptée et efficace repose sur quatre principes 

fondamentaux : 

 -une reconnaissance rapide et efficace des signaux de danger 

 -un contrôle rapide de l’infection 

 -un système de régulation efficace 

 -la mise en place d’une réponse immunitaire mémoire (pour une réponse plus rapide et 

plus efficace en cas de réinfection par le même pathogène).  

Une réponse immune efficace repose sur une réponse innée, d’installation très rapide mais non 

spécifique, puis sur une réponse adaptative, de mise en place plus lente, mais spécifique du 

pathogène rencontré et très efficace. La réponse adaptative permet la mise en place d’une 

réponse mémoire lymphocytaire B et T.  

Figure n°1 : 

Principales étapes et 

différents acteurs d’une 

réponse immunitaire 

adaptée.  
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1a-Réponse immune innée : 

La première ligne de défense de l’organisme contre tous signaux de danger (infection par 

exemple) est assurée par une « réponse innée » adaptée. La réponse innée est assurée par : 

1/ des barrières épithéliales « armées » représentant des barrières physiques contre les micro-

organismes et des barrières chimiques du fait de la sécrétion de peptides antimicrobiens   

2/ les leucocytes, véritables « patrouilleurs » de l’organisme, composés principalement des 

macrophages, cellules dendritiques, polynucléaires neutrophiles (PNN) et Natural Killer (NK) et 

ayant comme principales fonctions : 

- la reconnaissance des signaux de danger via des récepteurs non spécifiques d’un 

antigène donné et peu diversifiés. Ces récepteurs regroupent (figure 2):  

 les Toll Like Receptors (TLR) extra et intracellulaires reconnaissant 

différents types de composants bactériens ou viraux,  

 les « sensors » cytoplasmiques comme la famille des NOD-like 

receptors (NLR) reconnaissant les peptidoglycanes ou la flagelline  

bactériens ou les RIG-like receptors (RLR) reconnaissant l’ARN viral  

 les récepteurs membranaires de la famille des lectines reconnaissant les 

glycanes d’origine fongique. 

 

- leur activation après reconnaissance du signal danger menant à (figure 3): 

* la sécrétion de  cytokines pro-inflammatoires, notamment d’IL-1β, IL-6, TNFα, 

IFN de type 1 ayant une action antivirale majeure, et de chémokines (IL-8, CCL-2, 

CCL-3..) permettant le recrutement leucocytaire sur le site infecté. 

* l’expression de molécules de co-stimulation (CD80-86) 
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* la phagocytose et la destruction des micro-organismes par les PNN et 

macrophages via la production de radicaux libres (ROS, iNOS) et d’enzymes 

protéolytiques 

 

- l’initiation d’une réponse adaptative via la présentation des antigènes microbiens 

aux lymphocytes B et T par les cellules présentatrices de l’antigène (cellules 

dendritiques notamment). 

3/ des molécules solubles préformées (anticorps naturels, protéines du complément, collectines, 

prentaxines) reconnaissant les pathogènes et ayant deux principaux rôles : 

- faciliter l’« opsonisation » des pathogènes par les cellules phagocytaires : une fois 

complexées aux pathogènes, ces molécules se fixent sur leurs récepteurs spécifiques 

au niveau des cellules phagocytaires, facilitant ainsi la destruction du pathogène. 

- permettre la destruction directe du microorganisme, via par exemple l’activation du 

complément induisant la formation d’un complexe d’attaque membranaire aboutissant 

à la destruction directe du pathogène.   

 

Figure n°2 : Différents récepteurs extra 

et intracellulaires permettant la 

reconnaissance des signaux de danger 
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Figure n° 3 : Cibles reconnues par les 

différents récepteurs des signaux de danger, 

leurs principales voies de signalisation 

intracellulaire et leurs principaux effets.   
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1b- La réponse adaptative : 

Associée à la réponse innée, il existe une réponse immune « adaptative » permettant 

d’améliorer l’efficacité de la réponse innée anti-infectieuse et anti-tumorale, et de mettre en place 

une réponse mémoire efficace (en cas notamment de réinfection par un pathogène déjà connu). 

Cette réponse est assurée par les lymphocytes B et T, et est caractérisée par : (i) son temps plus 

long de mise en place, (ii) sa spécificité aux différents pathogènes rencontrés lui permettant ainsi 

d’être optimale, et (iii) par conséquent sa grande diversité liée à la multitude de pathogènes 

potentiels.  

Pour assurer la réponse adaptative, les lymphocytes, contrairement aux cellules de l’immunité 

innée, sont caractérisés par l’expression à leur surface d’un récepteur spécifique d’un antigène 

donné. Dès lors, la réponse adaptative est basée sur :  

1/ la reconnaissance spécifique de l’antigène  

2/ l’activation lymphocytaire  

3/ la coopération entre les lymphocytes B et T CD4+ et les lymphocytes T CD4+ et 

CD8+, afin de mettre en place une réponse optimale  

4/ la prolifération et différenciation lymphocytaire B et T 

5/ et in fine la réalisation des fonctions effectrices des lymphocytes B (sécrétion 

d’anticorps de haute affinité dirigés contre l’antigène), des T CD4+ (sécrétion de cytokines 

régulant la réponse immunitaire) et des T CD8+ (cytotoxicité aboutissant à la destruction des 

cellules infectées ou tumorales). Les principales fonctions effectrices des lymphocytes B, T 

CD4+ et CD8+ sont résumées dans la figure 4.  
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Figure n°4 : Principaux types et fonctions des lymphocytes.  
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Les principales étapes de la réponse lymphocytaire sont détaillées ci-dessous.  

Reconnaissance de l’antigène et activation lymphocytaire  

La réponse adaptative est initiée au niveau du ganglion afférent par la réponse innée. Les cellules 

présentatrices de l’antigène (CPA), notamment les cellules dendritiques, une fois le pathogène 

reconnu, présentent le peptide aux lymphocytes T CD4+ spécifiques de ce peptide via les 

interactions entre le TCR du lymphocyte T et le complexe Ag-molécule de complexe majeur 

d’histocompatibilité (CMH) II présent à la surface de la CPA. La reconnaissance de l’antigène 

par le TCR (signal 1) n’est efficace que si elle s’accompagne en parallèle d’une interaction entre 

les différentes molécules de co-stimulation présentes à la fois sur le lymphocyte T et sur la CPA 

(signal 2). L’association de ces différents signaux de stimulation aboutit à l’activation du 

lymphocyte T CD4+ (entraînant une surexpression des molécules de co-stimulation et la 

sécrétion de cytokines pro-inflammatoires), la différenciation lymphocytaire et l’expansion 

clonale du lymphocyte T activé. Une fois activé, le lymphocyte T acquiert l’expression de 

CXCR5 (ligand de CXCL13 sécrété par les cellules dendritiques folliculaires en zone B) et perd 

celle de CCR7 (ligand de CCL19 et CCL21 sécrétés par les cellules stromales en zone T), 

permettant sa migration dans la zone B-T et ainsi la coopération B/T (Figure 5).  

L’activation du lymphocyte B se fait grâce à la reconnaissance par le BCR (B-cell receptor) de 

l’antigène dans sa conformation « native », qui peut être aussi fixé par le complément C3d se 

liant alors à son propre récepteur le CD21 (=CR2) situé à la surface du lymphocyte B, ou qui 

peut directement être reconnu par un récepteur TLR. L’ensemble de ces signaux synergiques 

permet d’aboutir à la prolifération et la différenciation lymphocytaire B. 
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Figure n°5: 

Migration 

lymphocytaire B et  

coopération B et T.  

 

 

 

Coopération lymphocytaire B et T, différenciation lymphocytaire et phase effectrice  

Une fois activé, le lymphocyte B internalise l’antigène et en présente les peptides à sa surface via 

les molécules CMH-II, et exprime à sa surface le CD40, comme molécule de co-stimulation, 

permettant ainsi sa coopération avec le lymphocyte T (Figure 6). En effet, le lymphocyte B 

activé migre dans la zone T et peut ainsi interagir avec le lymphocyte T CD4+ activé et 

spécifique du même antigène, via les liaisons TCR/Ag-CMH-II et les molécules de co-

stimulation CD40-CD40L. La coopération B-T a pour conséquence
1
 :         

-la prolifération clonale lymphocytaire B 

et T 

-la différenciation finale des lymphocytes 

T CD4+, notamment en « T Follicular 

Helper » (TFH) au sein des follicules 

lymphoïdes pour certains d’entre eux. Ils 

expriment alors fortement CXCR5 

(récepteur de la chimiokine CXCL13 

fortement sécrétée dans les follicules 

lymphoïdes) à leur surface. Figure n°6 : Interactions lymphocytaires B et T, 

aboutissant à la sécrétion d’anticorps dirigés contre 

l’antigène. 
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-la commutation isotypique des immunoglobulines (Ig) du lymphocyte B. En fonction du 

contexte (type de pathogène, localisation, environnement cytokinique…), l’Ig de chaque 

lymphocyte se modifie en IgG, IgA ou IgE, avec des propriétés bien distinctes (activation 

notamment de différents types cellulaires). 

-les mutations somatiques des Ig permettant ainsi d’améliorer l’affinité des Ig pour l’antigène 

rencontré et optimisant ainsi la réponse adaptative. L’anticorps ainsi sécrété et complexé à 

l’antigène reconnu se fixe au récepteur du fragment constant (Fc) des immunoglobulines à la 

surface des cellules phagocytaires et active le complément aboutissant à destruction du 

pathogène.   

Au total, la reconnaissance de l’antigène et la coopération entre lymphocytes et cellules 

dendritiques aboutissent à l’activation et la différenciation en lymphocytes matures ayant des 

propriétés bien spécifiques. Les différentes voies de différenciation des lymphocytes T CD4+ 

sont ainsi détaillées dans le paragraphe suivant.  

 

1c- La différenciation lymphocytaire T CD4 : 

 

Généralités sur les réponses Th1, Th2, Th17, Th9, Th22 

En fonction du type de pathogène et de l’environnement cytokinique, la différenciation des 

lymphocytes T CD4+ naïfs et, de ce fait la nature de la réponse adaptative, varient (Figure 7).  

En effet, les microorganismes intracellulaires notamment viraux, induisent volontiers une 

polarisation Th1, grâce à la sécrétion d’IFNγ et d’IL-12 par les cellules de l’immunité innée. 

Les lymphocytes Th1 sont caractérisés par l’activation de voies de signalisation menant à la 

surexpression de STAT-4 et du facteur de transcription T-BET, à l’origine de la différenciation 
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en Th1. Les Th1 induits, par leurs interactions avec les macrophages, favorisent la phagocytose 

et la destruction intracellulaire des pathogènes, grâce à la sécrétion d’IFNγ et à l’interaction des 

molécules de co-stimulation (CD40-CD40L). La sécrétion d’IFNγ favorise également la 

sécrétion d’IgG par les plasmocytes (et inhibe la sécrétion d’IgE) optimisant ainsi la phagocytose 

du pathogène opsonisé.  

Au contraire, la polarisation Th2 est volontiers induite par une infection de type parasitaire et 

mène à la sécrétion d’IL-4 favorisant la commutation isotypique en IgE. La réponse Th2 aboutit 

à la dégranulation des mastocytes et à la sécrétion d’IL-13 et d’IL-5 activant les éosinophiles. 

L’IL-4 et l’IL-13 inhibent l’activation macrophagique induite par l’IFNγ. Les lymphocytes Th2 

sont caractérisés par la surexpression de STAT-6 et du facteur de transcription GATA3 qui 

promeuvent la polarisation Th2. Les cytokines favorisant une réponse Th2 sont l’IL-25, TSLP et 

IL-33. Les caractéristiques de l’IL-33 seront abordées plus en détail ultérieurement.  

Enfin, les organismes extracellulaires, type bactéries ou champignons, induisent volontiers une 

polarisation Th17, via la sécrétion conjointe d’IL-6 et de TGF-β. L’IL-23, est également 

essentielle pour l’induction et le maintien du phénotype Th-17. L’IL-23 induit l’activation des 

lymphocytes Th17 et la sécrétion d’IL-17, IL-22, IL-6
2,3

. L’IL-23 est devenue une cible 

thérapeutique majeure dans le psoriasis, la maladie de Crohn, la sclérose en plaques et la 

polyarthrite rhumatoïde, maladies pour lesquelles de nombreux anticorps anti-IL-23 ont été 

développés. Les lymphocytes Th17 induisent une sécrétion d’IL-17, conduisant au recrutement 

et à l’activation des PNN et à la production de peptides antimicrobiens. Les Th17 induiraient 

également la sécrétion d’IL-22 permettant de maintenir l’intégrité des barrières épithéliales, et 

seraient associés à la sécrétion d’IL-21, qui favoriserait la prolifération et les fonctions 

effectrices des CD8+ et des NK. Les lymphocytes Th17 acquièrent leur phénotype grâce la 

surexpression de RORᵧt et de STAT3. 
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Les cellules Th9 (T helper 9) sont des lymphocytes T CD4+ caractérisés par la production d’IL-

9. La différenciation en lymphocytes Th9 requiert les signaux IL-2/STAT-5 et IL-4/STAT-6 

ainsi que l’activation par le TGF-β qui permet la différenciation des Th2 en Th9. Le TSLP 

permettrait d’augmenter la production d’IL-9, ainsi que l’IL-25 et l’IL-33
4
. La sécrétion d’IL-9 

est dépendante d’un facteur de transcription spécifique BATF. Les Th9 ont été récemment mis 

en évidence, expliquant que leurs rôles soient encore mal connus. Cependant, certaines études 

ont déjà montré leur rôle dans la défense anti-parasitaire (contre les helminthes) et dans certaines 

maladies autoimmunes comme la polyarthrite rhumatoïde et certaines vascularites comme 

l’artérite à cellules géantes 
5
. 

Enfin, les lymphocytes Th22 ont récemment été mis en évidence. Ils sont caractérisés par la 

sécrétion d’IL-22, et d’IL-13 sans production d’IFNγ ni d’IL-17.  Ils sont induits par la sécrétion 

de TNFα et d’IL-6 et leur différenciation nécessite l’activation des facteurs de transcription aryl 

hydrocarbon receptor (ARH) et RORγt. Les lymphocytes Th22 participent à l’immunité des 

barrières et aux mécanismes de réparation tissulaire
6,7

. Ils ont été impliqués dans certaines 

maladies cutanées comme les dermatites atopiques ou certaines maladies autoimmunes 

(psoriasis, lupus, sclérose en plaques..) 
7
. 
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Figure n°7 : Fonctions des différents types de réponse lymphocytaire Th1, Th2 et Th17.  
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Les lymphocytes T folliculaires helper 

 Biologie et différenciation des lymphocytes T folliculaires helper 

Comme nous l’avons évoqué précédemment, les lymphocytes naïfs peuvent également se 

différencier, au sein des ganglions, en lymphocytes T folliculaires helper (Tfh) ayant des 

propriétés fonctionnelles bien distinctes. Ils sont caractérisés par l’expression membranaire de 

CXCR5, ICOS, PD-1 et la sécrétion de l’IL-21. Leur présence est essentielle à la formation des 

centres germinatifs et à la maturation des lymphocytes B en plasmocytes et lymphocytes 

mémoires. La différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs en Tfh matures requiert de 

multiples interactions avec les cellules dendritiques, l’antigène et les lymphocytes B. Dans ce 

sens, l’interaction ICOS-ICOSL serait importante pour la différenciation en Tfh. De même, SAP 

(SLAM-associated protein), activant le facteur de transcription BCL6, est également nécessaire à 

la différenciation en Tfh. Les cytokines et mécanismes exacts intervenant dans la différenciation 

en Tfh ne sont pas encore parfaitement élucidés. L’IL-6, l’IL-21 et l’IL-27 participent à la 

différenciation en Tfh via l’activation de STAT-3 qui induit l’expression de BCL6, MAF, BATF 

et IRF-4, nécessaires à l’expression de CXCR5, PD-1 et ICOS qui sont des marqueurs des Tfh. 

La figure 8 résume les différentes voies de régulation de différenciation des Tfh. Des études 

récentes ont montré chez l’homme un rôle très important de l’IL-12 qui induirait une expression 

accrue d’IL-21, ICOS, CXCR5 et BCL6 
8,9

. Le TGF-β, en coopération avec l’IL-12 et l’IL-23 (et 

d’autres cytokines activant STAT3), favoriserait l’expression de marqueurs essentiels aux Tfh 

comme l’IL-21, CXCR5 et BCL6 par les T CD4+ naïfs
10

. Au contraire, la différenciation en Tfh 

est inhibée par B lymphocyte induced maturation protein 1 (BLIMP-1), induite par IL-2/ STAT5 

et inhibant l’expression de BCL6. De la même façon, l’IL-10 empêche la formation de Tfh. 

L’ensemble des signaux régulant la différenciation en Tfh sont indiqués dans la Figure 8 
1
.  
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Figure n°8 : Différents signaux intervenant dans la différenciation lymphocytaire Tfh
1
. 

 

Comme évoqué précédemment, les Tfh sont essentiels à la différenciation lymphocytaire B, leur 

commutation isotypique et la formation des centres germinatifs. Ces processus sont dépendants 

de l’IL-21 et de nombreuses interactions entre les lymphocytes B et T comme CD40-CD40L, 

ICOS-ICOSL, CD28/CD80-86 (Figure 8). 

 Ces dernières années, plusieurs études ont mis en évidence dans le sang des lymphocytes T 

CD4+ CXCR5+, correspondant à une sous-population de CD4+ ayant des propriétés 

fonctionnelles spécifiques proches de celles des Tfh des centres germinatifs. En effet, certaines 

études ont montré que les lymphocytes T CD4+ CXCR5+ circulants (Tfhc) avaient une capacité 

accrue d’induire la commutation isotypique des lymphocytes B ainsi que leur différenciation en 

plasmocytes 
11,12

. Les Tfhc ont un phénotype différent des Tfh des centres germinatifs car ils 
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n’expriment pas BCL6. Les mécanismes grâce auxquels les Tfhc maintiennent leur 

différenciation sont pour le moment inconnus. 

Cette population, a été plus finement caractérisée en différenciant les Tfhc en Tfh1 (CXCR3
+
, 

CCR6
-
) ayant un profil proche des Th1 (sécrétion d’IFNγ), les Tfh2 (CXCR3

-
CCR6

-
) proches 

des Th2 et les Tfh17 (CXCR3
-
CCR6

+
) proches des Th17 

8,11,13
. Les Tfh17 et Tfh2 ont une 

capacité accrue d’induire une sécrétion d’Ig par les lymphocytes B alors que les Tfh1 ne le 

permettraient pas 
11

. Les Tfh17 induiraient la sécrétion d’IgG et IgA alors que les Tfh2 

induiraient plutôt une sécrétion d’IgE et IgG. L’expression différentielle de CCR7, ICOS et PD-1 

permet également de distinguer plusieurs sous-types de populations : les Tfhc activés (ICOS
+
PD-

1
++

CCR7
low

) et les Tfhc quiescents (ICOS
-
PD-1

+
CCR7

int
 et ICOS

-
PD-1

-
CCR7

hi
). Seule une 

minorité des Tfhc expriment ICOS chez le sujet sain mais cette population peut augmenter après 

une vaccination. L’expression différentielle de ces marqueurs permet donc de définir des sous-

populations de Tfh avec des phénotypes et fonctionnalités distincts, notamment une capacité plus 

ou moins importante à aider les lymphocytes B mémoires ou naïfs à sécréter des Ig.  

 

Lymphocytes Tfh en pathologie 

Dans nombre de maladies autoimmunes (lupus, syndrome de Gougerot-Sjögren, polyarthrite 

rhumatoïde, myasthénie), des études ont montré une association entre la fréquence des Tfhc 

ICOS+ et PD-1+ et la sévérité de la  maladie et le titre sérique d’auto-anticorps
14–16

. Plusieurs 

études récentes ont également montré dans les maladies autoimmunes une fréquence accrue de 

Tfh2 et Tfh17 alors que les Tfh1 seraient sous-représentés
8
 (figure 9). Ces anomalies seraient 

corrélées avec l’activité de la maladie, le titre d’auto-anticorps et la fréquence des plasmablastes 

périphériques 
11,17

. Ces données suggèrent dans ces maladies une efficacité accrue des Tfh qui 

favoriseraient ainsi la synthèse d’auto-anticorps.  
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Figure n°9 : Phénotype des lymphocytes Tfh1, 2 et 17
8
 

 

Les lymphocytes Tfh sont également particulièrement intéressants au cours des vaccinations. En 

effet, une meilleure connaissance du mécanisme de production d’anticorps neutralisants est un 

enjeu majeur pour améliorer l’efficacité vaccinale. La quantification de la réponse immune 

circulante liée aux Tfh après vaccination pourrait apporter des marqueurs prédictifs de bonne 

réponse à la vaccination. A titre d’exemple, certaines études ont montré après vaccination contre 

le virus grippal H1N1 une corrélation entre la réponse vaccinale et les taux circulants d’IL-21, de 

lymphocytes CD4+ CXCR5+ et de lymphocytes B mémoires 
18–20

. Dans les infections 

chroniques comme le VIH (virus de l’immunodéficience humaine), il a été montré une 

augmentation des Tfh composés d’une forte proportion de CD4+ spécifiques du VIH 
21,22

. Le 

nombre de Tfh et de plasmocytes diminuait sous traitement antirétroviral, suggérant fortement 

que la réponse humorale inadaptée est liée à l’infection par le VIH.  
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Pour conclure, la différenciation des lymphocytes T CD4+ est un élément majeur de la réponse 

lymphocytaire effectrice, permettant ainsi d’orchestrer les réponses lymphocytaires B, CD8+ 

mais également la réponse innée. Cependant, toute réponse effectrice efficace repose également 

sur une réponse régulatrice efficace, et notamment sur les lymphocytes T régulateurs.  
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1d-La réponse régulatrice :         

Généralités sur les mécanismes d’immunorégulation 

Une réponse immune efficace repose sur des systèmes de régulation efficients capables de 

prévenir la survenue d’une réponse immune inadaptée et/ou excessive.  

Le contrôle de la réponse immune repose sur : 

-la mise en place d’une tolérance efficace centrale et périphérique visant à éviter la 

présence de lymphocytes B et T auto-réactifs.  

-un rétrocontrôle négatif (« feedback») de toute réponse immune physiologique, via la 

mise en place de signaux inhibiteurs, comme la synthèse de cytokines anti-inflammatoires (l’IL-

10 par exemple) par les cellules immunitaires activées ou le phénomène d’ « exhaustion » des 

cellules immunitaires après leur activation, entraînant l’expression de récepteurs inhibiteurs 

empêchant ainsi leur activation ultérieure (exemple d’« exhaustion » des lymphocytes T CD8+ 

lors d’une infection virale chronique comme le VIH). 

-la nécessité de plusieurs signaux de co-stimulation pour toute activation lymphocytaire T 

ou B.   

Brièvement, la tolérance centrale des lymphocytes T est mise en place dans le thymus. La 

présentation par les cellules dendritiques des antigènes du soi aux thymocytes aboutit à la 

délétion clonale (sélection négative) ou à l’induction de lymphocytes T régulateurs des 

thymocytes porteurs d’un TCR ayant une affinité trop forte pour l’antigène du soi présenté. La 

tolérance centrale des lymphocytes B est assurée au niveau de la moelle osseuse. Les 

lymphocytes B reconnaissant les antigènes du soi avec une trop grande affinité peuvent : (i) 

initier un nouveau réarrangement du segment VJ de la chaine légère de leur immunoglobuline 

via l’activation de RAG1 et RAG2, aboutissant ainsi à l’expression d’un nouveau BCR non auto-
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réactif (« receptor editing ») (ii) entrer en apoptose si l’ « editing » du BCR n’a pas fonctionné 

(délétion clonale) ou (iii) devenir anergique (non fonctionnel), via l’inhibition des voies de 

signalisation du BCR en cas de lymphocyte B auto-réactif ayant une faible affinité pour l’auto-

antigène reconnu.  

En périphérie, la tolérance repose en grande partie sur les lymphocytes T régulateurs (Treg) que 

nous détaillerons dans le paragraphe suivant. Comme évoqué en début de paragraphe, il existe 

également d’autres mécanismes visant à réguler la réponse immune. Les lymphocytes B auto-

réactifs peuvent entrer en apoptose, ou devenir anergiques à cause de stimulations répétées avec 

l’autoantigène du fait d’une plus grande dépendance à BAFF (facteur de croissance et survie des 

lymphocytes B). Des lymphocytes B ou T auto-réactifs ne déclencheront pas de réponse immune 

en l’absence de 2èmes signaux d’activation (molécules de co-stimulation CD80/86 ou cytokines 

activatrices). Les cellules immunes (cellules dendritiques et lymphocytes) peuvent exprimer des 

corécepteurs inhibiteurs (ex CD22, CTLA4, PD-1/PD1L) inhibant l’activation du lymphocyte T 

ou B auto-réactif, devenant ainsi anergique.  

 

Lymphocytes T régulateurs 

Les Treg représentent 5 à 10% des lymphocytes T CD4+ périphériques. Les Treg périphériques 

sont définis par l’expression du facteur de transcription FOXP3, une forte expression du 

récepteur α de l’IL-2 (CD25) et une faible expression de CD127. La majorité d’entre eux 

expriment le CTLA-4 et le GITR (glucocorticoid induced TNFR). Ils sont caractérisés par la 

sécrétion de TGF-β et d’IL-10 
23

. La prolifération, la stabilité et la survie des Treg est en partie 

dépendante de l’IL-2.   

On distingue les Treg naturels ou thymiques, et les Treg induits. Hélios permettrait de distinguer 

ces sous-populations dans la mesure où ce facteur de transcription est fortement exprimé dans les 
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Treg thymiques 
24

. Cependant, une autre étude a rapporté la coexistence de cellules Helios 

négatives et positives au sein de Treg naturels (définis par un profil phénotypique naïf) 
25

. La 

différenciation des Treg au niveau thymique est dépendante du signal induit par le TCR. En 

effet, l’interaction entre un auto-antigène et le TCR d’affinité intermédiaire induit la 

différenciation en Treg, alors qu’une interaction de haute affinité conduit à l’apoptose du 

lymphocyte T. En périphérie, la différentiation en « Treg induit » nécessite l’interaction du 

lymphocyte T conventionnel avec une CPA tolérogène, induisant des signaux inhibiteurs via 

notamment le TGF-β et l’acide rétinoïque. 

La maturation des Treg et la régulation de leurs fonctions suppressives sont dépendantes de 

plusieurs facteurs. La forte expression de FOXP3 est indispensable pour le maintien des 

fonctions immunomodulatrices des Treg en périphérie, à savoir la surexpression des gènes 

suppresseurs et l’up-régulation du CD25
26

. FOXP3 ne semble pas indispensable à la 

différenciation des Treg au niveau thymique 
27

. La notion de stabilité de FOXP3 est également 

un élément majeur. Les signaux inducteurs et « déstabilisateurs » de l’expression de FOXP3 sont 

présentés dans la Figure 10.
28
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Figure n°10 : Signaux stabilisateurs et déstabilisateurs du facteur FOXP3 dans les lymphocytes T régulateurs 
28

 

Par ailleurs, HELIOS et GATA-3 sont également des facteurs de transcription importants pour le 

maintien des fonctions suppressives des Treg 
29–31

. A contrario, les fonctions suppressives des 

Treg semblent être inhibées par les voies de signalisation induites par les récepteurs NOTCH
32

.  

Récemment, Komatsu et al, ont démontré la notion de plasticité des Treg FOXP3+ dans un 

modèle murin d’arthrites autoimmunes. Ils ont rapporté la perte d’expression de FOXP3 chez 

certains Treg et l’acquisition d’un phénotype Th17, via la sécrétion d’IL-6 par les fibroblastes 
33

. 

En plus de la plasticité des Treg, des études récentes mettent en lumière l’hétérogénéité de cette 
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population. Une étude a montré l’existence d’une population Treg exprimant le facteur de 

transcription T-BET, stable au cours du temps et même après une infection. Ils se sont révélés 

avoir un rôle majeur dans la régulation de la réponse Th1 et la suppression de la sous-population 

Treg T-BET+ aboutissait à une réponse autoimmune de type Th1 
34

. De façon intéressante, la 

suppression des Treg T-BET- conduisait à une surproduction de cytokines Th17 et Th2 mais à 

une diminution d’IFNγ. 
35

 

Les Treg ont des fonctions suppressives très puissantes. Le schéma ci-dessous (Figure 11) 

résume les principaux mécanismes suppresseurs par lesquels les Treg assument leurs fonctions :  

 -induction d’expression de récepteurs inhibiteurs par les cellules dendritiques 

 -apoptose et mort cellulaires des cellules activatrices (via perforine/granzyme B) 

-expression de signaux inhibiteurs : interaction CTLA4/CD80 ou CD86, aboutissant à la 

sécrétion d’IDO (indoleamine 2,3-dioxygenase). L’IDO est une enzyme dégradant les 

tryptophanes, menant à la synthèse de kynurénines, induisant l’anergie et l’apoptose des 

lymphocytes activateurs et inhibant l’expression des récepteurs activateurs.  

 -sécrétion de cytokines anti-inflammatoires (IL-10, TGFβ) 

 -privation du milieu en IL-2, nécessaire à l’activation et la prolifération des T effecteurs 

par une plus grande affinité pour cette cytokine que les T effecteurs.  
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Figure n°11 : Principaux mécanismes suppresseurs des lymphocytes T régulateurs 
36 
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2- IL-33, cytokine de la famille IL-1 : 

Comme nous l’avons abordé précédemment, de nombreuses cytokines interviennent dans la 

régulation de la réponse immune. Nous nous intéresserons plus particulièrement à l’IL-33.  

Généralités sur la famille de l’IL-1 

La famille de l’IL-1 comprend 7 cytokines agonistes (IL-1α, IL-1β, IL-18, IL-33, IL-36α, IL-36β 

et IL-36 γ), 3 récepteurs antagonistes (IL-1RA, IL-36RA et IL-38) et une cytokine dite « anti-

inflammatoire » l’IL-37. Les récepteurs membranaires auxquels les cytokines de la famille de 

l’IL-1 se fixent sont indiqués sur le schéma suivant (Figure 12) 
37

. Les récepteurs membranaires 

des cytokines de la famille IL-1 sont caractérisés par un domaine extracellulaire comprenant 3 

domaines « Ig-like » excepté pour l’IL-18BP et TIR8. Les domaines intracellulaires comprennent 

un domaine TIR, induisant la voie de signalisation MYD88. Enfin, la liaison de chaque cytokine 

de cette famille nécessite la formation d’un complexe de leur récepteur avec une protéine 

accessoire (pour IL-1, IL-33 et IL-36) ou de ses chaines α et β pour transduire un signal. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°12 : Cytokines de la famille IL-1 et leurs récepteurs 
38
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IL-33 : expression, modes d’action et régulation 

L’IL-33 est constitutivement exprimée dans le noyau des cellules épithéliales, endothéliales, 

kératinocytes, et aussi mésenchymateuses (fibroblastes, cellules musculaires lisses). A l’état 

d’équilibre, l’IL-33 est intranucléaire, grâce à sa portion N-terminale comportant une région de 

liaison à la chromatine (via les histones H2A/H2B). L’IL-33 pourrait réguler la transcription de 

certains gènes mais ce rôle est à l’heure actuelle mal connu. Elle n’est sécrétée qu’en cas 

d’apoptose et nécrose cellulaire 
39

. Contrairement à l’IL-1 et l’IL-18, l’IL-33 ne doit pas être 

clivée par la caspase 1 pour être biologiquement active. Son activité biologique ne dépend donc 

pas de l’activation de l’inflammasome. En revanche, lorsqu’elle est libérée par apoptose, l’IL-33 

est clivée par les caspases 3 et 7, ce qui diminue son activité cytokinique et la rend sensible à sa 

dégradation par les protéases. En cas de nécrose, elle agit alors comme une véritable cytokine, en 

se liant à son récepteur, appelé ST2 ou IL1-R4, exprimé de façon constitutive par les 

cardiomyocytes, et nombre de cellules immunitaires comme les lymphocytes Th2, ILC2, NK, 

macrophages M2, mastocytes, éosinophiles, basophiles et les lymphocytes T régulateurs 

exprimant GATA3 
40

. ST2 a 2 isoformes principales : ST2 membranaire et ST2 soluble. Ces 

isoformes représentent deux variants issus d’un même transcrit qui dépendraient du promoteur 

mis en jeu, le promoteur distal aboutissant au ST2 membranaire contenant l’exon 1a de 15Kb et 

le promoteur proximal résultant en la synthèse de ST2 soluble ne contenant pas cet exon 
41

.  Le 

récepteur ST2 soluble ne contient donc pas le domaine transmembranaire et intra-cytoplasmique 

que comprend l’isoforme membranaire de ST2. ST2 soluble est produit spontanément dans le 

poumon, l’intestin, le cœur et par les mastocytes activés par l’IL-33 ou les lymphocytes Th1 et 

Th17 activés par anti-CD3/anti-CD28.  

L’IL-33 est par conséquent une véritable « alarmine », sécrétée et active uniquement en cas de 

dommage tissulaire. Son activité biologique peut également être accrue via son clivage par les 

protéases sécrétées par les PNN ou mastocytes (elastases, cathepsines) en cas d’inflammation 
42
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(Figure 13). Son activité peut au contraire être régulée par des mécanismes variés comme : la 

présence du récepteur soluble de l’IL33 (ST2 soluble) capable de fixer l’IL-33 et d’en inhiber ses 

effets, ou l’inhibition de son action par son oxydation par des cystéines qui induisent la 

formation de ponts disulfures et empêchent sa liaison à son récepteur ST2.  

Figure n°13 : IL-33, localisation, 

sécrétion et modes d’action 
42 

 

 

 

 

 

 

 

 

La liaison de l’IL-33 à son récepteur induit le recrutement de la protéine accessoire IL-1RAcP et 

l’hétérodimérisation de ST2 à IL-1RAcP. Le déclenchement de la cascade de signalisation 

requiert à la fois le domaine TIR du récepteur ST2 et celui de la protéine accessoire. Comme 

pour les autres cytokines de la famille de l’IL-1, la liaison de l’IL-33 entraîne le déclenchement 

de la voie de signalisation MyD88/IRAK, conduisant in fine à l’activation des voies NF-kB et 

MAP kinases (Figure 14) 
41

. Le récepteur ST2 est principalement exprimé sur les mastocytes, 

basophiles, éosinophiles, ILC2 et lymphocytes Th2 et T régulateurs. Les cibles cellulaires de 

l’IL-33 sont représentées sur la figure 15.  



 
34 

 

 

Figure n°14 : Voies d’activation cellulaire induites par la liaison d’IL-33 à son récepteur
41

 

 

Figure 

15 : 

Principales cibles cellulaires de l’IL-33, sécrétée après dommages tissulaires
41
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IL-33 : implications physiopathologiques 

L’IL-33 favoriserait l’activation endothéliale, l’angiogenèse et la perméabilité vasculaire, dans 

des modèles in vitro et in vivo physiologiques 
43,44

. En revanche, son rôle au niveau vasculaire 

dans des maladies inflammatoires, notamment les vascularites, n’a pas été étudié jusqu’à présent.  

Du fait de l’expression constitutive de ST2 sur les Th2, ILC2, mastocytes, éosinophiles, l’IL-33 

est principalement connue pour induire une réponse Th2 et pour être impliquée dans les réactions 

allergiques (en activant en particulier les mastocytes et éosinophiles) 
45

. Elle se distingue alors de 

l’IL-18, connue principalement pour promouvoir une réponse Th1. Dans les modèles murins 

d’allergie (notamment induits par la papaïne ou l’ovalbumine), il a été montré que l’IL-33 

aggravait l’inflammation des voies respiratoires via la production d’IL-5 et d’IL-13 par les ILC2, 

l’hyper-éosinophilie et la polarisation Th2 
46,47

. Certaines études ont prouvé le rôle majeur de 

l’IL-33 sur la croissance, prolifération, maturation, activation et dégranulation des mastocytes. 

L’IL-33 induirait la production par les mastocytes de cytokines pro-inflammatoires (TNFα et IL-

6) et Th2 (IL-4 et IL-13) 
48

. 

L’IL-33 est impliquée dans nombre de maladies autoimmunes. De nombreuses études ont évalué 

son implication dans la polyarthrite rhumatoïde, la sclérose en plaques (SEP) et les maladies 

inflammatoires digestives 
41

. Néanmoins, les effets de l’IL-33 dans ces maladies semblent 

complexes et certains résultats peuvent sembler à première vue contradictoires. Dans certains 

modèles murins d’arthrites induites par le collagène, l’IL-33 recombinante aggravait les 

symptômes alors que l’inhibition de ST2 atténuait la sévérité de l’arthrite 
49

. Xu et al. ont 

rapporté une aggravation de la polyarthrite après administration d’IL-33, en partie médiée par les 

mastocytes
50

. A contrario, d’autres études ont montré que l’administration d’IL-33 était associée 

à une augmentation des lymphocytes T régulateurs et Th2 et pouvait empêcher le développement 

de l’arthrite 
51

. Dans la SEP et les maladies inflammatoires digestives, des effets contradictoires 

de l’IL-33, protecteurs ou néfastes, ont également été décrits, 
39

. L’impact de l’Il-33 sur la 
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régulation de la réponse immune semble particulièrement complexe, en fonction de la maladie, 

du modèle utilisé et du timing de l’administration. Ses effets dans les maladies inflammatoires et 

autoimmunes méritent donc d’être précisés.  
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3-Le mastocyte : 

Le mastocyte étant une des principales cibles de l’IL-33, ses 

fonctions et voies d’activation sont détaillées dans ce paragraphe. 

Le mastocyte est impliqué dans de nombreux mécanismes 

physiopathologiques concernant la régulation de la réponse 

immune, les phénomènes de perméabilité vasculaire et de 

réparation tissulaire. Les mastocytes sont des cellules issues de progéniteurs myéloïdes de la 

moelle osseuse, qui finissent leur différenciation et acquièrent leur phénotype mature dans les 

tissus. Ils sont particulièrement présents dans les épithéliums des muqueuses, représentent un des 

acteurs majeurs de l’immunité innée et constituent ainsi une des premières lignes de défense de 

l’organisme. A l’état physiologique, ils ne sont pas présents dans le sang périphérique mais sont 

retrouvés dans les tissus, préférentiellement près des vaisseaux et des nerfs.  

Les mastocytes sont caractérisés par la présence de granules intracytoplasmiques contenant de 

l’histamine, de la tryptase et d’autres médiateurs pro-inflammatoires (leucotriènes, 

prostaglandines, radicaux libres). Ils sont capables de sécréter également d’autres substances pro-

angiogéniques comme le VEGF et l’angiopoiétine. Ils ont la particularité de pouvoir dégranuler 

et libérer le contenu de leurs granules en quelques minutes. Ils peuvent aussi produire certaines 

cytokines (Th2, IL-6, TNFα) ou chimiokines. Cependant, ce processus prend plusieurs heures et 

est majoritairement indépendant des phénomènes de dégranulation
48

. L’activation des 

mastocytes dépend d’un ensemble de signaux liés à l’environnement et au profil d’expression 

des récepteurs exprimés à leur surface (à la fois activateurs et inhibiteurs). Des études chez les 

rongeurs suggèrent l’existence de plusieurs sous-types de mastocytes en fonction du tissu 

concerné (dans les muqueuses ou dans le stroma), ayant des phénotypes différents. Les 

mastocytes semblent pouvoir changer de phénotype en fonction de leur localisation, suggérant 
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une véritable « plasticité » mastocytaire. On peut donc supposer que l’action des mastocytes est 

très complexe, dépendant du tissu et de l’environnement inflammatoire local 
48

.   

 

Principaux récepteurs activateurs et inhibiteurs des mastocytes  

Les mastocytes expriment à leur surface, de façon constitutive, les récepteurs pour l’IgE (FcRεI 

de forte affinité), et en fonction de l’environnement cytokinique, le récepteur aux IgG (FcRγI de 

forte affinité et FcRγIII de faible affinité). La fixation de ces anticorps à ces récepteurs aboutit 

alors à l’activation du mastocyte, à sa dégranulation libérant les 3 classes de médiateurs 

mastocytaires et à la migration mastocytaire. Les voies de signalisation mises en jeu en aval de 

ces récepteurs sont détaillées dans la figure ci-dessous (Figure 16). Associés aux récepteurs aux 

Ig, les mastocytes expriment de manière constitutive C-kit, le récepteur du facteur de croissance 

Stem Cell Factor (SCF), qui assure leur différenciation, survie ou expansion et qui contrôle 

également leur migration
52

. Le SCF est notamment sécrété par les fibroblastes mais également 

par les mastocytes. En plus de son rôle de facteur de croissance, le SCF permettrait leur 

dégranulation et la production de cytokines en synergie avec d’autres signaux activateurs 
53

. Les 

mastocytes expriment aussi certains récepteurs du complément, et les récepteurs des familles 

TLR et NLR qui permettent la reconnaissance des composants microbiens et ainsi la mise en 

place d’une réponse pro-inflammatoire après reconnaissance du pathogène infectieux. Enfin, les 

mastocytes expriment le récepteur de ST2, dont l’activation aboutirait notamment à la production 

de cytokines Th2 (Figure 17) 
54–56

. L’aptitude de l’IL-33 à induire la dégranulation des 

mastocytes est encore débattue 
57,58

. L’IL-33 favorise également la maturation des mastocytes à 

partir de progéniteurs CD34+, leur proliferation, leur survie via BCL-XL, leur adhesion à la 

fibronectine et aux cellules endothéliales, et la production de chimiokines et médiateurs pro-



 
39 

 

inflammatoires (prostaglandines et leukotrienes)
59

. L’IL-33 permet d’augmenter les signaux 

induits par le récepteur à l’IgE et le récepteur couplé à la protéine G. 

Parallèlement, les mastocytes expriment des récepteurs inhibiteurs FcγRIIb IgG receptor, 
60

  

Sialic acidbinding, Ig-like lectins
60

, qui via leurs motifs ITIM, activent les phosphatases, régulant 

ainsi les signaux activateurs induits par les récepteurs activateurs FcRεI et C-kit.  

 

 

Figure n°16 : Principales voies d’activation des mastocytes 
61
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Figure n°17 : Autres voies d’activation des mastocytes , stimulation de l’IL-33 via ST2
61

 

 

Principales fonctions immunologiques des mastocytes  

La reconnaissance d’un large panel de pathogènes par les mastocytes leur permet de constituer 

une première ligne de défense efficace de l’immunité innée, et ainsi conduire à la destruction des 

bactéries et des parasites. Les mastocytes sont capables de détruire les pathogènes par différents 

moyens comme la libération de peptides anti-microbiens dans le milieu extra-cellulaire, la 

phagocytose et même la formation de neutrophil extracellular traps (NETs) 
62

. Le rôle majeur 

des mastocytes dans la défense anti-infectieuse a été démontré dans nombre d’infections 

parasitaires, bactériennes et à un moindre dégré virales, grâce à des modèles murins dans 

lesquelson observait des réponses anti-infectieuses altérées en cas de déficit en mastocytes 
63

. 

Les mastocytes, du fait de leur activation par les IgE produits par les lymphocytes B, constituent 

également un des acteurs principaux des réactions allergiques par leur dégranulation et la 

libération d’histamine aboutissant à une vasodilatation, une contraction des cellules musculaires 
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lisses et à une bronchoconstriction 
64–66

. Les mastocytes, via leur sécrétion de cytokines Th2 en 

contexte allergique, favorisent la différenciation Th2 et la production d’IgE spécifiques par les 

lymphocytes B.  

Les mastocytes sont impliqués dans certaines maladies autoimmunes. L’exemple de la 

polyarthrite rhumatoïde illustre parfaitement la complexité du mode d’action des mastocytes et 

les difficultés d’interprétation des données en fonction du modèle murin utilisé 
67

. Les modèles 

murins permettant d’étudier l’effet de la déplétion des mastocytes sur le développement de la 

polyartirte donnent des résultats contradictoires. Ces différences sont en partie explicables par les 

différences des modèles génétiques de déplétion en mastocytes et les différences d’induction de 

la polyarthrite. Dans ce sens, les souris déficientes en mastocytes (mutation de C-kit) ne 

développaient pas d’arthrite après injection de sérum de souris atteintes de polyarthrites, 

suggérant un rôle majeur des mastocytes dans la survenue d’arthrite autoimmunes. Cependant, 

ces souris ayant une mutation de C-kit présentaient des anomalies phénotypiques des autres 

lignées sanguines avec notamment une neutropénie, pouvant expliquer ces observations 
68

. Dans 

d’autres modèles murins, dans lesquels la déplétion des mastocytes était inductible et non liée à 

une mutation de C-Kit, le développement des arthrites n’apparaisait qu’en l’absence de 

mastocytes pendant la phase d’immunisation. Dans des modèles murins d’arthrites induites par le 

collagène, la déplétion en mastocytes en phase pré-clinique était associée à une diminution de 

sévérité de la polyarthrite, alors que la déplétion en mastocytes à une phase plus tardive (après la 

phase d’immunisation) n’avait pas de conséquence sur la sévérité du phénotype clinique 
69

. La 

déplétion des mastocytes n’avait pas d’effet dans les modèles murins dont la polyarthrite était 

induite par injection de sérums de souris arthritiques (transfert passif des effecteurs pro-

inflammatoires mimant une phase tardive de la maladie mais ne reproduisant pas la phase de 

mise en place de la réponse autoimmune) 
70

.  



 
42 

 

 Chez l’homme, les données résultent d’expérimentations in vitro. Certaines études mettent en 

évidence le rôle pro-inflammatoire des mastocytes dans la polyarthrite rhumatoïde en rapportant 

la présence de mastocytes synoviaux et l’activation in vitro des mastocytes par les complexes 

immuns aboutissant à la sécrétion de médiateurs et cytokines pro-inflammatoires 
71,72

. 

Cependant, d’autres études récentes ont mis en exergue les effets immunomodulateurs in vitro 

des mastocytes via la sécrétion d’IL-10 
73

. Certaines données dans un autre modèle pathologique 

illustre les propriétés immunorégulatrices des mastocytes. Dans un modèle murin de maladie du 

greffon contre l’hôte , les souris déficientes en mastocytes avaient une mortalité augmentée. Le 

rôle immunorégulateur des mastocytes n’était pas lié à un défaut quantitatif ou qualitatif des T 

régulateurs mais à des mécanismes faisant intervenir l’IL-10 
74

.  

Enfin, l’implication des mastocytes dans les mécanismes d’angiogenèse et de remodelage 

tissulaire seront abordés dans des paragraphes dédiés. Le schéma ci-dessous (Figure 18) illustre 

les différents rôles immunologiques clés des mastocytes. 

Figure n°18 : Rôles des mastocytes dans la réponse anti-infectieuse, allergique et immunomodulatrice
61  
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4-Rôle de l’activation endothéliale et de l’angiogenèse dans la réponse 

inflammatoire : 

Généralités sur l’activation endothéliale pendant le processus inflammatoire 

Il est important de souligner que d’autres cellules que les cellules immunitaires proprement dites 

jouent un rôle essentiel dans la régulation de la réponse immune et dans la chronicité de la 

réponse inflammatoire. Comme évoqué précédemment, la mise en place d’une réponse 

immunitaire dans un tissu engendre la sécrétion de cytokines (notamment IL-1, IL-6 et TNFα) et 

de chimiokines qui ont un rôle majeur dans le recrutement des cellules inflammatoires au niveau 

du site pathologique, via l’activation endothéliale. Certaines cytokines pro-inflammatoires, 

comme le TNFα, induisent une activation endothéliale aboutissant à : 

 l’expression de chimiokines à leur surface  

 l’expression par les cellules endothéliales d’intégrines comme ICAM-1 (CD-54) et 

VCAM-1 qui se lient à leurs récepteurs situés à la surface des leucocytes, ces derniers 

migrant vers le site inflammatoire. 

La liaison des leucocytes à l’endothélium entraine leur « rolling » à la surface endothéliale, puis 

leur adhésion et enfin leur migration au travers de l’endothélium (« diapédèse »), aboutissant in 

fine à leur recrutement au niveau du site inflammatoire (Figure 19). La diapédèse des leucocytes 

se fait grâce à l’augmentation de la perméabilité vasculaire, liée notamment à la diminution 

d’expression des molécules d’adhésion assurant la cohésion des cellules endothéliales (comme 

VE-cadherine). 

L’activation endothéliale et l’augmentation de la perméabilité vasculaire permettant le 

recrutement des cellules immunes sont dépendantes d’un certain nombre de facteurs : 
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 -les substances vaso-actives comme l’histamine, les leucotriènes (sécrétés par les 

mastocytes activés lors de leur dégranulation), le vascular endothelial growth factor (VEGF), le 

NO (oxyde nitrique) et les prostacyclines 

-les anaphylatoxines (C5a, C4a, C3a) produites lors de la phase aigüe inflammatoire, 

aboutissant à une augmentation d’expression des intégrines (P-Selectine) à la surface 

endothéliale, à une perméabilité vasculaire accrue et à la dégranulation des mastocytes 

-les cytokines pro-inflammatoires (TNF notamment, IL-1..). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 19 : Interactions entre cellules endothéliales et leucocytes aboutissant au recrutement des cellules 

inflammatoires 
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Régulation de l’angiogenèse  

Les liens entre angiogenèse, inflammation et réparation tissulaire sont complexes. Toute réponse 

inflammatoire chronique, notamment dans les vascularites, s’accompagne d’une néo-

angiogenèse importante, favorisant la persistance de la réponse inflammatoire. Cependant, les 

phénomènes de néo-angiogenèse sont associés à la mise en place de mécanismes de réparation 

tissulaire, pouvant mener à l’extrême à des lésions de fibrose. Les facteurs pro-angiogéniques 

majeurs, impliqués dans la néo-angiogenèse incluent le VEGF, le PDGF, l’IL-33 et certaines 

cytokines inflammatoires comme le TNFα et l’IL-1β 
75

.  

Lors de l’angiogenèse induite par l’inflammation, certaines chimiokines jouent un rôle majeur. 

Les chimiokines sont sécrétées par les cellules endothéliales elles-mêmes, les cellules 

musculaires lisses et les cellules inflammatoires. CCL-2 en particulier, CCL-1, -11 et -15 

favorisent la formation de tubes endothéliaux 
76,77

. Ces chimiokines induisent les voies de 

signalisation pI3K, MAPK et ERK1/2, aboutissant à la production de NO et à la prolifération et 

migration endothéliales. Par ailleurs, elles favorisent le recrutement de macrophages sur le site 

inflammatoire qui, par leur activation, vont induire la sécrétion de VEGF via l’activation de la 

voie de NFkB 
78

 (Figure 20). 
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Figure n°20 : Rôle pro-angiogénique des chémokines en contexte inflammatoire 

 

Beaucoup de données établissant le lien entre inflammation et néo-angiogenèse sont basées sur 

des expérimentations dans des modèles murins d’ischémie. Dans ces modèles, certaines cellules 

inflammatoires sont essentielles à la mise en place d’une angiogenèse efficace. Le recrutement 

de monocytes est crucial pour promouvoir la formation de néo-vaisseaux 
79

. De même, MCP-1 

(monocyte chemotactic protein-1) s’est montré nécessaire à la mise en place de collatérales et la 

formation de capillaires dans un modèle d’ischémie
80

. Les macrophages M2, induits par l’IL-4 et 

l’IL-13, sont particulièrement associés à la mise en place de mécanismes de réparation tissulaire 

et de néo-angiogenèse via la sécrétion de TGF-β et de VEGF. D’autres études ont montré qu’un 

déficit en lymphocytes T CD4+ et en cellules NK s’accompagnait d’une diminution de 

développement de collatérales et de l’angiogenèse  post-ischémiques
81,82

. Les CD8+ semblent 

favoriser la néo-angiogenèse via la sécrétion d’IL-16 permettant le recrutement de CD4+ 
83

. Les 

mastocytes favorisent également l’angiogenèse en sécrétant des facteurs pro-angiogéniques 

comme le VEGF, l’histamine, le FGF2, le TGF-β, l’héparine et l’angiopoïétine. Dans un modèle 
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murin d’arthrite, l’inhibition des mastocytes prévenait le développement de la néo-

angiogenèse
84

. 

Le rôle des lymphocytes T régulateurs semble plus complexe et varie en fonction de la 

pathologie. Dans un modèle murin d’ischémie, les lymphocytes T régulateurs inhibaient la 

formation de néovaisseaux via la diminution de lymphocytes T 
85

. Dans le même sens, l’IL-10 

était associée à des effets anti-angiogéniques, en partie par l’inhibition de production de VEGF 

86
. 

Au cours de l’angiogenèse associée aux tumeurs, les mécanismes sont sensiblement différents. 

Les T régulateurs semblent être au contraire pro-angiogéniques via la sécrétion de VEGF-A 
87

. 

De même, les lymphocytes Th2, via la production d’IL-4 favorisant la différenciation des 

macrophages en M2, sont alors pro-angiogéniques. Inversement, les lymphocytes Th1 seraient 

anti-angiogéniques en favorisant la polarisation des macrophages en M1 qui inhibent 

l’angiogenèse via la sécrétion de CXCL9 et CXCL10 (Figure 21). 
88

 

 

Figure n°21 : Facteurs pro-angiogéniques et anti-angiogéniques en contexte tumoral
89
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5-Inflammation et remodelage tissulaire 

 

Inflammation et réparation tissulaire 

Toute inflammation s’accompagne de dommages tissulaires et par conséquent de mécanismes de 

réparation tissulaire. Les macrophages s’avèrent être un élément clé de régulation des 

mécanismes de réparation tissulaire, qui peuvent conduire au développement de fibrose tissulaire 

lorsqu’ils sont non contrôlés. Les macrophages se répartissent en différentes sous-populations 

présentant des profils transcriptionnels et phénotypes distincts, qui sont indispensables à la bonne 

régulation du remodelage tissulaire 
90

. 

- Lors de la phase inflammatoire, les macrophages ont un profil pro-inflammatoire, 

associé à la sécrétion d’IL-1β, de TNFα et d’IL-6. Ils induisent alors le recrutement 

d’autres cellules inflammatoires, la sécrétion de métalloprotéases responsables des 

dommages tissulaires et de l’activation et  migration des fibroblastes. 

- Sous l’influence de l’IL-4 et l’IL-13, ils peuvent acquérir un phénotype dit M2, 

associé à un profil de réparation tissulaire. Ils induisent alors la prolifération des 

fibroblastes et des cellules stromales ainsi que la production de protéines de la matrice 

extracellulaire (protéoglycanes) via la sécrétion de fibroblast growth factor (FGF), 

TGFβ et PDGF.  

- Enfin, une réparation tissulaire efficace repose sur la maturation de ces macrophages 

en « resolving macrophage », qui contrôlent le processus inflammatoire via la 

synthèse d’IL-10, de TGF-β et d’autres immunomodulateurs. Le rôle déterminant de 

l’IL-10 dans le contrôle de la fibrose a également été montré dans des modèles de 

cardiopathie de surcharge, où l’IL-10 prévenait la migration des fibroblastes au 

niveau cardiaque, leur différenciation en myofibroblastes et diminuait ainsi les lésions 
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fibrotiques intracardiaques 
91

. Un déficit de macrophages ayant un profil anti-

inflammatoire conduit à la persistance de l’inflammation et à l’apparition de lésions 

fibrotiques, phénomènes observés dans les vascularites inflammatoires et d’autres 

maladies autoimmunes 
90,92,93

. Les schémas ci-dessous (Figures 22 et 23) résument 

les différents profils de maturation des macrophages intervenant dans la réparation 

tissulaire.  

 

 

 

Figure n°22: Différents profils phénotypiques des macrophages contrôlant la réparation tissulaire 
90
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Figure n°23 : Différentes phases de la réponse inflammatoire et de réparation tissulaire lors d’une lésion tissulaire 
92
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Si les macrophages jouent un rôle majeur dans 

l’orchestration des mécanismes de réparation 

tissulaire et de fibrose, la différentiation 

lymphocytaire est également centrale dans la 

régulation du remodelage tissulaire. Les 

différentes études ont montré que les 

lymphocytes Th2 promouvaient les mécanismes  

de réparation tissulaire. L’analyse du profil transcriptionnel des lymphocytes Th2 montre en effet 

une surexpression des gènes de réparation tissulaire. De même, via la sécrétion d’IL-4 et d’IL-

13, ils sont connus pour induire la synthèse de collagène par les fibroblastes alors que l’IFNγ, 

produit par les lymphocytes Th1, l’inhiberait (Figure 24) 
94,95

. L’impact des lymphocytes Th17 

est moins clair. Dans certaines études, l’IL-17A induisait des lésions fibrotiques pulmonaires 

proches de celles de la sclérodermie, de même que la synthèse de CTGF (connective tissue 

growth factor) et de collagène par les fibroblastes. D’autres études ne retrouvaient cependant pas 

d’augmentation de synthèse de collagène induite par l’IL-17 
96

. L’IL-17 conduirait en revanche à 

la synthèse de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-6 ou l’IL-8 et de métalloprotéases par 

les fibroblastes
97,98

. Enfin, le rôle de l’IL-33, des lymphocytes T régulateurs et des ILC2 a 

également été mis en lumière. Il a récemment été démontré que les lymphocytes T régulateurs 

exprimant ST2 étaient nécessaires à la réparation musculaire 
99,100

. D’autres études ont montré 

l’importance de l’IL-33 et des ILC2 pour maintenir l’intégrité épithéliale et mettre en place les 

phénomènes de réparation tissulaire après infection virale via amphiregulin gene (AREG) 
101,102

. 

Si l’IL-33 intervient dans les mécanismes de remodelage tissulaire, son implication dans le 

développement des lésions de fibrose est encore débattue. Via son rôle pro-Th2, l’IL-33 pourrait 

également avoir un rôle pro-fibrotique en cas d’inflammation persistante notamment au niveau 

pulmonaire 
103,104

. D’autres études ont au contraire montré que l’IL-33 prévenait l’apparition de 

Figure n°24 : Impact des réponses Th1 et 

Th2 sur la fibrose  
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fibrose, notamment au niveau cardiaque 
105,106

. Au niveau artériel, un modèle d’obésité chez le 

rat a montré une association entre l’expression aortique de ST2 soluble et le développement de 

lésions de fibrose vasculaire. Les cellules musculaires lisses cultivées en présence de ST2s 

étaient associées à une production accrue de collagène et de fibronectine, suggérant plutôt un 

rôle protecteur de l’IL-33 au niveau vasculaire 
107

. Du fait de ces résultats contradictoires en 

fonction des pathologies et du tissu concerné, les effets exacts de l’IL-33 dans les mécanismes de 

réparation tissulaire et dans le développement de fibrose méritent d’être étudiés plus 

précisément.  

 

Inflammation et anévrysme artériel 

Au niveau artériel, les anomalies du remodelage vasculaire peuvent conduire à l’apparition 

d’anévrysmes artériels, qui constituent une des complications potentiellement sévères des 

vascularites des gros vaisseaux. Les anévrysmes artériels résultent d’un amincissement de la 

paroi artérielle, pouvant conduire à la rupture du vaisseau associée à une mortalité élevée. La 

média, composée de cellules musculaires lisses disposées longitudinalement le long des fibres 

élastiques internes, assume en grande partie les propriétés mécaniques et élastiques du vaisseau. 

Histologiquement, les anévrysmes, notamment aortiques, sont liés à des lésions dégénératives de 

la média, associant une raréfaction des cellules musculaires lisses, une désorganisation et une 

fragmentation des fibres élastiques ainsi que des dépôts excessifs de collagène et de 

protéoglycanes 
108

. Ces anomalies fragilisent la paroi de l’artère, aboutissant à sa dissection voire 

à sa rupture. Les causes sont alors diverses et varient en fonction de la localisation de 

l’anévrysme. Les anévrysmes aortiques abdominaux sont volontiers liés à un âge avancé, un 

tabagisme ou une hypertension artérielle, et sont fréquemment associés à des lésions 

d’athérosclérose plus ou moins inflammatoires. On distingue les anévrysmes aortiques 
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athéromateux associés à une inflammation excessive ou non 
109

. Les anévrysmes thoraciques, 

peuvent être liés à des maladies génétiques du tissu conjonctif comme la maladie de Marfan, le 

syndrome de Loeys–Dietz ou Shprintzen–Goldberg, pour lesquels une hyperactivation du TGF-β 

a récemment été mise en évidence. Les mécanismes par lesquels une hyperactivation de TGF-β 

conduit à la formation d’un anévrysme sont encore mal connus. Un remodelage tissulaire 

inadapté, menant à une synthèse excessive d’enzymes dégradant la matrice extracellulaire, et des 

anomalies phénotypiques des cellules musculaires lisses sont vraisemblablement associés à la 

fragilisation de la paroi artérielle 
110,111

. 

Les vascularites, du fait de l’inflammation chronique, sont également associées à l’apparition 

d’anévrysmes artériels, par destruction des cellules musculaires lisses et apparition de lésions 

fibrosantes. Cependant, les mécanismes physiopathologiques faisant le lien entre l’inflammation 

chronique et la survenue d’anévrysmes artériels ne sont pas bien connus à l’heure actuelle. 

Quelques éléments de réponses nous parviennent des modèles murins d’anévrysmes induits par 

l’angiotensine, ou des modèles de dissections artérielles, qui sont associés à un processus 

inflammatoire en partie responsable de l’aggravation des lésions mécaniques artérielles
112

. 

Certaines études ont montré qu’une infiltration de macrophages CD68+, de lymphocytes CD3+ 

et de plasmocytes dans la média et près des vasa vasorum de l’adventice serait associée à une 

apoptose des cellules musculaires lisses 
112

. Les études concernant le type de polarisation 

lymphocytaire associé aux lésions anévrysmales rapportent des résultats contradictoires. 

Certaines études ont décrit une réponse Th2 prédominante sur l’analyse histologique 

d’anévrysmes abdominaux humains
113

, alors que d’autres ont au contraire retrouvé une 

expression prédominante de cytokines Th1 et une surexpression de T-BET par rapport à GATA-

3 
114

. Dans un modèle murin de greffe aortique, l’inhibition d’IFN-γ était associée au 

développement d’un anévrysme, alors que l’administration d’un anti-IL-4 prévenait la survenue 

d’anévrysme. Le déficit en IFNγ était associé à une augmentation de métalloprotéases (MMP2, 
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3, 12, 13, 15, 19). L’augmentation d’IL-4 associée à la diminution d’IFNγ augmentait la 

sécrétion de MMP12 par les macrophages. Dans ce modèle d’allogreffe vasculaire, les données 

suggèrent qu’un déséquilibre IL-4/IFNγ en faveur de l’IL-4 favoriserait la survenue d’anévrysme 

aortique via la sécrétion de métalloprotéases par les macrophages
115

. D’autres données plus 

récentes confirment le lien étroit entre inflammation et remodelage vasculaire. Dans un modèle 

murin d’anévrysme artériel induit par l’angiotensine II, la déplétion en lymphocytes T 

régulateurs et en IL-10 était associée à une augmentation de survenue et de sévérité de 

l’anévrysme 
116

. Le TGF-β, en régulant la réponse immune, était associé à une sévérité moindre 

de l’anévrysme via la diminution de MMP12
117

. Toutes ces données mettent en lumière le lien 

très étroit entre réponse immune déséquilibrée, remodelage vasculaire inadapté et lésions 

dégénératives de la paroi vasculaire pouvant mener à l’apparition d’anévrysmes artériels. 

Cependant, les mécanismes physiopathologiques précis reliant ces différentes phases sont encore 

mal connus et méritent d’être évalués plus précisément.  
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6-Les vascularites des gros vaisseaux : 

Les vascularites (maladies inflammatoires vasculaires) sont communément classées selon la 

taille des vaisseaux concernés. Ainsi, on distingue les vascularites des gros, moyens et petits 

vaisseaux. Le schéma ci-dessous (figure 25) résume les différentes vascularites regroupées en 

fonction de leurs localisations 
118

. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure n°25 : Différents types de vascularites classées en fonction du calibre des vaisseaux atteints
118

 

 

 

Les vascularites des gros vaisseaux  incluent principalement la maladie de Takayasu et l’artérite 

à cellules géantes qui sont les deux maladies sur lesquelles porteront nos travaux. 
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6a- L’artérite à cellules géantes : 

L’artérite à cellules géantes représente une des grandes causes des vascularites des gros 

vaisseaux, d’autant qu’il s’agit d’une pathologie plus fréquente que la maladie de de Takayasu. 

En France, l’incidence annuelle de l’artérite à cellules géantes varie entre 10 et 30 personnes 

pour 100 000 dans une population de plus de 50 ans. Sa fréquence augmente avec l’âge et est 

plus élevée dans les pays nordiques avec un gradient Nord-Sud
119

. La moyenne d’âge au 

diagnostic est de 71 ans et les femmes sont 2 fois plus touchées que les hommes
120

.  

Outre les signes généraux, les manifestations cliniques sont principalement liées à 

l’inflammation des branches artérielles de la carotide externe (artères temporales, du cuir 

chevelu, des artères à destination oculaire…), qui sont touchées de manière prédominante dans 

cette maladie. L’atteinte des artères vertébrales est plus rare mais potentiellement grave, à 

l’origine d’accidents vasculaires cérébraux. L’Aorte est moins fréquemment touchée que dans la 

maladie de Takayasu, mais son atteinte peut être à l’origine d’anévrysme aortique ou de 

dissections. La présentation clinique « classique » de l’artérite à cellules géantes comprend une 

altération de l’état général (asthénie, perte de poids) et un syndrome inflammatoire se traduisant 

plus ou moins par une fièvre modérée, associés à des céphalées classiquement temporales, une 

hyperesthésie du cuir chevelu et des arthralgies inflammatoires. Le diagnostic de certitude repose 

sur la constatation de lésions inflammatoires compatibles sur la biopsie de l’artère temporale.  

Si on se réfère aux études épidémiologiques incluant tous les patients ayant une artérite à cellules 

géantes, l’espérance de vie des patients n’est pas diminuée par rapport à la population générale. 

Cependant, les études incluant des patients ayant une artérite à cellules géantes recrutés à partir 

d’un service hospitalier retrouvent une surmortalité par rapport à la population générale
121

. 

Certaines atteintes sont associées à une morbidité importante. La gravité de la maladie est en 

partie liée aux complications oculaires, qui sont associées à un risque important de cécité. Tout 

symptôme visuel constitue donc une urgence thérapeutique entraînant la mise en place 
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immédiate d’une corticothérapie. Les lésions oculaires sont liées le plus souvent à une 

neuropathie optique ischémique antérieure aigue d’origine artéritique (80%) ou une occlusion de 

l’artère centrale de la rétine ou d’une artère choriorétinienne
122

. Les complications aortiques 

(anévrysmes et dissections) et les accidents vasculaires cérébraux, bien que rares, sont également 

responsables d’une morbi-mortalité significative. Les patients atteints d’une artérite à cellules 

géantes, ont un risque accru de développer un anévrysme de l’aorte
123

. Certaines études ont 

montré un risque 17 fois supérieur à celui de la population générale de développer un anévrysme 

de l’aorte thoracique et 2 fois supérieur pour l’aorte abdominale
124

. Ces anévrysmes peuvent 

survenir plusieurs années après le diagnostic initial et nécessitent donc une surveillance 

spécifique. Dans une étude récente portant sur 6999 patients ayant une artérite à cellules géantes, 

les facteurs associés à la survenue d’un anévrysme aortique en analyse multivariée étaient : le 

sexe masculin, un tabagisme sevré ou non et un traitement anti-hypertenseur. Le diabète semblait 

au contraire être un facteur protecteur 
123

. 

 

6b- La Maladie de Takayasu : 

La maladie de Takayasu fut pour la première fois décrite par un ophtalmologiste, Mikito 

Takayasu, en 1908 chez une jeune femme d’une vingtaine d’années ayant une atteinte rétinienne. 

La maladie de Takayasu est une artérite inflammatoire chronique, qui intéresse de façon 

segmentaire l’aorte, ainsi que ses branches principales (coronaires, carotides, sous-clavières, 

vertébrales, rénales, iliaques) et les artères pulmonaires. Histologiquement, cette maladie est 

caractérisée par une infiltration granulomateuse de l’adventice et de la média associée à une 

fibrose adventitielle pouvant être majeure.   

Il s’agit d’une maladie ubiquitaire bien qu’elle s’observe plus fréquemment en Asie, Amérique 

du Sud et dans les pays du pourtour méditerranéen. La prévalence de la maladie est de 40 à 340 
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cas/million d’habitants par an au Japon et de 4 à 13 cas par million d’habitants dans les pays 

occidentaux
125

. La maladie de Takayasu atteint la femme jeune dans 80 à 90% des cas, avec un 

ratio femme/homme plus faible dans les pays occidentaux. La troisième décennie de vie est la 

période pendant laquelle l’incidence de survenue est la plus forte.  

Il est classique de distinguer la période aiguë, dite pré-occlusive, et la phase occlusive, 

caractérisée par des manifestations ischémiques. Ces deux phases peuvent être séparées par une 

période asymptomatique ou être au contraire intriquées. La phase pré-occlusive associe des 

signes généraux avec une fièvre, des arthralgies, signes cutanés, et douleurs sur les trajets 

artériels (notamment des carotidodynies). La phase occlusive est la conséquence des lésions 

artérielles (sténoses, oblitérations, anévrysmes). Les localisations les plus fréquentes de la 

maladie sont : l’aorte (thoracique 40%, abdominale 30%), les artères sous-clavières (90%), les 

carotides primitives (50%), les artères vertébrales (30%), rénales (20-40%), le tronc coeliaque, 

les artères mésentériques (5-15%), iliaques (15-25%), coronaires (5-10%) et pulmonaires (5%) 

126–129
. Les symptômes sont liés aux sténoses et occlusions artérielles et dépendent de 

l’importance de la circulation collatérale. On observe fréquemment une claudication d’un 

membre à l’effort, plus fréquente aux membres supérieurs qu’aux membres inférieurs, un 

syndrome de Raynaud, l’abolition d’un pouls, la présence d’un souffle vasculaire ou une 

asymétrie tensionnelle. L’hypertension artérielle (par sténose des artères rénales) est fréquente, 

30-70% selon les séries. Les complications neurologiques et cardiaques font toute la gravité de la 

maladie. Les signes neurologiques sont liés à une atteinte des troncs supra-aortiques. Les 

symptômes peuvent être des céphalées, une carotidodynie, des malaises voire des pertes de 

connaissance, ou plus rarement des accidents vasculaires ischémiques transitoires ou constitués. 

Les atteintes oculaires sont représentées le plus souvent par une rétinopathie ischémique 

(rétinopathie proliférante, hémorragies du vitré...). Les atteintes cardiaques peuvent être liées à 

une atteinte coronarienne (7-10%) et même de la microcirculation coronarienne. On retrouve 
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également des valvulopathies, le plus souvent liées à une insuffisance aortique par dilatation de 

l’anneau.  

Le traitement repose essentiellement sur l’emploi de traitement anti-inflammatoires stéroïdiens 

(corticothérapie par voie générale essentiellement) et immunosuppresseurs (comme le 

méthotrexate). Certaines biothérapies spécifiques comme les inhibiteurs du TNFα et de l’IL-6 se 

sont également révélées très intéressantes dans les formes réfractaires et/ou particulièrement 

sévères de la maladie.  

6c- Les données histologiques :  

L’analyse histologique artérielle d’un patient ayant une artérite à cellules géantes met 

classiquement en évidence une panartérite granulomateuse, comprenant volontiers des cellules 

géantes, prédominant dans la média (jonction médio-intimale). On observe habituellement une 

destruction des cellules musculaires lisses et une fragmentation de la limitante élastique interne. 

Dans l’artérite à cellules géantes avec atteinte aortique, l’analyse histologique met en évidence 

une aortite granulomateuse liée à une inflammation granulomateuse de la média, comprenant des 

cellules épithélioïdes et des cellules géantes, habituellement associée à un infiltrat lympho-

plasmocytaire dans l'adventice. La partie interne de l'aorte est plus souvent affectée que la moitié 

externe ou l'adventice. On retrouve fréquemment une hyperplasie de l’intima alors que 

l'adventice est relativement épargnée (contrairement à la maladie de Takayasu)
109

.  

La maladie de Takayasu se caractérise par des infiltrats inflammatoires diffus granulomateux de 

la média, de la jonction média-intimale et de l'adventice, affectant souvent les vasa vasorum. 

L’infiltrat inflammatoire est composé de macrophages, lymphocytes B et T, plasmocytes et 

éosinophiles. A une phase plus tardive, les processus de cicatrisation mènent au développement 

d’une fibrose adventitielle dense et un épaississement fibreux de l'intima. L'épaisseur de la paroi 
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aortique est généralement plus importante dans la maladie de Takayasu que dans l‘artérite à 

cellules géantes
109

.  

 

6d- Physiopathologie des vascularites des gros vaisseaux : 

Les mécanismes physiopathologiques de la maladie de Takayasu sont loin d’être parfaitement 

élucidés. Les lésions sont liées à la présence d’un infiltrat inflammatoire majoritairement 

constitué de lymphocytes T gamma delta, NK, T CD8+ cytotoxiques ayant une forte expression 

de perforine, T CD4+ et de macrophages 
130

. Un déséquilibre de l’homéostasie lymphocytaire en 

faveur d’une réponse excessive Th1 et Th17 a été récemment mis en évidence 
131

.  

Plusieurs études plaident en faveur de l’hypothèse d’une stimulation antigénique artérielle 

responsable de l’initiation de la réponse inflammatoire. La présence de cellules dendritiques 

(CD86+) en co-localisation avec les lymphocytes T CD4+, et l’association de certains CMH de 

classe II avec la survenue d’une maladie de Takayasu (HLAB52 et HLADR4) pourraient en effet 

conforter cette hypothèse
132

. Un grand nombre d’études a analysé  l’association entre maladie de 

Takayasu et la tuberculose. La prévalence de  la maladie de Takayasu est accrue dans certaines 

régions géographiques à forte prévalence de Mycobacterium tuberculosis et certaines études ont 

décrit des cas d’association de tuberculose et de maladie de Takayasu. L’expression de HSP65 

de Mycobacterium tuberculosis dans les artères de maladie de Takayasu serait également un 

élément en faveur
133

. Cependant, ces données n’ont pas été confirmées par des études récentes 

134
.  

 

La physiopathologie de l’artérite à cellules géantes reste également insuffisamment connue. De 

nombreuses études ont démontré que les patients ayant une artérite à cellules géantes ont une 

fréquence plus élevée d’antécédents cardiovasculaires (antécédents de dyslipidémie, 

d’hypertension artérielle, de diabète, de maladie cardiovasculaire, cérébro-vasculaire…) 
123

. 
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D’un point de vue immunologique, le rôle prépondérant des lymphocytes T a été mis en 

évidence dans les études antérieures comme en témoigne la diminution significative de certaines 

cytokines pro-inflammatoires (IL-1 et IFNγ) après déplétion des lymphocytes T chez des souris 

SCID ayant été préalablement greffées avec un explant d’artère temporale de patients ayant une 

artérite à cellules géantes
135

. Le profil cytokinique au niveau des artères temporales et au niveau 

sérique de patients  révélait une surexpression d’IL-1b, d’IL-6, d’IFNᵧ et d’IL-17 
135,136

. 

Comme dans la maladie de Takayasu, on observe un déséquilibre de l’homéostasie 

lymphocytaire en faveur d’une réponse Th1/Th17 
131,137,138

 et un déficit des T CD4+ 

régulateurs
138,139

. Les patients ayant une artérite à cellules géantes ont des taux plus élevés de 

lymphocytes T CD4+ sécrétant de l’IFNγ et de l’IL-17, en comparaison aux témoins. Les taux 

d’IL-17 et d’IFNγ circulants dans le plasma sont plus élevés chez les patients porteurs d’une 

artérite à cellules géantes et le nombre de transcrits des gènes de l’IL-17, de l’IFNγ et de FOXP3 

est significativement augmenté dans les artères temporales d’artérite à cellules géantes par 

rapport aux artères contrôles. Dans l’étude de Deng et al., le traitement par corticoïdes était 

associé à une diminution des IL-17, IL-1β, IL-6 et IL-23 au niveau des artères temporales, et des 

IL-1β et IL-6 dans le plasma
137

. Cependant, il n’y avait pas de différence d’expression de l’IL-12 

et de l’IFNγ chez les patients (traités ou non) au niveau des artères temporales. Des taux élevés 

d’IL-17 étaient associés à une diminution du risque de rechute 
140

. Les mécanismes régulant la 

différenciation lymphocytaire sont mal connus. L’équipe de Cornélia Weyand a démontré que 

l’inhibition des interactions entre les ligands NOTCH et leurs récepteurs diminuait la survie et 

l’activation des lymphocytes T ainsi que la polarisation Th17 
141

. L’IL-32, une cytokine produite 

par les cellules endothéliales et induisant une réponse Th1, s’est révélée up-régulée dans les 

artères temporales au cours de l’artérite à cellules géantes 
142

. Récemment, Ciccia et al. ont 

montré une expression accrue d’IL-9 par les lésions artérielles inflammatoires temporales. La 

surexpression d’IL-9 était associée à la présence d’une inflammation transmurale et une 
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vascularite des petits vaisseaux alors que l’IL-17 était surexprimée dans les formes associées à 

une vascularite des vasa-vasorum 
143

. D’autres équipes ont également montré le rôle 

prépondérant des lymphocytes T CD8+ cytotoxiques dans la physiopathologie de l’artérite à 

cellules géantes. Les taux de lymphocytes T CD8+ cytotoxiques et de granzymes A et B étaient 

plus élevés chez les patients ayant une artérite à cellules géantes, et la forte infiltration intra-

pariétale de T CD8+ était associée à la présence de complications visuelles
144

.  

Le rôle des lymphocytes B peut également être discuté dans l’artérite à cellules géantes. Une 

diminution significative du nombre de lymphocytes B périphériques à la phase active, résolutive 

lors de la rémission, a été rapportée. Cette diminution était inversement corrélée aux taux de C 

réactive protéine (CRP) et aux taux sériques de BAFF. Cependant, la faible infiltration de 

lymphocytes B au sein des artères temporales rend peu probable l’hypothèse selon laquelle les 

lymphocytes B seraient séquestrés au niveau des sites inflammatoires artériels 
145

. 

Plusieurs arguments plaident, dans l’artérite à cellules géantes, pour une stimulation antigénique 

à la phase initiale de la maladie. L’association de l’artérite à cellules géantes avec certains allèles 

des molécules CMH de classe II (HLA-DRB1*04 en particulier) suggère un rôle important de la 

présentation antigénique dans la physiopathologie de la maladie. L’avantage de survie de 

certains clones T dans un modèle murin 
135

, persistant au cours du temps et associé à une 

restriction d’hétérogénéité du répertoire du TCR, suggérerait également une stimulation 

antigénique chronique. Dans ce sens, certaines études ont étudié le rôle d’un facteur déclenchant 

infectieux. Certains auteurs ont détecté la présence d’antigènes du virus varicelle zona (VZV) 

par immunohistochimie dans 73% des biopsies d’artères temporales (BAT) positives contre 64% 

des patients cliniquement suspects d’artérite à cellules géantes mais ayant une BAT négative, et 

22% des BAT issues de sujets témoins 
146

. Une étude a même rapporté des réponses cliniques 

favorables sous acyclovir ; néanmoins le diagnostic d’artérite à cellules géantes dans cette étude 

était discutable
147

. Des études ultérieures récentes n’ont pas confirmé ces données. La présence 



 
63 

 

du génome du VZV n’a en effet pas été mise en évidence par PCR dans une étude plus récente, 

suggérant un faux positif des études antérieures 
148

. La détection des antigènes viraux dans les 

artères temporales lors des études précédentes pourrait être liée à une réactivité croisée avec 

certains antigènes artériels
148

.  

Les cellules dendritiques semblent jouer un rôle majeur dans l’initiation de la réponse 

inflammatoire artérielle. Certaines études ont montré un défaut d’expression de signaux 

inhibiteurs comme PDL-1 par les cellules dendritiques, qui ont un profil activé dans l’artérite à 

cellules géantes. Ce déséquilibre entre récepteurs activateurs et inhibiteurs pourrait causer une 

« rupture de tolérance » des cellules dendritiques puis en conséquent une activation des 

lymphocytes T. Ceci pourrait conduire à la réponse inflammatoire artérielle chronique
149

.  

Certaines données mettent en lumière le rôle des TLR dans la physiopathologie de l’artérite à 

cellules géantes. Une surexpression des TLR2 et 4 a été rapportée dans cette maladie. Deng et al. 

ont mis en évidence des différences de phénotype d’artérite en fonction des TLR stimulés
150

. 

Dans un modèle chimérique de souris SCID ayant été greffées d’une artère temporale saine et 

ayant reçu des lymphocytes T CD4+ allogéniques, la stimulation des cellules dendritiques via le 

TLR4 (par du LPS) induisait des lésions histologiques de panartérite, via le recrutement de 

lymphocytes T CD4+ CCR6+ et une surexpression de son ligand CCL20. La stimulation des 

cellules dendritiques via le TLR5 (par la flagelline) induisait une inflammation adventitielle 

(vasa vasorum). Une autre étude a mis en évidence un profil distinct d’expression des TLR en 

fonction de la localisation de l’artère touchée 
151

. Les différents acteurs intervenant dans la 

réponse immune de l’artérite à cellules géantes sont présentés dans la figure 26. Cette réaction 

inflammatoire chronique non contrôlée est alors responsable de processus de néo-angiogenèse et 

de réparation tissulaire, engendrant une prolifération myofibroblastique et in fine une occlusion 

progessive du vaisseau.  
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Figure n°26 : Physiopathologie des artérites à cellules géantes 
149

 

  

Rupture de tolérance : Défaut de 

tolérance au niveau des DC (défaut 

des signaux inhibiteurs : PDL-1/PD1) 
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6e-Les enjeux de recherche dans les vascularites des gros vaisseaux : 
 

Nous ne disposons pas à l’heure actuelle de marqueur diagnostique suffisamment sensible et 

spécifique, que ce soit pour l’artérite à cellules géantes ou la maladie de Takayasu. Le diagnostic 

des vascularites des gros troncs repose donc actuellement sur un faisceau d’arguments cliniques, 

biologiques et radiologiques, voire histologiques. 

Concernant la maladie de Takayasu, le diagnostic repose sur la survenue de sténoses voire 

d’occlusions artérielles chez un sujet jeune sans facteur de risque cardiovasculaire, plus ou moins 

associée à un syndrome inflammatoire et des images évocatrices de vascularite sur les examens 

radiologiques (hyper-métabolisme artériel au TEP-TDM, et/ou épaississement pariétal artériel au 

doppler, à l’angio-IRM ou l’angio-TDM..). Les difficultés diagnostiques surviennent en 

l’absence de signe inflammatoire chez certains patients ayant pâti d’un retard diagnostic et ayant 

déjà évolué vers un stade tardif de leur maladie où les lésions fibro-cicatricielles dominent le 

tableau. Dans l’artérite à cellules géantes, des problèmes diagnostiques peuvent également se 

poser en pratique clinique. Si l’existence de lésions inflammatoires granulomateuses à cellules 

géantes au niveau de l’artère temporale permet de poser avec certitude le diagnostic, cet examen 

n’est positif que chez 30-70% des patients selon les séries. Dans les autres cas, le diagnostic 

repose alors sur un ensemble d’éléments cliniques et biologiques.  

L’évaluation de l’évolutivité des lésions et de la réponse thérapeutique peut parfois s’avérer 

complexe. Si la présence d’un syndrome inflammatoire biologique [augmentation de la VS, de la 

CRP ou du fibrinogène] peut être un indicateur de l’activité de la maladie, il existe des 

aggravations patentes de lésions artérielles sans stigmate inflammatoire biologique (notamment 

dans la maladie de Takayasu). L’interprétation des données d’imagerie est parfois délicate. 

Certaines études ont tenté d’évaluer la pertinence du TEP-TDM dans le suivi de patients ayant 

une vascularite des gros vaisseaux. Un hyper-métabolisme artériel peut signifier une 
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inflammation intra-pariétale alors même que les marqueurs biologiques d’activité inflammatoire 

« classiques » sont négatifs. A contrario, l’hyper-métabolisme persistant au niveau d’une lésion 

artérielle n’est pas forcément spécifique d’un processus inflammatoire persistant intra-pariétal, 

mais peut être lié à des remaniements fibro-cicatriciels. Une méta-analyse récente sur 

l’utilisation du TEP dans la maladie de Takayasu (7 études, 191 patients) a retrouvé pour le TEP-

TDM une sensibilité de 87% et une spécificité de 73% en comparaison aux moyens 

« conventionnels » pour déterminer l’activité de la maladie
152

. Des études complémentaires sur 

le profil évolutif des différents phénotypes de patients à l’imagerie sont nécessaires pour préciser 

la place de tels outils dans le suivi de cette maladie.  

Les outils diagnostiques et pronostiques dans les vascularites des gros vaisseaux semblent encore 

imparfaits. Une meilleure compréhension des mécanismes physiopathologiques spécifiques 

impliqués dans chacune de ces maladies serait donc d’une aide précieuse pour la mise en 

évidence de nouveaux marqueurs diagnostiques et/ou pronostiques qui aideraient la prise en 

charge de ces patients en pratique clinique.  
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B-Objectifs 

Les maladies inflammatoires sont caractérisées par un défaut de la réponse régulatrice et un 

déséquilibre des réponses immunes lymphocytaires T aboutissant à un processus inflammatoire 

persistant. Les réponses lymphocytaires Th1 et Th17 sont prédominantes au cours des 

vascularites des gros vaisseaux. Néanmoins, nous avons mis en évidence dans ces maladies une 

production de cytokines Th2 par les cellules mononucléées périphériques et au sein des lésions 

inflammatoires aortiques, en sus des réponses Th1 et Th17 prédominantes. Les vascularites 

inflammatoires sont également caractérisées par une néo-angiogenèse importante qui participe à 

la persistance du processus inflammatoire. Tout processus inflammatoire s’accompagne de 

dégâts tissulaires, et donc de phénomènes de réparation plus ou moins bien contrôlés, conduisant 

à des lésions de fibrose voire à des anévrysmes artériels. Les « acteurs » inflammatoires 

impliqués dans ce type de lésions sont encore mal connus, en particulier dans les maladies 

inflammatoires vasculaires.  

Il semble donc particulièrement intéressant au cours des vascularites inflammatoires des gros 

vaisseaux de déterminer plus précisément le rôle des acteurs cytokiniques et cellulaires 

impliqués dans la régulation de la balance lymphocytaire T, et d’explorer leur impact sur les 

mécanismes de réparation tissulaire et sur la « réponse vasculaire » (activation endothéliale et 

néo-angiogenèse participant à la pérennisation du processus inflammatoire). 

Compte tenu du rôle de l’IL-33 dans la régulation de la réponse immune dans les maladies 

autoimmunes et allergiques (via une réponse Th2), de son implication dans les mécanismes de 

néo-angiogenèse et de son expression dans les artères temporales de patients ayant une artérite à 

cellules géantes
153

, nous avons voulu étudier son rôle, jusque-là méconnu, dans les vascularites 

des gros vaisseaux. De plus,  le rôle des mastocytes, cibles majeures de l’IL-33, est très peu 

connu dans les vascularites, bien que des données récentes mettent en lumière leur implication 
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dans la régulation de la réponse immune au cours des maladies inflammatoires. Nous avons donc 

également décidé d’étudier l’impact du « couple IL-33/mastocytes » sur les différentes facettes 

des mécanismes physiopathologiques qui sous-tendent les vascularites des gros vaisseaux, c’est-

à-dire la régulation de la réponse immune, la néo-angiogenèse et les mécanismes de réparation 

tissulaire.  

Par ailleurs, les vascularites des gros vaisseaux partagent de nombreux points communs dans 

leur présentation clinique. Cependant, il existe des distinctions franches comme leur âge de 

survenue, l’association à des molécules CMH de classe II différentes, des origines géographiques 

distinctes ou la localisation préférentielle des lésions artérielles, suggérant des mécanismes 

physiopathologiques en partie différents. L’objectif de la 2
ème

 partie de nos travaux était donc de 

mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de la réponse immune spécifiques à 

chacune de ces maladies, artérite à cellules géantes et maladie de Takayasu. Nous avons comparé 

les profils de différenciation et d’activation des lymphocytes T CD4+ et T CD8+ de patients 

ayant une maladie de Takayasu et une artérite à cellules géantes, grâce à l’analyse des données 

issues du transcriptome de ces populations lymphocytaires.  
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C-Résultats  

Présentation de l’article n°1 : IL-33, mastocytes et régulation de la réponse immune. 

Justification 

Les vascularites des gros vaisseaux, comprenant la maladie de Takayasu et l'artérite à cellules 

géantes, sont caractérisées par des lésions artérielles inflammatoires granulomateuses, 

(comprenant des cellules épithélioïdes et des cellules géantes pour l’artérite à cellules géantes), 

associées à une néo-vascularisation adventitielle importante, une désorganisation architecturale 

de la paroi artérielle et des lésions fibrotiques. Ces maladies sont également caractérisées par des 

réponses Th1 et Th17 excessives et dérégulées. Les mécanismes régulant le déséquilibre des 

réponses immunes Th1 et Th17 ne sont pas suffisamment connus actuellement. L’IL-33 est une 

alarmine sécrétée en cas de nécrose cellulaire et est connue pour avoir un rôle important dans la 

régulation de la réponse immune dans les maladies autoimmunes et inflammatoires 

Objectif 

Au cours de ce travail, nous avons évalué le rôle de l'IL-33 et des mastocytes sur la régulation de 

la réponse immunitaire dans les vascularites des gros vaisseaux.  

Méthodes 

Nous avons réalisé des expérimentations in vitro à partir de cellules mononucléées périphériques 

(PBMC) de patients ayant une vascularite des gros vaisseaux, mises en culture avec ou sans 

stimulation d’IL-33. Nous avons pu ainsi déterminer la sécrétion des cytokines Th1, Th2 et 

régulatrices dans les surnageants de cultures par Milliplex® et au niveau intracellulaire par 

cytométrie en flux, ainsi que la proportion de lymphocytes T régulateurs. Nous avons  réalisé des 

co-cultures de lymphocytes T CD4+ de patients présentant une vascularite des gros vaisseaux 

avec des mastocytes (lignée ROSA-WT) en présence ou non d’IL-33, afin d’étudier la proportion 
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de lymphocytes T régulateurs en cytométrie en flux et la sécrétion de cytokines Th1 et Th2 dans 

les surnageants de culture. Enfin, nous avons déterminé par PCR quantitative l’expression 

relative des ARNm de l’IL-33 et de cytokines Th1, Th2 et régulatrices, afin d’étudier in vivo les 

corrélations entre l’IL-33 et les réponses immunes Th1, Th2 et régulatrices. 

Résultats 

Dans un premier temps, nous avons mis en évidence des niveaux accrus d'IL-33 dans le sérum et 

au sein des lésions inflammatoires aortiques des patients ayant une vascularite des gros vaisseaux 

par rapport aux témoins. Si les réponses Th1 et Th17 sont prédominantes dans ces maladies, 

nous avons également montré une production de cytokines Th2 par les cellules mononucléées 

périphériques des patients ainsi qu’une expression d’IL-4 au sein des lésions inflammatoires 

artérielles.  

Nous avons ensuite cherché à déterminer l’impact de l’IL-33 sur la régulation de la réponse 

immune et notamment Th2. Nous avons démontré que l'IL-33 était associée à une augmentation 

de l'expression de cytokines Th2 par les PBMC de patients atteints de vascularite des gros 

vaisseaux. De plus, l'IL-33 contribuait directement à la réponse régulatrice puisque la présence 

d’IL-33 était associée à une augmentation de la proportion de lymphocytes T régulateurs.  

Les mastocytes étant une cible majeure de l’IL-33, nous avons également étudié l'impact du 

« couple IL-33/mastocytes » sur la régulation de la réponse immune. Nous avons d’abord 

démontré une proportion augmentée de mastocytes dans les lésions aortiques de vascularites des 

gros vaisseaux par rapport aux contrôles aortiques non inflammatoires. L'IL-33, en présence de 

mastocytes, était associée à une augmentation encore plus importante de la proportion de 

lymphocytes T régulateurs [proportion médiane des lymphocytes T CD25
hi

FOXP3
+
CD4+

+
 de 

1,88% en présence de lymphocytes T CD4+ seuls vs 11,02% en présence de lymphocytes T 

CD4+, de mastocytes et d’IL-33 (p=0,008)] et à une surproduction de cytokines Th2 (IL-5, IL-13 
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et IL-4) dans les milieux de co-cultures. Nous avons également démontré une augmentation de 

l’activité d’indoléamine 2 3-dioxygénase (IDO) dans les mastocytes stimulés par l’IL-33 et une 

augmentation de la sécrétion d'IL-2 dans les cultures associant lymphocytes T CD4+ et de 

mastocytes stimulés par l’IL-33. Ces données suggèrent que l’action immunomodulatrice des 

mastocytes et de l’IL-33 pourrait être liée à la sécrétion d’IL-2 et d’IDO. In vivo, l'expression 

relative aortique de l'ARNm de l'IL-33 était significativement corrélée à celles de l'IL-10 et du 

TGF-β.  

Conclusion 

Nos données dans les vascularites des gros troncs démontrent le rôle immunomodulateur de 

l’'axe IL-33/ST2, en partie lié à l’action des mastocytes. L’IL-33 et les mastocytes semblent ainsi 

réguler les réponses Th1 et Th17, en favorisant une réponse Th2 et une réponse régulatrice via 

l’augmentation des lymphocytes T régulateurs. 

 

Cet article a été soumis dans la revue Journal of Allergy and Clinical Immunology. 

  



 
72 

 

Présentation de l’article n°2 : IL-33 et mastocytes, impact sur l’angiogenèse et le 

remodelage tissulaire dans les vascularites des gros vaisseaux 

Justification 

Les lésions de vascularite des gros vaisseaux résultent d'une inflammation chronique associée à 

une néo-angiogenèse importante et à des phénomènes de remodelage tissulaire. L’IL-33 est 

impliquée dans l'angiogenèse et la perméabilité vasculaire.  

Objectif 

Dans la présente étude, nous avons évalué l'impact de l'IL-33 sur l'angiogenèse, la perméabilité 

vasculaire et l'homéostasie tissulaire dans les vascularites des gros vaisseaux. 

Méthodes 

Pour évaluer l’impact de l’IL-33 sur l’angiogenèse, nous avons réalisé des études in vitro 

utilisant des cellules endothéliales humaines de cordon ombilical (HUVECs) nous permettant  

d’évaluer la migration, la prolifération et l'angiogenèse en présence ou non d’anticorps 

neutralisant anti-IL-33. La perméabilité vasculaire a été évaluée in vivo, en utilisant le test de 

Miles, visant à évaluer l’extravasation vasculaire chez des souris wild type (WT) ou déficientes 

en mastocytes, après injection de sérums de patients ayant une vascularite plus ou moins incubés 

avec un inhibiteur de l’IL-33. Enfin, des fibroblastes issus d’artères humaines ont été mis en 

culture en présence de sérum de patients ou des surnageants de culture de mastocytes. La 

différenciation et la prolifération des fibroblastes ont été ensuite évaluées par cytométrie en flux 

et PCR quantitative. 
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Résultats 

Nous avons montré que les sérums de patients avec une vascularite des gros vaisseaux avaient 

des propriétés pro-angiogéniques en favorisant la prolifération des HUVEC, la formation de 

tubes et de sprouts in vitro. Ces effets pro-angiogéniques étaient en partie dépendants de l’IL-33 

dans la mesure où l'addition d'un anticorps neutralisant l’IL-33 inhibait la néo-angiogenèse et la 

migration des cellules endothéliales in vitro.  

In vivo, l’injection de sérums de patients ayant une vascularite des gros vaisseaux était associée à 

une augmentation de l’extravasation vasculaire, effet partiellement inhibé en présence 

d’inhibiteur de l’IL-33. De plus, les sérums de patients ayant une vascularite des gros vaisseaux 

entrainaient une augmentation d’expression d’ICAM-1 par les cellules endothéliales. La 

présence d’IL-33 recombinante conduisait à une augmentation d’expression d’ICAM-1 alors que 

l’inhibition d’IL-33 diminuait son expression, montrant ainsi que l’activation endothéliale 

induite par les sérums de patients ayant une vascularite des gros vaisseaux était en partie liée à 

l’IL-33. 

Comme les mastocytes représentent une des principales cibles de l'IL-33, nous avons répété ces 

expériences chez des souris déficientes en mastocytes. L’extravasation vasculaire était 

significativement diminuée après injection de sérum de patients ayant une vascularite des gros 

vaisseaux chez les souris déficientes en mastocytes en comparaison aux souris WT injectées avec 

les mêmes sérums de patients. La stimulation de mastocytes par l’IL-33 et les sérums de patients 

ayant une vascularite des gros vaisseaux conduisait à une augmentation de production de 

molécules vasodilatatrices comme l’histamine. L’ensemble de ces données montre que 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire après injection de sérum de patients avec 

vascularite est dépendante de l’IL-33 et des mastocytes.  
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Enfin, nous avons réalisé des cultures de fibroblastes en présence de sérum de patients ayant une 

vascularite des gros vaisseaux ou en présence de surnageants de culture de mastocytes activés 

par du sérum de patients ou du sérum de sujets sains. L’expression relative des ARNm de 

fibronectine, du collagène de type 1 et de l'αSMA était significativement augmentée pour les 

fibroblastes cultivés avec des surnageants de mastocytes incubés avec du sérum de patients ayant 

une vascularite (n=9) par rapport aux mastocytes incubés avec du sérum de sujet sain (n=3) et 

également par rapport aux fibroblastes incubés avec du sérum de patients ayant une vascularite 

des gros vaisseaux (n= 11) ou non simulés (n=3). En revanche, il n’y avait pas de différence de 

prolifération fibroblastique ou d’expression d’αSMA, qu’il s’agisse de mastocytes stimulés par 

l’IL-33 ou non. Nous n’avons pas mis en évidence de diminution de production de fibronectine, 

de collagène ou d’αSMA par les fibroblastes mis en présence d’inhibiteur de l’IL-33. 

Néanmoins, l’IL-33 était associée à une augmentation de PDGFα et de cytokines Th2, dont l’IL-

13 (étude 1), positivement corrélée à la sévérité de la fibrose artérielle. Ces données suggèrent un 

effet profibrosant direct des mastocytes sur les fibroblastes et un possible effet fibrosant indirect 

de l’IL-33 par le biais de ses effets immunologiques. 

Conclusion 

Nos résultats préliminaires montrent que l'axe IL-33/ST2 et les mastocytes jouent un rôle 

essentiel pour promouvoir l'angiogenèse, la perméabilité vasculaire, l’activation endothéliale et 

pour réguler le remodelage tissulaire dans les vascularites des gros vaisseaux. 

 

Cet article sera soumis pour publication en octobre 2017.   
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Présentation de l’article n°3 : Rôle des lymphocytes T folliculaires helper et des 

lymphocytes B dans la maladie de Takayasu 

Justification 

L’artérite à cellules géantes et la maladie de Takayasu partagent de nombreux points communs 

dans leur présentation clinique. Cependant, un certain nombre de points les différencie comme 

leur âge de survenue, leur association à des molécules CMH de classe II différentes, l’origine 

géographique des patients ou la localisation préférentielle des lésions artérielles. Nous n’avons 

que très peu de données sur les mécanismes physiopathologiques qui distinguent ces deux 

vascularites.  

Objectif 

Nous avons cherché à mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de la réponse 

immune spécifiques à chacune de ces deux vascularites des gros vaisseaux.  

Méthodes 

Nous avons comparé les profils de différenciation et d’activation des lymphocytes T CD4
+
 et T 

CD8
+
 de patients ayant une maladie de Takayasu ou une artérite à cellules géantes, grâce à 

l’analyse des données transcriptomiques des lymphocytes T CD4
+
 et des CD8

+
. Nous avons 

effectué une analyse comparative de l’expression des ARNm des gènes des populations 

lymphocytaires triées T CD4
+
 et CD8

+
 de patients ayant une maladie de Takayasu (n=13) ou une 

artérite à cellules géantes (n=14), à l’aide de puces Illumina®. 

Résultats 

Dans un premier temps, nous avons démontré que les lymphocytes T CD4
+
 purifiés de patients 

atteints d’artérite à cellules géantes et de patients ayant une maladie de Takayasu présentaient 

des profils d’expression de gènes distincts. Soixante-sept gènes étaient exprimés de manière 
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différentielle, parmi lesquels on retrouvait les gènes CXCR5, CCR6 et CCL20 qui étaient 

significativement up-régulés dans les lymphocytes T CD4
+
 de patients avec maladie de Takayasu 

en comparaison aux patients ayant une artérite à cellules géantes. L’analyse des mêmes données 

en analyse en composante principale a révélé que la signature de gènes qui permettait de mieux 

discriminer les deux maladies comprenait également les gènes CXCR5, CCR6, CCL20 et PD-1.  

Nous avons ensuite confirmé ces données en PCR quantitative et en cytométrie en flux. Nous 

avons ainsi démontré que les lymphocytes T CD4
+
 CXCR5+, définis comme les lymphocytes T 

folliculaires helper circulants (Tfhc), étaient significativement augmentés chez les patients avec 

maladie de Takayasu comparativement aux patients ayant une artérite à cellules géantes et aux 

donneurs sains en cytométrie en flux [proportion médiane des lymphocytes T CD4
+
 CXCR5+ de 

15,4 % (10; 30,8) dans la maladie de Takayasu contre 5,3 % (1,4; 12,2) dans l’artérite à cellules 

géantes (p <0,0001) et 9,7 % (5,6; 12,5) chez les sujets sains (p=0,0001)]. Les lymphocytes T 

CD4
+
 CXCR5+ étaient également augmentés chez les patients avec maladie de Takayasu active 

en comparaison aux patients avec maladie inactive. Parmi les sous-populations de Tfhc, nous 

avons mis en évidence une augmentation des Tfh-17 (définis comme lymphocytes T CD4
+
 

CXCR3
- 
CCR6

+
 CXCR5

+
) au sein des lymphocytes T CD4

+
 chez les patients avec maladie de 

Takayasu (p= 0,04). 

Nous avons également étudié la présence de Tfh au sein des lésions inflammatoires aortiques. 

L'analyse des lésions aortiques inflammatoires a ainsi révélé la présence d’organes lymphoïdes 

tertiaires, composés de cellules CD4+, CXCR5+, PD-1+ et CD20+ chez les patients ayant une 

maladie de Takayasu. Ces organes lymphoïdes tertiaires étaient significativement moins 

fréquents dans les lésions aortiques de patients avec une artérite à cellules géantes.  

L’augmentation des Tfhc au niveau périphérique et la fréquence augmentée d’organes 

lymphoïdes tertiaires au niveau aortique chez les patients ayant une maladie de Takayasu 
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plaident en faveur de l’implication des lymphocytes B et de la coopération B/T dans la 

physiopathologie de la maladie de Takayasu. Nous avons donc étudié le phénotype 

lymphocytaire B chez ces patients. Nous avons ainsi démontré une augmentation des 

lymphocytes B périphériques (en nombre absolu et en proportion) chez les patients avec maladie 

de Takayasu par rapport aux patients avec une artérite à cellules géantes. 

Nous avons ensuite étudié les propriétés fonctionnelles des Tfhc des patients avec maladie de 

Takayasu afin d’évaluer s’ils gardaient des caractéristiques similaires à celles des Tfh tissulaires. 

Les lymphocytes Tfh des patients Takayasu favorisaient la différenciation des lymphocytes B 

naïfs en B mémoires, leur prolifération et leur sécrétion d’immunoglobulines IgG. Le blocage de 

l'IL-21 était associé à une diminution des lymphocytes B CD27+.  

Enfin, nous avons montré un lien étroit entre réponse Th17 et Tfh. Nous avons retrouvé une 

corrélation significative entre les taux sécrétés d’IL-21 (cytokine majeure de la différenciation 

Tfh) et d’IL-17. Le blocage d’IL-21 était associé à une diminution des lymphocytes T CD4+ 

sécrétant de l’IL-17 et a contrario à une augmentation des lymphocytes T régulateurs chez les 

patients avec maladie de Takayasu. 

Conclusion 

Nos résultats sur les données transcriptomiques objectivent un profil de différenciation des 

lymphocytes T CD4
+
 distinct dans la maladie de Takayasu et l’artérite à cellules géantes. 

L’augmentation des Tfhc au niveau périphérique et la fréquence augmentée d’organes 

lymphoïdes tertiaires au niveau aortique chez les patients ayant une maladie de Takayasu 

suggèrent fortement l’implication des Tfh dans la pathogenèse de cette maladie. Ces données 

soulèvent à nouveau la question d’un rôle éventuel d’une stimulation antigénique et de la 

coopération entre lymphocytes B et T aboutissant à la synthèse d’auto-anticorps.  

Cet article a été écrit en vue d’une soumission dans Circulation.  
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Abstract 

 

Background: Polymorphisms in IL-33 gene have been associated with large vessel vasculitis 

(LVV). However, the mechanisms regulating inflammation in LVV are poorly understood.  

 

Objectives: To assess the functional role of IL-33 on the regulation of immune response in 

LVV. 

Methods: The impact of IL-33 on T cell homeostasis and cytokines production was determined 

in cultures of peripheral blood mononuclear cells (PBMC) and aorta inflammatory lesions from 

106 patients with LVV [Takayasu (n =54), and giant cell arteritis (n =52)] and 50 healthy donors, 

using Luminex assay, flow cytometry, quantitative RT-PCR and immunofluorescence analysis. 

The proportion of Tregs was also evaluated in cultures of mast cells (MC) and CD4
+
 T cells with 

or without IL-33 stimulation.  

Results: IL-33 and its receptor ST2 were overexpressed in serum and in inflammatory aorta of 

LVV patients relative to controls. Mast cells (MC), one of main targets of IL-33, were also 

significantly increased in LVV aorta lesions compared to controls. Besides predominant 

production of Th1 and Th17 cytokines in LVV, we also showed increased levels of IL-4, IL-5 

and IL-10 relative to HD (p<0.0001). IL-33 had a direct immunomodulatory impact by 

increasing Th2 and regulatory T cells in PBMC. IL-33 and MC further enhanced Th2 and 

regulatory responses by inducing a 6.1 fold increased proportion of Tregs (p=0.008) through 

increased indoleamine 2 3-dioxygenase (IDO) and IL-2 secretion. IL-33 mRNA expression was 

significantly correlated with the expression of IL-10 and TGF-β within aorta inflammatory 

lesions. 

Conclusion: IL-33/ST2 axis and mast cells regulate inflammation in LVV. 

 

Key messages: 

- IL-33 and its receptor ST2 are overexpressed in serum and in inflammatory aorta of LVV 

patients  

- Levels of IL-4, IL-5 and IL-10 are significantly increased relative to controls and are correlated 

with activity of LVV 

- IL-33 and mast cells induce a Th2 response and significantly increased proportion of Tregs 

through increased indoleamine 2 3-dioxygenase (IDO) and IL-2 secretion.  

Capsule Summary:  

IL-33 and mast cells are mainly known to enhance an inflammatory response in allergy. Our data 

show a critical role of IL-33 and mast cells in regulating immune response in large vessel 

vasculitis.  

Key words: IL-33, mast cells, Treg, immunoregulation, vasculitis. 
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Introduction 

 

Large vessel vasculitis (LVV) mainly include giant cell arteritis (GCA) and Takayasu arteritis 

(TA). LVV may lead to segmental stenosis, occlusion, dilatation and/or aneurysm formation in 

the aorta and/or its main branches 
154

. Histological lesions are characterized by an inflammatory 

infiltrate located mainly in the inner part of aortic wall (media) associated with a fragmentation 

of the internal elastic lamina and hyperplasia of vaso vasori in GCA. TA lesions may affect the 3 

tunics but predominate in the media and adventitia. The pathogenesis of LVV is still unknown to 

date. Previous studies have provided evidence that LVV inflammation was driven by Th1 and 

Th17 cells in the peripheral blood and inflamed tissues 
155

. However, the pathological 

mechanisms and cytokines implicated in the regulation of unbalanced Th1 and Th17 responses 

are poorly understood.  

Interleukin 33 (IL-33), a recently identified cytokine belonging to the IL-1 family, is implicated 

in many biological processes
42

. Unlike most cytokines, IL-33 is constitutively expressed in the 

nucleus of epithelial, endothelial cells and also fibroblasts.  IL-33 is an “alarmin”, as it is 

secreted secondary to cell apoptosis and necrosis. During apoptosis IL-33 is cleaved by caspase 3 

or 7, leading to diminished biological activity in vivo and increased susceptibility to protease 

degradation. However, during necrosis or tissue damages, IL-33 is released and acts as a 

cytokine. IL-33 binds to a heterodimeric receptor called ST2 or IL1RL1, expressed on Th2 cells, 

regulatory T cells (Tregs), mast cells, eosinophils, basophils, ILC2s and NK cells
41

. During 

inflammation, several mechanisms allow the regulation of IL-33 effects, such as sST2, a soluble 

form of ST2 acting as a decoy receptor that inhibits IL-33 signalling. Many studies have 

demonstrated that IL-33 potently enhances the activity of the immune system and is a key 

regulator of the immune response, involved in many autoimmune and inflammatory disorders.  

To date, only few data exist on the implication of IL-33 in LVV. Ciccia et al. have reported an 

overexpression of Il-33 within inflammatory lesions of temporal arteries
153

. A meta-analysis has 

found an association of GCA and an IL-33 genetic variant
156

. However, the functional role of the 

IL-33/ ST2 in LVV patients is unknown. Herein, we aimed at assessing the role of Il-33/ST2 in 

the regulation of immune response in LVV.  
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Methods 

Patients 

The study population consisted of 54 adult TA patients (median [IQR] age at diagnosis: 32.4 

[27.3; 53.2] years) and 52 GCA patients (median [IQR] age at diagnosis: 74.7 [66.3; 83.2] 

years), fulfilling the international criteria for TA and GCA, respectively
157,158

. All TA patients 

were evaluated by National Institute of Health (NIH) criteria for disease activity 
159

. Clinical 

characteristics of LVV patients are indicated in Table 1.  Blood samples from 50 age and sex-

matched healthy donors (HD) were obtained from Etablissement Français du Sang (Hôpital 

Pitié-Salpêtrière). The study was approved by our institutional ethics review board and was 

performed according to the Helsinki declaration. Donors gave informed consent.  

 

Analysis of cytokine production  

Levels of IL-33 in sera were performed using enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA, 

R&D systems) in LVV patients and HD. ST2 level in sera was performed using enzyme-linked 

immunosorbent assay (ELISA, R&D systems) in TA and GCA patients and HD. Quantitative 

determination of IFNγ, IL-17, IL-6, IL-4, IL-5, IL-10 and IL-13 was performed in culture 

supernatant using Human Cytokine 25-Plex (Invitrogen, France) in accordance with the 

manufacturer protocol.  

For intracellular staining, peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were stimulated for 4 

hours with 0,05µg/mL Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and 1 mM (1µg/mL) ionomycin 

(Sigma-Aldrich) in the presence of brefeldin A (BD Pharmingen) and were stained with the 

following conjugated monoclonal antibodies, at predetermined optimal
 
dilutions, for 15 

minutes at room temperature: CD3-APC-Alexa Fluor 750, CD4-ECD, CD8-APC-Alexa Fluor 

700, (Beckman Coulter). Intracellular detection of IL-4-PE (BD, France), IFNγ-FITC (Miltenyi 

Biotec), TNFα-PE (Miltenyi Biotec), IL17-eFluor 660 (ebioscience), IL-10-APC (BD, France) 

was performed on fixed and permeabilized cells using appropriate buffer (BD Pharmingen).  

For analysis of regulatory T cells (Tregs), intranuclear detection of FOXP3-AF647 (Beckman 

Coulter), with CD3-FITC (Beckman Coulter), CD8-KO (Beckman Coulter), CD4-PB 

(Beckamn Coulter), CD127-PC7 (Beckamn-Coulter), CD25-PE (BD) was performed using 

PerFIX-nc Kit (Beckman Coulter). Data were acquired using a Navios flow cytometer and 

analyzed
 
with the Kaluza analysis software (Beckman Coulter). 

 

T cell differentiation with IL-33 

PBMCs of LVV patients were cultured in RPMI-1640 medium supplemented with 10% Fetal 

Bovine Serum (FBS) and 2% penicillin-streptomycin (1 x 10
6
 cells/ml) and stimulated in 48-

well plates coated with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies with or without 10ng/mL 

human recombinant IL-33 (eBiosciences). After 3 and 5 days of culture, culture supernatants 

were harvested and immediately frozen. Quantitative determination of IL-4, IL-10, IL-5, IL-13 

and IFNᵧ, IL17 in culture supernatant was performed using Human Milliplex® kit (Merck 

Millipore, France) in accordance with the manufacturer protocol.   
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To evaluate the impact of IL-33 on regulatory T cells (Tregs), PBMC from LVV patients were 

cultured for 5 days in 48-well plates coated with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies with 

or without 10ng/mL human recombinant IL-33. The proportion of CD4+ CD25High 

CD127Low FOXP3 cells among TCD4+ cells was assessed by flow cytometry as described 

previously. In order to investigate the impact of mast cells on Tregs in presence of IL-33, CD4+ 

T cells (1x10
6
) of LVV patients were purified from frozen PBMC according the instructions of 

the manufacturer (EasySep™ Human CD4+ T Cell Enrichment Kit - STEMCELL) and were 

co-cultured in 24-well plates coated with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies for 4 days 

with or without human ROSA 
KITWT

 
160

 mast cells (2.5x10
5
) in the presence or the absence of 

recombinant IL-33. The proportion of FOXP3+ CD25High CD4+ cells in each condition was 

assessed by flow cytometry as described previously.  

 

Assessment of IDO activity 

The kynurenin to tryptophan ratio was used as a surrogate indicator of IDO activity. Levels of 

tryptophan and kynurenin were analyzed by isocratic liquid chromatography with coulometric 

detection
161

. 

Immunofluorescence analysis 

Detection of IL-33
+
, ST2/IL-1RL1

+
 , CD3

+
, FOXP3+, Tryptase

+
, IL-10

+
, and IL-4

+
 cells was 

performed on fixed, paraffin-embedded samples from 5 temporal arteries and 13 aorta of GCA 

patients with active inflammatory arterial lesions, 15 aorta of TA patients, 5 temporal arteries 

of controls and 3 non-inflammatory aorta. After dewaxing in baths of xylene and ethanol, slides 

were submitted to antigen retrieval by heating in citrate buffer pH 6.0. Before incubation with 

primary antibodies, Fc receptor was blocked with normal goat serum 5%. Slides were 

incubated over night with monoclonal mouse anti-human CD3 (dilution 1:50, Abcam) rabbit 

polyclonal anti Von Willebrand Factor (dilution 1:250, Dako Cytomation), mouse monoclonal 

anti-IL-33 (dilution 1:1000, Enzo Life Sciences), rabbit polyclonal anti-ST2 (dilution 1:100, 

Sigma-Aldrich), rabbit polyclonal anti-IL-4 (dilution 1:50,Abcam), rabbit polyclonal anti IL-10 

(dilution 1:25, Abcam), rat monoclonal anti-FoxP3 (1:100, eBioscience), mouse anti-tryptase 

(1:400, DAKO) or with isotype control : polyclonal Rabbit IgG or monoclonal mouse IgG 

(Abcam) or monoclonal rat IgG (eBioscience). Slides were then incubated for 2 hours at room 

temperature with Cy3-conjugated goat anti-mouse (working dilution 1:1000, Jackson 

Immunoresearch) and Alexa 488 donkey anti- rabbit (working dilution 1:1000, Life 

Technologies), mounted in Mowiol, and evaluated under fluorescence microscopy.  

 

 

Gene expression quantification at the mRNA level in aortic tissues 

Quantification of mRNA expression was performed on paraffin-embedded aorta samples from 

GCA (n=20) patients, TA (n=11) patients and non-inflammatory aorta controls (n=3). IFNγ, IL-

1β, IL-10, TNFα, IL-6, GATA-3, FOX-P3, T-BET, ROR-γt, VEGF, PDGFα, PDGFβ, CCL-2, 

CCL-3, IL-8, CXCR-5, PD-1, CD-45 genes were analyzed. The theoretical and practical 

aspects of real-time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) 

using the ABI Prism 7900 Sequence Detection System (PerkinElmer Applied Biosystems, 

Foster City, CA) have been described in detail elsewhere (13). Briefly, total RNA was 

https://www.google.fr/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=1&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwiy-aSpgMXSAhVHOMAKHdC4DrcQFggaMAA&url=https%3A%2F%2Fwww.stemcell.com%2Feasysep-human-cd4-t-cell-enrichment-kit.html&usg=AFQjCNGUvIJ7AxJevw7qjLTDiZLnpQna8Q&bvm=bv.148747831,d.ZGg
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extracted using the High Pure FFPET RNA Isolation Kit (Roche) and was reverse-transcribed 

before real-time PCR amplification. Quantitative values were obtained from the threshold cycle 

(Ct) number at which the increase in the signal associated with exponential growth of PCR 

products began to be detected using analysis software, according to the recommendations of the 

manufacturer (PerkinElmer Applied Biosystems). The precise amount of total RNA added to 

each reaction mixture (based on optical density) and its quality (i.e., lack of extensive 

degradation) were both difficult to assess. We therefore also quantified transcripts of the 

RPLP0 gene, which encodes the ribosomal protein subunit P0, as the endogenous RNA control, 

and each sample was normalized on the basis of its RPLP0 content and the expression of 

CD45. Results, expressed as fold differences in target gene expression relative to the RPLP0 

gene (termed Ntarget), were determined using the formula Ntarget = 2
Ct

sample. The Ct 

value of the sample was determined by subtracting the Ct value of the target gene from the Ct 

value of the RPLP0 gene. The Ntarget values of the samples were subsequently normalized to 

obtain a ‘basal mRNA level’ (smallest amount of mRNA quantifiable (Ct = 35)) equal to 1. Primers for 

RPLP0 and the 19 target genes were chosen using Oligo, version 6.0 (National Biosciences, 

Plymouth, MN). To avoid amplification of contaminating genomic DNA, 1 of the 2 primers 

was placed at the junction between 2 exons. The thermal cycling conditions comprised an 

initial denaturation step at 95°C for 10 minutes, followed by 50 cycles at 95°C for 15 seconds 

and 65°C for 1 minute.  

 

Culture of temporal arteries  

Temporal arteries of GCA patients (n=8) and controls (n=5) were cultured for 24 hours without 

or with 10ng/ml recombinant human IL-33 for 24 hours. Temporal arteries were then incubated 

for 24h in RNAlater at +4°C and then frozen at -80°C. Culture supernatants were collected and 

immediately frozen at -80°C. The determination of cytokines dosages in supernatants was 

performed using Milliplex® kit (Merck Millipore, France) in accordance with the manufacturer 

protocol. Temporal arteries were lyzed and homogenized. Total RNA was extracted by TRIzol 

reagent (Invitrogen) and reverse-transcribed using SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit 

(Invitrogen) both according to the manufacturer’s instruction. Gene expression was determined 

by real-time PCR. Each cDNA sample was amplified in triplicate using SYBR Green (Applied 

Biosystems) on 7500 FAST Real-time PCR System (Applied Biosystems). The thermal cycling 

conditions comprised an initial denaturation step at 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles 

at 95°C for 15 seconds and 65°C for 1 minute. Quantitative values were obtained from the 

threshold cycle (Ct) number at which the increase in the signal associated with exponential 

growth of PCR products began to be detected. GADPH gene was used as an endogenous 

control and each sample was normalized on the basis of its GADPH content and the expression 

of CD45. The primers were designed to span introns and are listed in supplementary Table. 

 

Statistics  

Continuous variables are presented with the median and range or with the mean±SEM. 

Categorical variables are presented with counts and proportions. Statistical comparisons were 

performed by using the Mann-Whitney test for quantitative unpaired data, and the Wilcoxon 

matched pairs test for quantitative paired data. All statistical tests were two-tailed with a 

significance level of 0.05. Statistical significance was evaluated using GraphPad Prism version 

5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). 
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Results 

 

IL-33 and its receptor ST2 (IL-1RL1) are overexpressed in LVV and are correlated with 

vascular complications 

A significant increased level of IL-33 was observed in sera of GCA and TA patients as 

compared to healthy donors (HD) (449.4 (±894.9) vs 155 (±361.5) vs 67.7 (±204.6) pg/mL, 

p=0.01 and p=0.002, respectively) (Figure 1A). Mean level of IL-33 was further increased in 

LVV patients with vascular complications and/or aortitis (i.e stroke, optic ischemic neuropathy, 

myocardial infarction) as compared to those without (p=0.03) (Figure 1B). Consistently, mean 

level of soluble ST2 was increased in sera of GCA patients (n=38) as compared to TA (n=17) 

and HD (n=17) [2808.7 (±2839.7) vs 964.1 (±920) pg/ml in TA and 677.7(±660.5) in HD, 

p<0.0001)] (Figure 1C).  

Immunofluorescence analyses of temporal arteries and aorta tissue specimens from LVV 

patients and controls were used to investigate the expression pattern of IL-33 and ST2. IL-33 

was mainly expressed within adventitial vessels in co-localization with endothelial cells [i.e. 

von willebrand factor (WF)] and in a lesser extent within few inflammatory cells. Expression of 

ST2 was observed within the inflammatory infiltrates of arteries of LVV patients (Figure 1D). 

The proportion of IL-33 positive vessels was higher in aorta (n=10) of LVV patients as 

compared to controls (p=0.007) (Figures 1E). The proportion of vessels with positive IL-33 

staining was also higher in temporal arteries (n=5) of GCA patients as compared to control 

arteries (p=0.016) (data not shown). Consistently, IL-33 and ST2 mRNA were overexpressed 

[1.2 (±0.5) and 11.1 (±20.4), p=0.02, respectively] in LVV aorta as compared to non-

inflammatory aneurysms (Figure 1F).  

 

Expression of Th2 and regulatory cytokines production in LVV 

We evaluated the level of Th2 cytokines in culture supernatant of PBMC after 4 hours of PMA-

ionomycine stimulation. Comparisons of cytokines between LVV patients and HD are 

presented in Figures 2A, B and C. Active LVV patients had significantly increased median 

levels of IL-4 [54.2 (±50.8) vs 25.8 (±37.4) pg/mL, p=0.003], IL-5 [21.3 (±26.1) vs 4.1 (±5.9) 

pg/mL, p<0.0001] and IL-10 [54.9(±84.7) vs 8.5(±17), p<0.0001] as compared to HD. 

Consistently, the quantitative analysis of mRNA within inflammatory lesions of LVV aorta 
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revealed an overexpression of GATA 3 (5.2±4.5), as compared to controls with non-

inflammatory aorta aneurysms (p=0.006) (Figure 2D). Immunofluorescence analyses of aorta 

tissue specimens from patients with LVV also revealed an expression of IL-4 and IL-10 

(Figure 2E). The quantitative analysis of mRNA within inflammatory lesions of LVV aorta 

revealed an overexpression of IL-10 (1.8±1.2), and FOXP3 (44.2±55.2, p=0.005), as compared 

to controls with non-inflammatory aorta aneurysms (Figure 2F). Within inflammatory lesions, 

immunofluorescence analysis of aorta in patients with LVV revealed that Tregs (as defined as 

positive FOXP3 cells) expressed ST2 and IL-10 (Figure 2G).  

 

Il-33 predominantly induces a Th2 and regulatory immune responses in LVV 

Through ST2 binding, IL-33 induces helper T cells, mast cells and eosinophils to produce type 

2 cytokines. We next attempted to determine whether IL-33 overexpression was accompanied 

by an increased in Th2 cytokines in LVV. Freshly isolated PBMC from LVV patients (with 

corticosteroids<15mg/day) and controls were cultured with anti-CD3/CD28 with or without IL-

33 stimulation for 3 and 5 days. The secretion of cytokines was evaluated by flow cytometry 

(Figure 3A) and by quantitative determination in culture supernatants (Figure 3B) after 5 days 

of culture of PBMC with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies. The proportion of CD4
+
 cells 

secreting IL-4 was increased after IL-33 stimulation [10.5 (±12.3) vs 7.6 (± 10.2), p=0.01] in 

LVV patients but not in healthy donors (Figure 3A). IL-33 stimulation led to a significant 

increase of IL-5, IL-4 and IL-13 production in culture supernatants of PBMC after 5 days of 

culture with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies [376 (±246.4) pg/ml with IL-33 vs. 225.8 

(±195.4) pg/ml without IL-33, p=0.0001 and 19.3 (±16) with IL-33 vs 16 (±12.7) without IL-

33, p=0.03 and 1347.6 (±660) with IL-33 vs 1176.6 (±620.8) without IL-33, p=0.008,  

respectively], but not of IFNᵧ, IL-17 and IL-10 (Figure 3B). 

Since regulatory T cells (Treg) may express ST2, we next studied the impact of IL-33 on the 

proportion of Tregs. We have shown that IL-33 induced an increased proportion of Tregs after 

5 days of PBMC culture (p=0.0004) (Figure 3C). In addition, Tregs expanded by IL-33 were 

functional (i.e. assessed by their ability to inhibit effector T cells proliferation) (data not 

shown).  

We next assessed by quantitative PCR (qPCR) the expression of IL-33, ST2, Th1 and Th2 

cytokines within inflammatory aortic lesions of 18 GCA patients who underwent a surgical 

repair for an aortic aneurysm/dissection. Relative expression of IL-33 mRNA was significantly 
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correlated with the expression of IL-10 and TGF-β mRNA [r=0.6 (p=0.008) and r=0.8 

(p<0.0001), respectively] (Figure 3D). Relative expression of IL-33 was not correlated with 

the expression of T-Bet, RORγt, GATA3, IFNγ, IL-6 and IL-8. Altogether, these data suggest a 

significant correlation between IL33/ST2 axis and regulatory immune response in vivo. To 

further precise the impact of IL-33 on the immune response within inflammatory lesions, we 

assessed the secretion of cytokines secreted by GCA temporal arteries (n=8) stimulated or not 

by IL-33. IL-33 stimulation tended to be associated with increased production of IL-10 by 

temporal arteries measured by both quantitative determination of cytokines in culture 

supernatants [51.4 (± 66.1) vs 18.8 (±12.9)] and qPCR [relative expression of 1.9 (±1.1)] from 

temporal arteries (data not shown). IL-33 did not increase the production of IFNγ, IL-4, IL-5, 

IL-13, nor IL-6 in temporal arteries. 

 

Critical role of IL-33 and mast cells through indoleamine 2 3-dioxygenase (IDO) and 

IL-2 in immune regulation in LVV  

As mast cells (MC) represent one of the main targets of IL-33, we further studied whether MC 

could also enhance a regulatory immune response in patients with LVV. First, we demonstrated 

the presence of MC within inflammatory infiltrates of LVV aorta. Some mast cells had positive 

staining for IL-33 receptor (ST2) (Figure 4A). We have also shown by immunofluorescence an 

increased number of mast cells in LVV lesions within the aorta as compared to non-

inflammatory controls [51.6 (± 53.5) vs 3.3 (± 3.5), p=0.01] (Figure 4B).  

Next, we have evaluated the impact of MC and IL-33 on Tregs. CD4
+
 cells of 8 LVV patients 

(treated with corticosteroids< 10mg/day) stimulated with αCD28/αCD3 were cultured alone or 

combined with MC with or without IL-33 for 4 days. The proportion of Tregs was determined 

in each condition. We observed an increase of Treg when stimulated CD4
+
 cells of LVV 

patients were cultured with MC as compared to the condition without MC. The addition of IL-

33 to MC further increased the proportion of Treg as compared with the conditions including 

CD4
+
 T cells alone and CD4

+
 T cells plus MC [median proportion of CD25HiFOXP3

+
CD4

+
T 

cells of 1.88 (0.34; 8.85)% in CD4
+
 T cells alone vs 5.57 (2.38; 7.79)% in CD4

+
 T cells plus 

MC and 11.02 (1.7; 14.84)% in CD4
+
 T cells plus MC with IL-33 (p=0.02 and 0.008, 

respectively)]. Altogether, these results show that MC and IL-33 enhance a regulatory immune 

response (Figures 4C, D and E). 
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Quantitative determination of cytokines was also performed in coculture supernatants of MC 

and CD4
+
T cells (n=8).  IL-33-stimulated MC led to a significant increase of IL-2 secretion 

[136.4 (±167.4) in CD4 T cells alone vs 2080 (±2808.9) in CD4 T cells with MC vs 3555.4 

(±5062) in CD4 T cells, MC and IL-33, p=0.008 and 0.03], which may explain the increase of 

Tregs by MC and IL-33 (Figure 4F). Consistently, we found an increased activity of 

indoleamine 2 3-dioxygenase (IDO) in MC incubated with LVV serum and IL-33 as compared 

to those not stimulated with IL-33 [9 (6.7; 15.4) vs 5.8 (2.4; 10.8), p=0.001] (Figure 4G). 

Finally, we studied the impact of IL-33 and MC on Th2 immune response. IL-33-stimulated 

MC led to a significant increase of IL-5 [144.7 (±121) in CD4 T cells vs 634.8(±671.5) in CD4 

T cells and MC vs 1168.2 (±1461.5) in CD4 T cells, MC and IL-33, p=0.008], IL-13 [1895.4 

(±1296.6) in CD4 T cells vs 4643.2 (±3375.5) in CD4 T cells and MC vs 9800 (±9548.4) in 

CD4T cells, MC and IL-33, p=0.008 and 0.03] and IL-4 [74.6 (±79.9) in CD4 T cells vs 

291.5(±410.1) in CD4 T cells and MC vs 499.5 (±585.9) in CD4 T cells, MC and IL-33, 

p=0.03] (Figures 4 H, I and J).  
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Discussion 

Few data exist on the implication of IL-33 in LVV. A meta-analysis has found an association of 

GCA and an IL-33 genetic variant
156

. However, the functional role of the IL-33/ ST2 in LVV 

patients is unknown. We have shown intravascular IL-33 staining filled the vessel lumen and 

colocalized with endothelial cells in aorta of LVV patients. Consistently, Ciccia et al have 

previously found overexpression of IL-33 in the inflamed temporal arteries of patients with 

giant cell arteritis 
153

. IL-33 was initially described abundantly expressed in high endothelial 

venules, specialized blood vessels mediating lymphocyte recruitment into lymph nodes 
162

. IL-

33 is constitutively expressed by endothelial and epithelial cells and released by these cells 

following necrotic cell death 
163

. In human endothelial cells, IL-33 induce increased vascular 

permeability and  stimulation of angiogenesis 
43

. IL-33 was found in vascular endothelial 

cells
164

 , coronary artery endothelium 
165

 and vascular smooth muscle cells 
153

 and was shown 

to induce the production of cytokines from human mast cells and T cells 
47

. 

We next attempted to determine whether IL-33 overexpression was accompanied by an 

increased in Th2 cytokines in LVV. In hematopoietic cells, IL-33 is known to act primarily on 

immune cells associated with type 2 response
39,42

. Through ST2 interactions IL-33 induces 

helper T cells, mast cells and eosinophils to produce type 2 cytokines. Indeed, Th2 cells express 

constitutively high levels of ST2. In Th2 GATA3
+
 cells, combined IL-33 and IL-2/STAT5 

increase the expression of GATA-3 and hence promote Th2 program and enhance also the 

expression of ST2
40

. Tissue cytokine profiles in aorta of LVV suggest that Th1 and Th17 

cytokines drive disease lesions 
155

 whereas a possible contribution of the Th2 subset in large 

vessel vasculitis lesions formation has never been evidenced. Herein, the analysis of cytokine 

production in LVV patients pointed a secretion of type 2 immune response cytokines with a 

significant increase production of IL-4 and IL-5 by PBMC of LVV patients in comparison to 

healthy controls. In addition, we observed an expression of IL-4 and IL-10 within the 

inflammatory arterial infiltrates of LVV patients. IL-33 stimulation led to a significant increase 

of IL-5, IL-4 and IL-13 production by PBMC of LVV patients as compared to the changes 

observed in IL-17, TNFα or IFNγ expression. IL-33 has been shown to exert protective effects 

in atherosclerosis mice through a switch from a pro-atherosclerotic Th1 type to a protective 

Th2 type immune response 
11

. In cardiovascular disease models, IL-33 induction following 

vascular and cardiac stress was correlated with improved outcomes 
11,3,15 12, 27

. IL-33 reduced 

atherosclerosis 
11

, improved cardiac function after myocardial infarction 
27

 and limited pressure 
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overload induced cardiac hypertrophy 
12

. Taken together, the production of Th2 cytokines may 

tilt the Th1 and Th17 immune responses observed in LVV patients.  

We have shown that IL-33 was associated with a regulatory immune response in both 

peripheral blood and inflammatory infiltrates within pathological arteries of LVV patients. 

Within inflammatory lesions of aorta in LVV patients, the expression of IL-33 mRNA was 

correlated with those of TGF-β and IL-10 mRNA. Consistently, the addition of human rIL-33 

to GCA temporal arteries was associated with an increased expression of IL-10 mRNA 

measured by qPCR and an increased level of IL-10 protein in culture supernatants.  

Besides Th2 polarization, IL-33 acts primarily on regulatory immune responses, through mast 

cells and Tregs 
42,166

. Tregs express constitutively high levels of ST2, IL-33 enhances FOXP3 

expression and thereby Treg program and also boosts the expression of ST2
40

. Tissue Tregs are 

highly suppressive and express IL-10. In inflammatory bowel diseases, ST2 is preferentially 

expressed on colonic Treg cells 
167

 and IL-33 through ST2 promotes Treg function and 

adaptation to the inflammatory environment. IL-33 signalling enhances TGFb-mediated 

differentiation, accumulation and maintenance of Treg in inflamed tissue. IL-23, a key pro-

inflammatory cytokine in the pathogenesis of inflammatory bowel disease, restrained Treg 

responses through inhibition of IL-33 responsiveness 
167

.  

Consistently, we have shown by immunofluorescence an increased number of mast cells in 

LVV lesions within the aorta and temporal arteries as compared to healthy donors. Expression 

of ST2 within the inflammatory arterial infiltrates colocalized with mast cells and Tregs. We 

have found that IL-33 and mast cells synergize the expansion of Treg as compared to the 

condition with CD4
+
 T cells alone. Higher levels of IDO and of IL-2 were observed after 

stimulation of mast cells with IL-33. These two molecules are critical in the homeostasis of 

Tregs 
168

 and may be key mediators of the Treg expansion observed in presence of IL-33 and 

MC. Although mast cells are known to contribute to inflammation in many conditions such 

allergy or rheumatoid arthritis 
50

, other reports suggest that MC are also critical in enhancing a 

regulatory immune response
169–171

 Consistently, MC were found to be crucial for skin allograft 

tolerance in mice, via Treg-secreted IL-9 which leads to activation and recruitment of MC
169

. 

Rodrigues et al. recently found that dendritic cells with direct contact with MC expressed 

higher levels of PDL1, secreted higher levels of indoleamine-2, 3-deoxigenase (IDO) and 

stimulated regulatory T lymphocytes producing IL-10 and TGF-β
170

. In a model of papain-

induced allergy, MC stimulated with IL-33 have been shown to be crucial to suppress papain-
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induced inflammation by promoting regulatory T cells
172

. IL-33 was shown to both enhance 

airway eosinophilia and inflammation through ILC2 stimulation but also to lead to increased 

Treg number though MC and IL-2
172

. 

In conclusion, our results demonstrate an unrecognized link between an endogenous mediator 

of tissue damage and a major anti-inflammatory pathway in LVV. We provide evidence that 

IL-33/ST2 axis and mast cells exert a critical role in regulating inflammation in LVV through 

their action on Th2 and Tregs cells.  
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Figure legends: 

 

Figure 1: IL-33 and its receptor ST2 (IL-1RL1) were overexpressed in LVV 

a. Expression level of IL-33 in TA (n=27) and GCA (n=61) patients serum was higher compared to HD 

(n=18), *P < 0.05 ***P<0.001. 

b. Mean level of IL-33 was further increased in patients with vascular complications (n=18) and/or aortitis 

as compared to those without (n=11), *P<0.05.  

c. Mean level of soluble ST2 was increased in GCA patient sera (n=38) as compared to HD (n=17), 

***P<0.001.  

d. Immunofluorescence analyses of temporal arteries and aorta tissue specimens from LVV patients 

revealed that IL-33 was mainly expressed within adventitial vessels and co-localized with endothelial 

cells with positive von willebrand factor (WF) staining. Expression of ST2 was mainly observed within 

the inflammatory infiltrates.  

e. The proportion of vessels with positive IL-33 staining was higher in aorta from LVV patients (n=10) as 

compared to those of controls (n=3), **P<0.01.  

f. The relative expression of ST-2 and IL-33 mRNA in LVV patients (n=31) as compared to non-

inflammatory aorta (n=4). 

 

These data are shown as the mean ±SEM 

 

 

Figure 2: Expression of Th2 and anti-inflammatory cytokines in LVV 

a-c. PBMC of active LVV patients (aLVV) (n=24) and HD (n=50) were stimulated for 4 hours with 

PMA-ionomycine. Expression levels of interleukin 4 (IL-4), interleukin 5 (IL-5) and interleukin 10 (IL-

10) measured in supernatant are represented. The levels of IL-4, IL-5 and IL-10 are higher in LVV 

patients as compared to HD. These data are shown as the mean ±SEM 

d. Relative expression of GATA3 measured in aorta inflammatory lesions of LVV patients (n=31) as 

compared to aorta controls (n=4). **P<0.01 

e. Immunofluorescence analysis of inflammatory lesions from LVV patients reveals the expression of 

Th2 (here IL-4) and IL-10 cytokines by CD3 positive cells.  

f. Relative expression of TGF-β, FOXP3 and IL-10 mRNA measured in aortic inflammatory lesions of 

LVV patients (n=31) as compared to aorta controls (n=4). ** P<0.01 

g. Expression of ST2 and IL-10 by Treg (defined as FOXP3 cells) by immunofluorescence analysis. 

 

Figure 3: Il-33 predominantly induced a Th2 and regulatory immune response in LVV 

a. Freshly isolated PBMC from LVV patients (with corticosteroids<15mg/day) were cultured with anti-

CD3/CD28 with or without IL-33 stimulation for 3 and 5 days. Left panel: Dot plots representing IFNγ 

and IL-4 secreting CD4+ T cells with or without IL-33 stimulation. Right panel: The secretion of Th1 and 

Th2 cytokines was assessed by flow cytometry. The proportion of IL4-secreting CD4
+
 T cells was 

increased with IL-33 stimulation (p=0.01) in GCA patients (n=8). These data are shown as the mean 

±SEM. 

b. After 5 days of culture, quantitative determination of cytokines was performed in culture supernatants 

(n=19) of LVV PBMC.  IL-33 stimulation led to a significant increase of IL-5, IL-4 and IL-13 secretion, 

*p<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001.   

c. Left panel: Dot plots representing CD25HighFOXP3
+
 and CD127lowFOXP3

+
 CD4

+
 cells are shown. On 

the left, PBMC of one LVV patient are cultured for 5 days without IL-33. The frequency of 

CD25HighFOXP3
+
 and CD127lowFOXP3

+
 CD4

+
 cells is shown. On the right, PBMC of the same LVV 
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patient were cultured for 5 days with IL-33. Right panel: Corresponding results of 22 LVV patients. The 

frequency of Tregs was increased in stimulated PBMC with IL-33 as compared to those without IL-

33.These data are shown as the mean ±SEM  

d. We next assessed by quantitative PCR the expression of IL-33, ST2 and Th1 and Th2 cytokines within 

GCA aortic lesions (n=18). Relative expression of IL-33 mRNA was significantly correlated with the 

expression of IL-10 mRNA [r=0.6 (p=0.008)]. Relative expression of IL-33 mRNA was significantly 

correlated with the expression of TGF-b mRNA [r=0.8 (p<0.0001)].  

 

 

 

 

Figure 4: IL-33 enhanced a regulatory and Th2 immune response through MC 

a. Immunofluorescence staining of LVV inflammatory lesions showed expression of ST2 on MC  

b. The number of MC within aorta was higher in LVV patients (n=14) than in non-inflammatory controls 

(n=3) *P<0.05. These data are shown as the mean ±SEM 

c. Dot plots representing the proportion of CD25HighFOXP3
+
 and CD127lowFOXP3

+
 CD4

+
 cells are 

shown. On the top: CD4
+
 T cells of 1 TA patient are cultured for 5 days without IL-33.The proportion of 

CD25HighFOXP3
+
 and CD127lowFOXP3

+
 CD4

+
 cells is shown. On the middle: MC and stimulated CD4 

T cells were cultured for 5 days without IL-33. On the bottom: MC and stimulated T CD4 cells were 

cultured for 5 days with IL-33.  

d and e. The corresponding results of 8 LVV patients. MC alone and IL-33-stimulated MC promote the 

increase of Tregs frequency. These data are shown as means ±SEM, * P<0.05, **P<0.01. These data are 

shown as the mean ±SEM 

f. Quantitative determination of cytokines was performed in culture supernatants (n=8).  IL-33-stimulated 

MC led to a significant increase of IL-2 secretion. * P<0.05, **P<0.01. These data are shown as the mean 

±SEM 

g. MC were incubated with LVV serum (n=11) with or without IL-33 stimulation. Indoleamine 2 3-

dioxygenase (IDO) activity was increased in MC incubated with IL-33 as compared to those not 

stimulated with IL-33. ***P<0.001. These data are shown as the mean ±SEM 

h,i,j. Quantitative determination of Th2 cytokines in culture supernatants (n=8) of MC and CD4
+
 T cells.  

IL-33-stimulated MC led to a significant increase of IL-5, IL-13 and IL-4 secretion. * P<0.05, **P<0.01. 

These data are shown as the mean ±SEM 
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Table 1: Main demographical and clinical characteristics of LVV patients 

 

 

 

 

 

 

 

Parameters TA 
N=54 

GCA 
n-=52 

Demographic features  
Median age [IQR] 

32.4 [27.2; 53.2] 74.7 [66.3; 83.2] 

Female gender 43 (79.6%) 35 (67.3%) 

Geographic origin   

Caucasian 19 (35.2%) 50 (96.2%) 

African 15 (27.8%) 0 (0%) 

North African 15 (27.8%) 2 (3.8%) 

Other 5 (9.2%) 0 (0%) 

Clinical features   

Numano Classification   

I 7 (14.3%) NA 

II 8 (16.3%) NA 

III 5 (10.2%) NA 

IV 1 (2%) NA 

V 27 (55%) NA 

Ischemic cardiac disease 6 (11.1%) NA 
Stroke 12 (22.2%) 7 (13.4%) 
Aortic aneurysms  18 (33.3%) 4 (7.7%) 
Aortitis NA 14 (26.9%) 
Ocular complications NA 5 (9.6%) 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Abstract 

 

Background: Large vessel vasculitis (LVV) lesions results from chronic inflammation and 

neoangiogenesis. IL-33, a key cytokine involved in angiogenesis in physiological conditions 

has been previously found overexpressed in vascular inflammatory diseases.  

Objectives: In the present study, we aimed at assessing the impact of IL-33 on angiogenesis, 

vascular permeability and tissue homeostasis in LVV.  

Methods: In vitro studies on angiogenesis were conducted using human endothelial cells to 

assess migration, proliferation and angiogenesis. Vascular permeability was assessed in vivo, 

using Miles assay in wild-type and mast-cells deficient mice. Fibroblast differentiation and 

proliferation were assessed by flow cytometry and quantitative RT-PCR.  

Results: Sera from TA patients were shown to have angiogenic properties. They promoted 

HUVECs proliferation, tube and sprout formation in vitro and were also able to induce vessel 

permeability in vivo. The addition of neutralising anti-IL-33 antibody inhibited 

neoangiogenesis, migration of endothelial cells in vitro and vascular permeability in vivo. Since 

mast cells are one of the main targets of IL-33, we repeated these experiments in mast-cells 

deficient mice in which in vivo effects were abolished. A significant increase in the number of 

mast cells was observed in TA aorta lesions as compared to non-inflammatory aorta controls.  

Regarding their effects on tissue repair, we found that the relative expressions of fibronectin, 

type 1 collagen and αSMA mRNA were significantly increased in fibroblasts cultured with 

supernatants of MC incubated with LVV serum (n=9), as compared to MC incubated with HD 

serum (n=3) or not stimulated (n=3). IL-33 did not exhibit direct effects on differentiation and 

proliferation of arterial fibroblasts.  

Conclusion: IL-33/ST2 axis and mast cells have a critical role in promoting angiogenesis, 

vascular permeability and regulating tissue repair.   
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Introduction 

Large vessel vasculitis (LVV), including Takayasu arteritis (TA) and giant cell arteritis (GCA) 

are idiopathic systemic vasculitis of the large and medium-sized vessels that may lead to 

segmental stenosis, occlusion, dilatation and/or aneurysm formation in the aorta and/or its main 

branches
154

. Coronary and/or pulmonary arteries may also be affected. Histologically, the 

vascular lesions may affect the 3 tunics but predominate in the media and adventitia in TA 

whereas GCA lesions are characterized by granulomatous inflammation affecting particularly 

the media and comprising epithelioid macrophages and giant cells. In the acute phase, activated 

T cells, natural killer cells, /δ cells, and macrophages have been found in vessels 
173–175

.We 

have recently provided evidence that LVV inflammation was driven by Th1 and Th17 cells in 

the peripheral blood and inflamed tissues 
155

. This inflammatory reaction is associated with 

hyperplasia of vasa vasorum and subsequently with a medio-adventitia sclerosis and intimal 

proliferation 
176

. The inflow of inflammatory cells in arterial inflamed walls is mainly due to 

their interaction with specific adhesion molecules expressed on the inflamed endothelium. 

Neovessels and adventitial vasa vasorum are the main sites where adhesion molecules for 

leukocytes are expressed, and therefore the main sites through which circulating leucocytes are 

recruited into the vascular wall. The mechanisms resulting in the formation of new vessels in 

TA are still unclear.  

Interleukin (IL)-33, a member of the IL-1 cytokine family, binds to a heterodimeric receptor 

complex consisting of ST2 (IL-1RL1) and IL-1 receptor accessory protein. IL-33 is 

predominantly expressed by epithelial and endothelial cells
39

. IL-33 enhances angiogenesis and 

vascular permeability through ST2 in non-inflammatory conditions 
43

. Unlike, the other IL-1 

family members, IL-33 is mainly known to induce Th2 immune responses by binding to ST2, 

which is expressed on a variety of cells such as Th2 CD4
+ 

T cells, mast cells and regulatory T 
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cells (Tregs) 
39,167

. IL-33 can reduce the development of atherosclerosis in apolipoprotein E-/- 

mice on a high-fat diet 
177

. Furthermore, IL-33/ST2 complexes also have been shown to 

activate cardioprotective signaling pathways 
105

. 

Whilst IL-33 and its receptor ST2 have previously been found overexpressed in the inflamed 

arteries of patients with giant cell arteritis 
153

, its function in inflammatory vascular diseases has 

not been evaluated. Herein, we report the critical role of interactions between IL-33 and mast 

cells in promoting angiogenesis, vascular permeability and tissue repair in LVV. 
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Methods 

 

Patients 

The study population consisted of 54 adult TA patients (median [IQR] age at diagnosis: 32.4 

[27.3; 53.2] years) and 52 GCA patients (median [IQR] age at diagnosis: 74.7 [66.3; 83.2] 

years), fulfilling the international criteria for TA and GCA, respectively
157,158

. All TA patients 

were evaluated in accordance with National Institute of Health (NIH) criteria for disease 

activity 
159

. Clinical characteristics of LVV patients are indicated in Table 1.  Blood samples 

from healthy donors (HD) were also obtained. The study was approved by our institutional 

ethics review board and was performed according to the Helsinki declaration. Patients gave 

informed consent. 

 

 

Immunohistochemistry 

Detection of IL-33
+
, ST2

+
, tryptase cells and VEGF was performed on fixed, paraffin-

embedded samples (aorta) from 28 LVV patients, and 3 non-inflammatory aorta controls. After 

dewaxing in baths of xylene and ethanol, slides were submitted to antigen retrieval by heating 

in citrate buffer pH 6.0. Before incubation with primary antibodies, Fc receptor was blocked 

with normal goat serum 3.3%. Slides were incubated over night with mouse monoclonal anti-

IL-33 (dilution 1/1000, Enzo Life Sciences), rabbit polyclonal anti-ST2 (dilution 1/100, Sigma-

Aldrich), monoclonal mouse anti-tryptase (DAKO), rabbit monoclonal anti-VEGF (abcam) or 

with isotype control: polyclonal Rabbit IgG or monoclonal mouse IgG (Abcam). Slides were 

then incubated for 2 hours at room temperature with Cy3-conjugated goat anti-mouse (working 

dilution 1:1000, Jackson Immunoresearch) and Alexa 488 donkey anti- rabbit (working dilution 

1:1000, Life Technologies), mounted in Mowiol, and evaluated under fluorescence microscopy 

(Leica Microsystems). IL-33 expression was quantified by counting the proportion of vWF+ 

vessels positive for IL-33 in aorta of TA patients and non-inflammatory controls. Mast cells 

were also quantified by counting the number of tryptase positive cells in 100 fields.  

 

Gene expression quantification at the mRNA level in aortic tissues 

Quantification of mRNA expression was performed on paraffin-embedded samples from TA 

patients (n=11) and controls with non-inflammatory aorta aneurysms (n=4). IL-33, ST2, VEGF, 

TGF-β, PDGFα and PDGFβ genes were analysed. The theoretical and practical aspects of real-

time quantitative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) using the ABI 

Prism 7900 Sequence Detection System (PerkinElmer Applied Biosystems, Foster City, CA) 

have been described in detail elsewhere (13). Briefly, total RNA was extracted using the High 

Pure FFPET RNA Isolation Kit (Roche) and was reverse-transcribed before real-time PCR 

amplification. Quantitative values were obtained from the threshold cycle (Ct) number at which 

the increase in the signal associated with exponential growth of PCR products began to be 

detected using analysis software, according to the recommendations of the manufacturer 

(PerkinElmer Applied Biosystems). The precise amount of total RNA added to each reaction 

mixture (based on optical density) and its quality (i.e., lack of extensive degradation) were both 

difficult to assess. We therefore also quantified transcripts of the RPLP0 gene, which encodes 

the ribosomal protein subunit P0, as the endogenous RNA control, and each sample was 

normalized on the basis of its RPLP0 content. Results, expressed as fold differences in target 

gene expression relative to the RPLP0 gene (termed Ntarget), were determined using the 

formula Ntarget = 2
Ct

sample. The Ct value of the sample was determined by subtracting the 

Ct value of the target gene from the Ct value of the RPLP0 gene. The Ntarget values of the 

samples were subsequently normalized to obtain a ‘basal mRNA level’ (smallest amount of 

mRNA quantifiable (Ct = 35)) equal to 1. Primers for RPLP0 and the target genes were chosen 
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using Oligo, version 6.0 (National Biosciences, Plymouth, MN). To avoid amplification of 

contaminating genomic DNA, 1 of the 2 primers was placed at the junction between 2 exons. 

The thermal cycling conditions comprised an initial denaturation step at 95°C for 10 minutes, 

followed by 50 cycles at 95°C for 15 seconds and 65°C for 1 minute. 

 

In vivo permeability assays  

All animal experiments were performed in compliance with the guidelines for the care and use 

of laboratory animals and were approved by the Local Ethics Committee (approval 13-

14122011). In vivo permeability was assessed using a modified Miles assay {Scheppke, 2008 

#8253}. Briefly, Evans blue dye (Sigma-Aldrich) was retro-orbitally injected into NMRI-

Foxn1nu/Foxn1nu immunodeficient male mice at 8 weeks of age (100 µl of 1% Evans blue in 

0.9% NaCl). After 10 minutes, 40 µl of serum was injected intradermally. Twenty minutes 

later, the shaved dorsal skin at the injection area was excised using a calibrator ring, dye was 

extracted with formamide overnight at 55°C, and the dye absorbance was measured at 630 nm. 

For IL-33 inhibition experiments, 5 µg/ml neutralizing anti-human IL-33 antibody (R&D 

systems, AF3625) or of its corresponding isotype antibody control (R&D systems, AB-108C) 

was incubated with serum for one hour before the injection. 

 

 

Western-blot assays 

Sub-confluent HUVECs were starved for 12 hours, further stimulated with TA or HD serum, 

diluted 1/10, for 30 minutes, and then lysed in RIPA buffer containing protease/phosphatase 

inhibitors. Equal amounts of proteins were resolved by SDS-PAGE, transferred to 

nitrocellulose membranes, and then immunoblotted using anti-VEGFR-2 (Cell Signaling 

Technology), anti-phospho-VEGFR-2 (Y-1054) (Cell Signaling Technology), anti-Ve-

Cadherin (abcam), anti-phospho-Ve-Cadherin (Y-658) (Merck Millipore) and anti-actin 

antibodies (Cell Signaling Technology).  

 

In vitro endothelial cell migration assay 

The endothelial cell migration of HUVECs was assayed by chemotaxis assay through 

Transwell chambers (Corning Costar, 8 µm pore size) as previously described {Choi, 2009 

#4449}. In brief, fresh EBM2 medium (Lonza) containing serum from patients to be tested 

(diluted 1/10) was placed in the lower wells. HUVECs (at passage 3) were trypsinised, 

suspended at a final concentration of 10
6 

cells/mL and loaded into each of the upper wells, and 

the chamber was incubated at 37°C for 4 hours. The cells were fixed and stained with 

hematoxylin and eosin. Nonmigrating cells on the upper surface of the filter were removed with 

a cotton swab, and chemotaxis was quantified with an optical microscope by counting cells that 

had migrated to the lower side of the filter. For IL-33 inhibition experiments, 5 µg/ml 

neutralizing anti-human IL-33 antibody (R&D systems, AF3625) or of its corresponding 

isotype antibody control (R&D systems, AB-108C) was incubated with serum. 

 

 

In vitro endothelial activation 

Subconfluent HUVECs were incubated for 24h with TA or controls serum (5%) with IL-33 (10 

ng/ml) or without IL-33. The expression of CD31 (Life Technologies), ICAM-1 (R&D 

Systems, Lille, France) was determined by flow cytometry.  
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In vitro angiogenesis assay 

Proliferation 
Subconfluent HUVECs were starved for 12 h and were then incubated for 24h with TA serum 

(1/10) preincubated for 1h with neutralizing anti-IL33 or isotype antibodies (5 µg/ml). 

Proliferation was assayed by 5-bromo-2-deoxyuridine (BrdU) incorporation using the Cell 

proliferation assay Kit (Roche Diagnostic). 

 

Tube formation 
Subconfluent HUVECs were starved for 12 h. Ninety-six-well plates were coated with 50 μL of 

growth factor reduced Matrigel (BD Biosciences) for 30 min at 37°C. HUVECs (20 000 

cells/well) were deposited on Matrigel for 12h in presence of TA serum (1/10) preincubated for 

1h with neutralizing anti-IL33 or isotype antibodies (5 µg/ml). Capillary-like structures and 

branch points were counted using ImageJ Version 1.44 software (NCBI). Each experiment was 

run in triplicate. 

 

Spheroid formation 
Spheroids were generated as described by Ligi et al

178
. In short, HUVECs were suspended in 

culture medium containing 0.2% (weight/volume) carboxymethylcellulose. Spheroids were 

generated overnight and then embedded into collagen gels. After 24 hours in presence of TA or 

HD serum (1/10) preincubated for 1h with neutralizing anti-IL33 or isotype antibodies (5 

µg/ml), 20 randomly selected spheroids were analysed (at ×20 magnifications) using a Leica 

microscope. The number and total length of sprout per spheroid were evaluated. 

 

Culture of mast cells 

Human ROSA 
KITWT

 
17 

mast cells were cultured with serum (10%) of HD (n=3) or LVV 

patients (n=11) in the presence or the absence of recombinant IL-33 (10ng/ml). Levels of 

histamine and tryptase were measured in culture supernatants after 1 hour.  

 

 

In vitro proliferation and differentiation of fibroblast 

Arterial fibroblasts were isolated from the adventitia of non-inflammatory arteries. Briefly, the 

adventitial layer was separated from the media layer and then digested with collagenase 

solution for 3 hours at 37°C. Filtered cells were washed and then cultured. Before performing 

experiments, fibroblasts were cultured for 24 hours in medium without serum and subsequently 

stained with carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE). Fibroblasts (20000/well) were 

thereafter incubated for 4 and 7 days with LVV or HD serum (10%) with isotype or 

neutralizing anti-IL-33 antibody (0.5µg/ml). To assess the impact of mast cells on the 

differentiation of fibroblasts, arterial fibroblasts were also incubated for 4 and 7 days with 

supernatants (10%) of mast cells previously cultured with LVV or HD serum for 24 hours. The 

expression of αSMA (R&D Systems, Lille, France) was determined by flow cytometry. 

Proliferation was determined by CFSE staining by flow cytometry. Production of collagen 

(COL1A), fibronectin, αSMA, TGF-β and PDGF-α was assessed by quantitative PCR. Briefly, 

total RNA was extracted by TRIzol reagent (Invitrogen) and reverse-transcribed using 

SuperScript VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) both according to the manufacturer’s 

instruction. Gene expression was determined by real-time PCR. Each cDNA sample was 

amplified in triplicate using SYBR Green (Applied Biosystems) on 7500 FAST Real-time PCR 

System (Applied Biosystems). The thermal cycling conditions comprised an initial denaturation 

step at 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 65°C for 1 

minute. Quantitative values were obtained from the threshold cycle (Ct) number at which the 
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increase in the signal associated with exponential growth of PCR products began to be 

detected. GADPH gene was used as an endogenous control. The primers were designed to span 

introns and are listed in supplementary Table. 

 

 

 

 

 

Statistics  

Continuous variables were presented with the median and extreme values or with the mean± 

SEM. Categorical variables were presented with counts and proportions. Statistical 

comparisons were performed by using the Mann-Whitney test for quantitative unpaired data, 

and the Wilcoxon matched pairs test for quantitative paired data. All statistical tests were two-

tailed with a significance level of 0.05. Statistical significance was evaluated using GraphPad 

Prism version 5.00 for Windows (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).  
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Results 

Takayasu serum supports migration of endothelial cells and neo-angiogenesis through IL-

33 

We have previously shown significant increased levels of IL-33 in both the serum and 

inflammatory arterial lesions of LVV patients as compared to healthy donors (HD). We next 

investigated whether LVV serum could have a direct functional activity on endothelial cells by 

exploring its role on endothelial cell migration. We performed chemotaxis assays of Human 

Umbilical Vein Endothelial Cells (HUVECs) in response to either LVV serum or HD serum. 

The effects of rheumatoid arthritis (RA) serum on endothelial cell migration were also 

evaluated as controls of arteritis diseases. Serum obtained from LVV patients significantly 

increased the migration of HUVECs, evaluated by the number of transmigrated cells per field, 

in comparison with serum obtained from HD group (Figure 1A). Because IL-33 is abundant in 

LVV serum and since it has been involved in endothelial cell migration
43

, chemotaxis assays 

were repeated in the presence of neutralizing anti-IL33 antibody or its corresponding isotype 

antibody as a control. Exposure of serum to anti-IL-33 significantly decreased by 68% the 

number of transmigrated cells per field (Figure 1B). Altogether, these results suggest that LVV 

serum has an angiogenic activity mediated, at least in part, by IL-33. 

We also examined the effect of IL-33 neutralisation on the angiogenic capacity of endothelial 

cells incubated with LVV serum. The neutralising anti-IL33 antibodies induced a modest but 

significant decrease of the mitotic potential of HUVECs as shown by BrdU incorporation assay 

(Figure 1C). Moreover, in Matrigel assays, the addition of anti-IL33 antibodies decreased 

significantly the endothelial network formation by HUVECs, as shown by a decreased number 

of closed tubes and branches (Figures 1D, E and F). Moreover, in a three-dimensional 

spheroid assay, sprouts formation and length measure were reduced by the preincubation of 
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LVV serum with anti-IL33 antibodies. These results reveal a significant effect of IL-33 

inhibition on in vitro angiogenic properties of HUVECs incubated with LVV serum (Figures 

1G, H and I). 

 

 

Increased vascular permeability in TA is partially dependent on IL-33 

We next examined the effects of TA serum on the vascular permeability by performing a Miles 

assay in response to the injection of sera obtained from inflammatory diseases or controls. Sera 

obtained from TA and GCA patients were able to induce vessel permeability as efficiently as 

histamine, which is known to be a strong inductor of vascular permeability, whereas sera 

obtained from HD did not have a similar effect (Figure 2A). Similarly, sera obtained from RA 

significantly increased the extravasation of Blue Evans, compared to HD serum. However, the 

addition of neutralising anti-IL-33 antibody to TA serum one hour before its injection inhibited 

partially the increased vascular permeability as compared to the addition of the isotype 

antibody (Figures 2A).  

We further explored the cellular mechanisms of permeability induced by TA serum. Since 

VEGFR-2 and Ve-Cadherin activation are essential mediators of vascular permeability, we next 

analysed VEGFR-2 and Ve-Cadherin phosphorylations in HUVECs exposed to TA or HD 

serum for 30 minutes. The exposure of TA sera to HUVECs led to an increase of VEGFR-2 

phosphorylation and a significant increase of VeCad phosphorylation compared to controls sera 

(p=0.03) (Figures 2B, C and D). Consistently, the quantitative analysis of mRNA within 

inflammatory lesions of LVV aorta revealed an overexpression of VEGF (3.2±0.5) as 

compared to controls with non-inflammatory aorta aneurysms. We next assessed the in vivo 

expression of IL-33 mRNA and VEGF mRNAs within inflammatory aortic lesions of GCA 
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patients (n=18). The relative expression of IL-33 mRNA was found to be significantly 

correlated with that of VEGF [r=0.51, p=0.02]. (Figure 2E) 

 

As VEGF is also a strong endothelial activator and is increased in TA, we consequently studied 

endothelial activation in this disease. Consistently, sera obtained from LVV patients (n=13) led 

to an increase of ICAM-1 expression on endothelial cells as compared to those (n=5) obtained 

from HD [32.5 (+-16.8)% in LVV vs 24.6 (+-4.7)% in HD]. The addition of recombinant 

human IL-33 was associated with higher median level of ICAM-1 expression on HUVECs 

[31.8 (+-18.9)% without IL-33 and 80.2 (+-14.9)%, p=0.004]. IL-33 blocking was associated 

with discrete but significant decrease of ICAM-1 expression on HUVECS (Figures 2 F-G). 

These data showed that LVV enhance vascular permeability and endothelial activation and that 

this effect is partially dependent on IL-33.  

 

 

IL-33 induced vessel permeability is mediated by mast cells 

As mast cells represent one of the main targets of IL-33, we repeated a Miles assay in mast 

cell-deficient mice. First, we have shown by immunofluorescence an increased number of mast 

cells in LVV lesions within the aorta as compared to non-inflammatory controls (p=0.02) 

(Figures 3A). Some mast cells showed positive staining for IL-33 receptor (ST2) and VEGF 

(Figure 3A). We next attempted to determine if IL-33 increased vascular permeability 

depended on mast cells. We confirmed that the addition of neutralizing anti-IL-33 antibody on 

LVV sera prevented the increase in vascular permeability (p=0.004) in WT mice (NMRI-

Foxn1nu/Foxn1nu immunodeficient male mice) as previously shown. Interestingly, vascular 

permeability was significantly decreased in mast cell-deficient mice injected with the same 

LVV sera compared to WT mice (p=0.0001). The addition of neutralising anti-IL-33 antibody 
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had no impact on vascular permeability in mast cell-deficient mice (Figure 3B). Altogether, 

this data strongly suggested that the increased vascular permeability induced by IL-33 in LVV 

was dependent on mast cells. We next determined mechanisms that were responsible of 

increased vascular permeability by MC and IL-33. Measurements of tryptase and histamine 

were performed in culture supernatants of MC stimulated or not with IL-33. Levels of tryptase 

and histamine were significantly higher in MC stimulated with IL-33 (p=0.006 and 0.001, 

respectively). (Figures 3C and D) 

 

Effects of MC and IL-33 on fibroblast functions  

First, we have shown that the degranulation of mast cells induced by LVV serum is more 

important than that induced by HD serum since histamine levels are higher in supernatants of 

mast cells incubated with LVV serum as compared to HD serum (p=0.01) (Figure 4A).  To 

assess the role of MC, we performed cultures of arterial fibroblast for 5 days with supernatant 

of MC cultures (n=5) stimulated or not by IL-33. The addition of MC supernatant was 

associated with a significant increase in αSMA expression by flow cytometry as compared to 

fibroblasts incubated with serum of the same patients (Figure 4B).   Consistently, the relative 

expressions of fibronectin, type 1 collagen and αSMA mRNA were significantly increased in 

fibroblasts incubated with supernatants of MC cultured with LVV serum (n=9), as compared to 

MC incubated with HD serum (n=3) and fibroblast directly incubated with LVV serum (n=11) 

or not stimulated (n=3) (Figures 4C).  

We next attempted to determine if IL-33 was directly associated with impaired phenotype of 

fibroblasts. We performed culture of arterial fibroblast incubated with the serum of LVV 

patients (n=9) or HD (n=3) in the presence of neutralising anti-IL-33 antibody or isotype. We 

found that fibroblast proliferation was increased for fibroblasts incubated with LVV sera as 

compared to HD sera. However, IL-33 blocking was not associated with changes in fibroblast 



 
112 

 

112 
 

proliferation. We also assessed the production of fibrosing factors by qPCR. Preliminary results 

showed that IL-33 blocking tended to be associated with an increase in the relative expression 

of PDGF-α, αSMA, fibronectin and COL1A mRNA although these differences were not 

significant. Moreover, the proliferation of fibroblasts was similar in the presence of MC 

supernatant stimulated by IL-33 as compared to those not stimulated (Figure 4D). Similarly, 

the expression of αSMA did not differ in either condition (Figure 4E). 

However, IL-33 may indirectly lead to fibrosis by inducing immunomodulatory effects. As we 

have previously shown, IL-33 leads to Th2 immune response, by increasing IL-5, IL-3 and IL-

13 production. Aortic expression of IL-13 mRNA was significantly correlated with fibrosis in 

the intima and in the media (p=0.04 and p=0.01, respectively) (Data not shown). Moreover, 

the relative expression of IL-33 mRNA in LVV aorta was found to be significantly correlated 

with those of PDGF-α [r=0.7, p=0.001] and PDGF-β [r=0.65, p=0.003]. IL-33 stimulation led 

to an increase in the secretion of PDGF-α by purified CD14+ cells of LVV patients (p<0.05).  
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Discussion 

 

LVV mainly include TA, which is a model of human large vessel vasculitis involving young 

adults and of unknown pathogenesis, and GCA involving people over 50 years old. 

Inflammation and angiogenesis are closely associated and pathologic angiogenesis has been 

implicated in the development of LVV 
176,179

. In LVV, inflammation induced neovessels and 

advential vasa vasorum. Neovascularization is also a reparative mechanism and a natural 

response to ischemia. Interplay between inflammation and angiogenesis is mediated largely 

by cytokines, chemokines and growth factors. Some of these molecules induce endothelial 

activation and vascular permeability, allowing the infiltration of leukocytes to inflammatory 

sites and resulting in tissue damage. Here we have shown that IL-33/ST2 axis through its 

interaction with mast cell plays a critical angiogenic role in the pathogenesis of LVV. We 

have previously identified increased IL-33 levels in serum and in inflammatory aorta of TA 

patients relative to HD. Intravascular IL-33 staining filled the vessel lumen and colocalised 

with endothelial cells in the aorta of TA patients. Consistently, Ciccia et al have previously 

found overexpression of IL-33 in the inflamed arteries of patients with giant cell arteritis 
153

. 

IL-33 was initially described as being abundantly expressed in high endothelial venules, 

specialised blood vessels mediating lymphocyte recruitment into lymph node 
162

IL-33 is 

constitutively expressed by endothelial and epithelial cells and released by these cells 

following necrotic cell death 
163

. IL-33 was found in vascular endothelium
177

, coronary artery 

endothelium
165

 and vascular smooth muscle cells
153

  and was shown to induce the production 

of cytokines from human mast cells and T cells 
180

.  

 

In vitro, in non-inflammatory ischemic condition, IL-33 is an activator of endothelial cells, 

which promotes the expression of adhesion molecules on endothelial cells, angiogenesis and 



114 
 

114 
 

vascular permeability
43,44

.  We provide evidence that IL-33 is critical in modulating vessel 

permeability and angiogenesis also in inflammatory vascular disease. We performed 

chemotaxis assays of HUVECs in response to TA, GCA, RA (disease controls) or HD sera. 

Sera from LVV patients significantly increased the migration of endothelial cells. 

Consistently, the quantitative analysis of mRNA within inflammatory lesions of LVV aorta 

has revealed an overexpression of VEGF. In addition, sera from LVV patients showed 

angiogenic properties by promoting HUVECs proliferation, tube and sprout formation and 

were also able to induce in vivo vessel permeability as compared to RA or healthy controls. 

Sera from TA patients also induced the phosphorylation of VeCad, an essential mediator of 

vascular permeability. The neutralisation of IL-33 with anti-IL-33Ab significantly reduced 

migration of endothelial cells, angiogenesis (proliferation, tube and spheroids formation), 

endothelial activation (ICAM-1 expression) and in vivo vascular permeability. Altogether, 

these results suggest that sera from LVV patients have an angiogenic activity mediated, at 

least in part, by IL-33. Consistently, we have shown positive correlations between the relative 

expression of IL-33 mRNA and pro-angiogenic factors such as PDGF-α, PDGF-β and VEGF 

within inflammatory aortic lesions. Ciccia et al reported the positive correlation between IL-

33 and the number of neovessels in giant cell arteritis, also suggesting a role of IL-33 in 

angiogenesis-dependent inflammation of LVV
153

. Treatment of endothelial cells with IL-33 

has been shown to promote vascular remodeling and maintenance of vascular integrity
181

 .  

We next attempted to determine by which targets IL-33 increased vascular permeability. ST2 

was expressed in LVV patients on mast cells. Although mast cells are present in most tissues, 

we observed a significantly higher proportion of these cells in LVV in comparison with non-

inflammatory aorta controls. Since mast cells represent one of the main targets of IL-33, we 

repeated a Miles assay in mice deficient in mast cells and demonstrated that vessel 

permeability induced by LVV serum was partially mediated by mast cells. Together, the IL-
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33/ST2 axis and mast cells constitute one important link between cell injury inflammatory 

response, angiogenesis vascular permeability and endothelial activation that may be 

deleterious by promoting persistent inflammation, but could also be beneficial by leading to 

the restoration of tissue homeostasis. 

 

In LVV, inflammatory response is followed by hyperplasia of vasa vasorum and subsequently 

by medio-adventitia sclerosis and intimal proliferation. Since IL-33 is associated with Th2 

response and promotes angiogenesis, we attempted to determine its effects on arterial fibrosis. 

In other cardiovascular disease models, IL-33 induction following vascular and cardiac stress 

was correlated with improved outcomes
105,177,182

 . IL-33 reduced atherosclerosis
177

 improved 

cardiac function, decreased fibrosis after myocardial infarction
182

 and limited pressure 

overload induced cardiac hypertrophy and fibrosis
105

. However, in other conditions, IL-33 

may also promote tissue repair, occasionally resulting in pathologic fibrotic reactions. 

Elevated serum IL-33 was observed in autoimmune disease such as systemic sclerosis and 

rheumatoid arthritis 
183,184

. IL-33 correlated with the extent of skin and lung fibrosis in human 

patients with systemic sclerosis
184

. In mouse models of liver fibrosis, IL-33 promoted hepatic 

stellate cell activation and liver fibrosis through ILC2 derived IL-13 
185

. In the present study, 

we have shown that MC activated by LVV serum enhanced differentiation of fibroblasts and 

the secretion of fibrosing factors such as fibronectin or collagen. However, MC stimulated 

with IL-33 had similar effects than those not stimulated. Consistently, our data did not 

highlight a direct fibrosing impact of IL-33 on arterial fibroblasts. Still, IL-33 may promote 

tissue repair and fibrosis through its immunomodulatory effects. Indeed, we have previously 

shown that IL-33 induced a regulatory response and led to increased secretion of IL-5 and IL-

13, which are associated with fibrosis. Consistently, ILC2 stimulated with IL-33 and ST2+ 

Treg were shown to be critical in enhancing tissue repair 
100–102

. We have also found positive 
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correlations between aortic expression of IL-33 mRNA and those of PDGF-β, PDGF-α and 

TGF-β, known to be associated with tissue repair. IL-33 also led to increased secretion of 

PDGF-α by monocytes of LVV patients. Altogether, these data suggest that MC enhance the 

differentiation of fibroblasts whereas IL-33 may indirectly promote tissue repair as well as 

arterial fibrosis during persistent and uncontrolled inflammation.  

In summary, our findings suggest that IL-33/ST2 axis holds a key role in LVV. Through its 

action on endothelial cells and mast cells, it may induce endothelial activation, vascular 

permeability and neo-angiogenesis which are key features of LVV. Activated mast cells are 

associated with impaired fibroblast phenotype whereas IL-33 may promote tissue repair 

through its immunological effects. Together, this data indicates the critical impact of IL-

33/ST2 axis and mast cells in regulating angiogenesis, endothelial activation and tissue repair 

during vascular inflammation. 
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Figure 1: IL-33 supports migration of endothelial cells and neo-angiogenesis in LVV 

A. Chemotaxis motility of HUVECs was assessed in response to sera obtained from TA 

patients (n=6), RA patients (n=8), HD (n=4) incubated in the lower chambers of Transwell 

during 4 hours at 37°C. Endothelial cell migration was evaluated by counting the number of 

transmigrated cells with an optical microscope. TA sera significantly induced endothelial cell 

migration.  

B. Chemotaxis activity of TA sera (n=5) was analysed in the presence of anti-IL33 

neutralizing antibody or isotype antibodies. The addition of anti-IL33 significantly decreased 

the number of transmigrated cells per field.  

C. Percentage of proliferation rate by BrDU incorporation assay of HUVECs treated for 24h 

with TA (n=12) serum (1/10) preincubated for 1h with neutralizing anti-IL33 or isotype 

antibodies condition corresponding to the 100 %.  

D. In vitro angiogenesis assay on growth factor reduced Matrigel. Representative experiment 

of capillary tube formation by HUVECs treated for 12h with TA sera (1/10) preincubated for 

1h with neutralizing anti-IL33 (pictures a-c) or the same TA sera preincubated for 1h with 

isotype antibodies (pictures d-f). Images are representative of all experiments performed with 

8 TA sera and analyzed in triplicate.  

E. F. Tube formation and branch points of pseudotubes were counted 12 hours later (original 

magnification ×4).  

G. Three-dimensional in vitro angiogenesis assay with collagen gel-embedded spheroids of 

HUVECs treated with TA serum (1/10) preincubated (pictures a-c) or not (pictures d-e) with 

anti-IL33 antibody (original magnification ×20). Pictures are representative of all experiments 

performed with 6 TA sera analysed in triplicate.  

H. I.Quantification of the number of sprouts and of the cumulative sprout length per spheroid. 

For each experiment, sprouts from 20 spheroids were counted.  
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Data are means ± SEM of independent samples in experiments performed in triplicate. 

*P<0.05, **P<0.01.  
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Figure 2: IL-33 promotes vascular permeability  

A. Vessel permeability induced by sera obtained from TA (n=8), GCA (n=6), RA (n=8) 

diseases and HD (n=6) was evaluated by performing a Miles assay. Evans blue dye 

extravasation, as a measure of vascular leakiness, was analysed using spectrophotometry. For 

each group, neutralizing anti-IL33 or isotype antibodies were incubated with serum 1h before 

the injection and extravasation of the dye after injection was compared. Vessel permeability 

induced by sera from TA and GCA patients was significantly higher than control group and 

its effect was significantly decreased by the addition of neutralizing anti-IL33.  

B. Subconfluent HUVECs were starved for 12 h and were then incubated with sera from TA 

(n=4) and HD (n=4) during 30 minutes. Phosphorylated VEGFR-2 at Y-1054, phosphorylated 

Ve-cadherin at Y-658 were detected by Western blotting.  

C, D. Quantification of the VEGFR-2 and Ve-Cad activations were determined by measuring 

the band density ratios of phosphorylated proteins/total proteins.  

E. Positive correlations between relative expression of IL-33 mRNA and VEGF within 

inflammatory aortic lesions (n=21).  

F. Subconfluent HUVECs were incubated for 24h with TA or controls serum (5%) with IL-33 

(right) or without (left) IL-33. The expression of CD31 and ICAM-1 was determined by flow 

cytometry.  

G. Sera obtained from LVV patients (n=13) increased ICAM1 expression on endothelial cells 

as compared to those obtained from HD (n=5). The addition of IL-33 on HUVECS further 

increased ICAM-1 expression whereas IL-33 blocking was associated with mild decrease of 

ICAM-1 expression. 

These data are shown as means ±SEM, **P<0.01. Statistical comparisons were performed by 

using the Mann-Whitney test for quantitative unpaired data, and the Wilcoxon matched pairs 

test for quantitative paired data. 
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Figure 3: The increase of vascular permeability induced by IL-33 is dependent on mast 

cells. 

A. Immunofluorescence staining of TA inflammatory lesions showed expression of ST2 

and VEGF on mast cells. The number of mast cells within aorta was higher in TA patients 

(n=7) and GCA (n=7) than in non-inflammatory aorta controls (n=3). These data are shown as 

means ± SEM, * P<0.05.  

B. Miles assay on WT and mast cells KO mice were performed as described in figure 3. 

Vascular permeability induced by injection of sera from LVV patients was significantly 

decreased in KO mice as compared to WT mice (n=20 in each group). The addition of IL-33 

inhibitors had no impact on vascular permeability. * P<0.05 **P<0.01 ***P<0.001 

C. MC were incubated with serum of LVV patients (n=11) for 1 hour with or without IL-

33. Levels of tryptase were measured in culture supernatants. **P<0.01. These data are shown 

as means ± SEM. 

D. Levels of histamine were measured in culture supernatants. ***P<0.001. These data 

are shown as means ± SEM, 
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 Figure 4: IL-33 impact on tissue repair and arterial fibrosis 

A. Histamine levels of mast cells incubated with LVV serum (n=11) and HD serum 

(n=3). These data are shown as means ± SEM, * P<0.05.  

B. Expression of αSMA on fibroblasts cultured with LVV serum (n=6) and supernatants 

of MC incubated with LVV serum (n=3). These data are shown as means ± SEM, * P<0.05.  

C. Production of fibronectin, αSMA and type 1 collagen by fibroblasts cultured with 

supernatants of MC incubated with LVV serum (n=9) or with HD serum (n=3) and fibroblast 

incubated with LVV serum (n=11) or not stimulated (n=3) was determined by qPCR. These 

data are shown as means ± SEM, * P<0.05. **P<0.01***P<0.001 

D. CFSE staining of fibroblasts incubated with supernatant of MC cultured with LVV 

serum and stimulated with IL-33 or not. Fibroblastic proliferation was similar in both 

conditions. This plot is representative of experiments performed with 5 patients.  

E. Expression of αSMA was similar in fibroblasts incubated with supernatants of MC 

stimulated with IL-33 or not (n=5 in each group).  
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Table 1: Main characteristics of LVV patients. Data are expressed as n (%) for qualitative values 

and as median [IQR] for quantitative values. IQR: Interquartile ranges [Q25; Q75] 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Abstract  

Objective: To compare microarray gene analysis of patients with Giant cell arteritis (GCA) to 

patients with Takayasu arteritis (TA).   
 

Methods: We performed comparative microarray gene analysis of purified CD4+ T cells of 

TA (n=14) and GCA (n=15) patients.  

Results: Sixty-seven genes were differentially expressed in CD4+ T cells of TA compared to 

GCA patients, among which CXCR5, CCR6 and CCL20 were overexpressed in TA. 

CXCR5+ CD4+ T Follicular helper cells (Tfh) were significantly higher in TA patients as 

compared to GCA and healthy donors (HD) [median proportion of CXCR5+ CD4+ T cells of 

15.4 (10;30.8)% in TA versus 5.3 (1.4; 12.2)% in GCA (p<0.0001) and 9.7 (5.6; 12.5)% in 

HD (p=0.0001)]. Among Tfh subpopulations, Tfh-17 cells (defined as CXCR5
+
 CCR6

+
 

CXCR3
- 

CD4
+
 T cells) were specifically increased in TA. We found higher proportion of 

tertiary lymphoid structures composed of CXCR5+, CD4+, PD-1+ and CD-20+ cells in 

inflammatory aortic lesions in TA as compared to GCA. We demonstrated increased 

proportion of peripheral and aortic B cells and BAFF levels in TA. CXCR5+ CD4+ T cells of 

TA patients helped B cells to differentiate into memory cells, to proliferate and to secrete type 

G immunoglobulins. IL-21 blocking was associated with a decrease of CD27+ B cells and IL-

17-secreting T cells but an increase of regulatory T cells in TA patients.  

Conclusion: Our data provide evidence of the key coordinated role of Tfh and B cells in 

tertiary lymphoid structures in TA and suggest an antigenic trigger. 
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Introduction: 

Takayasu’s arteritis (TA) and giant cell arteritis (GC) are the two most common types of 

large vessel vasculitis (LVV). TA and GCA have been considered as distinct diseases on 

the basis of differences in age at disease onset, ethnic distribution and clinical features 

including predilection for certain arterial territories. Histological lesions of GCA are 

characterized by granulomatous inflammation affecting particularly the media, 

comprising epithelioid macrophages and giant cells usually accompanied by lympho-

plasmacytic infiltrate in the adventitia. The inner half of the aorta is more often affected 

than the outer half and adventitia in GCA lesions. Intimal hyperplasia is often observed 

whereas the adventitia is relatively spared in comparison with TA. TA is characterized by 

a diffuse granulomatous inflammatory infiltrates of the media, the media-intimal junction 

and the adventitia, often affecting the vasa vasorum. Scarring can be seen in the later 

phase, with dense adventitial fibrosis and great fibrous thickening of the intima. Aortic 

wall thickness is generally greater in TA than in GCA
109

.  

Pathological mechanisms in both diseases are not well understood. T cells have been 

shown to be critical in pathogenesis in GCA since the secretion of inflammatory 

cytokines was abolished when T cells were depleted in SCID mice grafted with human 

inflammatory temporal arteries
135

. Both diseases are driven by Th1 and Th17 unbalanced 

immune responses 
137,155

. Moreover, activated dendritic cells (DC) are thought to play a 

pivotal in LVV
136,149

 and have been found within arterial inflammatory lesions. Recent 

data demonstrated that inhibitory signals by which DC provide stop signal to T cells 

(through PDL1 and PD1 interactions) were defective in GCA, emphasizing the regulatory 

importance of arterial DC in GCA pathogenesis
149,186

. Specific toll like receptors (TLR) 

have also been shown to be overexpressed in GCA and associated with specific 

histological patterns
151,187,188

. Moreover, associations between LVV and specific major 

histocompatibility complex (MHC) class II molecules (HLA-B52 in TA and HLA-

DRB1*04 in GCA) have been demonstrated and oligoclonal repertoire of T cells sorted 

from inflammatory arteries have been reported in both diseases 
135,175

. Altogether, this 

data emphasizes the importance of interactions between antigen presenting cells (APC) 

and T cells and suggests the role of antigenic triggers, together promoting an uncontrolled 

immune response. However, specific activation pathways specifically involved in each 

disease are poorly known to date. In the present study, we aim at distinguishing specific 
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immune mechanisms involved in TA and GCA. We compared microarray gene analysis 

of purified CD4+ T cells of TA and GCA patients.  
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Methods 

Patients 

The study population consisted of 54 TA adult patients [median age: 32.4 years (27.2; 

53.2)] and 52 patients with giant cell arteritis [median age of 74.7 (66.3; 83.2)] and 60 

age and sex-matched healthy donors (HD). All TA patients fulfilled more than 3 of the 

1990 American College of Rheumatology criteria for classification of TA 
158

. GCA 

patients fulfilled the international criteria for GCA
157

. The study was approved by our 

institutional ethics review board and was performed according to the Helsinki 

declaration. Patients gave informed consent.  

 

Transcriptomic data of CD4 cells 

CD3+ T cells were isolated from PBMC of active TA (n=13) or GCA (n=14) patients by 

negative isolation using DYNABEADS® untouched™ Human T Cells Kit (Thermofisher 

Scientific) according the instructions of the manufacturer. CD4 positive cells were then 

isolated from previous sorted T cells by positive selection using DYNABEADS® CD4 

positive isolation kit according the instructions of the manufacturer. Total RNA from 

CD4 positive cells was extracted using the NucleoSpin® RNA kit (Macherey-Nagel), 

according the instructions of the manufacturer. Total RNA was quantified by a NanoDrop 

ND-1000 spectrophotometer. Samples with RNA concentration<20ng/µl were excluded.  

For quality control, RNA dilution was performed using Agilent RNA 6000 Nano Kit and 

1µL of the sample was run on the Nano chip using an Agilent 2100 electrophoresis 

bioanalyser. The quality of total RNA was assessed by the profile of the 

electropherogram and by the RNA integrity number that was included between 7.3 and 

9.3. For Illumina Beadarrays, cRNA samples were prepared using Illumina TotalPre-96 

RNA Amp kit (LifeTechnologies) and hybridized to Illumina Human HT-12 v4 

Beadarrays. 

 

Analysis of cytokine production in LVV patients 

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) from 41 TA, 30 GCA and the 60 HD were 

stimulated for 4 hours with 0,05 µg/mL Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and 1 

mM (1µg/mL) ionomycin (Sigma-Aldrich). Culture supernatants were harvested and 

immediately frozen at -80°C. Quantitative determination of IL-17, IL-21 and IL-6 was 

performed in culture supernatant using Human Cytokine 25-Plex (Invitrogen, Cergy 

Pontoise, France) in accordance with the manufacturer protocol.  

 

Analysis of cell surface markers and intracellular cytokines in PBMC by flow 

cytometry 

PBMC of TA (n=13), CGA (n=14) patients or controls (n=14) were stained with the 

following conjugated monoclonal antibodies, at predetermined optimal
 
dilutions, for 20 

minutes at 37°C: CD4-APC-Alexa Fluor 750, CD45RA-PB (Beckman Coulter), CXCR3-
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APC-Alexa Fluor 700, CXCR5-PE dazzle, ICOS-FITC, PD1-PE, CCR6-APC (BD 

biosciences). IL-17 staining (IL-17 efluor 660, ebiosciences) was performed using 

fixation/permeabilisation kit (BD cytofix-cytoperm) in accordance with the manufacturer 

protocol. Data were acquired using a Navios flow cytometer and analysed
 
with the 

Kaluza analysis software (Beckman Coulter). 

 

Immunohistochemistry 

Detection of CXCR5+, PD1
+
, CD20

+
, and CD4

+
 cells was performed on fixed, paraffin-

embedded samples (aorta) from 7 TA patients with active inflammatory arterial lesions, 7 

GCA patients and non-inflammatory aorta. After dewaxing in baths of xylene and 

ethanol, slides were submitted to antigen retrieval by heating in citrate buffer pH 6.0. 

Blocking of endogenous peroxidase was performed. Before incubation with primary 

antibodies, Fc receptor was blocked with normal goat serum 5%. Slides were incubated 

over night with monoclonal mouse anti-human CD4 (dilution 1:50, Abcam) rabbit 

polyclonal anti-CXCR5 (dilution 1:20, Abcam), mouse monoclonal anti-PD1 (dilution 

1:50, Abcam), monoclonal anti-CD20 (dilution 1:200, DAKO), or with isotype control: 

polyclonal Rabbit IgG or monoclonal mouse IgG (Abcam). Slides were then incubated 

for 30 minutes at room temperature with a biotinylated secondary antibody (1:250). To 

amplify the signal, Avidin-Biotin complex is then incubated with the tissue section and 

peroxidase was revealed by diaminobenzidine (DAB) in the presence of H2O2. Finally, 

slides were mounted in Mowiol, and evaluated under microscopy.  

 

Gene expression quantification at the mRNA level  

Quantification of mRNA expression was performed on paraffin-embedded aorta samples 

from TA (n=11) and GCA (n=20) patients and non-inflammatory aorta controls (n=3) but 

also on CD4 positive cells of TA (n=13) and GCA (n=14) patients. IL-17, ROR-γt, 

CD20, PD-1, CXCR5 and CD-45 genes were analyzed. Briefly, total RNA was extracted 

using the High Pure FFPET RNA Isolation Kit (Roche) for aorta and NucleoSpin® RNA 

kit (Macherey-Nagel) for CD4 positive cells and reverse-transcribed using SuperScript 

VILO cDNA Synthesis Kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s instruction. 

Gene expression was determined by real-time PCR. Each cDNA sample was amplified in 

triplicate using SYBR Green (Applied Biosystems) on 7500 FAST Real-time PCR 

System (Applied Biosystems). The thermal cycling conditions comprised an initial 

denaturation step at 95°C for 10 minutes, followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds 

and 65°C for 1 minute. Quantitative values were obtained from the threshold cycle (Ct) 

number at which the increase in the signal associated with exponential growth of PCR 

products began to be detected. RPLPO gene was used as an endogenous control and each 

sample was normalized on the basis of its RPLPO content and the expression of CD45. 

The primers were designed to span introns and are listed in supplementary Table. 
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Counting of B cells 

Images were converted from Hamamatsu slide scanner native format ndpi to .tiff format 

to facilitate the workflow process under Fiji, an open source image processing toolbox. 

Most of the pre-established parameters of the (Hamamatsu) software were maintained for 

all the samples. Fiji was downloaded from http://fiji.sc/Fiji (US National Institutes of 

Health, Bethesda, MD, USA) and used for image segmentation and analysis. For reliable 

and automated data analysis, we developed an efficient image analysis software solution 

as plugin to Fiji. Our plugin quantified the signal of the specific marked cells selectively 

and separately for the rest of the sample. First, the image brightness and contrast were 

changed to increase the contrast of the specific stained cells and then were separated from 

the background using a simple intensity threshold. Subsequently, our plugin generated a 

binary mask from the images of the respective marker after intensity thresholding. The 

binary masks were separately applied to the original channel and the specific marked 

regions were identified. Measurements of area and mean grey value were calculated and 

then processed under Microsoft Excel.  

 

Cultures of B cells and T cells 

CXCR5+ or CXCR5- CD4+ T cells (50 000 cells each/well) of active TA (n=8) patients 

were cultured with 20 000 naïve B cells (defined as CD27- IgD+ CD19+ cells) in the 

presence of a surperantigen (Cytostim, human, Miltenyi Biotec) (2µl per million of cells) 

in RPMI1640 complete medium supplemented with 10% heat-inactivated FBS. 

Recombinant human IL-21 R Fc chimera protein (25µg/ml) or isotype (R&D systems) 

was added to culture medium. Proliferation by CFSE staining was performed at day 3 and 

differentiation of B cells by flow cytometry at day 8. Cytokine concentrations were 

determined in culture supernatants at day 8 by Multiplex® (Merck Millipore). The IgG 

and IgM concentrations were measured by ELISA (Human IgM, IgA and IgG 

quantitation Set, Bethyl Laboratories).  

 

T cell differentiation  

PBMCs of TA patients were cultured in RPMI medium 1640 supplemented with 10% Fetal 

Bovine Serum (FBS) and 2% penicillin-streptomycin (1 x 10
6
 cells/ml) and stimulated in 

48-well plates coated with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies with or without human 

recombinant IL-21 (Biolegend) or IL-21 blocking (IL-21R/Fc, R&D systems) or isotype. 

After 5 days of culture, culture supernatants were harvested and immediately frozen. The 

proportion of IL-17 secreting cells and FOXP3
hi

CD25
hi

 among CD4
+ 

cells was 

determined by flow cytometry.   

 

 

http://fiji.sc/Fiji
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Results: 

 

CXCR5, CCR6 and PD1 CD4+ T cells genes signature in TA  

We performed a microarray gene analysis of purified CD4+ T cells of active GCA (n=14) and 

active TA (n=13) patients to analyse distinct molecular pathways involved in GCA and TA 

CD4+ T cells. Main clinical characteristics of these patients are indicated in Table 1. All 

patients were untreated except four TA patients who received low doses of 

glucocorticosteroids (<10mg daily) or immunosuppressants and two GCA patients 

(glucocorticosteroids >48h). We found that CD4+ T cells of GCA and TA patients exhibited 

distinct RNA signatures. Sixty-seven genes were differentially expressed in these two 

diseases. Thirty-two genes were significantly down-regulated whereas 35 were up-regulated 

in CD4+ T cells of TA patients as compared to those of GCA patients. Among the up-

regulated genes, we found CXCR5, CCR6 and CCL20 (Figure 1A). Interestingly, among 

CD4+ T cells, CXCR5 and CCR6 genes are expressed by T Follicular Helper (TFH) cells in 

blood, in particular by TFH-17. As TA and GCA patients are characterized by different ages, 

we confirmed that the expression of CXCR5 was not correlated with the age of patients in 

both diseases (Figures 1B and C) and was also increased in TA patients wo had never 

experienced treatment as compared to GCA ones without treatment experience. We next 

analysed transcriptomic data of  CD4+ T cells in TA and GCA, by performing an independent 

component analysis (ICA). We showed that the gene signature leading to the best 

discrimination between the 2 diseases included CXCR5, CCR6 and PD1 genes that all were 

up-regulated in TA disease (Figure 1D). We confirmed the overexpression of CXCR5 mRNA 

in CD4+ T cells of TA patients as compared to GCA patients by qPCR (p=0.02).  

 

Circulating CCR6+ CXCR5+ CD4+ T cells (TFH-17) are significantly increased in TA 

We next confirmed the over-expression of CXCR5 by CD4+ cells in TA by flow cytometry. 

The proportion of CXCR5+ CD4+ cells [defined as circulating TFH (cTFH)] among CD4+ 

cells was dramatically higher in TA patients as compared to GCA patients or healthy donors 

(HD) [median proportion of CXCR5+ CD4+ T cells of 15.4 (10; 30.8) in TA versus 5.3 (1.4; 

12.2) in GCA (p<0.0001) and 9.7 (5.6; 12.5) in HD (p=0.0001)] (Figures 2A and B). 

CXCR5+ cells were also higher in active TA patients as compared to inactive one (Figure 

2C). Moreover, the proportion of total CXCR6+ cells among CD4+ T cells was also higher in 
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TA patients as compared to GCA patients or HD [ 18.5 (2.8; 35.5) in TA patients vs 4 (0.6; 

10) in GCA patients (p=0.001) and 7 (1.8; 17.5) in HD (p=0.01)] (Figure 2D). The proportion 

of CXCR5+ CCR6+ cells among CD4+ cells was also increased [4.52 (1.07; 13.35) in TA vs 

0.69 (0.13; 2.16) in GCA (p=0.0001) and 2.3 (0.3; 4.2) in HD (p=0.02)]. Blood CXCR5+ T 

cells in TA were predominantly composed of TFH-17 cells (Figure 2E). We also found that 

IL-17 and IL-6 were increased in culture supernatants of TA patients as compared to GCA 

patients [Levels of IL-17 of 79.2 (+-109.9) pg/ml vs 17.3 (+-21.6), p=0.02 and levels of IL-6 

of 69.8 (+-72.9) and 31.5(+-26.8), p=0.06]. (Figures 2F and G) IL-17 and RORγt mRNAs 

were overexpressed in aorta of LVV aorta as compared to non-inflammatory aorta controls 

(Figure 2H). However, there was no significant difference between GCA and TA diseases. 

As IL-21 is implicated in Th17 and TFH responses, we evaluated correlations between IL-21 

and IL-17. Frequency of IL-17+ CD4+ T cells was significantly correlated with the frequency 

of IL-21+ CD4+ T cells [r
2
=0.64, p<0.0001] and levels of IL-17 in culture supernatants were 

also significantly correlated with those of IL-21 [r
2
= 0.65, p<0.0001] (Figures 2I and J).  

 

Increased tertiary lymphoid structures and CXCR5+, CD4+, PD-1+ cells within 

inflammatory aortic lesions in TA patients 

As TFH cells are highly present in germinal centres and ectopic lymphoid organs have been 

previously described in TA
189

, we compared the presence of tertiary lymphoid structures in 

aortic wall of TA (n=12) and GCA (n=15) patients. All histological aorta samples with 

hematoxylin and eosin and Masson‘s trichome colorations were evaluated by the same 

pathologist. Interestingly, we confirmed that tertiary lymphoid structures were more 

frequently observed in aorta of TA patients as compared to GCA patients (p<0.05) (Figures 

3A and B). Tertiary lymphoid organs (TLO) exhibited high expression of CXCR5 within 

their periphery in TA aorta, as for CD4 staining (Figure 3C). PD-1 was also expressed in 

these structures. We next compared the relative expression of CXCR5 and PD-1 genes within 

aorta biopsies of TA (n=8) and non-inflammatory (n=4) controls by quantitative PCR. TA 

aorta exhibited higher levels of CXCR5 and PD-1 mRNA as compared with non-

inflammatory controls (p=0.048 and 0.04, respectively) (Figures 3D and E). 
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Involvement of B cells in TA  

As we highlighted increased cTFH cells in TA, we consequently studied the role of B cells in 

this disease. We found that the absolute number of peripheral CD19+ cells was significantly 

increased in active and untreated TA patients (n=23) as compared to active and untreated 

GCA patients (n=13) and HD (n=77) [268.6 (+-131) vs 111.9 (+-78.8) and 203 (+-116.6), 

p=0.002 and 0.02 respectively] (Figure 4A). The frequency of CD19+ cells was also 

increased in active and untreated TA patients as compared to active and untreated GCA 

patients and HD [13.8 (+-4)% vs 8.8 (+-5)% and 11.6 (4.5)%, p=0.04 and p=0.0004 

respectively] (Figure 4B). BAFF levels also tended to be higher in TA as compared to GCA 

patients and HD (p=0.058 and 0.06, respectively) (Figure 4C). Blood B cells in TA were 

composed of IgD+ CD27- cells [54.3 (+-24.6) %], IgD+ CD27+ [13.4 (+-8.1) %], IgD- 

CD27+ [25 (+-16.9) %] and CD27+ CD38+ [11.2 (+-8.3) %]. We did not find significant 

differences in B cells phenotype between TA patients and HD (Figure 4D). Histological 

analysis of TA lesions in aorta revealed major infiltrates of CD20 positive cells within tertiary 

lymphoid follicles whereas the expression of CD20 in inflammatory infiltrates was observed 

in GCA aorta but was weaker (Figure 4E).  The surface area of CD20 positive cells was 

significantly higher in TA aorta as compared to GCA (p=0.01) (Figure 4F). Consistently, the 

relative expression of CD20 mRNA was higher in TA aorta as compared to GCA aorta 

(p=0.05) (Figure 4G).  

 

 

CXCR5+ T cells efficiently help naïve B cells in TA 

CXCR5+ or CXCR5- CD4+ T cells of active and untreated TA (n=8) patients were cultured 

with naïve B cells (as defined by CD27- IgD+ CD19+ cells) of the same patients in the 

presence of a surperantigen. CXCR5+ T cells of TA patients induced a higher proliferation of 

B cells at day 3 as compared to CXCR5- T cells of the same patients (n=3) (Figure 5A). 

Consistently, the proportion of CD19 cells was significantly increased in cocultures including 

CXCR5+ cells as compared to those including CXCR5- cells at day 7 [33.8 (+- 12) % versus 

24.9 (+-6) %, p=0.008] (Figure 5B). The absolute number of CD19 cells also tended to be 

higher in the conditions including CXCR5+ cells (p=0.06). Moreover, CXCR5+ T cells of TA 

patients enhanced naïve B cells to differentiate in memory B cells. Indeed, the proportion of 

CD27+ B cells was increased within cocultures including CXCR5+ T cells [6.4 (+-3.4) % vs 
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3.7 (+-2.1) %, p=0.008] (Figures 5C and D). Consistently, the secretion of IgG by B cells in 

cocultures including CXCR5+ T cells was higher than those with CXCR5- CD4+ T cells 

(p=0.04) (Figure 5E). However, levels of secreted IgM tended to be decreased in B cells 

cultured with CXCR5+ T cells as compared to those cultured with CXCR5- T cells (Figure 

5F).  

 

 

Role of IL-21 in differentiation of T and B cells  

First, we have shown that levels of IL-21 in culture supernatants of TA PBMC were higher as 

compared to HD (p=0.026) (Figure 6A). Consistently, frequency of IL-21+ secreting cells 

among CD4
+
 cells was higher in active TA patients as compared to inactive ones and HD 

(Figure 6B).  To study the impact of IL-21 on differentiation of T and B cells, experiments on 

T and B cells differentiation were repeated by adding an inhibitor of IL-21 or human 

recombinant IL-21. We found that adding recombinant IL-21 led to an increase in IL-17 

secreting CD4+ T cells but a decrease in regulatory T cells (Tregs) whereas neutralising IL21 

was associated with a decrease in Th-17 cells and an increase in the proportion of Tregs. 

(Figures 6C and D) IL-21 blocking had no impact on IFNγ-secreting CD4+ T cells. The 

frequency of CD27+ B cells also tended to be decreased at day 7 in cocultures of B cells and 

CXCR5+ with neutralizing anti-IL-21 antibody (p=0.06), suggesting the positive impact of 

IL-21 in enhancing B cells differentiation by CXCR5+ T cells (Figure 6E). However, there 

was no difference in B cells proliferation when neutralizing anti-IL21 antibody was added. 
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Discussion 

 

We have demonstrated a distinct gene signature of circulating CD4 T lymphocytes in TA 

patients as compared to GCA patients. Sixty-seven genes were differentially expressed, 

among which CXCR5, CCR6 and CCL20 were shown to be significantly up-regulated in 

CD4+ T cells of TA patients. Upregulation of CXCR5 and CCR6 was confirmed by flow 

cytometry. Blood CD4+ CXCR5+ T cells have been found in recent studies to have functional 

characteristics similar to TFH 
11

. Indeed, circulating CXCR5+ CD4+ T cells promote 

survival, proliferation and differentiation of B cells into plasma cells
11

. However, the 

phenotype of circulating TFH differs from "conventional" tissue-specific TFH cells that 

express high levels of PD-1 and ICOS. In blood, only few CXCR5+ CD4+ T cells express 

ICOS or PD-1. Circulating TFH can be distinguished according their membrane expression of 

CCR6 and CXCR3 and their cytokine secretion. TFH-1 cells are defined as CXCR3
+
CCR6

- 

cells and secrete higher levels of IFNγ, whereas TFH-2 cells are CXCR3
-
CCR6

-
 and produce 

increased levels of IL-4. Finally, TFH-17 cells, expressing CCR6 without CXCR3, produce 

high levels of IL-17
8
. In our study, we demonstrated an increase of CXCR5 + CCR6 + 

CXCR3- CD4+ T cells, corresponding to TFH-17 population in TA patients. These data are 

consistent with previous data from the literature, showing an overexpression of TH-17 

cytokines in untreated active LVV patients 
155

. 

Consistently, histological analysis of aortic inflammatory lesions showed the presence of 

tertiary lymphoid organs that were significantly more frequent in TA as compared to GCA. 

Immunofluorescence analysis of arterial tertiary lymphoid structures revealed the presence of 

CD4+, CXCR5+ and CD20+ cells. Our data are consistent with another recent study that has 

reported the presence of tertiary lymphoid structures within TA aortic inflammatory lesions 

189
. Although these tertiary lymphoid organs are more frequent in TA, similar structures have 

recently been described in temporal arteries of GCA patients 
190

. Indeed, Ciccia et al. have 

recently demonstrated in temporal arteries of GCA patients the presence of tertiary lymphoid 

structures, composed of high endothelium venules and associated with an overexpression of 

CXCL13, CXCR5, lymphotoxin B and BAFF
190

.  

Although ectopic lymphoid structures may be related to chronic inflammation and may be 

encountered in other disease
13

, the implication of CXCR5+ T cells and tertiary lymphoid 

organs in TA pathogenesis may also support the hypothesis of antigenic stimulation triggering 
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the chronic inflammatory process. Consistently, some studies over 20 years ago have 

demonstrated an oligoclonal profile of CD4 T cells sorted from inflammatory aortas, strongly 

suggesting a local antigenic stimulation
175

. However, these studies used sequencing methods 

significantly less sensitive than current methods and needed to be confirmed by more 

sensitive sequencing techniques. Many studies have attempted to demonstrate a causal link 

between the occurrence of large vessel vasculitis and an infectious trigger.  The increased 

prevalence of TA in geographic areas characterized by high prevalence of Mycobacterium 

Tuberculosis and concomitant occurrence of TA and tuberculosis in some patients suggest a 

causal association between tuberculosis and TA. Similarly, some studies have found an 

increased prevalence of anti-mycobacterial tuberculosis antibodies, in particular anti-HSP65 

and HSP60 antibodies in TA as compared to healthy subjects 
133,191

. Molecular similarities 

between HSP65 and some human HSPs leading to cross-reactivity have been proposed to 

explain vascular autoimmune process after tuberculosis infection. 
192

. However, more recent 

studies did not provide consistent data and did not find the presence of Mycobacterium 

Tuberculosis DNA in arteries of TA patients 
134,193

.  

Moreover, cytokine signaling markedly influences germinal center (GC) formation, TFH and 

B cells activation and differentiation. The pleiotropic cytokine IL-21 facilitates GC formation 

by promoting activation and differentiation of TFH cells and GC B cells 
1,194

. Consistent with 

these observations, we found in the present study increased levels of IL-21 in serum of TA 

patients. IL-21 blocking inhibited B cells differentiation into memory cells. In cooperation 

with IL-21, IL-6 also promotes the formation of GC B cells and the differentiation of TFH 

cells
1,8

. TA lesions are known to be driven by unbalanced TH17 immune response. High 

levels of IL-6, known to induce TH17 immune responses, were previously shown in serum 

and inflammatory lesions of TA patients. Levels of IL-6 were also strongly correlated with 

disease activity
195

. IL-21 has been also shown to enhance unbalanced Th17 response in LVV 

196
. Here, we found a significant correlation between IL-21 and IL-17 production in TA. In 

encephalomyelitis mouse model, TH17 cells induced the formation of ectopic lymphoid 

follicles in inflammatory brain lesions via IL-17 
197

. Given that early developmental pathways 

for TFH and TH17 cells are partially shared in humans (namely including IL-6 and IL-23 

cytokines), we may speculate that TFH17 cells might be involved in the formation of ectopic 

GCs in autoimmune diseases 
13

.  

B cell activation is probably also relevant to the pathogenesis of TA. Indeed, our results 

support the implication of B-T cells cooperation in TA. Consistently, our study confirmed 
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increased B cells number in blood and also within the arterial lesions of TA patients as 

compared to GCA patients. Similarly, serum levels of BAFF tended to be higher in TA. Only 

few data have been published on B cells in TA. A recent study has reported an increased 

absolute number and frequency of peripheral blood CD19(+)/CD20(-)/CD27(high) antibody-

secreting cells in patients with active TA
198

. The accumulation of B cells within TA 

inflammatory lesions as well as their organization in TLOs emphasizes the role of B cells 

activation in TA pathogenesis. Analysis of immune adventitial cells revealed a high 

percentage of cells expressing canonical TFH cell markers, such as CXCR5 and PD-1. These 

TFH cells orchestrate B-cell activation, proliferation and differentiation. A previous study 

showed in lupus mouse model that extrafollicular TFH cells facilitate IgG production by B 

cells through interactions between CD40 and CD40L, interactions between inducible T cell 

co-stimulator (ICOS) and ICOS ligand (ICOSL), and the secretion of interleukin-21 

(IL-21)
199

. Moreover, TFH cells produce high levels of BAFF in germinal centers, which 

promotes the positive selection of autoreactive B cell clones, thereby implicating BAFF in the 

pathogenesis of GC-dependent autoimmunity 
194

. Consequently, our results suggest the 

presence of pathogenic or non-pathogenic autoantibodies in TA which may have a diagnostic 

and/or prognostic value. Indeed, many studies have attempted to demonstrate the presence of 

autoantibodies in TA (antiphospholipids, anti-endothelial cells, anti-ferritin antibodies)
200,201

. 

Anti-endothelial cells antibodies were found to be increased in TA and to lead to endothelial 

activation via increased levels of VCAM, E-Selectin and secretion of IL-8 and IL-6
201

. Anti-

endothelial cell IgM were also correlated with disease activity 
202

. However, these antibodies 

were not specific of TA.  

Finally, the role of B cells in TA could support the use of rituximab in this disease. However, 

data on rituximab efficacy in TA are scarce and mainly based on case-reports.
198

 In GCA, 

some studies reported a decrease in circulating B cells in patients with active GCA. The 

number of B lymphocytes normalized rapidly under treatment. As few B lymphocytes were 

found within inflammatory lesions of temporal arteries, trapping of B cells at inflammatory 

sites unlikely explains peripheral decrease of B cells
145

. 

In summary, our data provide evidence of the implication of TFH in the pathogenesis of 

inflammatory lesions in TA. These advances suggest the role of antigenic trigger participating 

in pathological immune response in TA and the implication of B-T cells cooperation. 
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Legends 

 

Figure 1: CD4+ T cells of GCA and TA patients have distinct transcriptomic profiles 

A. A microarray gene analysis of purified CD4+ T cells of active GCA (n=14) and active TA (n=13) 

patients was performed. CD4+ T cells of GCA and TA patients exhibited distinct RNA signatures. 

CXCR5, CCR6 and CCL20 were significantly up-regulated in TA patients as compared with GCA 

patients. 

B-C. The expression of CXCR5 was not correlated with the age of patients in both diseases. 

D.  ICA analysis revealed that the gene signature leading to the best discrimination between GCA and TA 

included CXCR5, CCR6 and PD-1 genes.  

 

 

 

Figure 2: Increase in CXCR5+ CD4+ cells in TA 

A. The membrane expression of CXCR-5, CCR-6 and CXCR-3 was analysed among CD4+ T cells of TA 

(n=13), GCA (n=14) patients and HD (n=14) by flow cytometry. Dot plots represent the proportion of 

CXCR5+ CD4+ T cells and CXCR5+ CCR6+ CD4+ T cells in one TA patient (top panel) and one 

GCA patient (bottom panel).  

B. The increased frequency of CXCR5+ cells in CD4+ cells of TA patients in comparison with GCA 

patients and HD was confirmed by flow cytometry.  **P<0.01 ***P<0.001 These data are shown as 

the mean ±SEM  
C. The frequency of CXCR5+ cells was higher in active TA patients (n=13) in comparison with inactive 

TA patients (n=8). **P<0.01. These data are shown as the mean ±SEM 

D. The frequency of CXCR5+ CXCR6+ cells was also higher in CD4+ T cells of TA patients as compared 

to GCA patients or HD. *P<0.05, ***P<0.001. These data are shown as the mean ±SEM 
E. The proportion of TFH-17 cells was higher in TA as compared to GCA patients and HD. *P<0.05. 

These data are shown as the mean ±SEM 

F. PBMC of TA (n=41), GCA (n=30) patients and HD (n=20) were stimulated for 4 hours with 0.05 

µg/mL Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and 1 mM (1µg/mL) ionomycin. Quantitative 

determination of IL-17, IL-6, IFNγ, IL-4 and IL-13 was performed in culture supernatants. Levels of 

IL-17 was significantly higher in TA patients as compared with GCA patients. *P<0.05. These data are 

shown as the mean ±SEM 

G. Levels of IL-6 tended to be higher in TA patients as compared with GCA patients. These data are 

shown as the mean ±SEM 

H. Relative expression of IL-17 and RORγt mRNAs in aorta of LVV aorta (n=14) as compared to non-

inflammatory aorta controls (n=3). *P<0.05 

I. The frequency of IL-17+ CD4+ T cells in TA patients (n=30) was significantly correlated with the 

frequency of IL-21+ CD4+ T cells [r2=0.64, p<0.0001] 

J. Levels of IL-17 in culture supernatants (n=30) were also significantly with those of IL-21 [r2= 0.65, 

p<0.0001] 
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Figure 3: Increase in tertiary lymphoid organs within arterial inflammatory lesions of TA 

A. Histological analysis of TA aorta revealed the presence of tertiary lymphoid organs (TL0) in the 

adventitia (black narrows) Magnification x 2 and 10, respectively. (a-b). High endothelium venules 

(HEV) were observed within TLO (black narrow) Magnification x 40. (c). Histological analysis of 

GCA aorta reveals inflammatory infiltrates without nodular and follicular organization. Magnification x 

2. (d).  

 

B. The presence of TLO in the aortic wall of TA (n=10) and GCA (n=15) patients was compared. TLOs 

were more frequently observed in TA patients as compared to GCA patients. *P<0.05 These data are 

shown as the mean ±SEM 

 

C. Analysis of tertiary lymphoid structures in TA aorta by immunohistochemistry revealed a high 

expression of CXCR-5 within the periphery of lymphoid structures (a-b). Lymphoid structures also 

contained CD4+ T cells in their periphery (c) and cells with positive staining for PD-1 (d).   

 

D.  Relative expression of CXCR5 and PD-1 mRNA within aorta biopsies of TA (n=8) patients and non-

inflammatory (n=4) controls was assessed by qPCR. TA biopsies exhibited higher relative expression of 

CXCR-5 and PD-1 mRNA as compared with non-inflammatory controls. *P<0.05 These data are 

shown as the mean ±SEM 

 

 

 

Figure 4: Increase in B cells in TA patients 

A. Absolute number of peripheral CD19+ cells was significantly increased in active and untreated TA 

patients (n=23) as compared to active and untreated GCA patients (n=13) and HD (n=77). *P<0.05, 

***P<0.001. These data are shown as the mean ±SEM 

B. Frequency of CD19+ cells was also increased in active and untreated TA patients (n=23) as compared to 

active and untreated GCA patients (n=13) and HD (n=77). *P<0.05, ***P<0.001. These data are shown as 

the mean ±SEM 

C. BAFF levels were measured in sera of TA patients (n=34), GCA patients (n=15) and HD (n=15). BAFF 

levels tended to be higher in TA as compared to GCA patients and HD.  

D. Comparative phenotype of peripheral B cells in TA patients (n=16) and HD (n=7).  

E. Histological analysis of TA aorta revealed major infiltrates of CD20 positive cells within TLO (a) 

whereas the presence of CD20+ cells was weaker in GCA without nodular organization (b). 

F. Surface area of CD20 positive cells in TA (n=7) and GCA (n=7) aorta. *P<0.05 

G. Relative expression of CD20 mRNA in aorta of TA (n=12) and GCA (n=16) patients.  
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Figure 5: CXCR5+ CD4+ T cells help efficiently naive B cells in TA 

 

A. CXCR5+ or CXCR5- CD4+ T cells were cultured with naïve B cells (defined as CD27- IgD+ CD19+ 

cells) with stimulation with a surperantigen. Proliferation of B cells was assessed at day 3 by CFSE 

staining. Dot plots of 3 TA patients are represented (P1, P2 and P3). The proportion of proliferative B 

cells was higher in B cells cultured with CXCR5+ CD4+ T cells as compared to those cultured with 

CXCR5- cells.  

B. The proportion of CD19+ cells was significantly higher at day 7 in cocultures including CXCR5+ T 

cells as compared to those with CXCR5- cells. Results of 8 active TA patients are shown. **P<0.01. 

These data are shown as the mean ±SEM 

C. The proportion of CD27+ B cells was significantly higher at day 7 in cocultures including CXCR5+ T 

cells as compared to those with CXCR5- cells. Results of 8 active TA patients are shown. **P<0.01. 

These data are shown as the mean ±SEM 

D. The proportion of CD27- B cells was significantly higher at day 7 in cocultures including CXCR5- T 

cells as compared to those with CXCR5+ cells. Results of 8 active TA patients are shown. **P<0.01. 

These data are shown as the mean ±SEM 

E. Measurement of IgG secretion was performed in culture supernatant (n=9) of naïve B cells cultured 

with CXCR5+ or CXCR5- cells. Levels of IgG were higher in B cells cultured with CXCR5+ T cells.  

*P<0.05. These data are shown as the mean ±SEM 

F. Levels of IgM in naïve B cells cultured with CXCR5+ or CXCR5- T cells.  *P<0.05. These data are 

shown as the mean ±SEM 

 

Figure 6: Role of IL-21 in differentiation of T cells and B cells  

A. PBMC of TA (n=38), GCA (n=25) patients and HD (n=57) were stimulated for 4 hours with 0.05 

µg/mL Phorbol 12-myristate 13-acetate (PMA) and 1 mM (1µg/mL) ionomycin. Levels of IL-21 in 

culture supernatants of TA PBMC were higher as compared to HD. *P<0.05. These data are shown as 

the mean ±SEM 

B. Frequency of IL-21 secreting CD4+ T cells was compared in active TA (aTA) patients (n=11), TA 

patients (n=19) in remission (rTA) and HD (n=20). ***P<0.0001. These data are shown as the mean 

±SEM 

C. PBMCs of 3 TA patients were stimulated with anti-CD3/CD28 monoclonal antibodies for 5 days with 

or without recombinant human IL-21 (rHu-IL-21) or with or without inhibitor of IL-21 (IL-21R/Fc). 

rHu-IL-21 led to increased frequency of IL-17 secreting CD4+ T cells whereas IL-21 blocking resulted 

in decrease in IL-17 secreting CD4+ T cells. 

D. rHu-IL-21 led to decreased frequency of Tregs whereas IL-21 blocking resulted in increase in Tregs. 

E. CXCR5+ CD4+ T cells were cultured with naïve B cells in the presence of a surperantigen with or 

without IL-21 blocking. Dot plots represent the proportion of CD27+ B cells cultured with isotype (top 

panel) and neutralising IL-21R/Fc (bottom panel) in 1 TA patients. The frequency of CD27+ B cells 

tended to decrease at day 7 in the presence of neutralising IL-21R/Fc (p=0.06). Results of 5 TA 

patients. These data are shown as the mean ±SEM 
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Table 1: Main characteristics of LVV patients included in transcriptomic analysis 

 

 
TA (n=13) GCA (n=14) 

Clinical characteristics 

 

  Female patients, n(%) 11 (85) 12(63,2) 

Median Age (years) [min; max] 38,8 [17; 68] 79,5 [58; 95] 

Active disease, n(%) 13 (100) 14 (100) 

Aortitis for GCA patients, n (%) NA 6 (43) 

Aortic aneurysm, n(%) 3 (21) 2 (14) 

Stroke, n(%) 1 (8) 2 (14) 

Myocardial infarction, n(%) 0 (0) 0 (0) 

Ocular complications, n(%) 0 (0) 3 (21) 
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Figure 1 
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Figure 2 
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Figure 3 
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Figure 4 
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Figure 5 
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Figure 6 
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D-Discussion 

 

Nous avons étudié dans nos différents travaux les mécanismes communs de régulation de la 

réponse immune, d’angiogenèse et de réparation tissulaire, ainsi que certains mécanismes 

distinctifs dans la maladie de Takayasu et l’artérite à cellules géantes. Nous avons montré 

dans ces vascularites l’implication des lymphocytes Tfh qui semblent avoir un rôle 

particulièrement prépondérant dans la maladie de Takayasu.  Nous avons également mis en 

évidence le rôle de l’IL-33 et des mastocytes, qui constituent des mécanismes communs de 

régulation de la réponse immune, de l’angiogenèse et de réparation tissulaire.  

 

 1- Lymphocytes T Folliculaires Helper et vascularites des gros vaisseaux 

 

1a-Role des lymphocytes T Folliculaires Helper dans la maladie de Takayasu  

L’analyse des données du transcriptome des lymphocytes T CD4+ de patients ayant une 

artérite à cellules géantes ou une maladie de Takayasu a permis de mettre en évidence un 

profil de différenciation distinct de la sous-population lymphocytaire T CD4+ dans ces deux 

maladies. Nous avons ainsi montré une surexpression de CXCR5 et CCR6 par les 

lymphocytes CD4+ de patients ayant une maladie de Takayasu. Ces données ont été 

confirmées à la fois en PCR quantitative et cytométrie en flux. Des études récentes ont montré 

que les lymphocytes T CD4+ CXCR5+ sanguins avaient des caractéristiques fonctionnelles 

proches de celles des lymphocytes Tfh tissulaires et sont désignés sous le nom de « Tfh 

circulants ». Ces études ont démontré que cette sous-population CXCR5+ CD45RA- 

correspondait à une population CD4+ mémoire, favorisant la survie et la prolifération des 

lymphocytes B, leur commutation isotypique et de ce fait leur différenciation en plasmocytes 
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capables de sécréter des IgG et IgA 
11

. Comme discuté dans l’introduction, on distingue les 

Tfh-1, 2 et 17 en fonction de leur expression membranaire de CCR6 et CXCR3 et de leur 

sécrétion cytokinique. Les Tfh-1 (CXCR3
+
 et CCR6

-
) sécrètent des taux plus importants 

d’IFNγ, alors que les Tfh-2 (CXCR3
-
 et CCR6

-
) produisent des taux importants d’IL-4. Les 

Tfh-17 (CCR6
+ 

et CXCR3
-
) produisent des taux élevés d’IL-17 

13
. Dans notre étude, nous 

avons mis en évidence chez les patients ayant une maladie de Takayasu une augmentation des 

lymphocytes T CD4
+
 CXCR5

+
 CCR6

+
 CXCR3

- 
correspondant à la sous-population Tfh-17. 

L’analyse histologique des lésions inflammatoires aortiques a mis en évidence la présence 

d’organes lymphoïdes tertiaires significativement plus importants dans la maladie de 

Takayasu que dans l’artérite à cellules géantes. L’analyse en immunofluorescence de ces 

structures lymphoïdes révélait la présence de lymphocytes T CD4+, ainsi que de cellules 

CXCR5+, à la fois au centre et en périphérie des follicules et de lymphocytes CD20+. La 

présence au sein des artères pathologiques d’organes lymphoïdes tertiaires composés de 

cellules CXCR5+ suggère fortement une implication directe des Tfh dans les mécanismes 

physiopathologiques de la maladie de Takayasu. Si ces structures lymphoïdes tertiaires sont 

plus fréquentes dans la maladie de Takayasu dans notre étude, elles ont toutefois été 

récemment décrites dans les artères temporales de patients ayant une artérite à cellules 

géantes. En effet, Ciccia et al. ont récemment rapporté la présence de structures artérielles 

évocatrices d’organes lymphoïdes tertiaires dans les artères temporales de patients ayant une 

artérite à cellules géantes, riches en high endothélium veinules (HEV), caractéristiques des 

centres germinatifs, qui seraient associées à la surexpression de CXCL13, CXCR5, 

lymphotoxine B et BAFF 
190

. Cependant, la nature exacte de ces structures n’était pas 

clairement définie, ce qui ne nous permet pas de confirmer définitivement s’il s’agit des 

mêmes structures que celles décrites dans notre étude.  



154 
 

154 
 

La signification de la présence d’organes lymphoïdes tertiaires dans les aortes de patients 

ayant une maladie de Takayasu mérite d’être discutée. La présence de telles structures a été 

décrite au sein de lésions inflammatoires chroniques dans certaines pathologies autoimmunes 

comme le lupus ou le syndrome de Gougerot-Sjögren 
13

. Dans certains cas de néphrites 

lupiques tubulo-interstitielles, ces lésions ont été mises en évidence 
203

. Plusieurs aspects 

peuvent alors être discutés. S’agit-il d’une organisation secondaire de la réponse 

inflammatoire ou d’un évènement précoce dans la réponse immune ? Quels en sont les 

déterminants ? Quelles en sont les conséquences ?  

Les mécanismes menant au développement de telles structures dans certaines pathologies, 

plus fréquemment que dans d’autres, ne sont pas connus. Néanmoins, la présence de 

structures lymphoïdes ectopiques plus fréquentes dans la maladie de Takayasu suggère que 

ces lésions ne sont vraisemblablement pas le simple reflet d’un processus inflammatoire 

chronique. Les lymphocytes Th17, particulièrement impliqués dans la maladie de 

Takayasu
131

, pourraient être impliqués dans la survenue de telles lésions
204

. La corrélation 

entre la sécrétion d’IL-17 et d’IL-21 dans notre étude pourrait conforter cette hypothèse. De 

même, l’IL-6 a également été montrée comme étant une cytokine majeure dans la 

différenciation Tfh mais également dans la différenciation Th17 
15,194

. Les cytokines 

intervenant dans la différenciation des Tfh et des Th17 étant en partie communes (IL-6, IL-

23), on peut en effet spéculer que les lymphocytes Th17 sont impliqués dans le 

développement de telles lésions 
13

. L’IL-21 est également connue pour être primordiale pour 

la différenciation des Tfh 
1,194

 et celle des lymphocytes B sécrétant des Ig 
194

. Dans notre 

étude, nous confirmons le rôle de l’IL-21 dans la différenciation des lymphocytes B mais nous 

avons également démontré a contrario le rôle de l’IL-21 sur la polarisation Th17 puisque 

nous avons observé que l’IL-21 induisait une augmentation des lymphocytes Th17 et à 

l’inverse une diminution des lymphocytes Treg. D’autres cytokines sont importantes dans la 
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différenciation Tfh comme certaines cytokines Th1, notamment l’IL-12. Le TGF-β, en 

association avec l’IL-12 et l’IL-23 (cytokine pro-Th17), favoriserait la différenciation en Tfh 

12
. Récemment, une étude a montré que le TSLP et l’environnement cytokinique Th2 

pouvaient également induire une différenciation Tfh
205

. Si l’environnement cytokinique local 

pourrait rendre compte en partie du développement de structures lymphoïdes tertiaires, ces 

lésions suggèrent également la présence d’autoantigènes artériels qui, via l’activation des 

BCR et des TLR de lymphocytes auto-réactifs, pourraient sélectionner les B auto-réactifs et 

conduire à l’activation des Tfh, aboutissant in fine à une réponse autoimmune dépendante des 

centres germinatifs 
194

. De tels processus pourraient être favorisés par le fait que certains 

autoantigènes soient rendus accessibles du fait des dommages tissulaires et des phénomènes 

d’apoptose liés à l’inflammation chronique vasculaire 
13

. De plus, la présence de structures 

lymphoïdes tertiaires pourrait permettre la sélection de lymphocytes auto-réactifs. Dans ce 

sens, il avait été montré que les Tfh présents dans les structures lymphoïdes ectopiques 

induisaient la prolifération et la différenciation des lymphocytes B qui produisaient des auto-

anticorps 
204

. La présence de ces structures lymphoïdes pourrait alors favoriser la 

chronicisation d’une réponse immune inadaptée et la persistance de dommages tissulaires. 

Les raisons expliquant les différences de fréquences de telles structures aortiques dans la 

maladie de Takayasu et l’artérite à cellules géantes ne sont pas connues. Différentes 

hypothèses pourraient être avancées comme des environnements cytokiniques différents (avec 

différentes associations cytokiniques) ou la différence d’âge des artères qui pourrait expliquer 

que certains autoantigènes soient révélés dans la maladie de Takayasu à la différence de 

l’artérite à cellules géantes.    

 

 



156 
 

156 
 

1b-Stimulation antigénique et maladie de Takayasu : 

L’implication des Tfhc dans la maladie de Takayasu replace au centre du débat le rôle d’une 

stimulation antigénique dans le processus inflammatoire chronique. Certaines études 

relativement anciennes ont voulu démontrer un lien de causalité entre la survenue d’une 

vascularite des gros vaisseaux et la présence d’un antigène infectieux. Certaines études 

suggéraient une association entre la tuberculose et la maladie de Takayasu. La prévalence 

accrue de la maladie de Takayasu dans certaines régions géographiques à forte prévalence de 

Mycobacterium tuberculosis d’une part et l’association de tuberculose et de maladie de 

Takayasu chez certains patients d’autre part étaient des arguments en faveur d’un lien entre 

ces deux maladies.  Certaines études ont retrouvé une prévalence accrue d’anticorps anti-

Mycobactérium tuberculosis, et notamment anti-HSP65 et HSP60, chez les patients ayant une 

maladie de Takayasu par rapport à des sujets sains 
133,191

. La prolifération lymphocytaire T 

était plus importante chez les patients ayant une maladie de Takayasu par rapport aux témoins 

en présence de HSP65 et HSP60 
191

. Certaines études suggèreraient un mimétisme 

moléculaire entre HSP65 et certaines HSP humaines, ce qui pourrait aboutir à une réponse 

autoimmune par des phénomènes de cross-réactivité
192

. Cependant, les données d’études plus 

récentes sont divergentes. L’ADN de Mycobacterium tuberculosis (séquence d’insertion 

IS6110, HSP65 et ARN16S) n’a été détecté ni dans les cellules mononucléées de 32 patients, 

ni dans les 10 artères  de patients ayant une maladie de Takayasu 
134

. Ces données sont 

cohérentes avec celles d’une étude française plus ancienne ne retrouvant jamais la présence de 

Mycobacterium tuberculosis (par coloration à l’auramine, cultures et test d’amplification 

directe) dans 10 artères de patients ayant une maladie de Takayasu [lésions actives (n=5)] 

132,193
. Une étude turque n’a pas retrouvé de différence de taux de positivité du quantiféron® 

chez les patients ayant une maladie de Takayasu (n=94) en comparaison à une population 

contrôle de 107 sujets 
206

. D’autres études se sont intéressées à d’autres antigènes non 

infectieux comme trigger de la maladie de Takayasu. Certaines études ont montré une 
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prolifération des PBMC plus importante chez les patients avec une maladie de Takayasu 

mises en culture avec des protéines purifiées d’aorte humaine en comparaison aux témoins. 

Cependant, à l’heure actuelle, aucun antigène infectieux ou auto-antigène n’a été identifié de 

manière certaine et définitive.    

D’autres études très anciennes (plus de 20 ans) ont mis en évidence un profil oligoclonal des 

lymphocytes T triés à partir d’aortes inflammatoires
175,207

. Ces données suggéraient également 

une stimulation antigénique locale qui serait responsable d’une restriction du répertoire des 

lymphocytes T CD4+. Cependant, ces études utilisaient des méthodes de séquençage 

nettement moins sensibles que les techniques actuelles et nécessitent d’être confirmées par 

des techniques plus sensibles de séquençage.  

Outre le rôle possible des lymphocytes Th17 dans le développement des organes lymphoïdes 

tertiaires artériels, nos données posent la question d’un antigène artériel induisant ou 

favorisant une réponse inflammatoire artérielle persistante. La mise en évidence d’une 

population lymphocytaire CD4+ CXCR5+ circulante pourrait être un élément majeur dans la 

mesure où elle est aisée à étudier et pourrait être un « témoin » périphérique de la réponse 

immune locale. Il s’agit donc de données préliminaires prometteuses qui incitent à poursuivre 

les études pour mieux caractériser cette population Tfh circulante,  afin de déterminer sa 

spécificité antigénique et éventuellement identifier à terme un marqueur diagnostique et/ou 

pronostique de la maladie.  

 

1c-Rôle des lymphocytes B dans la maladie de Takayasu 

Nos résultats mettent en exergue le rôle des lymphocytes B dans la maladie de Takayasu. 

L’augmentation de lymphocytes T CD4+ CXCR5+ et la présence d’organes lymphoïdes 

tertiaires au sein des lésions inflammatoires artérielles dans la maladie de Takayasu plaident 

en faveur de l’implication d’une coopération B/T. Nos données ont mis en évidence une 
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augmentation des lymphocytes B au niveau périphérique mais également au sein des lésions 

artérielles dans la maladie de Takayasu en comparaison à l’artérite à cellules géantes. Les taux 

sériques de BAFF étaient plus élevés chez les patients ayant une maladie de Takayasu par 

rapport aux sujets sains ou aux patients ayant une artérite à cellules géantes. Les données sur 

les lymphocytes B dans la maladie de Takayasu sont peu nombreuses. Une étude récente 

suggérait l’implication des lymphocytes B dans la pathogénie de la maladie de Takayasu du 

fait d’anomalies du phénotype lymphocytaire B et l’augmentation des plasmocytes
198

. 

L’implication des lymphocytes B dans des structures lymphoïdes tertiaires revêt une 

importance particulière car elle suggère la présence d’auto-anticorps. La coopération entre les 

lymphocytes B et T au sein des structures lymphoïdes induit l’activation et la différenciation 

des lymphocytes B en plasmocytes sécréteurs d’Ig via les interactions CD40-CD40L, ICOS-

ICOSL et CD28-CD80/86. BAFF, largement sécrété par les lymphocytes Tfh, pourrait 

également participer à la sélection positive de clones lymphocytaires B auto-réactifs 
194

. Ces 

auto-anticorps pourraient être pathogènes et participer à la pérennisation du processus 

inflammatoire. Ils pourraient aussi avoir une valeur diagnostique et/ou pronostique. Or de tels 

marqueurs font particulièrement défaut dans la maladie de Takayasu où l’activité de la 

maladie peut être difficile à évaluer. Beaucoup d’études ont tenté de mettre en évidence la 

présence d’auto-anticorps dans la maladie de Takayasu (antiphospholipides, anti-cellules 

endothéliales, anti-ferritine). Certaines études ont retrouvé une prévalence accrue d’anticorps 

anti-cellules endothéliales chez les patients ayant une maladie de Takayasu par rapport aux 

témoins. Toutefois, la spécificité de ces auto-anticorps était faible car ils ont également été 

retrouvés dans d’autres maladies autoimmunes ou vascularites 
200,208

. Une étude a montré que 

les sérums contenant de tels anticorps étaient capables d’induire une activation endothéliale 

via l’augmentation d’expression de VCAM, E-Selectine et la sécrétion d’IL-8 ou d’IL-6 
208

. 

Les IgM dirigées contre les cellules endothéliales seraient également corrélées à l’activité de 

la maladie
202

. L’ensemble de ces données suggère que les anticorps dirigés contre les cellules 
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endothéliales, bien que non spécifiques de la maladie de Takayasu et d’apparition 

probablement secondaire dans l’histoire de la maladie, pourraient par l’activation endothéliale 

entretenir la réponse inflammatoire et aggraver les dommages tissulaires. 

Dans l’artérite à cellules géantes, quelques études se sont intéressées au rôle des lymphocytes 

B. Certaines ont retrouvé des données similaires aux nôtres, en rapportant une diminution des 

lymphocytes B circulants chez les patients ayant une artérite à cellules géantes active. Le 

nombre des lymphocytes B se normalisait rapidement sous traitement. Le nombre de 

lymphocytes B au niveau des lésions inflammatoires des artères temporales était faible. De ce 

fait, un « trapping » des lymphocytes B au niveau des sites inflammatoires parait peu 

probable pour expliquer la diminution des cellules B périphériques, qui pourrait être plus 

volontiers liée à des anomalies de distribution des lymphocytes B à la phase active de 

l’artérite à cellules géantes 
145

.  

Au plan thérapeutique, l’implication des lymphocytes B dans la maladie de Takayasu pourrait 

faire discuter l’intérêt du rituximab dans cette maladie. Les données sur l’efficacité du 

rituximab dans la maladie de Takayasu sont rares, même si quelques publications rapportent 

l’intérêt du rituximab dans certaines formes réfractaires 
198

. Enfin, l’efficacité des anti-IL6, 

dans certaines formes sévères ou réfractaires de la maladie de Takayasu, pourrait en partie 

être liée à l’inhibition de la différenciation Tfh et de la coopération lymphocytaire B et T en 

plus des modes d’action bien connus des anti-IL6 (inhibition de la polarisation Th17).  
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2- IL-33, cytokine complexe à l’interface des différentes facettes 

physiopathologiques des vascularites : de la régulation de la réponse immune au 

contrôle de l’angiogenèse et de la réparation tissulaire 

 

2a-Régulation de la réponse immune : 

L’IL-33, est initialement connue pour promouvoir une polarisation Th2. Les lymphocytes 

Th2, les ILC2, les mastocytes et les éosinophiles expriment de manière constitutive un taux 

élevé de ST2 (le récepteur à l’IL-33) à leur surface. Le facteur de transcription GATA3, 

exprimé dans les Th2, induit une expression stable et élevée de ST2. Il existe en retour un 

phénomène d’auto-amplification puisque l’IL-33, en se liant à son récepteur, en association 

avec IL-2/STAT-5, aboutit à une augmentation d’expression de GATA3 et donc à une 

augmentation de ST2 
40

. Le rôle majeur de l’IL-33 est désormais bien démontré dans l’allergie 

où cette cytokine favorise une réponse Th2 et une activation des ILC2 (produisant l’IL-5 et 

l’IL-13), éosinophiles et mastocytes
42,46

.  

Il a été montré plus récemment que les T régulateurs exprimant GATA3 expriment eux aussi 

de manière constitutive de hauts niveaux de ST2. L’IL-33 en association avec le TGF-β, 

favorise la différenciation en lymphocytes T régulateurs, via la phosphorylation de GATA-3 

qui aboutit à l’expression de FOXP3 et de ST2. Une étude récente a montré, dans un modèle 

murin d’inflammation colique, une expression de ST2 par les lymphocytes T régulateurs 
167

. 

L’IL-33 favorisait la différenciation, la prolifération des T-régulateurs et leur maintien au 

niveau des sites inflammatoires. Biton et al., dans un modèle murin de polyarthrite 

rhumatoïde (arthrite induite par le collagène), ont publié des résultats similaires
51

. 

L’administration d’IL-33 permettait de prévenir le développement de polyarthrites et était 

associée à une augmentation des lymphocytes T régulateurs et Th2. Dans la sclérose en 
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plaques, l’ IL-33/ST2 augmentait la fréquence des Tregs et diminuait la production d’IL-17 et 

d’IFNγ 
209,210

. 

Dans notre étude, nous confirmons dans les vascularites des gros vaisseaux le rôle 

immunorégulateur de l’IL-33. Nous avons retrouvé que l’IL-33 était associée in vitro à une 

augmentation des lymphocytes T régulateurs par un effet direct de l’IL-33 sur les T 

régulateurs mais aussi via les mastocytes. Ceci pourrait être expliqué par une augmentation de 

sécrétion d’IL-2 induite par les mastocytes stimulés par l’IL-33 et une augmentation de 

l’activité IDO des mastocytes. L’augmentation de l’activité IDO représente un mécanisme 

immunorégulateur majeur car la dégradation des tryptophanes en kynurénines induit une 

diminution de la prolifération lymphocytaire T et NK, d’une part, et l’apoptose des 

lymphocytes Th1, d’autre part 
211

. Au niveau des aortes inflammatoires de patients ayant une 

artérite à cellules géantes, l’expression relative de l’ARNm de l’IL-33 était positivement 

corrélée à celles de l’IL-10 et du TGF-β, suggérant également le rôle immunorégulateur de 

l’IL-33. Enfin, la présence d’IL-33 dans les milieux de cultures ex-vivo d’artères temporales 

était associée à une augmentation d’IL-10 au niveau transcriptionnel et au niveau protéique. 

Ces données sont cohérentes avec certains résultats de la littérature 
46,212

. Matta et al. ont 

également montré que l’IL-33, via la sécrétion d’IL-2 par les cellules dendritiques, favorisait 

l’expansion des lymphocytes T régulateurs 
212

.  

Cependant, le rôle de l’IL-33 semble plus complexe. Il a été récemment montré que les 

lymphocytes Th1 activés pouvaient également exprimer transitoirement le ST2, mais à des 

niveaux moindres que les lymphocytes T régulateurs et Th2
213

. Les lymphocytes T CD8+ 

peuvent aussi exprimer de faibles niveaux de ST2. Les lymphocytes Th1 déficients en ST2 

exprimeraient des taux plus faibles de T-BET et d’IFNγ, suggérant que l’IL-33 favorise 

directement ou indirectement l’expression de T-BET et d’IFNγ. Inversement, T-BET et 

STAT-4 sont nécessaires à l’expression de ST2 dans les lymphocytes Th1. Ces données 
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pourraient expliquer les résultats divergents, et à première vue contradictoires, de ceux 

exposés précédemment. Dans un modèle murin de lympho-hystiocytose familiale (souris 

déficiente en perforine) infecté par le virus LCMV, l’inhibition de ST2 améliorait la survie et 

atténuait la gravité de la maladie. L’inhibition de ST2 était associée à une diminution 

significative des lymphocytes T CD4+ et CD8+ spécifiques du LCMV et une diminution 

significative des taux d’IFNγ. Cette étude montre que, dans un modèle de maladie caractérisée 

par des réponses lymphocytaires Th1 et CD8+ cytotoxique, excessives et incontrôlées, l’IL-33 

aurait un rôle délétère 
214

.  

Dans notre étude également, nous mettons en évidence le rôle ambivalent et complexe de 

l’IL-33 dans la régulation de la réponse immune. Si l’IL-33 était associée à une réponse 

régulatrice en favorisant l’expansion des lymphocytes T régulateurs et en induisant une 

réponse Th2, la présence d’IL-33 était également associée à une augmentation non 

significative de la sécrétion d’IFNγ par les PBMC de patients ayant une vascularite active. 

Cette augmentation était moindre que l’augmentation des cytokines Th2. Ces données 

soulignent les effets ambivalents de l’IL-33, qui peut avoir des effets divergents en fonction 

de la pathologie, des conditions expérimentales, du moment de l’administration, de 

l’environnement cytokinique et probablement de la dose d’Il-33 utilisée. L’exemple de la 

réaction du greffon contre l’hôte peut illustrer ce point. Les injections d’IL-33 au pic de la 

réponse inflammatoire aboutissaient à une augmentation de la mortalité liée à une 

augmentation de cytokines pro-inflammatoires 
215

. L’administration d’IL-33 en pré-

conditionnement était associée à une augmentation des Treg et à une diminution de la sévérité 

de la maladie. Le transfert adoptif de Treg ST2+ conférait une protection vis-à-vis de de la 

maladie, ce qui n’était pas le cas en présence de Treg ST2-
216

.  Les effets de l’IL-33 semblent 

donc très différents en fonction du moment de son administration.  Les observations dans les 

modèles murins de colite inflammatoires fournissent des informations similaires
217

.  
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En conclusion, il semble vraisemblable que l’IL-33, véritable signal de danger (sécrété en cas 

de nécrose tissulaire), ait en premier lieu un rôle immunorégulateur et pro-Th2. Cependant, 

dans des conditions particulières (forte sécrétion d’IL-33 et/ou prépondérance majeure de 

lymphocytes Th1), l’IL-33 pourrait aussi favoriser transitoirement une réponse Th1. Certaines 

combinaisons cytokiniques pourraient favoriser une réponse régulatrice alors que d’autres 

favoriseraient une réponse effectrice. C’est un point que nous étudierons dans des études à 

venir.  

 

2b-Mastocytes et IL-33 dans la régulation de la réponse immune : 

L’axe IL-33/ST2  favorise la maturation, l’activation et la survie mastocytaire. Le rôle pro-

inflammatoire de l’IL-33, via la stimulation des mastocytes par liaison au récepteur ST2, est 

bien connu dans l’allergie. De nombreuses d’études ont démontré le rôle majeur de l’IL-33 

dans des modèles murins d’allergie, dans la mise en place de la réponse inflammatoire et 

l’hyper-éosinophilie bronchique 
46

 via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires (IL-6, 

TNFα). Dans notre étude, nous montrons que ces effets pro-inflammatoires sont 

contrebalancés par un versant immunorégulateur des mastocytes en présence d’IL-33. Dans 

les vascularites des gros vaisseaux, nous avons montré que les mastocytes stimulés par l’IL-

33 induisaient une augmentation des lymphocytes T régulateurs. L’augmentation de l’activité 

IDO et de l’IL-2 dans les cultures de mastocytes stimulés par l’IL-33 pourrait expliquer en 

partie l’augmentation des lymphocytes T régulateurs observée dans les co-cultures 

comprenant des mastocytes stimulés par l’IL-33. Nos données sont cohérentes avec celles 

d’autres études récentes démontrant le rôle régulateur des mastocytes. Morita et al. ont 

démontré, dans un modèle murin d’allergie à la papaïne, que les mastocytes et l’IL-33 étaient 

indispensables pour la mise en place d’une réponse T régulatrice
46

. L’IL-33, favorisait 

l’hyper-éosinophilie et la réaction inflammatoire des voies aériennes, mais induisait, dans le 
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même temps, une augmentation des T régulateurs via l’IL-2 
46

. Une autre étude récente sur la 

polyarthrite rhumatoïde a montré que l’IL-33 en association à des IgG aboutissait à la 

sécrétion d’IL-10, inhibant l’activation mastocytaire. L’expression relative des gènes 

spécifiques des mastocytes dans les biopsies synoviales était inversement corrélée à la 

sévérité de la maladie alors que celle de l’IL-33 était, quant à elle, inversement corrélée à 

celles de marqueurs pro-inflammatoires (TNFα) 
73

. Les mastocytes se sont avérés essentiels 

dans l’induction d’une tolérance après greffe cutanée chez la souris via l’IL-9, qui est sécrétée 

par les T régulateurs, et qui active et recrute les mastocytes
169

. Le rôle protecteur des 

mastocytes via l’IL-10 a été mis en évidence dans les dermites de contact ou post 

irradiation
218

. D’autres études ont montré que les cellules dendritiques, en présence de 

mastocytes, avaient un profil régulateur via l’expression de niveaux élevés de PDL-1 et la 

sécrétion d’IDO permettant l’activation des T régulateurs et par conséquent la sécrétion d’IL-

10 et de TGF-β 
170

.  

 

 

Figure : Rôle 

immunomodulateur des 

mastocytes dépendent de 

l’IL-10 
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2c-Rôle pro-angiogénique de l’Interleukine 33 et des mastocytes: 

L’ensemble de nos données montrent que l’IL-33 est fortement associée à une augmentation 

de l’angiogenèse, de la perméabilité vasculaire et de l’activation endothéliale. Certaines 

études ont montré que l’IL-33 induisait in vitro en contexte physiologique, une augmentation 

de la migration endothéliale, de la prolifération endothéliale et la formation de « tubes 

endothéliaux »
43

. Il a été également démontré que l’IL-33 favorisait la perméabilité vasculaire 

dans des modèles non inflammatoires in vitro et in vivo. La stimulation des cellules 

endothéliales par l’IL-33 était associée à une augmentation de l’activation endothéliale et 

notamment une surexpression d’intégrines, permettant aux cellules inflammatoires d’être 

recrutées au niveau du site pathologique 
44

.  

Dans notre étude, nous avons retrouvé que la néo-angiogenèse, l’activation endothéliale et 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire  mises en évidence dans les vascularites des gros 

vaisseaux, étaient en partie médiés par l’IL-33. In vitro, la présence d’IL-33 était associée à 

une augmentation de l’expression de l’intégrine ICAM-1 par les cellules endothéliales 

stimulées par le sérum de patients ayant une vascularite des gros vaisseaux. Inversement, 

l’inhibition de l’IL-33 était associée à une diminution d’expression d’ICAM-1. L’IL-33 

induisait, toujours dans un contexte inflammatoire, une augmentation de la prolifération 

endothéliale, de la formation de « tubes endothéliaux » et de la migration endothéliale. 

L’augmentation in vivo de la perméabilité vasculaire (par mesure de l’extravasation 

vasculaire) induite par l’injection de sérum de patients ayant une vascularite des gros 

vaisseaux était  partiellement inhibée par l’adjonction d’un anticorps neutralisant l’IL-33. 

Nous avons également montré que ces effets étaient abolis chez les souris déficientes en 

mastocytes, suggérant que l’augmentation in vivo de la perméabilité vasculaire par l’IL-33 

était dépendante des mastocytes. Nous avons montré que la stimulation des mastocytes par 

l’IL-33 aboutissait à une augmentation de sécrétion d’histamine, molécule vasodilatatrice. 
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L’augmentation de perméabilité vasculaire in vivo induite par l’axe IL-33/mastocyte est donc 

vraisemblablement partiellement médiée par l’histamine.  

Toutes nos données confirment le rôle majeur de l’IL-33 comme facteur pro-angiogénique et 

activateur endothélial, et ce, même en contexte inflammatoire. Si l’activation endothéliale, 

l’augmentation de la perméabilité vasculaire et la formation de néo-vaisseaux sont 

probablement associées à un afflux de cellules inflammatoires au niveau du site lésionnel et 

donc à la pérennisation de la réponse inflammatoire, de tels phénomènes sont également 

associés à des mécanismes de réparation tissulaire et de « cicatrisation »
166

. Une étude très 

récente a permis de faire le lien direct entre activation endothéliale et différenciation 

lymphocytaire. En effet, il a été ainsi démontré que l’activation endothéliale induite par le 

VEGF aboutissait à l’expression endothéliale du ligand de Notch (Jagged 1).  L’interaction de  

Jagged 1 avec son récepteur exprimé sur les lymphocytes T CD4+, conduisait à leur 

différenciation en Th1 et Th17
220

.  

 

 

2d-IL-33, mastocytes et remodelage tissulaire : 

L’IL-33 est associée aux processus de néo-angiogenèse et à une réponse immune Th2 qui sont 

connus pour être associés aux phénomènes de réparation tissulaire, voire au développement de 

lésions fibrosantes
185

. L’inhibition de l’axe IL-33/ST2 dans un modèle murin d’infection 

pulmonaire liée au virus de la grippe, se traduisait par une fréquence diminuée d’ILC2, une 

fonction pulmonaire amoindrie par perte de l’intégrité épithéliale des voies respiratoires et un 

remodelage tissulaire altéré 
221

. Les ILC2 en présence d’IL-33 étaient associés dans une autre 

étude à une meilleure cicatrisation cutanée 
101

. Les ILC2 et l’IL-33 pourraient conduire à des 

phénomènes de réparation tissulaire excessifs et aboutir in fine au développement de lésions 

de fibrose. Sur ce point, les données des différentes études peuvent paraitre contradictoires en 
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fonction du modèle et de l’organe concerné. Au niveau cardiaque, Seki et al. ont montré après 

ischémie myocardique, une diminution de la zone infarcie et de la fibrose cardiaque chez les 

souris ayant reçu de l’IL-33 
182

. Dans un modèle murin de cardiopathie liée à une surcharge de 

pression, les souris KO pour ST2 avaient une hypertrophie et une fibrose cardiaque 

significativement plus importante 
105

 alors que l’IL-33 protégeait au contraire les souris WT 

contre la survenue de telles lésions. La survie des souris WT traitées par IL-33 était améliorée 

par rapport aux souris WT témoins, alors que les souris knock-out (KO) pour le ST2 avaient 

une survie diminuée.  A l’inverse, dans un modèle de fibrose hépatique d’origine chimique, 

les souris KO pour l’IL-33 présentaient une fibrose hépatique moins sévère. L’IL-33 était 

associée à une aggravation de la fibrose via les ILC2 et la sécrétion d’IL-4 et d’IL-13
185

.   

Dans nos travaux, nous avons étudié l’impact de l’IL-33 sur les lésions de fibrose artérielle 

observée dans les vascularites des gros vaisseaux. Nous avons étudié l’impact de l’IL-33 sur 

la prolifération et la différenciation fibroblastiques. Nos données suggèrent que l’IL-33, par 

ses effets immunomodulateurs, pourrait être associée à des lésions de fibrose dans un contexte 

d’inflammation persistante. L’expression relative aortique de l’ARNm de l’IL-33 était 

associée à celles de cytokines profibrosantes comme le PDGF-α et le PDGF-β. L’IL-33 

induisait une sécrétion de PDGF-α par les monocytes de patients. L’IL-33 était associée à une 

réponse Th2 directement corrélée aux lésions histologiques de fibrose (via l’IL-13). En 

revanche, nous n’avons pas retrouvé d’effet direct de l’IL-33 sur la prolifération in vitro des 

fibroblastes artériels et la production de fibronectine et de collagène de type 1A, c’est-à-dire 

les protéines de la matrice extracellulaire constituant les lésions de fibrose. Nous avons mis en 

évidence un rôle direct des mastocytes activés par le sérum de patients ayant une vascularite 

des gros vaisseaux sur la différenciation fibroblastique. La présence de surnageants de 

mastocytes dans le milieu de culture des fibroblastes induisait une augmentation de 

production de collagène et de fibronectine, par rapport aux fibroblastes non stimulés ou 
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stimulés par des surnageants de mastocytes cultivés en présence de sérum de sujets sains. La 

stimulation des mastocytes par l’IL-33 n’avait pas d’effet sur la sécrétion de collagène et de 

fibronectine ou l’expression d’αSMA. 

L’ensemble de ces données montre un effet profibrosant des mastocytes activés par du sérum 

de patients ayant une vascularite des gros vaisseaux. L’IL-33, dans un contexte 

d’inflammation chronique non contrôlée, pourrait avoir un rôle profibrosant indirect via ses 

effets immunomodulateurs plutôt que par un effet direct sur les fibroblastes.   
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 3-Conclusions et perspectives : 

 

IL-33 et mastocytes, à l’interface de multiples processus pathologiques immunologiques, 

vasculaires et de réparation tissulaire 

 

 Conclusions : 

Nos données et celles de la littérature plaident pour un rôle pro-Th2 et immunorégulateur de 

l’IL-33, par une action directe sur les Treg, d’une part, et par l’action immunorégulatrice des 

mastocytes via la sécrétion d’IL-2 activant les Treg et la sécrétion d’IDO, d’autre part. L’IL-

33 et les mastocytes, via la sécrétion d’histamine, augmentent la perméabilité vasculaire et ont 

une action pro-angiogénique, deux phénomènes qui peuvent s’avérer délétères dans ce 

contexte par recrutement de cellules inflammatoires. Enfin, l’axe IL-33/mastocytes, via ses 

actions pro-Th2, immunorégulatrice, et néo-angiogénique, est associé à des mécanismes de 

réparation tissulaire. Ces phénomènes peuvent s’avérer délétères en cas d’inflammation 

persistante, induisant le développement de lésions de fibrose. Si l’IL-33 ne semble pas être 

directement responsable d’une activation/prolifération fibroblastique au niveau artériel en 

contexte inflammatoire, les mastocytes activés par du sérum de patients ayant une vascularite 

des gros vaisseaux conduisent à des modifications du phénotype fibroblastique en induisant 

une augmentation de production de collagène de type 1 et de fibronectine.  

Nos résultats permettent ainsi d’établir un lien jusqu’ici mal connu, entre lésion tissulaire, 

régulation de la réponse immune et de la réponse endothéliale et mécanismes de réparation 

tissulaire dans les maladies vasculaires inflammatoires des gros vaisseaux. Les différents 

effets de l’IL-33 et des mastocytes sont illustrés dans les figures n°27 et 28 (adaptation de 

figures des revues).  
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Figure n°27: Adaptation d’un schéma représentant les effets de l’IL-33 et des mastocytes sur la réponse 

inflammatoire et les mécanismes de réparation tissulaire au voisinage d’un vaisseau
39
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Figure n°28: Adaptation d’un schéma représentant les effets de l’IL-33 et des mastocytes sur la réponse 

inflammatoire au sein d’une artère dans un modèle de vascularite des gros vaisseaux 
222 

 

 

 

Questions non résolues et perspectives : 

Plusieurs questions restent en suspens. Etant donnée la complexité d’action de l’IL-33 sur les 

réponses Th1, Th2, Th17 et régulatrice et les mécanismes de réparation tissulaire, en fonction 

de l’environnement cytokinique, cellulaire et des multiples systèmes de régulation de son 

action in vivo, il est indispensable d’étudier ses effets in vivo dans un modèle murin de 

vascularite des gros vaisseaux. Pour ce faire, il conviendrait d’utiliser un modèle murin de 

vascularite des gros vaisseaux (greffe d’artère inflammatoire),  utilisant des souris SCID 

croisées avec des souris déficientes en mastocytes ou non et dans lesquelles seraient transférés 

des lymphocytes déficients ou non en ST2. Ces modèles nous permettraient d’étudier l’impact 
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in vivo de l’axe IL-33/ST2 sur la régulation de la réponse immune et le développement de 

fibrose artérielle dans un contexte d’inflammation vasculaire persistante. On pourrait ainsi 

déterminer les effets dépendants des mastocytes ou non et étudier l’effet de l’administration 

d’IL-33. Comme évoqué dans l’introduction et la discussion, les résultats obtenus sur les 

modèles murins de polyarthrite rhumatoïde et de réaction du greffon contre l’hôte sont très 

différents en fonction du moment de l’induction du déficit en mastocytes, de la dose 

administrée d’IL-33 et du modèle murin utilisé. Ce seront autant de points à étudier dans les 

expérimentations in vivo.  

Nous n’avons pas étudié l’effet de l’IL-33 et des mastocytes sur un autre aspect du 

remodelage vasculaire, à savoir le développement de lésions anévrysmales. Des 

expérimentations sont en cours : étude des corrélations de l’expression aortique des ARNm de 

l’IL-33, des gènes spécifiques des mastocytes et des métalloprotéases. Nous débutons 

également une collaboration afin d’étudier l’impact de l’IL-33 et des mastocytes sur les 

phénomènes d’angiogenèse et de réparation tissulaire via les cellules musculaires lisses.  

Enfin, ces données mettent en avant le lien très étroit entre une réponse immune Th1/Th17 

inadaptée, un défaut de réponse régulatrice, des processus de néo-angiogenèse favorisant la 

persistance de la réponse inflammatoire, et in fine un remodelage tissulaire inadapté.  Le 

remodelage tissulaire est lié à des destructions tissulaires relatives à la production de 

cytokines pro-inflammatoires (TNFα, IL-6 et cytokines Th1 induisant la sécrétion de 

métalloprotéases), et de mécanismes chroniques de réparation via la réponse régulatrice 

(cytokines Th2, ILC2, TGF-β). Ces observations posent la question de l’intérêt de détecter ces 

vascularites des gros vaisseaux, et leur activité, de manière plus précoce. Le diagnostic de ces 

maladies, sans marqueur spécifique, repose sur un faisceau d’arguments cliniques, 

biologiques et radiologiques. Ceci peut poser de difficiles problèmes en pratique clinique, 

notamment en l’absence de syndrome inflammatoire et/ou de signe scannographique alors 
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qu’il existe des signes de vascularite au TEP-TDM par exemple. Il parait donc important 

d’améliorer les méthodes de dépistage avec l’aide de biomarqueurs plus sensibles. Ces 

biomarqueurs pourraient également être utiles pour apprécier l’efficacité des traitements 

immunosuppresseurs administrés et l’activité de la maladie. Une étude récente, portant sur le 

suivi anatomopathologique d’artères temporales de patients ayant une artérite à cellules 

géantes traitée par corticoïdes, a montré que 4 des 9 patients avaient encore des lésions 

histologiques actives de vascularite à 12 mois
223

. La survenue de lésions anévrysmales, 

notamment aortiques, de nombreuses années après le diagnostic chez certains patients ayant 

une artérite à cellules géantes peut également questionner sur l’existence d’un processus 

inflammatoire a minima persistant, engendrant des phénomènes persistants de remodelage 

vasculaire et in fine une dilatation artérielle. Tout ceci incite à rechercher des moyens plus 

fiables et plus sensibles, d’évaluation de l’activité de la vascularite.  

 

Lymphocytes Tfh et vascularites 

Nous avons mis en évidence une augmentation des lymphocytes Tfh circulants associée à une 

augmentation des lymphocytes B circulants et à la présence d’organes lymphoïdes ectopiques 

aortiques dans la maladie de Takayasu. Nous avons montré un lien étroit entre IL-21 et 

lymphocytes Th17 qui suggère une stimulation réciproque des Tfh et des Th17. Nos résultats 

suggèrent donc l’implication d’une coopération lymphocytaire B et T centrale et d’une 

stimulation antigénique dans la physiopathologie de la maladie de Takayasu.  

La population Tfh dans le sang pourrait être le témoin périphérique de la réponse immune 

intravasculaire et devenir un outil précieux pour l’étude plus précise de la réaction immune 

locale vasculaire. Par l’analyse conjointe du répertoire des Tfh circulants et des Tfh triés à 

partir d’artères pathologiques de patients ayant une maladie de Takayasu, nous pourrions 

comparer le répertoire TCR et déterminer si la population circulante est bien le témoin de la 
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réponse immune locale. L’existence d’une restriction de répertoire de cette population Tfh 

étaierait la thèse de la stimulation antigénique. Si nous confirmons la spécificité antigénique 

des Tfh circulants dans la maladie de Takayasu, la population périphérique CD4+ CXCR5+ 

dans la maladie de Takayasu constituerait une population lymphocytaire spécifique facilement 

accessible,  qui pourrait permettre de déterminer l’autoantigène reconnu. Ceci nous inciterait à 

rechercher dans cette maladie des auto-anticorps spécifiques, qui seraient d’éventuels futurs 

marqueurs diagnostiques et/ou pronostiques. Des expérimentations sont en cours pour 

répondre à la question de la spécificité antigénique des Tfh circulants et artériels.  

Au plan thérapeutique, l’implication des Tfh et le déséquilibre de la réponse immune en 

faveur d’une réponse Th1/Th17, nous incitent à cibler l’IL-12 et l’IL-23 impliqués à la fois 

dans la différenciation Th/Th17 et Tfh. L’ustekinumab a  été rapporté efficace chez certains 

patients réfractaires ayant une artérite à cellules géantes et s’accompagnait d’une diminution 

de production de cytokines Th1 et Th17
224

. L’ustekinumab, particulièrement efficace dans le 

psoriasis, mériterait donc d’être évalué dans la maladie de Takayasu. 
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