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Avant Propos 

La transplantation pulmonaire représente pour beaucoup de patients atteints d’insuffisance 

respiratoire chronique terminale la seule option thérapeutique capable d’améliorer 

significativement leur espérance de vie et leur qualité de vie. Le développement de cette 

prise en charge a été rendu possible à partir des années 1980 par la maîtrise combinée des 

techniques chirurgicales, anesthésiques et des traitements anti-rejets. Ainsi, les patients 

éligibles ont pu alors espérer un bénéfice médical de cette procédure, une amélioration de 

leur quotidien et une nouvelle perspective de vie. L’évolution a été marquée ensuite par une 

augmentation continuelle du nombre de procédures réalisées en lien une augmentation du 

nombre de donneurs proposables mais aussi une organisation progressive des filières, de la 

transplantation jusqu’au suivi à long terme des receveurs avec un nombre croissant de 

professionnels formés. La transplantation pulmonaire présente les caractéristiques d’une 

situation biologique et médicale hautement complexe avec l’organe d’un donneur, 

l’organisme du receveur, deux systèmes HLA et deux systèmes immunitaires propres, deux 

histoires médicales séparées et une histoire commune marquée par une immunodéficience 

induite et les toxicités associées aux immunosuppresseurs. De ces interactions découlent les 

principales complications de la transplantation pulmonaire, certaines communes à toutes les 

transplantation d’organe comme le risque infectieux associé à l’immunodépression induite 

d’autres spécifiques au poumon comme les différents types de rejets pouvant émailler le 

parcours de ces patients. Les complications spécifiques de la greffe constituent des limites 

au bénéfice que peuvent attendre les receveurs et les équipes soignantes. La principale 

limite à long-terme de la transplantation pulmonaire est la dysfonction chronique du greffon 

pulmonaire, première cause de décès tardif. Ce terme spécifique, plus large dans sa 

compréhension que celui de « rejet chronique », est préferentiellement utilisé du fait de 

l’identification de facteurs de risques et de mécanismes non liés au système immunitaire. La 

compréhension de la physiopathologie, comme nous allons la détailler dans ce travail a 

beaucoup progressé ces dix dernères années mais de nombreuses zones d’ombres persistent 

comme le rôle précis et contextuel de certaines populations de lymphocytes T (régulatrices, 

mémoires), la place des lymphocytes B, largement sous-estimée juqu’à récemment ou 

encore sur l’initiation et le développement de la fibrose pulmonaire. C’est d’ailleurs dans ce 

contexte que je situe le rôle, non étudié jusqu’alors, de la transglutaminase 2. Cette protéine 
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multifonctionnelle et pléiotropique présente la capacité de réaliser des liaisons croisées 

covalentes sur des protéines de la matrice extracellulaire, comme la fibronectine, solidifiant 

son architecture et favorisant son accumulation. Le rôle de la transglutaminase 2 a été 

démontré dans la fibrose pulmonaire idiopathique ou dans le cancer pulmonaire par le biais 

de mécanismes que l’on peut retrouver dans la dysfonction chronique du greffon 

pulmonaire. La transglutaminase 2 pourrait agir à un stade très précoce du développement 

de cette complication. Par ailleurs, de façon plus générale, la transglutaminase 2 ne semble 

avoir une activité qu’en condition pathologique, en faisant ainsi une cible thérapeutique de 

choix, si son importance était confirmée. De nombreux défis en transplantation pulmonaire 

ont été relevés et résolus depuis ses débuts, celui de la dysfonction chronique du greffon 

pulmonaire est probablement l’un des plus importants actuellement, par l’ampleur des 

zones de connaissances à éclaircir et par l’ampleur du bénéfice qu’il pourrait apporter aux 

patients en terme thérapeutique. Le travail que je propose ici affronte ce défi par l’angle du 

rôle de la transglutaminase 2 dans le processus fibrosant associé à la dysfonction chronique 

du greffon pulmonaire (DCG) et de son action possible sur différentes métalloprotéinases 

dont MMP-9. Je vais vous présenter également une étude sur le potentiel prognostic de la 

MMP-9 plasmatique pour la DCG.  
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Abbréviations 

ABM : Agence de la Biomédecine 

ASD : anticorps anti-HLA spécifique du donneur 

ATP : adénosine triphosphate 

BO : bronchiolite oblitérante 

BOS : syndrome de bronchiolite oblitérante 

BPCO : bronchopneumoathie chronique obstructive 

CEC : circulation extracorporelle 

CFTR: Régulateur transmembranaire de conductance associé à la mucoviscidose (cystic 

fibrosis transmembrane conductance regulator) 

CMH : complexe majeur d’histocompatibilité  

CMV : cytomégalovirus 

ColV : collagène V 

CVF : capacité vitale forcée 

DCG : dysfonction chronique du greffon pulmonaire  

DPG : dysfonction primaire du griffon 

ECMO: membrane d’oxygénation extracorporelle 

EGFR : récepteur du facteur de croissance epidermal (epidermal growth factor receptor) 

ERK : kinase de regulation des signaux extracellulaire (extracellular signal regulated kinase) 

E.U. : Etats-Unis 

FEA : fibro-élastose alvéolaire 

FAK : kinase d’adhésion focale (focal adhesion kinase) 

FPI : fibrose pulmonaire idiopathique 

GDP : guanosine diphosphate 
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GTP : guanosine triphosphate 

HIF : facteur inductible par l’hypoxie (hypoxia inducible factor) 

HLA: antigène des leucocytes humains (human leucocyte antigen) 

HP : hypertension artérielle pulmonaire 

HT : hydroxytryptamine (5-) 

IL : interleukine 

ISHLT : Société internationale de transplantation coeur et poumon (International Society of 

Heart and Lung Transplantation) 

K1T : tubuline K-alpha 1  

LBA : lavage broncho-alvéoaire 

MA : macrophage alvéolaire 

MEC : matrice extracellulaire 

MMP : métalloprotéase matricielle 

NK :  cellules tueuses naturelles  (Natural Killer cells)  

PEC : photophérèse extracorporelle 

RAC: rejet aigu cellulaire 

RAS : syndrome restrictif d’allogreffe 

RGO : reflux gastro-oesophagien 

RMA : rejet médié par les anticorps 

TEM : transition épithélio-mésenchymateuse 

TG2 : transglutaminase 2 

TP : transplantation pulmonaire 

Treg: T régulatrice (cellule)  

UNOS : United Network of Organ Sharing 
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VEMS : volume expiratoire maximal en 1 seconde 
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I. Transplantation pulmonaire  

A. Généralités 

En 1963, une première équipe fait la preuve de la faisabilité technique de la transplantation 

pulmonaire (TP) chez l’homme1. Ce n’est cependant qu’à partir des années 1980 que la TP 

devient une réalité clinique après une série d’innovations chirurgicales et surtout 

pharmacologiques. L’utilisation des inhibiteurs de calcineurine, en premier lieu la ciclosporine, 

va effectivement permettre d’atteindre des durées de survie significatives. Le nombre de 

procédures réalisées chaque année a augmenté ensuite de façon presque continue, atteignant 

selon le registre de l’International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) en 2017, 

plus de 4500 procédures dans le monde et près de 70 000 sur l’ensemble de la période2. Cette 

thérapeutique a progressivement évolué au fil des années pour devenir la norme de la prise 

en charge de patients sélectionnés avec insuffisance respiratoire chronique terminale. 

L’augmentation de l’activité de transplantation est probablement liée à deux facteurs, d’une 

part l’amélioration progressive significative de la survie des patients post-transplantation et 

d’autre part, l’augmentation du nombre de greffons disponibles par le travail des centres de 

transplantations et la mise en œuvre de politiques publiques volontaires du don et du 

prélèvement d’organe. La survie à long terme des patients bénéficiant d’une transplantation 

pulmonaire reste cependant en-deçà des autres transplantations d’organes solides3. Cela peut  

s’expliquer par plusieurs facteurs spécifiques à la transplantation pulmonaire que sont 

l’exposition constante de l’organe avec l’environnement extérieur et donc avec d’éventuels 

agents infectieux ou polluants ainsi que la présence d’un tissu lymphoïde abondant, 

soumettant ainsi le poumon à des agressions répétées et stimulant le système immunitaire4. 

Le risque lésionnel et plus spécifiquement de rejet en transplantation pulmonaire est ainsi 

plus élevé que dans d’autres types de transplantations. De fait, les principales causes de décès 

à court terme, dans la première année sont les dysfonctions aiguës du greffons (dont la 

dysfonction primaire du greffon, DPG) et les infections. Après la première année, la première 

cause de décès est la dysfonction chronique du greffon pulmonaire (DCG) et il n’existe à ce 

jour pas de traitement ayant fait la preuve son efficacité2. Je vais traiter dans un premier temps 

et de façon générale des enjeux concernant la sélection des receveurs, l’utilisation et le choix 

des greffons de donneurs, les complications post-opératoires précoces et tardives pour 

ensuite aborder plus en détail, dans un chapitre dédié la DCG.  
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B. Candidats à la greffe et donneurs 

1. Indications et sélection des candidats 

La bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) associée au trouble respiratoire lié 

au déficit en alpha-1-antitrypsine est depuis les débuts de la TP, la première indication 

rassemblant plus d’un tiers de toutes les procédures réalisées. La fibrose pulmonaire 

idiopathique (FPI) connaît depuis 20 ans une forte progression à la fois en nombre de 

procédures réalisées mais aussi en proportion par rapport aux autres indications. Elle est 

probablement aujourd’hui la première indication mondiale. Le registre de l’ISHLT n’a pas 

encore été interrogé sur la période après 20182 mais sur les données du registre français de 

l’Agence de Biomédecine (ABM), la FPI est en 2021 l’indication principale (figure 1).  

 

 

Figure 1. Evolution des indications de transplantations pulmonaires (TP) en France entre 2016 et 

2021. Résultats rapportés en nombres de procédures réalisées chaque année. Emphysème-BPCO 

intégrant les déficits en alpha-1-antitrypsine. Fibrose pulmonaire intégrant la fibrose pulmonaire 

idiopathique et autres causes de fibrose pulmonaire. Les données concernant les TP pour COVID-19 ne 

sont pas rapportées (n=2 en 2021). 

 

La mucoviscidose qui a été longtemps une indication majeure, environ 15% des TP, est en 

passe de devenir anecdotique. Cette évolution est en lien direct avec le développement des 
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médicaments modulateurs de la fonction du cystic fibrosis transmembrane conductance 

regulator (CFTR) qui permettent une amélioration très significative et une stabilisation de la 

fonction respiratoire. Une étude observationnelle française de 2021 rapporte l’amélioration 

spectaculaire de patients atteints de mucoviscidose avec atteinte respiratoire sévère, 

conduisant à retirer du parcours de greffe plus de 90% d’entre eux (5 patients restant dans le 

parcours contre 53 au début de l’étude)5. Les données du registre français illustre bien à cet 

égard cette transformation radicale de la prise en charge des patients atteints de 

mucoviscidose6 (figure 2). 

 

Figure 2. Nombre de transplantations pulmonaires et autres organes annuelles pour les patients 

atteints de mucoviscidose. Données issues du rapport 2021 du registre français de la mucoviscidose. 

 

L’hypertension artérielle pulmonaire (HP) est une cause de TP stable sur les 20 dernières 

années à environ 3% au niveau mondial et 10% en France. Parmi les autres causes primaires 

de TP, on retrouve la sarcoïdose, la lymphangioléiomyomatose, l’histiocytose 
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langhérancienne, la dilatation des bronches non liée à la mucoviscidose ou encore les maladies 

systémiques avec atteintes du tissu conjonctif (dont la sclérodermie).  

La sélection des candidats à la TP implique un bilan exhaustif somatique, psychologique et 

social qui doit permettre à l’équipe de greffe d’éliminer des contre-indications absolues, 

d’évaluer le niveau de risque en lien avec la chirurgie et la période post-opératoire, de sonder 

les motivations du patient et ses ressources psychosociales. Il est important de noter que la 

sélection des candidats à la TP est un choix autant éthique que médical. Ethique parce que les 

poumons de donneurs sont rares et donc qu’un rationnement de cette ressource ayant le 

potentiel de sauver des vies est nécessaire. L’ISHLT indique que les principes devant guider les 

choix de sélection des candidats et de répartitions des greffons sont l’utilité (le bénéfice pour 

le receveur), la justice (prioriser les patients urgents ou ceux avec difficultés d’accès) et le 

respect de la personne et de son autonomie7. Médical, car il existe des comorbidités ou même 

simplement un état général qui ne permettent pas d’envisager un bénéfice individuel de la TP 

(i.e. le candidat à une meilleure chance de survie ou une meilleure qualité de vie prévisible 

sans greffe). A ce titre, les dernières recommandations de l’ISHLT n’évoquent plus seulement 

la notion de contre-indication mais aussi celle de facteur de risque à considérer. Dans les 

contre-indications absolues, on peut retenir le cancer avec haut risque de récidive, le 

syndrome coronarien aigu ou l’accident vasculaire cérébral récent, l’insuffisance rénale ou 

hépatique sévère (sauf si considération d’une greffe combinée), un processus infectieux non 

contrôlé, un état fonctionnel altéré (non ambulatoire), une non-adhérence caractérisée ou 

encore la consommation active et la dépendance à des substances telles que le tabac, le 

cannabis ou l’alcool. Dans les éléments dits à hauts risques, on peut citer l’obésité avec indice 

de masse corporel supérieur à 35 kg/m2 ou un âge supérieur à 70 ans. Ce dernier point est, à 

titre d’exemple, révélateur des évolutions sur le long terme des critères de sélection des 

candidats, initialement très restrictifs pour répondre à la pénurie d’organe et assurer les 

meilleurs résultats post-greffe. La prévalence des maladies respiratoires augmentant avec 

l’âge, le vieillissement global de la population a entraîné une augmentation du nombre de 

candidats plus âgés à la TP 8. Ainsi, l’ISHLT rapportait en 2013 que 10% des patients 

transplantés avaient 65 ans ou plus. En 2017, les candidats de plus de 65 ans représentaient 

plus de 30% de la liste d’attente aux Etats-Unis (E.U.)9,10. En 1998, Les recommandations de 

l’ISHLT sur la sélection des candidats suggéraient en 1998 un âge limite à 60 ans, à 65 ans en 
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2006 avant de statuer en 2014 que les patients de plus de 75 ans étaient des candidats « peu 

probable » et pour finir en 2021 à simplement considérer un âge supérieur à 70 ans comme 

un facteur de risque élevé 7,11–13. 

 

2. Allocation des organes, augmentation du pool de greffons 

Le système français de répartition s’appuie sur 2 listes, une liste d’urgence nationale (mise en 

place en 2007) dans laquelle on retrouve des candidats à haut risque de décès immédiat et 

une liste standard. Un poumon de donneur va être proposé dans l’ordre suivant : aux patients 

en urgence nationale puis au centre de greffe le plus proche du prélèvement puis à l’ensemble 

des centres. Aux E.U., un score d’allocation individuel a été mise en place en 2005 dans le but 

d’attribuer les poumons disponibles sur la base de l’urgence médicale et du bénéfice potentiel 

post-transplantation. L’idée étant d’attribuer les poumons de donneur aux patients le 

nécessitant le plus en évitant ceux qui auraient un risque de mortalité post-opératoire précoce 

élevée. Dans les deux cas, en France et aux E.U., l’accès à la greffe a été facilité et la mortalité 

sur liste réduite de façon significative14,15. Par ailleurs l’utilisation de systèmes de support vital 

hémodynamique et respiratoire (circulation extracorporelle (CEC) et membrane 

d’oxygénation extracorporelle (ECMO)) permet chez les patients les plus sévères de maintenir 

une condition médicale compatible avec une chirurgie de transplantation dans l’attente d’un 

organe16. 

Le choix des poumons de donneurs a été dans les premiers temps de la greffe très strict avec 

une définition du donneur standard qui peut se résumer à un donneur de moins de 55 ans, 

ayant une exposition au tabac de moins de 20 paquets-années, sans anomalies radiologiques 

et avec un rapport PaO2/FiO2 de plus de 300 (témoignant d’une capacité d’oxygénation 

optimale). L’utilisation de greffons dits à critères élargis, ne rencontrant pas ces critères est 

devenu progressivement la norme du fait de la pénurie de greffons et de la publication de 

rapports rassurants quant au résultats de la greffe avec ce type de poumons17. Le 

développement dans les année 2010 de la technique de perfusion ex vivo d’organe, 

probablement la dernière innovation majeure en date de la TP, a ensuite permis d’augmenter 

le pool de greffons utilisables. A partir d’un poumon de donneur ne remplissant pas les critères 

de qualité permettant une TP, pour une raison réversible (œdème, atélectasie voire infection), 
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l’utilisation d’une machine permettant une perfusion et une ventilation ex vivo va pouvoir 

permettre d’améliorer la capacité d’hématose de l’organe et de le rendre compatible avec 

une greffe.  Cette technique a fait ses preuves et est maintenant utilisée en routine18,19. 

Finalement, des efforts sont réalisés actuellement afin de développer le prélèvement chez des 

donneurs à cœurs arrêtés. Cette situation particulière correspond à un donneur potentiel pour 

lequel des traitements de support vital sont arrêtés, pour lequel un décès est constaté après 

arrêt cardiaque et pour lequel une équipe de greffe va pouvoir, dans la continuité, prélever 

les organes. Malgré des freins logistiques importants avec la mobilisation de plusieurs équipes 

de chirurgie/anesthésie et de salles d’opération, l’utilisation de tels donneurs pourrait 

augmenter le nombre de greffons pulmonaires de près de 30%20. 

Ainsi, la dynamique de la transplantation pulmonaire a été portée par une augmentation 

importante du nombre de poumons de donneurs proposés aux équipes de transplantation, 

par l’élargissement des critères de qualité des greffons, par l’utilisation de technique de 

perfusion ex vivo et par le prélèvement d’organe chez des donneurs à cœurs arrêtés. Cette 

dynamique a aussi été soutenue par l’amélioration spectaculaire de la survie à court terme 

des receveurs que nous allons décrire dans le paragraphe suivant. 
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C. Survie et complications de la transplantation pulmonaire 

1. Résultats de la transplantation pulmonaire 

La survie des receveurs d’une TP reste en dessous de celle des autres organes solides. Le 

dernier rapport de l’ABM de 2021 rapporte un taux de survie à 5 ans de 63,5%21. La survie 

s’est cependant améliorée de façon considérable depuis les premières ères de la TP. Dans les 

années 1990, le taux de survie à un an était de 54%, en 2000 de 68%, en 2010 de 78% et dans 

la dernière période, il dépassait les 82% (figure 3). 

 

Figure 3. Taux de survie des receveurs après greffe pulmonaire en fonction de la période de 

transplantation.  

 

Une différence importante existe selon la maladie sous-jacente avec par exemple, un taux de 

survie à 5 ans de 71% pour les patients atteints de mucoviscidose contre seulement 46% pour 

ceux présentant une fibrose pulmonaire (figure 4). Ces différences apparentes entre  

indications sont probablement induites en partie par d’autres facteurs comme la sévérité de 

la maladie, les comorbidités et l’âge des receveurs.  
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Figure 4. Taux de survie du receveur après greffe pulmonaire selon la maladie sous-jacente (première 

greffe en 2004 - 2019). 

 

J’ai déjà évoqué les grandes évolutions de la période pré-transplantation, l’amélioration de la 

survie au cours du temps est liée aussi en grande partie à l’amélioration des techniques 

chirurgicales et d’anesthésie/réanimation et à une utilisation mieux maîtrisée des 

immunosuppresseurs. 

En ce qui concerne les techniques chirurgicales, un bond en avant a été réalisé par la 

réalisation d’une procédure bi-pulmonaire séquentielle plutôt qu’en bloc. Dans le premier cas, 

les sutures entre le donneur et le receveur sont faites au niveau des bronches souches droite 

et gauche, et non au niveau trachéal, ce qui a permis de diminuer le risque d’ischémie et de 

lâchage de suture, complication le plus souvent fatale22. Cette technique permet aussi, dans 

certains cas, de ne pas avoir recours à la circulation extracorporelle, limitant ainsi les risques 

hémorragiques et thrombotiques ainsi que le risque de dysfonction primaire du greffon23,24. 

Plus tardivement, la thoracotomie latérale bilatérale a supplanté la voie d’abord chirurgicale 

clamshell (bi-thoraco-sternotomie transverse) initialement préférée permettant de diminuer 

les risques de complications infectieuses, vasculaires et d’améliorer les douleurs et la fonction 

respiratoire post-opératoire25. 
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Concernant l’immunosuppression, des protocoles d’induction ont été introduits à partir des 

années 1990 avec le sérum anti-lymphocytaire ou les anticorps monoclonaux ciblant le 

récepteur à l’interleukine(IL)-2 (Basilisximab). Ces traitements permettent de réduire 

l’incidence du rejet aigu et possiblement celle de la DCG. Une analyse récente du registre de 

l’United Network for Organ Sharing (UNOS) confirme un avantage de survie pour les patients 

ayant bénéficié d’un traitement d’induction26. Le régime d’immunosuppression d’entretien 

est le plus fréquemment assuré par l’association de corticostéroïdes, d’un inhibiteur de 

calcineurine (Tacrolimus ou Ciclosporine) dont nous avons déjà évoqué le rôle déterminant et 

d’un antimétabolite (mycophénolate mofétil, acide mycophénolique ou azathioprine). Le 

Tacrolimus, introduit à la fin des années 1990 est majoritairement utilisé aujourd’hui par 

rapport à la Ciclosporine, permet probablement de réduire l’incidence de la DCG27,28.  

 

2. Complications post-opératoire 

a. Dysfonction primaire du greffon 

La dysfonction primaire du greffon (DPG) est décrite comme une lésion aiguë de l’allogreffe 

survenant dans les 72 heures suivant la transplantation caractérisée par un œdème non 

cardiogénique sans cause secondaire identifiable29. La définition de la DPG inclue la présence 

d’opacités radiologiques et le rapport PaO2/FiO2 et détermine 4 grades de sévérité (de grade 

0 à 4). La survenue d’une DPG est associée à une augmentation de la mortalité et de la 

survenue d’un DCG. Il est supposé que la cause de la DPG est un phénomène d’ischémie-

reperfusion mais les évènements inflammatoires en lien avec la mort cérébrale et les 

traumatismes chirurgicaux sont probablement des facteurs contribuant à cette complication. 

La prise en charge des formes sévères est un traitement de support avec des stratégies de 

ventilation protectrice ou l’utilisation de l’ECMO. 

 

b. Complications des voies aériennes 

Dans les techniques chirurgicales utilisées, il n’y a pas de remise en continuité du flux sanguin 

systémique à l’allogreffe. La vascularisation des bronches du donneur se fait donc par voie 

rétrograde du système veineux pulmonaire vers les artères bronchiques collatérales mettant 

ainsi les voies aériennes à risque de lésions ischémiques. Les complications bronchiques 
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peuvent survenir jusqu’à un tiers des cas dans certaines études30. Une des conséquences 

possibles est l’apparition de déhiscence (ou lâchage de suture) qui dans le cas où elle est 

étendue peut entraîner une médiastinite, un pneumothorax, une hémorragie et le décès. La 

nécrose bronchique peut aussi apparaître sous la forme de pseudo-membrane pouvant 

obstruer la lumière bronchique, limiter les débits aériens et faire le lit de colonisation 

fongique31. La complication des voies aériennes la plus fréquente est la sténose bronchique 

qui peut être la conséquence d’un remaniement fibreux, d’une broncho-malacie ou du 

développement de granulomes. Ce phénomène se développe typiquement plusieurs 

semaines à plusieurs mois après la greffe. Les patients peuvent présenter des sibilants et la 

spirométrie une limitation des débits aériens avec un syndrome obstructif. La prise en charge 

diagnostique et thérapeutique est endoscopique permettant notamment une dilatation au 

ballon ou la pose de prothèse endobronchique. La plupart des situations peuvent être traitées 

avec succès mais certains patients vont connaitre des sténoses récurrentes nécessitant des 

interventions répétées et pouvant compromettre le résultat fonctionnel de la greffe et leur 

qualité de vie.  

 

c. Infections 

Les infections constituent une menace permanente pour les receveurs de TP. Elles 

représentent la première cause de décès dans la première année de greffe et restent la 

deuxième cause après la première année. Une analyse exhaustive des complications 

infectieuses dépasse le cadre de l’introduction de ce travail, je ne développe ici que les 

pathogènes et les situations cliniques les plus fréquentes. 

Une étude multicentrique prospective espagnole a rapporté que la pneumopathie 

bactérienne était de loin la plus fréquente des complications infectieuses avec un pic 

d’incidence dans le premier mois32. Les pathogènes les plus fréquemment retrouvés sont 

Pseudomonas aeruginosa et Staphylococcus aureus. Après les bactéries, les infections virales 

représentent la deuxième complication infectieuse et le pathogène le plus fréquent est le 

Cytomegalovirus (CMV). Des mesures préventives sont préconisées avec dans la situation la 

plus à risque (sérologie receveur négative et sérologie donneur positive) une prophylaxie 

antivirale de 6 à 12 mois post-TP33. La maladie à CMV peut se présenter comme un syndrome 
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mononucléosique (fièvre, asthénie, leucopénie) ou comme une infection invasive tissulaire 

pouvant toucher le poumon, le tube digestif, l’appareil oculaire ou le système nerveux central. 

Une surveillance de la charge virale périphérique est réalisée en routine et le traitement 

curatif est le plus souvent débuté lorsque cette charge virale est détectable sans qu’elle soit 

accompagnée de signes cliniques. Le traitement repose sur l’utilisation du Ganciclovir (IV) ou 

du Valganciclovir (PO). Dans le cas de souche virale résistante le Foscavir peut être utilisé ainsi 

le Maribavir (sous conditions car sans autorisation de mise sur le marché à ce jour).  

Le taux de colonisation pulmonaire fongique des receveurs de TP est de l’ordre de 30 à 40% 

et Aspergillus est l’espèce la plus fréquemment retrouvée. La survenue d’une infection 

fongique invasive est cependant plus rare, avec une incidence variant selon les observations 

de 3 à 14% et ayant tendance à survenir dans les 6 premiers mois de la greffe. L’ISHLT distingue 

aussi la trachéobronchite aspergillaire qui inclut la trachéobronchite ulcérative et l’infection 

anastomotique. Ces formes peuvent être traitées par l’utilisation d’azolés par voie orale ou 

d’amphotéricine inhalée. Les formes invasives touchent majoritairement le poumon mais 

peuvent parfois présenter des localisations extra-pulmonaires. Le diagnostic de l’aspergillose 

pulmonaire peut être problématique, la fréquence élevée de la colonisation aspergillaire 

rendant difficile l’interprétation des prélèvements infectieux respiratoires. A ce titre, 

l’imagerie pulmonaire par tomodensitométrie peut aider la prise de décision car des images 

spécifiques sont décrites ainsi que le dosage de l’antigène aspergillaire galactomannane qui 

présente une spécificité élevée (mais une sensibilité basse)34. Les traitements azolés 

(voriconazole, itraconazole, posaconazole et isavuconazole) sont le pilier du traitement de 

l’aspergillose invasive. 

 

d. Rejet aigu cellulaire 

Le diagnostic de rejet aigu cellulaire (RAC) est réalisé à partir l’observation 

anatomopathologique d’infiltrats de cellules mononuclées périvasculaires qui dans les grades 

les plus sévères peut déborder sur l’interstitium adjacent et les espaces alvéolaires. Une 

infiltration bronchiolaire (définissant la bronchiolite lymphocytaire) peut accompagner ces 

lésions ou survenir de façon indépendante35. La suspicion diagnostique se fait le plus souvent 

sur une baisse de la fonction respiratoire évaluée par spirométrie. Les symptômes présentés 
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par les patients ne sont pas spécifiques (toux, dyspnée, fièvre modérée, asthénie) et le RAC 

peut être asymptomatique dans 40% des cas. Selon le registre de l’ISHLT, environ 30% des 

receveurs présentent au moins un épisode de RAC la première année mais des études dédiées 

systématiques retrouvent des taux plus élevés, proche de 50%. Une étude nord-américaine 

récente retrouvait comme facteurs de risques un nombre d’incompatiblités pour le human 

leucocyte antigen (HLA) supérieures à 4 et la procédure de transplantation mono-

pulmonaire36,37. Après la première année, l’incidence du RAC décline de façon marquée. Le 

traitement classique consiste en l’administration sur 3 jours de fortes doses de Solumedrol 

relayées par une dose décroissante de Prednisone. Dans la majorité des cas la fonction 

respiratoire et les symptômes s’améliorent rapidement mais le risque de récidive existe. La 

réalisation de biopsies transbronchiques systématiques de suivi montre une récurrence chez 

25% des patients. Le RAC a été identifié dans de nombreuses études comme un facteur de 

risque de DCG mais aucun travaux récents ne valident cette information dans des cohortes 

plus contemporaines38,39. 

 

e. Rejet médié par les anticorps 

Ce paragraphe se base principalement sur le rapport de consensus de l’ISHLT publié en 201640. 

Les anticorps anti-HLA spécifiques du donneur (ASD) sont responsables du rejet médié par les 

anticorps (RMA). Les antigènes du donneur les mieux caractérisés sont les HLA, divisés selon 

leur structure et leur fonction en HLA de classe I et de classe II. Le RMA est un processus 

pathologique, sérologique et clinique complexe où des cellules B allo-spécifiques et des 

plasmocytes produisent des anticorps dirigés contre les antigènes du donneur. Du complexe 

anticorps-antigène résulte une réponse immune amplifiée via des voies dependantes ou non 

du complément aboutissant à une atteinte tissulaire pulmonaire et une dysfonction du 

greffon. Il existe aujourd’hui des moyens d’analyses spécifiques permettant de déterminer 

précisément les ASD présents, leur capacité à fixer le complément (test C1q) et l’existence 

d’un processus tissulaire (immunofixation du C4d). D’un point de vue anatomopathologique, 

le RMA est caractérisé par des éléments non spécifiques comme la margination des 

neutrophiles, la capillarite et la vascularite à neutrophiles. L’immunohistochimie pour le C4d 

apporte probablement plus de spécificité. La définition du RMA intègre donc 4 éléments : la 

présence dans le sang circulant d’ASD, la fonction du greffon, l’observation d’éléments 
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histologiques non spécifiques, l’immunofixation tissulaire du C4d et l’exclusion d’autres 

causes. En fonction de la présence ou non de ces critères le diagnostic de RMA est considéré 

par le rapport de consensus comme certain, probable ou possible (tableau 1). Le rapport 

différencie les formes cliniques avec dysfonction pulmonaire mesurable et les formes 

subcliniques avec fonction d’allogreffe normale. Différents phénotypes cliniques sont aussi 

présentés avec une forme hyperaiguë survenant pendant la chirurgie ou dans les premières 

24 heures, une forme aiguë et une forme chronique cette dernière pouvant être considérée 

comme une forme occulte de DCG. 

Les traitements du RMA ont pour objectifs de réduire les ASD circulants, de supprimer la 

réponse cellulaire B et de limiter l’activation du complément. La plasmaphérèse et 

l’immunoadsorption sont utilisées pour diminuer le taux d’ASD circulants. Ces techniques ne 

permettent pas d’obtenir une désensibilisation à long-terme, les taux de réduction sont 

variables et il peut exister un phénomène de rebond avec augmentation de la production 

d’anticorps après les plasmaphérèses. En ce qui concerne la cible de la voie du complément, 

il existe un inhibiteur de la C1 estérase et l’Eculizumab qui lui inhibe le composant C5. Plus 

récemment, il a été démontré que l’IgG endopeptidase (enzyme qui clive les IgG) avait une 

capacité de réduction spectaculaire des anticorps anti-HLA chez des patients hypersensibilisés 

en attente de greffe rénale et dans une situation similaire, un cas clinique en transplantation 

pulmonaire a été rapporté41,42. Les immunoglobulines polyvalentes intraveineuses (IVIG) sont 

utilisées généralement en association et non seules. Ce traitement serait capable de 

neutraliser les ASD circulants et d’inhiber l’activation du complément. Pour inhiber la 

production d’anticorps, différents traitements ciblant la réponse B sont disponibles. En 

premier lieu, le Rituximab, anticorps monoclonal anti-CD20, ciblant les lymphocytes B 

matures. Il existe aussi des inhibiteurs du protéasome, ciblant les plasmocytes tel que le 

Bortezomib ou le Carfilzomib43. 

Il est difficile de porter des conclusions définitives sur l’efficacité des schémas de traitements 

décrits dans la littérature car ils sont variables selon les études et une partie des informations 

en transplantation pulmonaire repose sur des rapports de cas cliniques. Le schéma le plus 

utilisé est cependant l’association d’immunoglobulines polyvalentes IV, la plasmaphérèse et 

le Rituximab (anticorps monclonal anti-CD20). A ce jour, il n’existe pas d’études randomisée, 

contrôlée comparant deux régimes de traitement et les travaux sus-cités ont utilisé des 
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définitions différentes du RMA. Deux études de 2013 et 2018 de l’équipe de Saint Louis (E.U.) 

qui retenaient des critères similaires au rapport de consensus rapporte une mortalité de 26 et 

29% suivant le diagnostic de RMA. Les autres participants présentaient une amélioration 

clinique permettant un retour à domicile mais plus de 90% ont développé par la suite une 

DCG44,45. Ces données suggèrent que le RMA peut être réfractaire aux traitements engagés et 

qu’il est associé à un pronostic sombre en terme de survie et de DCG.  

 

Tableau 1. Définition et probabilité du diagnostic de rejet clinique pulmonaire médié par les 

anticorps. + : item présent. – item absent. ASD : anticorps anti-HLA spécifiques du donneur. (adapté 

de Levine et al., JHLT, 2016) 

      

II. Dysfonction chronique du greffon pulmonaire 

L’amélioration de l’espérance de vie des patients greffés pulmonaires, nous l’avons vu plus 

haut, s’explique principalement par des innovations qui ont touché la période péri-opératoire 

avec des améliorations des techniques chirurgicales, de la prise en charge anesthésique et en 

réanimation ou encore de la maîtrise de l’immunosuppression46. Il est intéressant de noter 

que sur les courbes de survie des receveurs en fonction de la période de transplantation, passé 

24 mois post-greffe, les pentes des courbes sont assez similaires entre les différentes périodes 

considérées. La déduction de cette constatation est qu’il n’y a pas eu jusqu’à lors de 

 
Dysfonction 

pulmonaire 

Exclusion 

autres causes 

Histologie 

pulmonaire 
Fixation C4d ASD 

Certain + + + + + 

Probable + + + - + 

Probable + + + + - 

Probable + + - + + 

Probable + - + + + 

Possible + + + - - 

Possible + + - - + 

Possible + + - + - 

Possible + - + + - 

Possible + - + - + 

Possible + - - + + 
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modifications dans la prise en charge des patients permettant de réduire la mortalité à long-

terme. Celle-ci reste fortement affectée par la survenue de la DCG qui touche près de 50% des 

patients à 5 ans de greffe et qui est responsable après la première année de transplantation 

de plus de 40% des décès 47. En 2019, la nomenclature de la DCG a été standardisée ainsi que 

les différents phénotypes  cliniques dans un rapport de consensus de l’ISHLT48. Je vais dans ce 

chapitre revenir sur les définitions de la DCG, la physiopathologie, les moyens diagnostiques 

et thérapeutiques à disposition ainsi que sur les dernières innovations dans cette pathologie. 

 

A. Définition et diagnostic 

1. Définition 

La DCG est définie par une baisse du volume expiratoire maximal en 1 seconde (VEMS) 

supérieure ou égale à 20% par rapport au VEMS de référence qui est la moyenne des 2 

meilleures valeurs obtenues (espacées d’au moins 3 semaines) après la transplantation. Cette 

diminution de la fonction doit être persistante et retrouvée sur deux valeurs de VEMS 

espacées d’au moins 3 mois 48. Il existe différentes classes de DCG selon le niveau de baisse 

du VEMS, allant de 0 à 4 (tableau 2) 48. Il est important de retenir que la DCG correspond 

surtout à un terme général permettant de décrire les manifestations cliniques d’une variété 

de processus pathologiques dans les voies aériennes et le parenchyme du poumon greffé48.  

 

 

 

 

 

Tableau 2. Classification de la sévérité de la dysfonction chronique greffon pulmonaire (DCG) en 

fonction du VEMS de référence (adapté de Verleden et al., ISHLT, 2019) 

 

Grade de DCG Spirometrie 

DCG 0 VEMS actuel > 80% VEMS de référence 

DCG 1 VEMS actuel > 65-80% VEMS de référence 

DCG 2 VEMS actuel > 50-65% VEMS de référence 

DCG 3 VEMS actuel > 35-50% VEMS de référence 

DCG 4  VEMS actuel ≤ 35% VEMS de référence 
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2. Diagnostic différentiel 

L’altération persistante da la fonction respiratoire peut être liée à d’autres étiologies qui 

doivent être éliminées avant de poser le diagnostic de DCG : 

- Le déclin physiologique de l’organe lié à l’âge. 

- Les causes pleurales (épanchement aérique ou liquidien). 

- Les causes bronchiques (sténoses des voies aériennes). 

- Les états d’hyperinflation hydrosodée (causes rénales, cardiaques ou hépatiques). 

- L’infiltration tumorale. 

- La récidive de la maladie causale sur le greffon (lymphangioléiomyomatose, 

sarcoïdose). 

- Les toxicités pulmonaires médicamenteuses. 

- Les infections pulmonaires. 

- Les rejets aigus/subaigus d’origine cellulaire ou humorale. 

Il est à noter que la DCG peut parfois être partiellement réversible, témoignant d’une 

composante inflammatoire pouvant être en lien avec une part de rejet aigu ou d’infection 

et donc avec un potentiel d’amélioration après le traitement causal à la différence des 

authentiques lésions broncho-parenchymateuses de la DCG considérées comme fixées. 49. 

 

3. Phénotypes 

Deux phénotypes principaux sont décrits.  

Le syndrome de bronchiolite oblitérante (BOS) est la manifestation de la DCG la plus 

fréquente représentant plus des deux tiers des DCG50, Il a été décrit pour la première fois en 

1984 chez des patients transplantés cardio-pulmonaires 51. Il est caractérisé par une 

inflammation  et une obstruction des petites voies aériennes responsable du déclin de la 

fonction respiratoire avec un trouble ventilatoire obstructif et peu d’anomalies radiologiques 

52. Les anomalies radiologiques pouvant être observées sont en lien avec l’atteinte bronchique 

qui caractérise ce syndrome. Elles comprennent le piégeage aérique et l’atténuation en 

mosaïque en rapport, des bronchiectasies et des micronodules de distribution centrolobulaire 

(figure 5)53. 
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Le syndrome restrictif d’allogreffe (RAS) a été décrit pour la première fois en 2011 par Sato 

et al. 54. Il représente environ 30% des DCG. D’un point de vue histologique, on peut observer 

de lésions de dommage alvéolaire diffus, de pneumonie organisée et de fibrose extensive 

atteignant particulièrement les lobes supérieurs et la plèvre, pouvant donner dans ce dernier 

cas un pattern histologique de fibro-élastose pleuro-parenchymateuse. C’est une forme avec 

un phénotype restrictif défini par une mesure de la capacité pulmonaire totale inférieure à 

90% de la valeur de base et par la présence d’opacités radiologiques persistantes (verre dépoli, 

consolidation, lignes septales ou réticulations) avec ou sans fibrose pleurale48.  

Dans le cas particulier de la transplantation mono-pulmonaire, l’évolution naturelle du 

poumon natif pathologique influe sur la mesure de la capacité pulmonaire totale qui n’est 

donc pas le reflet exclusif du volume du greffon pulmonaire. Il a donc été proposé d’utiliser le 

rapport de VEMS/capacité vitale forcée (CVF). Sa normalité ou son augmentation chez des 

patients ayant une baisse du VEMS et de la CVF est en faveur d’un profil restrictif 55. Le 

pronostic du RAS est plus péjoratif que celui du BOS avec une survie médiane entre 6 et 18 

mois contre 3 à 5 ans54,56. 

En dehors de ces deux entités, il existe un phénotype dit mixte. La distinction entre le BOS et 

le RAS peut parfois être difficile avec des profils lésionnels pouvant être intriqués et une entité 

pouvant évoluer vers l’autre (BOS vers RAS et inversement). La DCG mixte correspond à un 

déclin de la fonction respiratoire alliant baisse du VEMS, du rapport VEMS/CVF et une 

diminution associée de la capacité pulmonaire totale. Des anomalies radiologiques sont dans 

ce cas présentes. Lorsque les patients ne répondent pas aux critères de BOS, de RAS ou de 

dysfonction mixte, la DCG est alors décrite comme non définie 48. 
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Figure 5. Caractéristiques des DCG. (A) Evolution de la fonction respiratoire de deux patients, à gauche 

présentant un BOS et à droite un RAS. (B) Images caractéristiques des deux phénotypes de dysfonction 

chronique du greffon pulmonaire, à gauche BOS avec distension thoracique et discrètes 

bronchiectasies et à droite RAS avec syndrome intertitiel diffus avec atteinte pleural et 

parenchymateuse. (C) Coloration hématoxyline et éosine montrant à gauche (BOS) l’oblitération 

fibrotique subtotale de la bronchiole typique de la bronchiolite oblitérante et à droite (RAS) la fibrose 

intra-alvéolaire paraseptale avec élastose septale (de Verleden et al, Am J Transplant, 2020). BOS : 

syndrome de bronchiolite oblitérante ; RAS : syndrome restrictif d’allogreffe ; VEMS : volume 

expiratoire maximal en 1 s ; CVF : capacité vitale forcée. 
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4. Facteurs de risques cliniques 

La physiopathologie de la DCG reste incomplètement élucidée mais plusieurs facteurs de 

risques ont été identifiés dont nous présentons ci-dessous une liste non exhaustive. 

Facteurs allo-immuns : 

Rejet aigu cellulaire 

Rejet dépendant des anticorps (ou humoral) 

Facteurs non allo-immuns : 

Dysfonction primaire du greffon 

Reflux gastro-eosophagien (RGO) 

Infection pulmonaire virale, bactérienne ou fongique 

Pollution atmosphérique 

     

5. Explorations 

La plupart des équipes commencent des investigations dès 10% de baisse de VEMS, en 

considérant que ce seuil de valeur d’altération de la fonction respiratoire n’est pas lié à des 

fluctuations journalières de VEMS.  

 

a. Epreuves fonctionnelles respiratoires 

Les épreuves fonctionnelles respiratoires restent à la base du diagnostic. Le rapport de 

consensus de l’ISHLT préconise la réalisation d’une spirométrie à chaque visite hospitalière et 

toutes les 4 à 6 semaines en cas de suspicion de DCG. Dans les DCG décrits comme stables ou 

avec un déclin lent, la spirométrie doit être répétée tous les 3 à 4 mois. L’automesure du VEMS 

au domicile est un outil qui permet de détecter de manière précoce le déclin de la fonction 

respiratoire et de mettre en place rapidement les explorations diagnostiques nécessaires 57. 

La mesure de la capacité pulmonaire totale doit être réalisée à 3 et 6 mois après 
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transplantation puis au moins de manière annuelle. Sa réalisation doit aussi être envisagée 

dès que le diagnostic de DCG est suspecté afin d’en déterminer précisément le phénotype. 

 

b. Imagerie 

Le scanner thoracique est indispensable pour définir le phénotype de DCG mais aussi pour 

orienter vers un diagnostic alternatif. Le piégeage aérique et l’atténuation en mosaïque sont 

des signes radiologiques en faveur d’un BOS tandis que du verre dépoli et des images de 

condensations avec éléments de fibrose associés sont plutôt en faveur d’un RAS.  

 

c. Endoscopie bronchique  

L’endoscopie bronchique s’envisage dès lors qu’une baisse de VEMS est constatée. Elle 

permet de documenter une cause infectieuse (bactérienne et/ou fongique et/ou virale) à ce 

déclin par la réalisation du lavage broncho-alvéolaire (LBA) ou encore d’un rejet aigu s’il est 

prouvé sur les biopsies transbronchiques. Sa place dans le suivi de la DCG est plus discutable 

puisqu’il n’y a pas d’éléments spécifiques d’un certain phénotype dans le LBA ou dans les 

biopsies transbronchiques. En effet, la sensibilité de ces dernières est faible dans le diagnostic 

de BOS 49. Cela s’explique par l’hétérogénéité topographique des lésions de rejet et par le 

territoire limité des biopsies. Il est aussi nécessaire de prendre en compte le caractère invasif 

de ce type de procédure qui limite leur exécution de façon répétée. Au-delà de l’utilité 

diagnostique, les différentes explorations endoscopiques trouvent un intérêt pronostique. Les 

LBA (réalisés à l’état stable) avec des taux d’éosinophiles (≥ 2%) et de neutrophiles (≥ 15-20 

%) élevés sont associés à un risque de développer une DCG et cela peut également avoir un 

impact péjoratif sur la survie 58–60. De même, la présence d’une bronchiolite lymphocytaire sur 

les biopsies et d’une hyperéosinophilie sanguine est associée à une mortalité accrue chez les 

patients porteurs d’un RAS 60.  

 

6. Pronostic 
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Selon les données du registre de l’ISHLT, la DCG survient chez plus de 47% des receveurs après 

5 ans de geffe et elle représente la première cause de mortalité après la première année post 

greffe représentant plus de 40% de toutes les causes de décès. Les analyses de cohorte ou 

monocentriques permettent d’avoir cependant une évaluation plus précise. Dans la première 

publication définissant le RAS, la cohorte regroupait 493 patients ayant survécu au moins 3 

mois après la greffe, 156 (34%) ont développé une DCG dont 109 (22%) présentaient un BOS 

et 47 (9%) un RAS61. La survie médiane après le diagnostic de RAS était de 1,5 ans et pour le 

BOS de 4 ans. Plus récemment, le travail collaboratif entre la cohorte de patients transplantés 

pulmonaires franco-belge COLT et la cohorte suisse Swiss Transplant Cohort Study, a 

déterminé le phénotype de chaque patients par un comité d’experts examinant la fonction 

respiratoire, les imageries disponibles et les facteurs confondants. Sur les 422 patients inclus, 

le comité jugeait que 81 (19%) receveurs avaient développé une DCG certaine dont 51 (12%) 

un BOS et 30 (7%) un RAS62. Il faut préciser que dans cette étude, parmi les patients qui 

présentaient une altération chronique de la fonction respiratoire, le comité n’avait pas retenu 

le diagnostic de DCG pour 45 patients en raison de la présence de facteurs confondants. De la 

même manière, une étude de l’équipe de Louvain a analysé de façon rétrospective les 

phénotypes des patients transplantés de leur centre en séparant les dysfonctions chroniques 

pour lesquelles une cause était retrouvée. Les auteurs retrouvaient sur la période d’analyse 

une incidence de DCG sans facteur confondant de 30% dont 21% de patients avec BOS et 9% 

de patients avec RAS. La survie à 5 ans pour les patients avec DCG était de 72% contre 90% 

pour les patients sans DCG. Le pronostic des patients présentant une DCG de type BOS était 

meilleur que celui des receveurs avec un phénotype restrictif avec une médiane de survie de 

5,5 et 2,5 ans respectivement63. L’incidence de la DCG est probablement surévaluée dans les 

données du registre ISHLT mais il reste vrai que la DCG est une complication très fréquente de 

la transplantation pulmonaire qui est associée à un pronostic particulièrement péjoratif.  

 

B. Traitement de la DCG 

La prise en charge thérapeutique de la DCG est l’un des principaux défis des années à venir 

pour l’amélioration de l’espérance de vie des patients transplantés pulmonaires. S’il n’existe 

pas à ce jour de traitement pharmacologique ayant fait la preuve de son efficacité pour 
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améliorer le pronostic de la DCG, plusieurs pistes sont explorées. Certains traitements 

pourraient être bénéfiques pour des patients spécifiques et la retransplantation pulmonaire, 

option radicale, peut pour les patients éligibles transformer leur trajectoire. Un document de 

consensus de 2014 existe sur la prise en charge de la DCG49.  

 

1. Modification du traitement immunosuppresseur 

En premier lieu, la modulation du traitement immunosuppresseur de maintenance ne semble 

pas apporter de bénéfice concret sur l’évolution de la fonction respiratoire. Les 

recommandations en vigueur indiquent de ne pas utiliser la corticothérapie à fortes doses au 

long cours, du fait de l’absence d’efficacité prouvée et des effets secondaires délétères 

avérés64. Plusieurs études ont suggéré que la conversion de la Ciclosporine vers le Tacrolimus 

pouvait permettre un ralentissement du déclin de la fonction respiratoire mais avec un niveau 

de preuve faible du fait de l’absence d’études randomisées65–67. Il est cependant important de 

noter que plusieurs études prospectives, randomisées et contrôlées ont évalué différents 

régimes d’immunosuppressions initiaux, mis en place immédiatement après la greffe. Ces 

travaux montrent d’une part une possible supériorité du Tacrolimus par rapport à la 

Ciclosporine sur la survenue de la DCG mais sans effet sur la survie et d’autre part, l’absence 

d’effet de l’Everolimus sur l’incidence de la DCG27,28,68–70. 

 

2. Azithromycine 

L’utilisation de l’azithromycine est peut-être à ce jour l’innovation thérapeutique la plus 

marquante dans la prise en charge de la DCG. Au début des années 2000, trois études ont 

rapporté que, chez des patients présentant un BOS établi, l’administration de l’azithromycine 

en plus du traitement immunosuppresseur de maintenance permettait une amélioration 

moyenne du VEMS de plus de 10%71–73. De nombreux autres rapports ont corroboré par la 

suite ces résultats, identifiant par ailleurs que la présence d’une neutrophilie au LBA (>15%) 

était un facteur prédictif de réponse au traitement et que les patients répondeurs avaient un 

meilleur pronostic que les non-répondeurs74–76. Ces résultats ont abouti à la définition de la 

dysfonction du greffon répondant à l’azithromycine, correspondant chez un patient 

présentant une suspicion de DCG, à une amélioration de 10% ou plus du VEMS après 
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l’introduction de l’azithromycine. Les actions anti-inflammatoires et immuno-modulatrices du 

néo-macrolide sont probablement responsables de cet effet bénéfique dans la DCG. Les effets 

bénéfiques de l’azithromycine ont été confirmés par une étude contrôlée contre placebo et 

randomisée77 avec une analyse à distance qui suggérait un ralentissement de la progression 

du BOS sous azithromycine78. Une autre étude contrôlée et randomisée a démontré que 

l’azithromycine prescrit à la sortie de l’hospitalisation suivant la greffe pouvait prévenir la 

survenue de la DCG. Dans le bras azithromycine, 12% des patients avaient développé une DCG 

contre 44% dans le bras placebo79. Il est recommandé en tout cas d’essayer ce traitement pour 

une durée minimale de 8 semaines chez tout patient présentant un diagnostic suspecté ou 

établi de DCG.  

 

3. Traitement du reflux gastro-oesophagien 

Le RGO est une complication retrouvée très fréquemment chez les patients transplantés 

pulmonaires et est un facteur de risque très probable de la DCG80,81. Des études récentes 

incriminent plus spécifiquement les troubles de la motilité œsophagienne dans le risque de la 

dysfonction du greffon82,83. Le RGO doit donc être recherché de façon attentive. Des tests de 

la mobilité gastro-intestinale proximale et des pH/impédancemétrie sont réalisés de façon 

routinière par les centres de transplantations. Par ailleurs, l’analyse de marqueurs de micro-

aspiration dans le LBA, comme la pepsine ou la présence d’acide biliaire, pourrait permettre 

de mieux identifier cette complication84. Le reflux non-acide semble être plus délétère que le 

reflux acide et de ce fait, l’utilisation des inhibiteurs de pompes à protons n’est pas suffisante. 

La prise en charge chirurgicale, plus spécifiquement la fundoplicature de Nissen ou de Toupet 

(réalisant une valve respectivement complète ou uniquement postérieure) peut être 

proposée aux patients présentant un RGO. Plusieurs séries ont rapporté une amélioration de 

la fonction respiratoire et de la survie de patients transplantés après fundoplicature85–89. Il est 

à noter cependant que ces études, observationnelles ou séries de cas, ont étudié des patients 

transplantés pulmonaires avec un RGO et non spécifiquement des patients transplantés avec 

RGO et un possible BOS. Le lien direct entre le RGO et le BOS et à plus forte raison entre le 

traitement du RGO et l’amélioration du BOS, n’est donc pas encore complètement établi.  
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4. Photophérèse extra-corporelle (PEC) 

La PEC est une thérapie à visée immuno-modulatrice visant à réaliser une leucophérèse pour 

isoler les leucocytes du patient puis à les traiter avec des ultraviolets et du methoxsalen pour 

finalement les ré-injecter au patient. La plupart des données d’efficacité de la PEC sur la DCG 

proviennent d’études monocentriques, rétrospectives, avant-après et montrent un 

ralentissement du déclin de la fonction respiratoire à l’initiation de la PEC90–92. Une étude 

prospective non contrôlée menée par l’équipe de Vienne indiquait que plus d’un tiers des 

patients traités pas la PEC pouvaient espérer une stabilisation de leur fonction respiratoire à 

6 mois93. Plus récemment, l’équipe de Strasbourg a montré sur une série de 25 patients 

présentant un BOS que le déclin de la fonction respiratoire semblait être stabilisé à la mise en 

route de la PEC. Cependant, il n’y avait pas de différence sur le risque global de chute de 20% 

ou plus du VEMS en comparaison avec des patients non traités94. La tolérance de cette 

thérapeutique est très satisfaisante mais le niveau de preuve d’efficacité reste limité. Des 

études prospectives contrôlées et randomisées sont en cours aux Etats-Unis et au Royaume-

Uni ainsi qu’une analyse rétrospective des patients inclus dans l’étude COLT en France. Ces 

résultats permettront peut-être de déterminer la place de la PEC dans la stratégie 

thérapeutique de la DCG. 

 

5. La re-transplantation 

La re-transplantation est le seul traitement curatif existant de la DCG. Cette stratégie soumet 

cependant, de nouveau, le patient à une chirurgie à haut risque et aux complications associées 

à une forte immunosuppression. Par ailleurs, la plupart des patients présentent suite à la 

première greffe de nouvelles comorbidités comme une insuffisance rénale, un diabète ou une 

hypertension artérielle. De ce fait, seule une minorité de candidats est éligible. Les résultats 

d’une deuxième transplantation pulmonaire pour une DCG sont inférieurs à ceux d’une 

première transplantation avec, selon les études,  des médianes de survie rapportées entre 2 

et 3 ans95,96. Une analyse récente du registre de l’ISHLT rapporte une survie à un an de 73% 

avec comme facteurs de risque associés à la mortalité un délai court entre les deux 

transplantations, un âge du donneur élevé et le fait pour le receveur d’être sous ventilation 

mécanique avant la deuxième greffe97. Le taux de patients retransplantés varie peu. Depuis 
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2007 la retransplantation représente entre 4 et 6% de toutes les transplantations réalisées 

annuellement. Une étude multicentrique Européenne et Nord-Américaine, de moindre 

ampleur mais avec des données plus précises retrouvait une médiane de survie de 5,1 ans 

pour les receveurs re-transplantés pour un BOS et de 1,7 ans pour ceux re-transplantés pour 

un RAS. De plus, les patients ayant présenté un RAS lors de la première greffe étaient plus à 

risque de développer un nouveau RAS, et ce de façon plus précoce98. Finalement, une étude 

plus récente, proposant une approche chirurgicale moins invasive (notamment épargne de 

l’abord sternal et de la circulation extra-corporelle per-opératoire), rapporte des résultats à 

courts termes plus favorables99. La re-transplantation est donc possible avec un risque 

principalement concentré sur la période péri-opératoire et doit être proposée à des patients 

bien sélectionnés. 

 

6. Autres traitements 

Les traitements utilisés actuellement dans la fibrose pulmonaire idiopathique ont été essayés 

dans la DCG avec initialement plusieurs séries de cas rapportées100,101. Des études contrôlées 

contre placebo aux Etats-Unis et en Europe sont en cours. Finalement, deux études récentes 

ont permis de mettre en évidence une potentielle efficacité de l’utilisation de la Ciclosporine 

liposomale inhalée chez des patients présentant un BOS102,103. Cette voie d’administration 

permet d’obtenir des concentrations intra-greffon élevées sans avoir les effets secondaires 

systémiques avec toutefois la contrainte pour les patients de la voie inhalée. D’autres 

stratégies ont été rapportées, nous pouvons citer l’irradiation lymphoïde totale, comme 

traitement immuno-modulateur mais, là encore, les preuves d’efficacité ne sont pas solides 

et les effets secondaires de cette approche sont fréquents 104. 

 

C. Physiopathologie de la DCG  

Les premiers cas de DCG ont été décrit dès la toute première ère de transplantation, avant 

l’arrivée des inhibiteurs de calcineurine. Derom et al publient ainsi en 1971, le cas clinique 

d’un receveur d’une transplantation pulmonaire qui va présenter plusieurs épisodes de rejets 

aigus sévères et finir par développer au bout de 6 mois une altération irréversible de sa 



37 
 

fonction respiratoire avec un profil obstructif. L’analyse pulmonaire d’autopsie a rapporté des 

lésions de fibroses avec des infiltrations inflammatoires105. Le terme de bronchiolite 

oblitérante (BO) apparaît une décennie plus tard avec la constatation sur une série d’autopsies 

d’une fibrose inflammatoire des bronchioles terminales et respiratoires mais aussi, déjà, 

l’observation par différents groupes de la présence d’une fibrose pleurale et interstitielle 

associée106. Les mêmes auteurs font la corrélation de ces observations histologiques avec le 

déclin progressif de la fonction respiratoire constatée. La BO est alors identifiée comme le 

corolaire morphologique du rejet chronique. Les biopsies transbronchiques, réalisées en 

surveillance de routine,  sont cependant très peu sensibles pour identifier ces lésions 

périphériques et hétérogènes, c’est pourquoi il a été introduit le terme de syndrome de 

bronchiolite oblitérante (BOS), une entité clinique basée seulement sur l’épreuve 

fonctionnelle respiratoire52. Cependant, plusieurs observations de dysfonction chronique du 

greffon avec un profil fonctionnel surtout restrictif et un présentation radiologique 

particulière vont conduire à la définition en 2011 par Sato et al. d’un phénotype bien distinct 

de la BO, le syndrome restrictif d’allogreffe (RAS)54. C’est à cette époque que le terme de 

dysfonction chronique du greffon pulmonaire a été de nouveau utilisé, comme un terme 

parapluie englobant toutes les formes de défaillance chronique du greffon pulmonaire. Je vais 

présenter les caractéristiques histologiques des phénotypes de la DCG pour ensuite revenir 

sur un aspect immunologique des connaissances actuelles dans cette pathologie.  

 

1. Histologie de la DCG 

a. Le syndrome de bronchiolite oblitérante 

Des analyses sur des explants pulmonaires de receveurs présentants un BOS terminal ont 

montré une obstruction abondante par remodelage fibreux des petites voies aériennes 

débutant à la 5e génération de division bronchique et augmentant jusqu’à 70% de voies 

aériennes obturées à la 9e génération. A côté de ces lésions fibrotiques, il a aussi été constaté 

des obstructions des voies aériennes cicatricielles sans accumulation de matrice 

extracellulaire (MEC) dans la lumière bronchiolaire. Il est important de signaler que dans les 

deux types d’obstructions sont segmentaires et que à distance des lésions de BO, les voies 

aériennes s’ouvrent de nouveau107. L’hypothèse actuelle est que la BO résulte de microlésions 

répétées (pollution, infections bactériennes/virales/fongiques, RGO…) de l’épithélium 
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respiratoire résultant en une inflammation chronique, un processus de réparation lésionnelle, 

un recrutement et une activation excessive de myofibroblastes aboutissant in fine à 

l’oblitération de la lumière des petites voies aériennes périphériques (des voies aériennes plus 

larges peuvent être parfois touchées). Le tissu alvéolaire adjacent reste intact. Il a été observé 

une perte des glandes sous-muqueuses des voies cartilagineuses et une quasi-disparition des 

cellules basales (agissant comme progénitrices des cellules épithéliales) des voies aériennes 

en général. Une inflammation chronique, une accumulation de MEC sous-muqueuse, une 

hyperplasie des cellules musculaires sont souvent observées et au stade d’oblitération 

complète de la lumière, une destruction partielle de la couche originelle de muscles lisses peut 

être associée. Une angiogénèse aberrante peut aussi se développer dans et à côté des lésions 

de BO. L’axe amphiréguline-hyaluronane semble jouer un rôle important dans la réponse 

épithéliale lésionnelle. Deux études rapportent ainsi l’accumulation de ces protéines dans 

l’épithélium affecté des voies aériennes fibreuses. L’amphiréguline est un ligand de 

l’epidermal growth factor receptor (EGFR), qui induirait une augmentation de la capacité de 

prolifération, une hyperplasie muqueuse initiale et une altération de la différentiation ciliaire 

des cellules basales des voies aériennes. Le hyaluronane régule ensuite la réponse 

inflammatoire innée en relarguant cytokines, chimiokines et facteurs de croissance attirant 

principalement neutrophiles et macrophages108,109. Alors que la réponse inflammatoire en 

réponse aux lésions devient hors de contrôle, des (myo-)fibroblastes de différentes sources 

(recrutement de fibrocytes du sang périphérique, développement de fibroblastes résidents et 

possiblement transition épithélio-mésenchymateuse) vont s’accumuler110–112. Par ailleurs les 

lésions allo-immunes infligées à la microvascularisation des voies aériennes pourraient aussi 

jouer un rôle important qui reste à élucider de façon précise113.  

 

b. Le syndrome restrictif d’allogreffe 

La lésion caractéristique du RAS est la fibro-élastose alvéolaire (FEA) qui correspond à une 

oblitération alvéolaire fibreuse avec un dépôt majeur de fibres élastiques114. La localisation 

prédominante est sous-pleurale et paraseptale. De la même manière que dans le BOS, la FEA 

peut être secondaire à une infection virale/bactérienne ou à un rejet aigu dépendant des 

anticorps aboutissant à une séquence de lésions épithéliales et vasculaires, une exsudation 

intra-alvéolaire fibrineuse, une accumulation et une activation des macrophages, un échec de 
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la dégradation de la fibrine et finalement une FEA constituée106. Certains motifs lésionnels 

histologiques semblent associés au RAS. Ainsi, Paraskeva et al. ont démontré que la 

pneumopathie organisée fibrinoïde aiguë, un type de lésion défini par une prolifération 

mésenchymateuse associée étroitement avec de la fibrine mais sans fibrose interstitielle, était 

associé à une diminution de la survie globale post-transplantation. Il apparaît plausible que la 

pneumopathie organisée fibrinoïde aiguë soit une lésion histologique précoce du RAS115. De 

même, la survenue tardive de lésions de dommage alvéolaire diffus, caractérisée par un dépôt 

de membranes hyalines adjacents aux parois alvéolaires, semble être associée à une 

augmentation de l’incidence du RAS116. En plus des macrophages, les cellules myéloïdes et 

lymphoïdes sont retrouvées abondamment à tous les stades de la FEA. Le chapitre qui suit 

traite spécifiquement du rôle de l’immunité dans la physiopathologie de la DCG mais il est 

important de noter ici un rôle probablement crucial de la réponse B dans le RAS caractérisée 

notamment par la présence de follicules lymphocytaires B, non retrouvés dans le BOS117. Cette 

implication des lymphocytes B est soutenue aussi par le fait que les ASD sont plus 

fréquemment retrouvés dans le RAS62. La FAE est souvent accompagnée de lésions de BO 

indiquant un chevauchement, au moins partiel du BOS et du RAS. Le nombre de voies 

aériennes affectées par de la BO est toutefois moins important dans les RAS que dans les 

BOS118. 

 

2. Immunologie de la DCG 

Les mécanismes immunopathologiques en cause dans la DCG ne sont que très partiellement 

élucidés mais des interactions complexes ont pu être mis en évidence entre l’immunité innée, 

adaptative et l’auto-immunité. La considération immunologique est d’autant plus importante 

dans le poumon qui est un organe qui présente un tissu lymphoïde abondant et qui est exposé 

à l’environnement extérieur et donc aux agressions infectieuses et toxiques. La stimulation du 

système immunitaire y est permanente4. En préambule, il est intéressant de citer de nouveau 

le travail de Vandermeulen et al avec une analyse immunohistochimique comparative 

d’explants pulmonaires BOS, RAS ou contrôles. Cette analyse a mis en évidence que les 

nombre de cellules T cytotoxiques et de cellules B étaient augmentées dans les explants BOS 

et encore plus dans les explants RAS ; que toutes les cellules myéloïdes, à l’exception des 

cellules dendritiques, étaient fortement présentes dans le RAS en comparaison des contrôles 
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et que les follicules lymphoïdes n’étaient présents que dans le RAS117. Cette observation 

témoigne d’une implication majeure du système immunitaire dans la DCG tardive avec une 

diversité immunologique en fonction du phénotype.  

 

a. Immunité innée 

Les neutrophiles ont une fonction physiologique de clairance de micro-organismes invasifs 

mais ils ont aussi un haut potentiel lésionnel du tissu pulmonaire119. Les mécanismes par 

lesquels ils peuvent causer ces dommages sont de plusieurs ordres : relargage d’espèces 

réactives d’oxygène, relargage de cytokines, activation d’enzymes hydrolytiques et de 

protéases, expression de métalloprotéases matricielles (MMP). Les neutrophiles sont 

généralement retrouvés élevés dans le LBA et le tissu pulmonaire de patients BOS et RAS et 

des taux élevés après transplantation sont corrélés avec une incidence plus élevé de la DCG, 

une baisse de la survie sans DCG et de la survie globale. L’importance des neutrophiles a été 

relevé avec l’émergence de la dysfonction d’allogreffe neutrophilique réversible. Cette 

atteinte est caractérisée par une neutrophilie des voies aériennes dépendante de l’IL-17 et 

par l’efficacité de l’utilisation de l’azithromycine pour améliorer la fonction respiratoire71. 

Dans ce schéma, l’IL-17 est capable d’induire la sécrétion d’IL-8, un puissant chemo-attracteur 

des neutrophiles, par différents types cellulaires (cellules épithéliales alvéolaires de type II, 

cellules épithéliales bronchiques et macrophages) après le relargage de cytokines pro-

inflammatoires. Une corrélation entre l’IL-8 et le taux de neutrophiles dans les LBA a d’ailleurs 

été retrouvée dans plusieurs études120. Par ailleurs, des patients ne répondant pas à 

l’azithromycine présentent des taux plus élevés d’IL-1β et de cytokines pro-inflammatoires 

associées suggérant une voie différente de l’IL-17121. 

Les éosinophiles sont des granulocytes traditionnellement définis comme un médiateur 

destructeur et cytotoxique notamment dans l’allergie, certaines maladies parasitaires et 

réactions médicamenteuses. Leur présence dans la zone péri-vasculaire a été associée avec le 

RAC35. De la même manière que pour les neutrophiles, des taux élevés d’éosinophiles dans le 

LBA et dans le sang des receveurs sont associés à une incidence plus forte de la DCG et plus 

globalement a de moins bons résultats de la TP. Une étude récente a montré que la présence 

d’éosinophiles sur des biopsies transbronchiques était associée de façon indépendante à la 
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mortalité122. L’association semble d’autant plus forte avec le RAS qu’avec le BOS60,123. L’action 

des éosinophiles serait pro-fibrotique en attirant les fibroblastes et en stimulant la sécrétion 

du TGF-β avec aussi un effet toxique sur les cellules épithéliales en augmentant la perméabilité 

membranaire et en induisant des dommages ciliaires. Cependant, une série travaux sur le 

modèle murin de transplantation mono-pulmonaire gauche a pu mettre en évidence que les 

éosinophiles étaient capables de réguler négativement la réponse immunitaire T et de jouer 

un rôle tolérogénique en l’absence d’immunosuppression. Cette régulation passe par la 

formation d’une synapse PD-L1/PD-1 entre des éosinophiles polarisés par des cytokines Th1 

et les cellules T CD8+ et par une inhibition de l’association du récepteur des cellules T 

(TCR)/CD3, inhibition dépendante de l’oxyde nitrique synthase produit par les éosinophiles124. 

Ces hypothèses n’ont pas été confrontées en condition clinique. Elles apportent cependant un 

contre point intriguant dans la compréhension des fonctions immuno-modulatrices des 

éosinophiles dans la DCG, probablement fortement dépendantes du microenvironnement125. 

Les macrophages résidents sont les cellules immunitaires les plus abondantes du poumon et 

jouent un rôle clé dans la défense de l’hôte et dans le maintien de l’homéostasie pulmonaire. 

Une étude de 2016 a démontré que la population des macrophages alvéolaires (MA) était 

constituée à la fois de MA du donneur, qui persistaient jusqu’à deux ans après transplantation 

et de MA du receveur qui affluaient dans les semaines suivant la greffe126. Le nombre absolu 

de macrophages dans le LBA ne semble pas modifié de façon importante en comparant les 

patients avec et sans DCG. Par contre, sur des analyses tissulaires, les macrophages semblent 

plus abondants dans le RAS et le BOS en comparaison de patients sans DCG ou contrôles non 

transplantés123. Une étude récente montrait qu’après transplantation, l’espace alvéolaire 

était rapidement principalement peuplé de MA matures dérivés des monocytes du receveur. 

Ces macrophages étaient capables de prendre en charge des complexes peptide donneur – 

complexe majeur d’histocompatibilité (CMH) donneur mais n’étaient pas capable d’induire 

une réponse allo-réactive à partir de cellules T circulantes du receveur127. Une analyse  

transcriptomique sur cellule unique de LBA de patients présentant une dysfonction aiguë du 

greffon a pu associer à l’évènement deux phases de MA, l’une définie par des gènes stimulés 

par l’interféron et une autre par une inflammation dépendante de la métallothinéine, chacune 

contribuant à un environnement pro-inflammatoire. Ces mêmes phases de MA étaient aussi 

identifiées sur des explants pulmonaires avec DCG128. Finalement, le rôle du microbiote 
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pulmonaire a été étudié à partir de LBA de patients transplantés pulmonaires. L’analyse a 

montré qu’une dysbiose bactérienne pouvait conduire à un profil inflammatoire ou un 

remodelage des macrophages alvéolaires129.  

Les cellules Natural Killer (NK) font partie de la première ligne de défense contre les cellules 

infectées ou transformées. Elles sont retrouvées augmentées dans les poumons des patients 

avec un BOS et activées dans le sang périphérique de ces mêmes patients130. Une fois activées 

les cellules NK relâchent  des molécules cytotoxiques (granzyme et perforine) et 

chimiotactiques (TNF- et INF-γ) qui ont été retrouvées régulées positivement dans la DCG et 

qui vont engager les cellules T, incliner une réponse Th1, augmenter l’expression des CMH I et 

II et induire l’infiltration tissulaire par les macrophages, les neutrophiles et les cellules 

dendritiques. D’un autre côté, il a été suggéré, sur un modèle animal, que les cellules NK 

pouvaient favoriser l’acceptation du greffon par déplétion des cellules dendritiques dérivées 

du donneur131. 

 

b. Immunité adaptative 

i. Immunité cellulaire 

L’immunité cellulaire est principalement conduite par les cellules T suivant la présentation 

d’allo-antigènes par des cellules présentatrices d’antigène via des molécules du CMH qui 

correspondent chez l’humain au HLA. Les gènes HLA sont hautement polymorphiques et les 

grandes différences interindividuelles dans les variants alléliques constituent la barrière 

immunologique principale en transplantation. Les voies canoniques du rejet en 

transplantation d’organe solide requièrent la présentation de peptides du donneur à des 

lymphocytes du receveur par 3 voies possibles : la voie directe dans laquelle les cellules 

présentatrices d’antigène du donneur présentent des peptides du donneur sur des CMH du 

donneur, la voie indirecte dans laquelle les cellules présentatrices d’antigène du receveur 

présentent des peptides du donneur sur des CMH du receveur et la voie semi-directe où les 

cellules présentatrices d’antigène du receveur présentent des CMH du donneur. Les CMH de 

classe I et II sont reconnus respectivement par les cellules T CD8+ et CD4+ qui, avec des signaux 

de co-stimulation secondaire, vont proliférer et se différencier132. Les cellules T CD8+ ont une 

activité cytotoxique. En parallèle, les cellules T CD4+ auxiliaires vont réguler la réponse 
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immunologique dont les différents sous-types ont des caractéristiques différentes allant d’une 

activité cytolytique, d’une activation de l’immunité inné ou d’autres cellules adaptatives à la 

propagation ou l’atténuation de l’inflammation. Les cellules T auxiliaires 1 (Th1) sont une 

source clée d’IL-2, d’IL-12, de TNF- et d’IFN-γ qui conduisent une réponse immunitaire 

cytotoxique. Elles activent les macrophages et peuvent aussi causer des dommages directs sur 

l’allogreffe par une cytotoxicité dépendante de Fas/Fas ligand. Les cellules auxiliaires Th2 

produisent une variété de cytokines (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13) qui peuvent promouvoir 

l’immunité humorale133. Une balance Th1/Th2 en faveur de Th2 et IL-10 semble diminuer le 

taux de rejets alors que des cellules Th2 peuvent l’accélérer en sécrétant des médiateurs pro-

inflammatoires et pro-fibrotiques tels que l’IL-6 et l’IL-13. Des réseaux complexes de 

chimiokines et de leurs récepteurs qui recrutent et activent une variété de leucocytes sont 

impliqués dans les processus inflammatoires aboutissant à la DCG. Nous pouvons citer 

CCR2/CCL2, CXCR2/ligand, CXCR3/ligand, et CCL5/RANTES120. Les Th17 sécrètent l’IL-6, l’IL-17, 

l’IL-22 et le TNF-, elles aident à lutter contre les pathogènes en recrutant les neutrophiles et 

les macrophages mais sont aussi associées à l’auto-immunité en cas de dérégulation ou de 

surproduction d’IL-6134. Les cellules T régulatrices (Treg) ont un rôle important dans 

l’homéostasie immunitaire par la sécrétion de cytokines immunosuppressives (IL-10 et TGF-β) 

et des interactions cellulaires directes. Ces actions empêchent une réponse T effectrice 

excessive. En induisant la différentiation et l’activité de cellules T sécrétant l’IL-10, les Treg 

protègent aussi de l’auto-immunité. Dans les modèles animaux, les Treg semblent être 

capable de réduire la survenue de la DCG et d’induire une tolérance immunitaire. Chez les 

patients transplantés, une majorité d’études ont associé l’augmentation de la fréquence des 

Treg pulmonaires ou périphériques à une meilleure survie sans DCG135,136. Notre équipe a 

cependant retrouvé des résultats inverses avec une fréquence augmentée de Treg 

périphériques chez les patients qui allaient développer un BOS137. Les Th17 et les Treg 

proviennent des cellules T naïves stimulées par le TGF-β. C’est l’IL-6 qui va générer la 

différenciation Th17, en association avec le TGF-β en inhibant le différenciation Treg. L’IL-17 

et l’IL-6 sont probablement également impliquées dans la DCG en activant les cellules 

endothéliales, les fibroblastes et en induisant une prolifération.  

 

ii. Immunité humorale 
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Les anticorps et les cellules B allo-réactives jouent un rôle important dans la DCG. Les cellules 

T sont nécessaires pour la croissance et la maturation des lymphocytes B spécifiques 

d’antigènes qui vont produire des anticorps contre les antigènes non appariés du CMH ou 

d’histocompatibilité mineure. La présence d’ASD est fortement corrélée avec la DCG par le 

biais de réponses allo-immunes dépendantes de l’activation du complément ou non.  Les 

anticorps anti-HLA peuvent de plus induire la sécrétion de facteurs de croissance fibrotique 

comme le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF), le facteur de croissance IGF1 et 

le TGF-β. Les cellules B peuvent contribuer ou limiter le développement de la DCG par leur 

régulation de l’immunité cellulaire T. Les cellules B influencent la réponse cellulaire T en 

améliorant la présentation d’antigènes, la co-stimulation, la production de cytokines ou par 

l’induction d’une accommodation ou d’une tolérance138. Une étude récente a montré une 

augmentation des cellules B périphériques chez des patients BOS avec une augmentation des 

cellules B mémoires et une diminution des cellules B naïves et transitionnelles139. L’étude 

histologique de Vandermeulen et al. a montré de même une infiltration de cellules B 

importante dans les explants BOS et surtout RAS avec présence de follicules lymphoïdes117. A 

côté ce rôle délérère, des sous-types lymphocytaires B spécifiques semblent impliqués dans 

la promotion de la tolérance du greffon, ces cellules immunosuppressives sont appelées 

cellules B régulatrices43. C’est surtout à partir de l’étude des patients greffés rénaux et 

hépatiques présentant une tolérance opérationnelle (fonction stable du greffon en l’absence 

de traitement immunosuppresseur de maintenance) que ces cellules ont été étudiées en 

transplantation140. La tolérance opérationelle n’est pas observée dans le cadre de la 

transplantation pulmonaire, cependant, notre équipe à démontré qu’une population 

spécifique de cellules B dites transitionnelles CD24hiCD38hi exprimant CD9+ et sécrétant l’IL-

10  était associée à la tolérance à long terme du greffon141. Une autre étude italienne 

retrouvait en analyse multivariée que la présence de cellules B CD19+ CD24hiCD38hi était 

inversement corrélée à la survenue d’une DCG142. Les cellules B sont ainsi considérées 

aujourd’hui comme des médiateurs centraux de la régulation immunitaire.  

 

iii. Auto-immunité  

Des arguments existent aujourd’hui pour affirmer que l’allo-immunité n’est pas seulement 

dirigée contre le systême HLA mais aussi des antigène non HLA et des auto-antigènes 
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suggérant un rôle de l’auto-immunité dans la DCG. Le collagène V (Col V) et la tubuline K-alpha 

1 (K1T), deux auto-antigènes prédominants, sont des composants des petites voies 

aériennes et ne sont normalement pas exposés aux système immunitaire de l’hôte. Le Col V 

est présent dans l’épithelium bronchique et dans les tissus périvasculaire et péribronchique. 

C’est une protéine immunogénique qui masque efficacement ses épitopes du système 

immunitaire. Cependant, les lésions de l’allogreffe (e.g. ischémie-reperfusion, infection) 

peuvent permettre de faciliter l’exposition de ces protéines antigéniques du poumon donneur 

et entraîner le relargage d’auto-antigènes sous formes d’antigène solubles, d’exosomes ou de 

corps apoptotiques. Leur détection et leur présentation par les cellules présentatrices 

d’antigènes amène ensuite la propagation d’une réponse auto-immune médiée par l’axe 

Th17. A l’initiation de ce processus les MMP-9 et MMP-2 jouent possiblement un rôle dans le 

clivage de Col V notamment. Une association forte a été retrouvé entre les auto-anticorps anti 

Col V et K1T et la DCG en l’absence d’anticorps anti-HLA classique. Il a été aussi suggéré que 

les lésions du greffon induite par les auto-anticorps pouvaient être responsable de la 

génération de novo d’ASD143. 

 

c. Médiateurs du processus fibrosant 

La dérégulation de la réparation épithéliale des voies aériennes et le remodellage tissulaire 

sont des éléments clés de la physiopathologie de la DCG144. Des lésions épithéliales répétées 

ou persitantes alloréactives, infectieuses, auto-immunes ou toxiques amènent à une perte de 

l’intégrité épithéliale et une réparation altérée. Un déséquilibre entre des cytokines pro et 

anti-inflammatoires entraine une réponse fibroblastique excessive et une remodellage de la 

MEC aboutissant à une fibrose des petites voies aériennes ou du parenchyme pulmonaire. 

Plusieurs facteurs de croissance sont impliqués dans ces mécanismes et peuvent être sécrétés 

par les cellules épithéliales, les fibroblastes ou les cellules inflammatoires145. Le TGF-β joue un 

rôle clé dans ce processus en induisant la prolifération des fibroblastes et leur différentiation 

en myofibroblastes146. Les métalloprotéases matricielles (MMP) peuvent être sécrétés par les 

cellules de l’épithelium bronchique et du parenchyme. Elles sont capables de dégrader les 

protéines de la MEC, de cliver le collagène, sont impliquées dans la prolifération cellulaire, la 

migration et l’apoptose. Des taux augmentés de MMP (MMP-2, -3, -7, -8 et -9) ont été 

retrouvés dans le LBA de patients et dans des cellules épithéliales de patients avec BOS. 



46 
 

L’activité des MMPs pourraient faciliter le renouvellement incontrôlé de la MEC et le 

remodellage tissulaire147–149. Les neutrophiles sont aussi une source possible de MMPs dans 

le cadre de la DCG et les études sus-cités ont aussi retrouvé une corrélation entre les taux de 

MMP-8 et MMP-9 et la neutrophilie du LBA de patients BOS.  

Parmi les autres protéines impliquées dans le remodellage associé à la DCG on retrouve dans 

la littérature la kinase hépatique B1  qui active la protéine kinase adénosine monophosphate 

et régule la croissance, la polarité, le métabolisme cellulaire et l’autophagie. Cette protéine 

inhibe la fibrose tissulaire et une étude a démontré qu’elle était régulée négativement chez 

les patients BOS150. Finalement, une étude récente a retrouvé des niveaux d’expression plus 

élevés dans le tissu pulmonaire et dans des LBA du facteur de croissance CTGF, médiateur 

impliqué dans la fibrose pulmonaire idiopathique, chez des patients BOS et RAS en 

comparaison de patients stables151.  

 

III. Transglutaminase 2 

Dans cette partie je vais présenter la  transglutaminase 2 (TG2), sa famille protéique, sa 

structure et fonction et son rôle dans la fibrose pulmonaire et ces autres actions en 

pneumologie. C’est une protéine pléotropique et multifonctionnelle, c’est la protéine la plus 

représentée et la plus étudiée de sa famille que je vais décrire ci-dessous. Elle présente 

notamment la capacité de réaliser des liaisons croisées covalentes entres protéines et semble 

jouer un rôle central ans la stabilisation de la matrice extracellulaire, élément clé du processus 

de fibrose. La transglutaminase 2 n’a jamais été directement étudiée dans le cadre de la 

transplantation pulmonaire et du contexte plus spécifique de la DCG. Je vais décrire aussi ses 

autres fonctions cellulaires et son rôle identifié dans certaines pathologies pulmonaires 

notamment le cancer et la fibrose pulmonaire idiopathique. Certains éléments de la 

physiopathogie de ces maladies peuvent se rapporter à ce qui se passe dans la DCG et me 

permettent de faire l’hypothèse d’un rôle important de la TG2 dans les mécanismes associés 

à la DCG.  

 

A. La famille des transglutaminases 
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Les différentes transglutaminsases sont des protéines qui ont des structures et des fonctions 

communes capables de catalyser la modification post-translationnelle dépendante du Ca2+ en 

introduisant des liaisons covalentes entre des groupes d’amines libres et des groupes γ-

carboxamides de peptides liés à des glutamines152. Les produits ainsi liés sont très résistants 

aux tensions mécaniques et dégradation protéolytique et on retrouve une accumulation de 

ces produits dans nombres de tissus ou de processus où cette propriété est importante 

comme dans la peau, les poils, les phénomènes de cicatrisation ou de thrombose. Les 

associations protéiques oligomériques ou polymériques impliquent souvent des forces 

chimiques purement secondaires (e.g. liaison hydrogène ou ionique) et même si l’assemblage 

ou le désassemblage de protéines peuvent être régulés par des modification post-

translationnelles comme la phosphorylation/déphosphorylation, les liaisons impliquées dans 

ce cas ne sont pas covalentes. C’est en fait l’analyse moléculaire des phénomènes de 

thrombose et de coagulation qui ont permis de mettre en évidence l’existence d’une voie 

alternative à l’assemblage protéique supramoléculaire dépendante des transglutaminases153. 

C’est en 1957 que la première transglutaminase, connue maintenant sous le nom de 

transglutaminase 2, a été identifiée pour sa capacité à incorporer des amines primaires de bas 

poids moléculaires dans des protéines154. Depuis cette découverte, d’autres protéines avec 

cette capacité ont été identifiées à partir de différents types d’organismes vivants dont 9 chez 

l’humain155. Ces protéines présentent des fonctions biologiques très variées dont certaines ne 

sont pas d’ordre catalytique. Elles peuvent avoir une fonction d’échafaudage, de maintien de 

l’intégrité de la membrane cellulaire, de régulation de l’adhésion cellulaire et de modulation 

du signal de transduction. Elles partagent toutes (sauf une, la bande 4-2) une séquence 

identique d’acides aminés sur le site actif (YGQCWVFA) où le résidu cystéique catalytique fait 

partie du motif requis pour la réaction de transamidation. Nous allons décrire ci-dessous 

brièvement les caractéristiques des différentes transglutaminases, en terminant par la 

transglutaminase 2, la plus largement distribuée et la plus étudiée. 

 

1. Transglutaminase 1  

La transglutaminase 1 (TG1) ou transglutaminase kératinocytaire est exprimée dans 

l’épithélium squameux stratifié de la peau, du tractus digestif supérieur et de l’appareil génital 

féminin inférieur. L’activité catalytique de la TG1 peut être induite par des taux élevé de Ca2+, 
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par un clivage protéolytique et par une interaction avec la tazorotène-induced gene 3. Les 

esters de phorbol induisent et l’acide rétinoïque réduit l’expression de TG1. L’ichtyiose 

lamellaire est une maladie génétique autosomale récessive résultant de plusieurs mutations 

du gène de la TG1. Les patients porteurs présentent une cornification anormale de l’épiderme 

avec une activité TG1 drastiquement réduite et l’absence de protéine TG1 détectable. 

 

2. Transglutaminase 3 

La transglutaminase 3 (TG3) ou transglutaminase épidermique est présente dans les follicules 

pileux, dans l’épiderme et dans le cerveau. La protéine TG3 est encodée comme deux chaines 

polypeptidiques dérivées d’une seule protéine précurseure par protéolyse. La TG3 se lie et 

hydrolyse la guanosine 5’-triphosphate (GTP). Elle catalyse la liaison croisée des filaments 

intermédiaires de la trichohyaline et de la kératine afin de solidifier la partie interne de la 

racine des follicules pileux, nécessaire à la morphogénèse des fibres des poils. La TG3 participe 

aussi à la formation de l’enveloppe cellulaire à des stades plus tardifs de la différentiation156. 

 

3. Transglutaminase 4 

La transglutaminase 4 (TG4) ou transglutaminase prostatique est retrouvée chez l’humain en 

condition physiologique dans la glande prostatique, dans le fluide prostatique et dans le 

plasma séminal mais aussi dans la salive, la fraction vésiculaire de l’urine et le muscle 

squelettique. En condition pathologique, la TG4 est fréquemment expirmée dans le cancer de 

la prostate et a été retrouvé dans le cancer du sein. C’est aussi un auto-antigène dans le 

syndrome auto-immun poly-endocrinien de type 1. Dans ce dernier, la TG4 participerait à une 

prostatite responsable d’une infertilité masculine. Les rôles précis de la TG4 restent cependant 

controversés. Une étude récente rapporte une activité transamidase faible de la TG4 et son 

incapacité à lié les nucléotides guanines157.  

 

4. Transglutaminase 5 
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La transglutaminase 5 est principalement exprimée dans les kératinocytes du prépuce, dans 

la barrière épithéliale et dans les muscles squelettiques. L’adénosine triphosphate (ATP) et la 

GTP inhibent la capacité de réaliser des liaisons croisées de la TG5 alors que le Ca2+ réverse 

cette inhibition. Des isoformes épissées de la TG5 ont été décrites : delta3, delta11 et delta3-

delta11 (avec délétion de l’exon 3 ou 11 respectivement) qui présentent des niveaux de plus 

faible activité par rapport à la forme complète. La TG5 réalise des liaisons croisées de la 

locrinine, de l’involucrine et de la SPR3 dans l’épiderme et participe à l’hyperkératose 

retrouvée dans l’ichtyose et le psoriasis. Les mutations d’inactivations du gène de la TG5 

entrainent le skin peeling syndrome158. 

 

5. Transglutaminase 6 et 7 

L’expression de la transglutaminase 6 (TG6) est localisée chez l’humain dans le poumon et le 

testicule. Chez la souris, on la retrouve dans le cerveau. In vitro des cellules humaines 

carcinomateuses avec des caractéristiques neuronales expriment aussi TG6. La fonction 

catalytique de la TG6 est activée un clivage protéolytique d’une pro-enzyme et la TG6 

comprend deux polypeptides qui proviennent d’un seul précurseur159. 

L’expression de la transglutaminase 7 est aussi restreinte au poumon, au testicule et au 

cerveau. Peu de données existent sur la régulation et la fonction du gène de la 

transglutaminase 7. 

 

6. Facteur XIIIa 

Le facteur XIIIa (FXIIIa) ou la transglutaminase du plasma est un composant important de la 

cascade de coagulation du sang. Il est retrouvé dans les plaquettes, le plasma, les astrocytes, 

les macrophages, les cellules dendritiques dermales, les cellules de la lignée des ostéoblastes, 

les chondrocytes, le placenta, le liquide synovial, le cœur et les yeux. Le FXIIIa est le dernier 

zymogène activé dans la cascade de coagulation. C’est un hétérotétramère composé de deux 

sous-unités A, où se situe le site catalytique et B qui a la fonction de protéine porteuse. Suivant 

l’activation par le clivage dépendant de la thrombine, la sous-unité A se dissocie de la sous-

unité B rendant l’enzyme active. En présence de Ca2+, l’enzyme catalyse les liaisons croisées 
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de molécules de fibrines pour stabiliser les caillots de fibrines153. FXIIIa joue aussi un rôle dans 

l’inflammation et dans la synthèse osseuse. La déficience en FXIIIa est une maladie autosomale 

récessive qui se caractérise par une hémophilie et une altération de la cicatrisation160,161. 

 

7. Protéine érythrocytaire de membrane band 4.2 

La protéine band 4.2 (band 4.2) est la seule transglutaminase qui ne possède pas d’activité 

catalytique en lien avec la substitution du résidu cystéine par l’alanine au sein du site actif de 

la bande 4.2. Cette protéine est surtout présente dans les érythrocytes, la moelle osseuse, le 

foie fœtal et la rate. La band 4.2 est un composant majeur du cytosquelette de la membrane 

des érythrocytes et joue un rôle important dans l’intégrité membranaire et la régulation de la 

stabilité cellulaire162. La plupart des tissus expriment des formes multiples de 

transglutaminases qui partagent des substrats communs. Cette constatation est peut-être 

l’explication que les membres de la famille des transglutaminases compensent pour la perte 

d’une enzyme individuelle163.  

 

B. La transglutaminase 2 

De tous les membres de la famille des transglutaminases, la transglutaminase 2 (TG2) est celle 

qui à l’expression la plus ubiquitaire et qui a été le plus étudiée. En plus de sa fonction de 

transamidation, il a été montré que la TG2 a la capacité de se lier et d’hydrolyser la GTP et 

l’ATP, que sous forme liée à la GTP/guanosine diphosphate (GDP), elle peut fonctionner 

comme une protéine G transduisant un signal à partir de récepteurs 1-adrénergique, 

ocytocine et thromboxane. La TG2 peut aussi avoir une fonction de protéine disulfide 

isomérase, de protéine kinase, d’hydrolase d’ADN et de protéine d’échafaudage164. La TG2 est 

trouvée de façon prédominante dans le cytosol mais est présente aussi dans le noyau, les 

mitochondries, la membrane plasmatique et la MEC. Nous détaillons dans les paragraphes 

suivants la structure et les principales fonctions de la TG2. 

 

1. Structure 
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La multifonctionnalité de la TG2 dépend de ses caractéristiques structurelles. La TG2 

comprend 4 domaines : un domaine NH2-terminal β-sandwich (aa 1-140, contenant les sites 

de liaisons à l’intégrine et la fibronectine), le noyau catalytique (aa 141-460) et deux domaines 

COOH-terminal β-barrel (aa 461-586 et 587-687). Le site de l’activité transamidase est 

constitué d’une triade de protéases cystéine : cystéine 277, histidine 335, asparate 358. A 

l’opposé du tunnel catalytique, deux résidus tryptophane (W241 et W332) sont responsables 

de la stabilisation de l’intermédiaire enzyme-thiol (voir paragraphe suivant) formé durant la 

catalyse. L’arrangement spatial des 4 domaines est modifié par des interactions avec des 

cofacteurs. Ainsi la liaison avec la GTP/GDP entraîne une interaction importante entre le 

domaine catalytique et les domaine 3 et 4 rendant la TG2 en une conformation fermée ou 

compacte (figure 7) réduisant de fait l’accès et l’activité du site catalytique dépendant du Ca2+. 

A l’inverse, la liaison au calcium modifie la conformation en déplaçant et séparant les 

domaines 3 et 4 autorisant ainsi une conformation ouverte avec exposition du site 

catalytique152.  

 

2. Fonctions biochimiques 

a. Transamidation/déamidation 

Le mécanisme de cette réaction catalytique se déroule en deux étapes. Tout d’abord, le sulfure 

du site actif cystéine (C277) réalise une attaque nucléophilique sur le γ-carbone du peptide lié 

à la chaine glutamine latérale (qui est le donneur acyl) et forme un lien thioester entre le 

substrat et le C277. A la deuxième étape, le lien thioester est attaqué par une amine primaire 

(la réaction consiste alors en une transamidation) ou de l’eau (la réaction s’appelle dans ce 

cas déamidation) (figure 6) La réaction de transamidation a deux conséquences possibles, 

l’addition d’une petite amine à la protéine si le groupe d’attaque est une petite amine primaire 

(réalisant dans ce cas une modification post translationelle) ou la formation d’un lien 

isopeptidique entre des peptides acyl donneur et acyl récepteur. Les liens isopeptidiques sont 

résistants aux forces perturbatrices chimiques et physiques et peuvent avoir ainsi une fonction 

potentielle de stabilisation de la MEC et d’empêcher le relargage du contenu intracellulaire de 

cellules apoptotiques au milieu extracellulaire165. La réaction de déamidation n’a qu’un 

résultat possible : la conversion d’un résidu glutamine donneur acyl en un résidu glutamate. 

Plus de 150 substrats de la fonction de transamidation de la TG2 sont listés à ce jour. Ils 
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peuvent être catégorisés en substrats cellulaires et extracellulaires endogènes et en substrats 

exogènes d’origine alimentaire, virale ou fongique166,167. 

 

  

Figure 6. Réactions catalysées par l’activité transamidase de la TG2. (a) TG2 peut utiliser une molécule 

d’eau comme un acyl-accepteur pour déaminer résidu glutamine lié à un peptide et le convertir en un 

résidu glutamate. (b) Quand une amine primaire (H2NR) agit comme un acyl-accepteur, le résidu 

glutamine est modifié aboutissant à une modification post translationnelle. (c) Un lien isopeptide se 

forme quand un group ε d’un peptide lié à une lysine est l’acyl-accepteur aboutissant à une liaison 

croisée entre 2 protéines. (d’après Gundemir et al., Biochimica et Biophysica Acta, 2012) 

 

b. GTPase/ Protéine G 

La TG2 a la capacité de se lier et d’hydrolyser la GTP. La liaison de la TG2 au Ca2+ est 

compétitive de la liaison à la GTP et cette dernière inhibe la fonction de transamidation de la 

TG2168. La TG2 est la sous-unité  fonctionnelle d’une protéine G qui peut s’associer avec un 

récepteur 1-adrénergique, portant le signal à la phospholipase C-1. Il a aussi été montré 

que la TG2 pouvait interagir avec  les récepteurs TP thromboxane A2 et ocytocine169,170. Il 

existe un ratio intracellulaire moyen GTP/ Ca2+ (environ 150µM/100nM) qui permet de 

maintenir la TG2 comme transamidase dans un état latent. La perte de la capacité de liaison 
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de la TG2 à la GTP (par mutation sur un seul site ou pour des variants d’épissage) rend l’enzyme 

plus proapoptotique. Des isoformes différentes de la TG2 peuvent aussi jouer des rôles 

opposés dans la différentiation cellulaire. Par exemple, la forme courte de la TG2 (présentant 

une capacité de liaison défectueuse à la GTP) induit la différentiation des cellules 

neuroblastiques alors que la forme longue l’inhibe 171. 

Les activités transamidases et GTPase sont étroitement régulées par la disponibilité du Ca2+ et 

de la GTP. En conséquence, la transamidation est probablement largement inactive dans le 

compartiment intracellulaire comme le montre les travaux sur la conformation de l’enzyme à 

l’intérieur des cellules. A l’inverse on pourrait s’attendre à une activité catalytique importante 

en contexte extracellulaire où il n’y a virtuellement pas de nucléotide guanine. Ce n’est 

cependant pas ce qui est constaté par l’expérimentation. L’activité de transamidation apparaît 

inactive sauf en cas de stress chimique ou physique. D’autres mécanismes de régulation de 

l’activité catalytique de la TG2 existe donc probablement, en dehors du Ca2+ et des nucléotides 

guanines. La liaison de la TG2 à la GTP ou à la GDP entraîne une conformation fermée 

incapable de catalyser la transamidation. La terminaison C se replie sur elle-même et bloque 

l’accès du substrat au site actif de transamidation (figure 7). A l’inverse une augmentation des 

concentrations intracellulaires de Ca2+ réduit l’affinité de liaison de la TG2 pour la GTP/GDP 

entraînant une conformation ouverte exposant le site actif172 et rendant l’enzyme capable de 

catalyse les réactions protéiques de liaisons croisées. En ce sens, l’état redox de 

l’environnement pourrait être important aussi dans la régulation de l’activité TG2. Il a été 

effectivement observé que la formation, dans un environnement moins oxidant, de certains 

ponts disulphides intramoléculaires était associé à une inactivation de la TG2, même en 

présence de Ca2+173. En clair, à l’état réduit la TG2 serait active et à l’état oxydé, inactive. Les 

autres facteurs agissant sur l’état de la TG2 extracellulaire sont l’oxyde nitrique et les thiol 

réductases.  
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Figure 7. Relation srtucture-fonction de la TG2. La TG2 est composé d’un domaine N-terminal β-

sandwich (N), d’un noyau catalytique (Core) contenant le site actif (S) et de deux domaines C-terminal 

β-barrel (β1 et β2). La TG2 peut avoir une conformation “ouverte” liée au Ca2+   avec un site catalytique 

accessible pouvant réaliser la fonction de transamidation et une conformation fermée, liée à un 

nucléotide guanine (GTP/GDP) avec un site catalytique incompétent. Les activités de transamidation 

et GTPase sont régulées par la disponibilité du calcium et de la GTP.  

 

c. Fonction kinase  

C’est à partir de  2004 que des preuves d’une activité ATPase indépendante du Ca2+ ont été 

rapportées par Mishra et al avec la mise en évidence tout d’abord d’une capacité de la TG2 a 

phosphoryler l’insulin-like growth-factor binding protein 3, puis les histones, la protéine p53 

et la protéine du rétinoblastome174–176. Il est cependant à noter que la question de l’existence 

d’une activité kinase in vivo, et le cas échéant de son importance physiologique en condition 

normale restent ouvertes177.   

 

d. Fonction isomérase disulphide et régulation mitochondriale 

La fonction isomérase disulphide est en comparaison de l’activité kinase, mieux établie. Cette 

fonction est indépendante du site actif cystéine de transamidation, elle ne requiert pas de Ca2+ 

et n’est pas inhibée par les nucléotides, ce qui suggère une action probablement plutôt 
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cytosolique. L’activité isomérase disulphide a notamment été démontré in vivo à partir 

d’études se focalisant sur la TG2 mitochondriale où il était constaté une baisse en lien 

disulphides du contenu de complexes respiratoires mitochondriaux issus de tissu de souris 

TG2-/- ainsi qu’une diminution du taux d’ATP dans les cardiomyocytes et les cellules 

musculaires lisses de cette même souche de souris178,179. Une étude a démontré la capacité 

d’interaction de la protéine mitochondriale adenine nucleotide translocator 1, une protéine 

importante de la fonction mitochondriale,  avec la TG2 et pourrait être un substrat à la fois 

pour l’activité de transamidation et d’isomérase disulphide180. Il est à noté que dans la 

majorité des cellules la TG2 se situe à la membrane externe mitochondriale et dans l’espace 

interne de la membrane. 

 

e. Régulation de l’expression de la TG2 

L’expression du gène TGM2 est régulée par différents types d’évènements cellulaires incluant 

l’apoptose, les infections virales, le stress du reticulum endoplasmique, l’hypoxie/ischémie, 

l’inflammation et le cancer. La médiation se fait aussi par de multiples facteurs et cytokines 

comme l’acide rétinoïque, les lipopolysacharides, le TGF-β, le NF-κB, les glucocorticoïdes, l’IL-

1, l’IL-6, l’hypoxia-inducible factor (HIF)-1, le TNF- et l’epidermal growth factor181. L’acide 

rétinoïque est un inducteur bien identifié de l’expression de la TG2 agissant via l’hétérodimère 

retinoid acid receptor/retinoid X receptor et le facteur de transcription Sp1182. L’expression 

de TG2 est régulé positivement dans les cellules cancéreuses résistantes à la chimiothérapie 

et à haut potentiel métastatique. Le promoteur de TGM2 contient des éléments de réponse à 

l’inflammation et l’hypoxie, caractérisant l’environement des tumeurs malignes. De plus, n-

Myc et c-Myc participe à la régulation de TG2 en recrutant la protéine histone déacétylase 1 

au promoteur de TGM2. Il est intéressant de noter que dans les cellules cancéreuses, les effets 

antiprrolifératifs des inhibiteurs de l’histone déactétylase sont altérés par l’induction d’ARNm 

TG2 et de son expression protéique suggérant un rôle de la TG2 dans la résistance des cellules 

cancéreuses183. Le promoteur de TGM2, contient un élément de réponse au TGF-. En 

condition in vitro, la transition épithélio-mésenchymateuse induite par le TGF-β est associée 

à une augmentation de l’expression de la TG2 et TG2 contrôle la maturation et l’activité de 

TGF-β. Dans les fibroblastes, TG2 à la capacité d’induire l’ARNm de TGF-β et son expression 

protéique via la signalisation NF-κB181. 
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3. Fonction physiologique cellulaire      

a. Survie/mort cellulaire 

La TG2, en fonction du contexte peut agir comme une protéine favorisant la survie ou la mort 

cellulaire. La TG2 peut moduler la mort cellulaire programmée en passant par le processus 

dépendant de la caspase, par l’apoptose mais aussi par l’autophagie184..  

La TG2 peut moduler la mort programmée dépendante de la caspase185. Il a été aussi 

démontré sa capacité à induire le lâchage d’apoptosis inducing factor par les mitochondries 

de cellules adénocarcinomateuses pancréatiques et déclencher ainsi une apoptose 

indépendante de la caspase186. Un autre rapport suggère que la TG2 serait nécessaire pour la 

maturation des autophagosomes187. Au niveau neuronal, des études ont idenfié que la TG2 

facilitait la mort cellulaire dans les maladies neurodégénératives. Un point d’incertitude est le 

caractère délétère ou non de la TG2, sa régulation positive dans le contexte de lésion 

ischémique cérébrale semblerait plutôt indiquer un rôle protecteur188.  

Les mécanismes précis par lesquels agit la TG2 sont complexes, spécifiques de 

l’environnement et ne restent que partiellement compris. Cependant, deux voies d’actions 

ont été bien décrites et semblent fortement exploitées par la TG2 pour contrôler les processus 

de mort/survie cellulaire : (1) médiation des contacts entre les cellules et la MEC, déclenchant 

ainsi les signaux de survie cellulaire ; (2) contrôle direct ou indirect de l’activité de facteurs de 

transcription164. 

 

b. Interaction avec la surface cellulaire et la MEC 

La TG2 peut être relâchée dans le milieu extracellulaire via des exosomes en condition de 

stress cellulaire, soit attachée à la membrane soit associée à la MEC189. La TG2 va pouvoir 

modifier de façon covalente les protéines de la MEC, comme la fibronectine, pour former des 

homo- ou des hétérodimères qui vont augmenter la stabilité de la matrice. Les liaisons 

croisées augmentent la rigidité de la fibronectine ou celle des fibrilles de collagènes190,191. 

L’augmentation de la rigidité de la MEC a pour conséquences l’augmentation de l’adhésion 

des fibroblastes et des ostéoblastes, la survie, la croissance, la migration et la différentiation 
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cellulaire en jouant sur les voies de mécano-détection liées aux intégrines192. Il a été aussi 

observé que l’adhérence des cellules endothéliales au fibrinogène C lié par la TG2 

augmentait le regroupement de l’intégrine et la formation d’adhésions focales (et par là 

même, augmentant l’activation de la focal adhesion kinase (FAK) et de l’extracellular signal 

regulated kinase (ERK). La fibronectine est le principal collaborateur de la TG2 dans la MEC 

mais ce n’est pas le seul et la TG2 peut interagir directement avec 3 sous-unités β de la famille 

des intégrines. Les intégrines sont des récepteurs transmembranaires important de l’adhésion 

et de signalisation, ils sont activés en se liant à la MEC. Plus précisément, alors que la liaison 

intégrine-fibronectine réalise une interaction faible, la TG2 est capable de former des 

complexes ternaires avec la fibronectine et l’intégrine β1 qui augmentent cette interaction. 

Ces complexe sont clairement impliqué dans l’adhésion cellulaire et la migration 193 et d’autres 

part, ont la capacité d’activer les voies de signalisations FAK et la voie de survie d’aval PI3K/Akt 

ou la voie RhoA. Il est important de noter que ces fonctions « d’échafaudage » ne sont pas 

dépendantes de l’activité transamidase ou GTPase. La relation entre TG2 et les intégrines 

serait aussi importante dans le processus de phagocytose des macrophages, notamment pour 

l’engloutissement des cellules apoptotiques194. 

La TG2 interagit aussi avec le TGF-β qui est un régulateur clé du remodelage de la MEC, 

impliquant les intégrines et les protéases et est influencé par le stress mécanique et 

l’environnement oxidatif.  La TG2 est capable d’augmenter l’expression de TGF-β en activant 

la voie NF-κB, augmentant ainsi la synthèse et la déposition de protéines de la MEC195. Une 

boucle d’activation positive entre la TG2 et le TGF-β semble ainsi exister. La liste des autres 

protéines pour lesquelles une interaction avec la TG2 extracellulaire a été constatée est 

longue : collagène, vitronectine, ostéopontine, nidogène, laminine, osteonectine, 

osteocalcine, fibronectine α, fibronectine γ, substance p, endostatine, héparine, syndecan-4, 

amyloid β-peptide, MMP-2, PDGFR et VEGFR-2. 

L’effet de l’attachement de la TG2 à la fibronectine sur la migration cellulaire semble dépendre 

du contexte. La TG2 augmenterait ainsi le caractère invasif et la capacité métastatique de 

certaines cellules cancéreuses mais aussi la migration de cellules inflammatoires.  

 

c. Régulation transcriptionelle 
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Bien que la TG2 soit majoritairement présente dans le cytosol, sa présence dans le noyau est 

bien documentée et elle semble pouvoir augmenter sous l’effet de certains facteurs de stress 

comme la sphingosine, la maïtoxine ou l’augmentation du Ca2+ intracellulaire196,197. La 

conséquence fonctionnelle évidente de cette accumulation nucléaire de la TG2 est une 

régulation transcriptionnelle par cette dernière. Par exemple, elle peut interagir avec HIF1β 

et inhiber la transcription dépendante de HIF avec un effet protecteur sur des modèles 

d’hypoxie. La TG2 a aussi la capacité de se lier au facteur de transcription Sp1 et l’inhiber. La 

TG2 semble aussi jouer un rôle direct sur l’expression de la MMP-9, avec des résultats 

contradictoires dans la littérature où dans certains cas la surexpression de TG2 inhibait 

l’expression de MMP-9 et son activité198 alors que sur une lignée de cellules pulmonaires 

cancéreuses la TG2 semblait être nécessaire à l’augmentation de l’expression de la MMP-

9199. Nous avons déjà évoqué la régulation indirecte par la TG2 cytosolique de la voie NF-κB. 

Elle est aussi capable de réguler l’activité d’un autre facteur de transcription :  cAMP-response 

element-binding protein (CREB)200. 

La TG2 et les autres membres de la famille des transglutaminases sont multifonctionnels, 

comprennent de nombreuses isoenzymes et variants d’épissages. Une compréhension globale 

des fonctions dans des évènements physiopathologiques divers est de ce fait difficile à 

atteindre. Le rôle de la TG2 dans la mort cellulaire et la survie reste controversé. Cependant, 

la TG2 semble généralement impliquée dans les effets positifs de la phagocytose des cellules 

apoptotiques par les macrophages et dans l’induction de la fibrose. En condition cellulaire 

normale, sans stress, à des concentrations de Ca2+ basse et de GTP élevée, la conformation 

fermée de la TG2 permet une activité GTPase, isomérase disulphide et kinase indispensable à 

l’homéostasie et la survie cellulaire. Au contraire, dans des conditions de stress cellulaire avec 

des concentrations calciques élevées, la conformation ouverte permet l’activité de liaisons 

croisées et sa relocalisation à la membrane et le relargage en extracellulaire. Après un 

évènement inflammatoire ou de mort cellulaire, la TG2 est secrétée dans l’espace 

extracellulaire et participe à l’augmentation de la fibrogénèse. La stabilisation de la MEC et 

l’activation soutenue du TGF-β mènent au développement de la fibrose associée à la 

dysfonction d’organe181.  
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C. La TG2 dans le poumon 

1. Cancer pulmonaire 

De nombreuses études in vitro sur des lignées de cellules tumorales pulmonaires humaines 

ont précisé le rôle de la TG2 dans le processus tumoral malin. Ainsi, Park et al ont pu mettre 

en évidence sur la lignée A459 que l’inhibition de la TG2 permettait d’empêcher le processus 

de transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) induit par le TGF-β et diminuait l’expression 

de la N-cadhérine. La TEM étant reconnue comme un des mécanismes métastatiques 

précoces. L’équipe de recherche suggérait un axe dans lequel la TG2 activait l’effecteur C-Jun 

N-terminal et diminuait l’expression de la protéine régulatrice protéine/thréonine 

phosphatase 2A201. En comparant deux lignées cellulaires avec des propriétés d’invasivité 

différentes, il a été constaté que la lignée la plus invasive avait une expression plus importante 

de TG2 et que la surexpression ou l’inhibition de la TG2 permettait de modifier la capacité 

d’invasion et de migration des cellules des deux lignées202. Dans le cas particulier des cellules 

cancéreuses avec mutation EGFR, l’étude de Choi et al identifiait que les cellules résistantes 

aux inhibiteurs de tyrosine kinase présentaient des niveaux d’expression de TG2 plus élevés 

et des niveaux moins importants des suppresseurs de tumeurs PTEN et IκB en comparaison 

des cellules sensibles aux inhibiteurs de tyrosine kinase203. Cette fonction suppressive était 

rétablie en inhibant la TG2 suggérant la capacité de la TG2 d’induire la résistance aux 

inhibiteurs de tyrosine kinase via la perte de PTEN et l’induction de la voie NF-κB. Une étude 

plus ancienne, identifiait que les cellules cancéreuses présentant une résistance acquise au 

tnf-related apoptosis inducing ligand (TRAIL) présentait une expression élevée de TG2 et que 

la suppression de la TG2 diminuait les capacités migratrice et invasive notamment en 

diminuant l’expression de la MMP9. L’expression de TG2 était dépendant de l’EGFR et médiée 

par les MAP kinases C-Jun N-terminal et ERK (mais pas Akt et NF-κB)199. La TG2 semble jouer 

un rôle protecteur vis-à-vis des cellules cancéreuses pulmonaires en inhibant l’apoptose liée 

aux radicaux libres204. Finalement, à partir d’une analyse bioinformatique du Cancer Genome 

Atlas suivi d’une étude in vitro, la TG2 a pu être identifiée comme participant directement aux 

réparations de l’ADN, en intéraction avec la topoisomérase II. L’inhibition spécifique de cette 

interaction diminuant les capacités de réparation, sensibilisant donc les cellules cancéreuses 

aux traitements du cancer205. 



60 
 

Ces travaux permettent d’envisager des applications cliniques en ciblant la TG2 dans le 

développement de nouvelles thérapeutiques mais aussi comme biomarqueurs pouvant 

permettre de suivre, voire de prédire une réponse au traitement. Une analyse de l’expression 

de la TG2 sur des tumeurs pulmonaires explantées chirurgicalement identifiait une corrélation 

à la résistance aux inhibiteurs de tyrosine kinase mais n’avait pas de valeur pronostique sur la 

survie globale206. A l’inverse, une étude chinoise retrouvait que les patients présentant des 

niveaux plus faibles d’expression de la TG2 présentaient une plus longue survie sans 

progression et survie globale que les patients présentant un niveau d’expression élevé207. La 

TG2 dans ce cas était donc un marqueur de mauvais pronostic. Choi et al, sur une 

méthodologie similaire retrouvait une corrélation entre le niveau d’expression de la TG2 et la 

survie chez les patients présentant un cancer non à petites cellules. Cependant dans l’analyse 

plus précise des types histologiques, cette corrélation n’était retrouvée que dans les tumeurs 

non-adénocarcinomateuses208. Une limite notable de ces études est qu’elles ne concernent 

que des patients ayant bénéficiés d’une chirurgie donc à des stades précoces de cancer 

pulmonaire.  

La TG2 dans le cadre des cancers pulmonaires semblent donc agir à plusieurs niveaux : dans 

les capacités migratrices et invasives des cellules cancéreuses, pouvant inhiber l’apoptose 

cellulaire ou favorisant la réparation de l’ADN.  

 

2. La fibrose pulmonaire idiopathique  

C’est probablement dans le cadre de la fibrose pulmonaire que le rôle de la TG2 a été le plus 

étudié dans le poumon. La fibrose tissulaire correspond à un échec de réparation lésionnelle 

caractérisé par une différentiation épithéliale aberrante, une activation persistante des 

myofibroblastes et une MEC en excès209. La MEC semble être une des principales responsables 

de l’évolutivité de la maladie en ce sens qu’elle modifie l’architecture normal du tissu et 

qu’elle contribue à la dérégulation des cellules environnantes. La constitution de la MEC 

pathologique est le résultat d’une diminution de sa dégradation et d’une augmentation de sa 

production 210. Le rôle de la TG2 est potentiellement central dans ces processus par sa capacité 

notamment à réaliser des liaisons croisées avec des protéines constituantes majeures de la 

MEC, comme la fibronectine ou le collagène, augmentant ainsi la résistance de la MEC à la 
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dégradation par les protéases211. Il faut cependant noter que cette notion est soutenue par 

des preuves indirectes ou des résultats d’expérimentation in vitro, la compréhension du rôle 

de la TG2 dans la fibrose pulmonaire reste incomplète. En 2011, Olsen et al rapporte une 

expression et une activité de la TG2 augmentées sur des sections de biopsies pulmonaires de 

patients atteints de FPI en comparaison de biopsies de poumons sains. Par ailleurs, les auteurs 

constataient une diminution de la fibrose induite par la bléomycine sur des souris invalidées 

pour la TG2 comparées à des souris sauvages212. Ces résultats sur le modèle murins ont été 

confirmé plus récemment avec cette fois l’utilisation d’un inhibiteur chimique (GK921)213. Une 

analyse in vitro de fibroblastes dérivés de patients avec FPI a révélé un rôle central de l’activité 

de liaison croisée de la TG2 dans l’adhésion et la prolifération des fibroblastes ainsi que dans 

le renouvellement de la MEC211. De même, Fell et al ont réussi à démontré, au niveau 

cellulaire, un rôle clé de la TG2 dans l’induction du phénotype des myofibroblastes et la 

capacité d’un inhibiteur sélectif de la TG2 à inverser ce phénotype214. Finalement, Takeuchi et 

al, sur le modèle murin de fibrose induite par la bléomycine ont réussi à identifier 126 

substrats potentiels de liaisons croisés de la TG2. Pour ce faire, ils ont utilisé la grande 

spécificité du peptide T26 pour la TG2 pour isoler les protéines substrats de la TG2 à partir de 

sections fraîches de poumons de souris issues du modèle. Une étude spectrométrie de masse 

a permis ensuite d’identifier les protéines purifiées et l’analyse des réseaux d’interactions 

protéine-protéine a relevé 6 clusters distincts et hautement connectés pathologiques215.  

 

3. Mucoviscidose 

La mucoviscidose est une maladie génétique causée par des mutations du gène codant pour 

le CFTR. La morbi-mortalité est principalement liée à l’atteinte respiratoire, caractérisée par 

la présence d’un mucus visqueux, d’une clairance respiratoire altérée et d’une inflammation 

chronique des voies aériennes avec infections respiratoires répétées. Une équipe italienne a 

fait la démonstration en 2010 que la TG2 participait à la diminution de la clairance des agrégats 

de protéines CFTR défectueuses en réalisant une liaison croisée de la beclin-1 et ce dans un 

environnement oxidatif216. L’hypothèse est que le processus d’autophagie défectueuse dans 

la mucoviscidose est médié par la TG2, activée de façon constitutive par les dérivés réactifs de 

l’oxygène, causant la séquestration de protéines nécessaire à l’initiation de l’autophagie. TG2 

serait ainsi lié au processus d’autophagie. Une autre étude a montré que la dysfonction CFTR 
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était associée à une régulation positive de la TG2 et une séquestration fonctionnelle du 

peroxisome proliferator-activated receptor-gamma (PPARγ) et l’augmentation de paramètres 

classiques de l’inflammation217. Cette association était retrouvé plus récemment sur analyse 

en immunofluorescence de polypes nasaux une diminution de PPARγ et une augmentation de 

la fluorescence pour TG2218. L’utilisation d’un inhibiteur de la TG2, la cystamine, permettait in 

vitro d’améliorer la clairance bactérienne de macrophages issus de patients atteints de 

mucoviscidose, de diminuer l’inflammation et la production de radicaux libres 219. L’étude 

travaillant sur les mêmes lignées cellulaires a identifié que la surexpression de TG2 augmentait 

les taux de TGF-β1 et le processus de transition épithélio-mésenchymateuse ce qui donne un 

argument pour une autre voie d’action possible de la TG2 dans cette maladie220. 

Dans le contexte de la mucoviscidose la TG2 semble donc jouer un rôle particulier dans 

l’altération de l’autophagie, favorisant l’inflammation locale chronique et diminuant les 

capacités de clairance bactériennes. Elle pourrait jouer aussi un rôle dans le remodelage 

bronchique et la destruction broncho-parenchymateuse à l’œuvre dans cette maladie. 

 

4. BPCO 

La BPCO est une des principales causes de mortalité et de morbidité au niveau mondial. C’est 

une maladie hétérogène caractérisée par des symptômes respiratoires chroniques en lien 

avec une atteinte des voies aériennes et/ou des alvéoles pouvant causer une obstruction 

chronique et progressive des voies aériennes221. Une équipe finlandaise a réalisé une analyse 

protéomique comparative de tissu pulmonaire humain provenant de patients fumeurs, non-

fumeurs er atteints de BPCO. La TG2 faisait partie des 4 protéines identifiées comme 

spécifiques à la BPCO et sa présence n’était pas reliée au tabagisme mais était corrélée à la 

gravité de l’atteinte respiratoire222. 

 

5. Asthme 

Le rôle de la TG2 dans l’asthme a été bien plus documenté que dans la BPCO. L’asthme est 

une maladie inflammatoire chronique des voies aériennes qui est responsable de symptômes 

respiratoires (sibilants, toux, oppression thoracique et dyspnée) variables dans le temps et 
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associés à un trouble ventilatoire obstructif en lien avec une bronchoconstriction, un 

épaississement de la paroi des voies aériennes et une augmentation du mucus223. Il semblerait 

que les cellules épithéliales pulmonaires abîmées par l’allergène soient capables de 

déclencher l’expression de l’IL-33 par l’intermédiaire de la TG2224. Une étude sur un modèle 

murin d’asthme allergique s’attachant plus spécifiquement au remodelage bronchique 

retrouvait des taux plus élevés de TG2 dans le LBA des souris exposées dont la source était les 

macrophages alvéolaires 225. Une analyse phénotypique des macrophages pulmonaires 

interstitiels dérivés du modèle murin d’asthme allergique à l’ovalbumine retrouvait des 

macrophages activés qui exprimaient la TG2226. Par ailleurs, une étude plus ancienne 

retrouvait sur ce même modèle que la TG2 facilitait la production d’IgE via une augmentation 

de la molécule de co-stimulation CD40L sur les mastocytes et augmentait l’inflammation des 

voies aériennes et le remodelage des voies aériennes 227. Plus récemment, Lee HS et al, sur 

des échantillons d’expectorations induites de patients asthmatiques, retrouvait une 

augmentation de l’expression de la TG2 et de marqueurs de macrophages activés M2 

(porteurs des marqueurs CD206, MGL et ARG1) et l’utilisation de souris invalidée pour la TG2 

(TG2 KO) dans le modèle ovalbumine montrait une réduction des marqueurs M2, suggérant 

un rôle important de la TG2 dans polarisation des macrophages et la physiopathologie de 

l’asthme allergique228. Une analyse in vitro a pu identifier que l’activité de la TG2 des M2 était 

régulée par la phospholipase A2 du groupe V, notamment par la génération de prostaglandine 

E2229. La TG2 était aussi retrouvée associée dans un modèle d’exposition prolongée à 

l’ovalbumine, probablement induite dans ce contexte par le relargage d’ostéopontine 

conduisant à l’inflammation et un remodelage médié par TGF-β et Smad3230. Finalement, il est 

a noter que la TG2 exprimée dans les cellules endothéliales pulmonaires est, dans le contexte 

d’asthme allergique, nécessaire au recrutement des éosinophiles231. 

La TG2 dans le contexte de l’asthme semble donc jouer différents rôles à plusieurs niveaux, à 

l’initiation de la réponse inflammatoire, au niveau épithélial et endothélial pulmonaire, dans 

les macrophages pulmonaires essentiels au maintien de l’inflammation et finalement dans le 

remodelage des voies aériennes. 

 

6. Hypertension artérielle pulmonaire 
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L’hypertension artérielle pulmonaire (HP) est une maladie vasculaire qui se caractérise par 

une élévation progressive des résistances vasculaires pulmonaires aboutissant à une 

insuffisance cardiaque droite. Il existe un remodelage vasculaire au niveau des artères 

pulmonaires de petit calibre qui est un des principaux mécanismes responsables de 

l’obstruction vasculaire. Ce remodelage implique l’ensemble des tuniques du vaisseau, il est 

caractérisé par la prolifération des cellules musculaires lisses de la media et l’accumulation de 

myofibroblastes et de matrice extracellulaire dans l’intima. La TG2 peut médier la 

transamidation de la sérotonine (ou 5-hydroxytryptamine, 5-HT) sur un résidu glutamine, 

processus appelé sérotonylation qui semble jouer un rôle important dans cette pathologie, à 

la fois sur la prolifération des muscles lisses et sur la contraction produite par le 5-HT.  A partir 

d’un modèle murin d’HP induit par l’hypoxie, il a été démontré que l’expression et l’activité 

de la TG2 (notamment la sérotonylation de la fibronectine) étaient augmentées au niveau 

pulmonaire et du ventricule droit ainsi que l’expression de marqueurs fibrogéniques comme 

le collagène 1 et l’alpha-smooth actine muscle). L’utilisation d’un inhibiteur chimique 

(ERW1041E) de l’activité de la TG2 permettait de réduire la synthèse de marqueurs 

fibrogéniques et l’activité de sérotonylation de la TG2232. La production de TG2 semble 

augmentée par l’hypoxie chronique et un mécanisme possible d’action dans ce modèle 

pourrait être l’inactivation par sérotonylation d’une pompe Ca2+ (SERCA2)233. Sur le modèle 

d’HP chez le rat induite par la monocrotaline l’utilisation de la cystamine, inhibiteur de la TG2, 

ralentissait le développement du phénotype d’HP, diminuait l’expression de la TG2, de l’Akt 

et de ERK234. Une autre équipe chinoise, sur un modèle d’HP induite par pneumonectomie et 

injection de monocrotaline, la cystamine avait aussi un effet bénéfique sur le phénotype d’HP, 

et notamment sur la prolifération néointimale. La diminution de l'expression de la TG2 dans 

le groupe traité était associée à une diminution de l’activation des voies de signalisations 5-

hydroxytryptamine et RhoA/ROCK235. A l’inverse, une équipe Danoise, sur un modèle 

hypoxique, ne retrouvait d’efficacité de la cystamine sur le développement de l’HP et de 

l’hypertrophie ventriculaire droite236.  

Ces informations regroupées permettent de proposer le schéma d’action suivant de la TG2 

dans l’HP : la TG2 induit la différentiation des fibroblastes en myofibroblastes, la production 

de collagène 1 et réalise des liaisons croisées de ces protéines. Cela aboutit à une rigidification 

des vaisseaux sanguins pulmonaires. En parallèle, la 5-HT se fixe sur ses récepteurs au niveau 
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des cellules musculaires lisses, activant les voies Akt, ERK ou ROCK, augmente le Ca2+ 

intracellulaire, activant la TG2 cytosolique, favorisant la contraction et la prolifération des 

cellules musculaires lisses et la sérotonylation de la fibronectine237. 

 

IV. MMP-9 

Comme présenté précédemment, les MMPs sont présentes dans les processus de rejet de 

greffe. Les MMPs sont des endoprotéases dépendantes du zinc présentant de multiples rôles 

dans le remodellage et la dégradation de nombreuses protéines dans la matrice 

extracellulaire. Elles jouent un rôle dans la prolifération , la migration et la différentiation 

cellulaire et semblent aussi intervenir dans l’apoptose, la réparation tissulaire, la réponse 

immune et l’angiogénèse. Les MMPs semblent aussi être capable d’affecter des molécules 

bioactive à la surface cellulaire et moduler des voies de signalisation cellulaire238. De façon 

intéressante, l’expression de MMP-2 et MMP-9 peut être régulée par la TG2 et nous avions 

également montré qu’elle était surexprimée dans un modèle in vitro d’allogreffe. MMP-9 

apparaît comme un biomarqueur potentiellement prédictif de la DCG pulmonaire111. Dans ce 

chapitre, je vais décrire dans un premier temps les propriétés biochimiques et biologiques des 

MMPs pour ensuite me focaliser sur le rôle des gélatinases MMP-2 et MMP-9 dans les 

pathologies pulmonaires. 

 

A. Structure et mécanismes d’actions des MMPs 

1. Structure 

Les MMPs ont d’abord été identifées par leur activité protéolytique du collagène causant la 

dégradation des protéines de la MEC. Les MMPs sont des protéases qui forment une famille 

d’endopeptidases, ou de matrixines, qui appartient à la superfamille des metzincines. Les 

MMPs sont des métalloprotéinases contenant des ions Zinc hautement homologues, 

multidomaine qui dégradent divers composants protéiques de la MEC. La famille des MMPS 

partage une structure commune consistant en un propeptide de 80 acides aminés, un 

domaine catalytique métallinoprotéinase d’environ 170 acides aminés, un peptide de liaison  

et un domaine hémopexine de 200 acides aminés (figure 6). Les MMPs partagent 3 
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caractéristiques importantes. Tout d’abord, toutes les MMPs sont homologues à la MMP-1 

(ou collagénase) à l’exception des MMP-7, -23 et -26. Deuxièmement, les MMPs contiennent 

un interrupteur cysteine avec un motif PRCGXPD dont le groupe suflhydryde (–SH) chélate le 

site actif Zn2+  maintenant la MMP dans une forme zymogène proMMP latente. 

Troisièmement, le domaine catalytique porte un motif de liaison au Zinc auquel l’ion est Zn2+ 

est lié par 3 histidines de la séquence HEXXHXXGXXH, avec l’aide d’une séquence glutamate 

et d’une séquence méthionine XBMX localisées 8 résidus en dessous du motif de liaison.  

 

 

Figure 6. Structure commune des métalloprotéinases de matrice (MMP). La MMP contient un 

propeptide, un domaine catalytique métalloprotéinase, un peptide de liaison et un domaine 

hémopexine. consists. Le propeptide contient un interrupteur cysteine avec un motif PRCGXPD dont 

le groupe suflhydryde (–SH) chélate le site actif Zn2+  maintenant la MMP dans une forme zymogène 

proMMP latente. Le domaine catalytique contient un motif de liaison au  Zinc HEXXHXXGXXH, 2 ions 

Zn2+ (1catalytique et 1 structurel) et 2 ou 3 ions Ca2+  pour la stabilisation. Les gélatinases (dont la MMP-

9) ont 3 répétitions fibronectine de type II. 

 

Régulation et mécanismes d’actions 

Chez les vertébrés, la famille des MMPs comprend 28 membres dont au moins 23 sont 

exprimés dans le tissu humain. Les MMPs sont classées, selon leur substrats et l’organisation 

de leur domaines structurels, en collagénases, gélatinases, stromélysines, matrilysines, 

membrane-type MMPs et autres (tableau 3). 
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Nom 

MMP 

Distribution 

tissulaire 

Substrat 

collagène 

Substrat MEC non 

collagène 
Autres substrats et cibles 

Collagénases 

MMP-1  Endothelium, 

intima, fibroblaste, 

muscle lisse, 

adventice 

vasculaire, 

plaquette, veine 

variqueuse. 

I, II, III, VII, 

VIII, X, 

gélatine 

Aggrecan, 

nidogène, perlecan, 

proteoglycan link 

protein, serpines, 

tenascine-C, 

versican 

Caséine, α-1 

antichymotrypsine, α-1 

antitrypsine, 1-proteinase 

inhibitor, IGF-BP-3 et -5,  IL-

1β , L-sélectine, ovostatine,  

pro-TNF- , SDF-1 

MMP-8  Macrophage, 

neutrophile 

I, II, III, V, 

VII, VIII, X, 

gélatine 

Aggrecan, élastine, 

fibronectine, 

lamiline, nidogène 

-2 antiplasmine, proMMP-

8 

MMP-13  Muscle lisse, veine 

variqueuse, 

macrophage, 

cancer du sein, 

pré-eclampsie 

I, II, III, IV, 

gélatine 

Aggrecan, 

fibronectine, 

laminine, perlecan, 

tenascine 

Caséine, plasminogen 

activator 2, proMMP-9 et -

13, SDF-1 

MMP-18  Cœur, poumon, 

colon 

I, II, III, 

gélatine 

 α-1 antitrypsine 

Gélatinases 

MMP-2 Muscle lisse 

vasculaire, 

endothelium, 

adventice, 

plaquette, 

leucocyte, veine 

variqueuse, 

anévrysme 

aortique 

I, II, II, IV, 

V, VII, X, 

XI, 

gélatine 

Aggrecan, élastine, 

fibronectine, 

laminine, nidogène, 

proteoglycan link 

protein, versican 

MMP-9 et -13 active, FGF-

R1, IGF-BP-3 et -5, IL-1β, 

proTNF-α, TGF-β 

MMP-9 Muscle lisse 

vasculaire, 

endothelium, 

adventice, 

micovaisseaux, 

macrophages, 

veine variqueuse, 

IV, V, VII, 

X, XIV, 

gélatine 

Aggrecan, élastine, 

fibronectine, 

laminine, nidogène, 

proteoglycan link 

protein, versican 

CXCL5, IL-1 , IL2-R, proTNF-

α,  plasminogen, TGF-β, SDF-

1 
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anévrysme 

aortique 

Stromélysines 

MMP-3 Endothelium, 

intima, muscle lisse 

vasculaire, 

plaquettes, 

maladie coronaire, 

hypertension 

fibroblaste 

synovial, tumeuc 

II, III, IV, 

IX, X, XI, 

gélatine 

Aggrecan, décorine, 

élastine, 

fibronectine, 

laminine, nidogène, 

perlacan, 

proteoglycan, 

proteoglycan link 

protein, versican 

Caséine, 1-

antichymotrypsine, 1-

protease inhibitor, anti-

thrombine III, E-cadhérine, 

fibrinogène; IGF-BP3, L-

sélectine, ovastatine, pro-

HP-EBF, pro IL-1β, proMMP-

1, -8, -9, SDF-1, TNF-α 

MMP-10 Athérosclérose, 

utérus, cellules 

carcinomateuses, 

arthrite, pré-

eclampsie 

III, IV, V, 

gélatine 

Aggrecan, élastine, 

fibronectine, 

laminine, nidogène 

Caséine, poMMP-1, -8, -10 

MMP-11 Cerveau, utérus, 

angiongénèse 

Ne fend 

pas 

Aggrecan, 

fibronectine, 

laminine 

1-protease inhibitor, α-1 

antitrypsine, IGF-BP-1 

Matrilysines 

MMP-7 Endothelium, 

intima, muscle lisse 

vasculaire, utérus, 

veine variqueuse 

IV, X, 

gélatine 

Aggrecan, élastine, 

énactine, 

fibronectine, 

laminine, 

proteoglycan link 

protein 

Caséine, β4-intégrine, 

décorine, défensine, E-

cadhérine, Fas-ligand, 

plasminogène, proMMP-2, -

7, -8, proTNF-, syndécan, 

transferrine 

MMP-26 Cancer du sein, 

tumeur 

endométrial 

IV, 

gélatine 

Fibrinogène, 

fibronectine, 

vitronectine 

Caséine, β1-proteinase 

inhibitor, fibrine, 

fibronectine, pro-MMP-2 

Tableau 3. Membres de la famille des métalloprotéases de matrice (MMPs) avec leur distribution 

tissulaire et leurs substrats. Membrane-type (TIMP) et autres MMPs non classiques non représentées. 
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Les MMPs jouent un rôle majeur dans le remodelage de la MEC et sont de ce fait exprimées 

de façon importante dans le tissu conjonctif. Elles sont aussi produites par de nombreux types 

cellulaires comme les leucocytes, les macrophages, les plaquettes, les cellules musculaires 

lisses ou encore les cellules endothéliales.  

La plupart des MMPs ne sont pas produites, ou en faible quantité, en condition homéostatique 

mais cela peut changer de façon spectaculaire lorsqu’une cellule est stimulée par une 

cytokine, une chimiokine ou un facteur de croissance. D’autres facteurs peuvent influencer la 

transcription de MMPs comme la forme ou le stress cellulaire. Il est a noter que le facteur de 

transcription AP1 et son site de liaison sont présents dans la plupart des MMPs239. Le contrôle 

de la transcription des MMPs est complexe et de il y a de multiple facteurs nucléaires dont le 

rôle a été démontré comme l’erythroblast transformation specific, NF-κB, transcription 

factors 4, STATs, CIZ, p53 ou core-binding factor  1. 

Les MMPs sont synthétisées sous la forme pré-proMMPs et pendant la translation est retiré 

le peptide de signal pour générer la proMMP. Le motif cystéine s’articule avec le site 

catalytique Zn2+ pour maintenir la forme inactive. Ce commutateur cystéine est fendu, le plus 

souvent par d’autres enzymes protéolytiques (sérine protéase, endopeptidase furine ou 

autres MMPs) pour produire la forme active. Les MMPs peuvent aussi être activées par des 

agents physico-chimique (chaleur, pH bas).  

Un autre point critique de contrôle de l’activité des MMPs se fait par des inhibiteurs 

endogènes : les tissue inhibitors of MMPs (TIMPs). Les TIMPs permettent un mécanisme 

d’équilibrage pour éviter la dégradation excessive de la MEC240. La famille des TIMPs présente 

4 membres : TIMP-1 à -4. Les TIMPS ne présentent pas une haute affinité pour l’une ou l’autre 

des MMPs mais il existe une liaison préférentielle de TIMP-2 pour MMP-2 et de TIMP-1 pour 

MMP-9. Il est a noter que l’inhibition conférée par les TIMPs est réversible241. 

 

2. Substrats 

La MEC présente 3 principaux composants : les fibres, les protéoglycanes et les 

polysaccharides. Les fibres sont principalement des glycoprotéines qui incluent le collagène et 
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l’élastine qui vont conférer la plasticité et la flexibilité de tissu comme le poumon ou la peau. 

Les protéoglycanes cont permettrent d’attirer l’eau et de maintenir la MEC hydratée. Les 

MMPS jouent un rôle majeur dans le remodelage tissulaire en promouvant le renouvellement 

de plusieurs protéines de la MEC comme le collagène, l’élastine, la gélatine ou de 

protéoglycanes. C’est le domaine hémopexine qui semble conférer la spécificité des MMPs 

avec leur substrat242. Plusieurs MMPs peuvent coopérer pour dégrader complètement une 

protéine substrat. Les gélatinases possédent au niveau de leur domaine catalytique une 

répétition de trois fibronectines de type II qui leur permet de se lier non seuleement à la 

gélatine mais aussi au collagène et à la laminine. Ainsi, la MMP-2 et la MMP-9, tout d’abord 

des gélatinases peuvent aussi dégrader le collagène, de façon plus faible cependant que la 

MMP-1240.  

 

3. Rôle cellulaire 

Les MMPs jouent un rôle important dans plusieurs processus biologiques comme la 

prolifération, la migration et la différenciation cellulaire, le remodelage de la MEC, l’invasion 

tissulaire et la vascularisation. Ces processus surviennent pendant le développement normal 

et l’organogénèse mais peut aussi contribuer dans des situations pathologiques comme le 

cancer. Par exemple, les MMPs peuvent être responsables du clivage protéolytique de 

facteurs de croissance, devant ainsi disponible pour des cellules non directement en contact, 

la dégradation de la MEC peut favoriser la mobilité de cellules à travers les tissus dans le 

stroma adjacent et la régulation de récepteur permettant de faire aboutir le signal cellulaire 

et de déclencher la migration cellulaire243. Les MMPs sont aussi importantes dans la réparation 

tissulaire après une lésion aiguë. Elles peuvent contribuer au désassemblage des jonctions 

intercellulaires et à la dégradation de la MEC permettant ainsi de le mouvement cellulaire. Les 

MMPs peuvent aussi jouer une rôle dans la diffusion de l’infection virale, l’inflammation, le 

remodelage et la fibrose des voies aériennes respiratoires244. 
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B. Les gélatinases dans les pathologies pulmonaires 

En dehors de l’endothélium qui produit de façon constitutive  MMP-2, les cellules du poumons 

en condition physiologique n’exprime pas de gélatinase245. En condition inflammatoire 

cependant, les cellules épithéliales bronchiques, les fibroblastes, les cellules alvéolaires de 

type II peuvent produire MMP-9. Les neutrophiles et éosinophiles sont une autre source 

majeure de gélatinase et les macrophages et les lymphocytes sont capables de relarger MMP-

9 en condition inflammatoire.  

Dans la fibrose pulmonaire idiopathique, la MMP-9 semble principalement exprimée par les 

cellules épithéliales, les neutrophiles et les macrophages alvéolaires. Il a été retrouvé que 

l’expression de MMP-9 était élevée, à la fois chez l’humain et sur des modèles expérimentaux 

de fibrose. Les niveaux et l’activité de MMP-9 dans le LBA sont plus importants chez les 

patients présentant des formes rapidement progressive de FPI possiblement en lien avec 

l’activité des neutrophiles246. Sur le modèle murin de fibrose induite par la bléomycine, les 

données de la littératures semblent cependant discordantes. Les souris MMP-9-/- développent 

une fibrose similaire aux souris de type sauvage mais la surexpression de MMP-9 au niveau 

des macrophages semblerait atténuer l’induction de la fibrose. Cette diminution est précédée 

d’une réduction des neutrophiles, des lymphocytes et des taux de TIMP-1 retrouvés dans le 

LBA247,248. De la même manière, MMP-2 a été signalée comme largement exprimée dans le 

poumon fibrotique249 et les mêmes données conflictuelles sont retrouvés. Deux études 

récentes illustrent bien cette problématique. A partir d’un modèle de fibrose induite par le 

TGF-β1, Bormann et al. rapporte des niveaux élevés d’expression et d’activité de MMP-2 et 

MMP-9. Les souris MMP-9- /- et MMP-2-/- (et celles K.O. pour les 2 gènes) présentaient 

cependant une fibrose similaire aux souris sauvages250. Inoue et al. ont démontré que des 

souris surexprimant la MMP-2 développaient moins de fibrose et présentaient une réduction 

de l’infiltration par les cellules inflammatoires et l’expression de cytokines inflammatoires et 

profibrotiques251.  

Dans l’hypertension artérielle pulmonaire, MMP-2 est détectée dans les myofibroblastes et 

les cellules endothéliales des lésions plexiformes. Une étude rapporte une expression 

augmentée et une activité augmentée de MMP-2 au niveau des cellules musculaires lisses de 

l’artère pulmonaire de patients atteints d’hypertension pulmonaire252. Par ailleurs, une étude 
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longitudinale retrouvait des taux sanguins de MMP-9 et de TIMP-1 élevés ches des patients 

porteurs d’une hypertesion pulmonaire en comparaison de contrôles normotendus253.  

La MMP-12 a un rôle qui a été bien étudié dans les modèles expérimentaux de BPCO induite 

par la fumée de tabac dans la physiopathologie de l’emphysème et des autres lésions 

constatées dans la BPCO254. L’exposition à la fumée induit la libération de MMP-12 qui attaque 

la matrice de la paroi alvéolaire et génère des molécules chimio-attractantes des neutrophiles 

et des macrophages, cellules qui vont-elles-mêmes relarger des protéases. Il existe aussi des 

données pour envisager un rôle chez l’humain. MMP-9 est responsable de la production du 

tripeptide proline-glycine-proline, produit de dégradation du collagène et qui a une activité 

chiomiotactique des neutrophiles255. Plusieurs études chez l’humain ont montré une relation 

entre la BPCO et MMP-9 avec notamment des corrélations entre le taux sanguin, le niveau et 

l’activité dans l’expectoration induite ou encore le niveau d’expression transcriptomique et la 

fonction respiratoire (VEMS et/ou capacité pulmonaire de diffusion du monoxide de 

carbone.256,257. De façon tout à fait intéressante, les souris MMP-9-/- développent le même 

niveau de sévérité d’emphysème que les souris sauvages258. 
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V. Objectifs de la thèse  

Le rôle de la TG2 dans le contexte de la transplantation pulmonaire, et plus généralement de 

la transplantation solide d’organe, n’a pas été étudié de façon approfondie. A ma 

connaissance, il n’existe qu’une étude ayant travaillé sur ce sujet précis . Les auteurs 

rapportent sur le modèle de transplantation mono-pulmonaire gauche chez le rat l’expression 

de la TG2 sur le poumon allogreffé principalement au niveau des fibroblastes pulmonaires. 

L’utilisation de l’inhibiteur de tyrosine kinase Nintedanib entrainait une diminution du nombre 

de cellules positives à la TG2. L’analyse in vivo des fibroblastes pulmonaires soumis à des doses 

croissantes de Ciclosporine A, pour simuler le stress induit par la toxicité médicamenteuse, 

entraînait une augmentation du stress oxydatif et de l’expression de la TG2259.  

Nous faisons donc l’hypothèse que la TG2 joue un rôle important dans la physiopathologie de 

de DCG par sa capacité a stabiliser la matrice extracellulaire et ainsi a favoriser son 

accumulation, par son rôle dans l’induction et la prolifération de myofibroblastes, cellules 

essentielles dans le processus de fibrose et par son intéraction avec le TGF-β, cytokine 

importante de l’initiation et le développement du processus de fibrose au niveau des petites 

voies aériennes et des alvéoles. Les expérimentations seront basées sur des prélèvements 

issus de patients greffés pulmonaires, dans un modèle cellulaire in vitro et dans le modèle 

animal de BO de transplantation trachéale hétérotopique pour caractériser la présence de la 

TG2 et sa fonction dans la DCG pulmonaire. L’impact de l’inhibition de la TG2 sera étudié. 

Une de ces cibles, la MMP-9 sera également étudiée. Cette protéase  est en effet surexprimée 

lors de la DCG111. Cette première étude montrait dans une cohorte pilote de patients greffés 

une augmentation des taux de MMP-9 sériques avant le diagnostic de DCG. L’objectif ici sera 

de confirmer sur une cohote prospective d’envergure le potentiel pronostic de la MMP-9 

comme biomarqueur de la survenue de la DCG. 
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VI. Résultats 

A. Surexpression de la TG2 dans la DCG et intéraction avec MMP-9 

Le processus de fibrose est déterminant dans la compréhension de la physiopathologie de la 

DCG. Les différents travaux cités dans l’introduction de ce travail montrent que la TG2 joue un 

rôle important dans le remodelage de la MEC et la capacité de migration de cellules 

inflammatoires ou fibroblastiques. Nous présentons ci-dessous une analyse à 2 niveaux. Tout 

d’abord sur des prélèvements humains d’explants pulmonaires de patients ayant développé 

une DCG. Ensuite sur un modèle in vitro d’exposition de cellules épithéliales bronchiques 

humaines primaires à du TGF-β1 et à des lymphocytes T allogéniques.  

 

1. Résumé en français 

a. Contexte 

La DCG est la principale cause de mortalité à long-terme des patients transplantés 

pulmonaires. La physiopathologie de cette complication n’est que partiellement élucidée. Il 

apparaît cependant que le processus de fibrose joue un rôle déterminant. La TG2 est une 

protéine multifonctionnelle dont le rôle a été démontré dans certaines pathologies 

fibrosantes pulmonaires. Notre objectif est d’explorer le rôle de la TG2 dans la DCG.  

b. Méthodologie 

L’expression de la TG2 a été évaluée par immunohistochimie sur des explants pulmonaires 

présentant une DCG, prélevés au moment d’une retransplantation, sur des explants de 

patients présentant une fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) et sur des contrôles 

correspondant à des parties non utilisées de poumons de donneur sains. L’ARNm de TG2 et 

de MMP-9 a été détecté par analyse transcriptomique en cellule unique à partir de ces 

explants pulmonaires. Sur un modèle cellulaire allogénique  dans lequel des cellules 

épithéliales bronchiques humaines (CEB) sont exposées à des lymphocytes T allogéniques et 

du TGF-β1, l’ARNm TG2 a été mesuré par PCR quantitative et la protéine TG2 par Western 

blot. L’activité TG2 a été détectée in vitro en utilisant le substrat fluorescent T26. Une 
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inhibition de la TG2 a été réalisée en utilisant l’inhibiteur DON. L’ARNm et la protéine MMP-9 

ont aussi été quantifiés par PCR quantitative et Western blot. 

c. Résultats 

Les analyses immunohistochimiques sur les explants pulmonaires de DCG montrent une 

expression élevée de TG2, comparable à celle des poumons de patients avec fibrose 

pulmonaire idiopathique (FPI) et augmentée en comparaison des poumons sains. L’analyse 

transcriptomique en cellule unique révèle une répartition spécifique des clusters cellulaires 

entre les DCG, les poumons sains et les FPI. Les clusters de macrophages/monocytes sont ceux 

qui expriment le plus TG2 et MMP-9. Les CEB exposées aux lymphocytes T allogéniques et au 

TGF-β1 expriment des niveaux élevés d’ARNm et de protéine TG2, associés à une 

augmentation de l’expression de MMP-9, de la fibronectine et des intégrines. L’inhibition 

chimique de l’activité enzymatique est associée à une diminution de l’expression de MMP-9.  

d. Conclusion 

La TG2 est surexprimée dans les poumons présentant une DCG et son inhibiton est associée à 

une diminution de l’expression de la MMP-9, un marqueur important de la DCG. La TG2 

pourrait être une cible thérapeutique intéressante du processus fibrosant associé à la DCG .  

 

2. Article en anglais 

 

TG2 is overexpressed in chronic lung allograft dysfunction and its inhibition reduces MMP-

9 expression 

Adrien Tissot1, Morgane Penhouet1, Pierre Halitim2, Richard Danger2, Eugénie Durand2, Léo 

Boussamet2, Naila Benkalfate1, Camille Mathé2, Alexandra Garcia2, Bérénice Reucherand1, 
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TG2: Transglutaminase 2 

ATL: Allogenic T lymphocytes 
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Abstract 

Background 

Chronic lung allograft dysfunction (CLAD) is the main long-term cause of death of lung 

transplantation recipients and its physiopathology remains partially understood whereas 

always associated with tissue fibrosis. As transglutaminase 2 (TG2) is a multifunctional 

protein that has been shown to play a role in lung fibrotic disease, we here explore the role 

of TG2 in CLAD.  

Methodology 

TG2 expression was evaluated by immunohistochemistry on lung explants with CLAD, 

retrieved at the time of a retransplantation, lung from patients with idiopathic pulmonary 

fibrosis and healthy donor lungs were used as controls. TG2 mRNA were detected by single 

cell RNA sequencing on lung explants. In a cellular allogenic model in which human bronchial 

epithelial cells (BEC) are exposed to allogenic T lymphocytes (ATL) and TGF-β1, TG2 mRNA 

were measured by quantitative PCR and protein by Western blot. TG2 activity was detected 

in vitro using the substrat peptide T26. Inhibition of TG2 was performed using DON inhibitor. 

MMP-9 mRNA and protein were also quantified by qPCR and Western blot. 

Results 

Immunohistochemistry analysis of lung explants with CLAD showed high expression of TG2, 

comparable to lungs from patients with idiopathic pulmonary fibrosis and increased as 

compared to healthy lungs. Single cell RNA sequencing analysis revealed differential 

distribution of cell clustering between CLAD, healthy lung and idiopathic pulmonary fibrosis. 

Clusters of macrophages and monocytes predominantly expressed TG2 and MMP-9. BECs 

exposed to  ATL and TGF-β1 expressed high levels of TG2 mRNA and protein which were 

associated with increased expression of MMP-9, fibronectin and integrin subunit. Chemical 

inhibition of TG2 enzymatic activity decreased significantly MMP9 expression.   

Conclusion 

TG2 is overexpressed in CLAD lung and its inhibition resulted in the decreased expression of 

MMP-9, a major marker of CLAD. TG2 could be a valuable target for therapies of fibrosis in 

CLAD. 
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Introduction 

Almost 70,000 lung transplantation (LT) procedures have been reported worldwide in the 

International Society of Heart and Lung Transplantation (ISHLT) registry and every year more 

than 4400 patients with terminal end-stage lung disease are benefiting from a LT1,2. Short-

term outcomes have greatly improved over the years due to surgical/anaesthesiologic 

innovations, better management of LT candidates and recipients in intensive care unit or 

refinement of immunosuppressive treatment3. However, long-term survival remains lower 

as compared to other solid organ transplants and the leading cause of death after the first 

year post LT is chronic lung allograft dysfunction (CLAD)1. CLAD pathophysiology is only 

partially understood. There are identified risk factors in which some are of immune nature 

(acuter cellular rejection and antibody mediated rejection) and other non-immune (air 

pollution, viral, bacterial, fungal infection, gastroesophageal reflux disease and primary graft 

dysfunction)4,5. Those factors are believed to be the cause of repeated aggressions of the 

lung which activate the innate and adaptive immune system and are responsible for chronic 

allograft inflammation leading to fibrotic remodelling of the small airway in the case of the 

bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) and subpleural/paraseptal alveolar fibroelastosis 

seen in restrictive allograft syndrome (RAS)5. A common general mechanism in CLAD is tissue 

fibrosis in which persistent myofibroblast activation and excessive extracellular matrix (ECM) 

deposition have a key role6.  

Transglutaminases 2 (TG2), an ubiquitinous enzyme, catalyses Ca2+ -dependant post 

translational modification of proteins. TG2 is the most widely distributed members of the 

transglutaminase family being expressed in almost all cell types to varying extents and can 

be located in the cytosol, in the nucleus, associated with mitochondria, at the cell 

membrane, or in the ECM. This protein has multiple described functions such as 

transamidating/deaminating, GTPase/G-protein function, or protein disulphate isomerase7,8. 

TG2 also mediates the crosslinking of ECM components such as collagen or fibronectin 

favouring ECM stabilization and resistance to degradation by proteases9. This function is 

thought to mediate ECM accumulation and tissue fibrosis development including in the lung. 

Indeed, accumulating evidence describe a possible role in idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) 

with high expression seen in lung biopsies from patients with IPF, increased lung expression 
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on the bleomycin-induced pulmonary fibrosis mouse model and the protection from fibrosis 

by TG2 ablation in mice10,11. Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) is a secretory 

endopeptidase which has been  identified as key mediator in processes associated with CLAD 

such as extracellular matrix reorganization, cell migration, epithelial to mesenchymal 

transition and immune response12. There is also evidences of possible interactions between 

TG2 and MMP9. In the lung cancer context TG2 overexpression seems to be necessary for 

MMP9 increased production13. We hypothesized that TG2 has a role in the fibrotic process 

involved in CLAD and on MMP9 expression. We performed analysis: on explanted lung with a 

BOS diagnosis and on a cellular model of bronchial epithelial cell exposition to allo-reactive T 

lymphocytes. 

 

Materials and methods 

Participants 

Lung transplanted recipients were recruited from two clinical studies. First, the COLT study 

(NCT00980967) which was approved by the ethics committee (Comité de Protection des 

Personnes Ouest 1-Tours, 2009-A00036-51) and all participants provided a written informed 

consent. The overall description of the cohort has been previously reported and is briefly 

described in supplemental 114. Second, the Programme cadre n°7 de l'Institut du THORAX: 

« pathologies cardiaques, vasculaires, respiratoires, endocriniennes, leurs facteurs de risque 

et leurs traitements - ITX», research program declared on 05/09/2011 under the n° DC-2011-

1399 and in the following amending declarations (DC-2012-1555 ;DC-2013-1832; DC2014-

2206 and DC-2017-2987 currently pending) at the Ministry of Research and having obtained 

a favorable decision from the CPP Ouest IV on 07/04/2015.  

Immunohistochemistry 

Formalin-fixed paraffin-embedded sections lung recipient’s explant were rehydrated and 

stained. Immunohistochemistry slides were incubated with primary antibody to TG2 

(Covalab, France) and MMP-9 (Abcam) followed by secondary antibody conjugated to 

horseradish peroxidase (Cellsignal), developed using 3,3′-Diaminobenzidine (DAB) staining 

solution and counterstained with hematoxylin. 
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Single cell RNA sequencing analysis on lung explant cells 

Lung explants were retrieved at the time of transplantation and immediately transferred in 

Perfadex medium (XVIVO) on ice to the laboratory for cellular dissociation. Lungs were cut in 

1x1cm pieces and put in digestion media (DMEM, collagenase 1mg/ml, DNase 

Deoxyribonucelase I from bovine pancreas 0,1mg/ml, penicillin (100 IU/mL) and 

streptomycin (100 µg/mL) (P/S) and amphotericin B 0,25µg/mL) for 45 min at 37°C. Cells 

were filtered through a 70-µm strainer then pelleted (360g, 10 min, 4°C) and resuspended in 

10% fetal calf serum DMEM three times. Cells were then resuspended and incubated in red 

blood cell lysis buffer for 5 min at room temperature after which the buffer was inactivated 

by adding 50 ml of cold phosphate buffer saline (PBS) and pelleted again. Cells were counted 

and frozen at -80°C in Fetal bovine serum with 10% DMSO. Cells were thawed and sorting for 

living cells was performed by flow cytometry (ARIA III, BD Biosciences) using DAPI viability 

marker. Ten thousand living cells per explant were loaded and barcoded on the Chromium 

10X chip (10X Genomics Technology). Sequencing was performed on Illumina by Nantes 

GenoBird platform. Data were verified with R Seurat package granted by New York Ben Satija 

laboratory from the New York Genome Center (https://satijalab.org/seurat/). Doublets and 

cells expressing over 15% of mitochondrial RNA were excluded. We performed unsupervised 

analysis using dimensional reduction techniques (Uniform Manifold Approximation and 

Projection, UMAP) and cell clustering based on their expression profil and transscriptomic 

proximity. Determination of cell type was performed with Azimuth -  NIH Human 

Biomolecular Atlas Project (HuBMAP). In total, 6 lungs from different participants were 

analysed (2 with BOS, 2 with IPF, 2 healthy donor lungs). 

 

Cellular allogenic model 

Human bronchial epithelial cells (BEC) were dissociated from lung donor trachea and 

bronchi. Tracheal and bronchial rings were rinsed in RPMI 1640 + HEPES 25 mM (Gibco) then 

cut in pieces of 2 cm large. For dissociation, tracheal pieces were incubated 45 minutes at 

37°C in PBS with 1 mg/ml collagenase, 0,1 mg/ml Deoxyribonuclease I, (P/S). BEC were 

cultured on type IV human collagen coated 6-wells plates with airway epithelial cell growth 

medium (Promocell) with P/S under submerged condition until they reached 80% 

https://commonfund.nih.gov/hubmap
https://commonfund.nih.gov/hubmap
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confluency. Medium was changed every 2-3 days. Allogeneic peripheral blood mononuclear 

cells were isolated from unrelated healthy donors via Ficoll density gradient centrifugation. 

CD3+ T cells separated with magnetic beads (CD3 isolation kit, Miltenyi) were stimulated for 

48h with plastic-coated anti-CD3 (Affymetrix) in RPMI with 5% fetal calf serum, 1% pyruvate 

(Gibco), 100 IU/mL IL-2 (Immunotools), and P/S. Activated allogenic T lymphocytes (ATL) 

(800 000 cells/well) were then co-cultured for up to 5 days with confluent BECs with or 

without 10 ng/mL TGF-β1 (R&D Systems). In some conditions, BECs were cultured with TG2 

inhibitor DON (Covalab) at 100µM. 

Immunoblotting 

Proteins separated on a 10% acrylamide gel were transferred onto polyvinyliden difuorure 

membrane (Bio-Rad). Membranes were blocked for 1 h at room temperature in Tris-

buffered saline (100 mmol/L NaCl, 10 mmol/ L Tris, pH 7.5) with 5% bovine serum albumin 

(BSA) before incubation overnight at 4°C with primary antibodies directed against TG2 

(Abcam), MMP-9 (Abcam) and beta-actin (Sigma-Aldrich). Detection was performed with 

horseradish perioxidase–labeled secondary antibodies and a chemiluminescence substrate 

SuperSignal West Pico or Femto (ThermoFisher). ImageJ software was used for analysis. 

 

TG2 activity  

For measurement of TG2 activity, we used the peptide T26 substrate (Covalab) on the 

allogenic model. BECs were seeded on collagen IV coated 4-wells glass slides until they 

reached 80% confluency. Exposition to activated T lymphocytes (100 000 cells/well) and TGF-

β1 (10 ng/ml) was then performed with T26 peptide (Covalab). We also performed analysis 

on cellular lysates with the Specific Tissue Transglutaminase Colorimetric Microassay Kit 

(Covalab) which uses a biotinylated T26 peptide as substrate of TG2. The kit was used 

following the manufacturer’s instruction.   

Zymography 

Gelatinase activity of MMP-9 and MMP-2 from medium culture BEC supernatants was 

evaluated using Novex Zymogram Plus 10% gels (Invitrogen) according to manufacturer’s 

instructions. Briefly, 1.5µg of protein were loaded in gel’s wells. Proteins were separated by 
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electrophoresis (120V for 105 minutes). Gels were incubated in renaturating buffer for 30 

minutes and then in developing buffer at 37°C for 4 hours. Densitometry was measured 

using ImageJ software for the mean intensity of each gelatinolytic band. 

 

Quantitative Real Time Reverse Transcription-PCR  

Total RNA from BECs with different treatments was isolated using TRIzol reagent 

(Invitrogen). Reverse transcription was carried out using 1µg of total RNA using the M-MLV 

kit (Invitrogen) according to the manufacturer’s instructions. Real time PCRs were performed 

with Master Mix PCR Power SYBR™ Green kit (Applied Biosystem) according to the 

manufacturer’s protocol. The RNA concentrations were determined using Nanophotometer 

(Implen) and RNA integrity with Caliper LabChip GX (LifeScience). The following sequence-

specific primers were used: TG2 forward CGT-GAC-CAA-CTA-CAA-CTC-GG, reverse CAT-CCA-

CGA-CTC-CAC-CCA-G; MMP-9 forward ATG-CCT-GCA-ACG-TGA-ACA-TCT-TCG, reverse CAG-

AGA-ATC-GCC-AGT-ACT-TCC-CAT; Fibronectin forward GCA-GGC-TCA-GCA-AAT-GGT-TCA-G, 

reverse AGG-TAG-GTC-CGC-TCC-CAC-TG; ZO-1 forward AAG-AAT-ATG-GTC-TTC-GAT-TGG-C, 

reverse ATT-TTC-TGT-CAC-AGT-ACC-ATT-TAT-CTT-C; E-cadherin forward GGC-CAG-GAA-ATC-

ACA-TCC-TA, reverse GGC-AGT-GTC-TCT-CCA-AAT-CC; HPRT forward TGG-CCA-CAG-AAC-

TAG-AAC-ATT-GA, reverse TTG-GAA-ACA-TCT-GGA-GTC-CTA-TTG. Gene expression 

normalized to HPRT was determined by using the 2-∆∆CT method. Student 

Transcriptomic analysis using nCounter panel 

The nCounter Myeloid Innate Immunity (human) panel (NanoString Technologies) which 

includes 770 genes was used to measure RNA expression. Samples were hybridised and then 

processed on the nCounter Prep Station (NanoString Technologies) and imaged on the 

nCounter Digital Analyzer (NanoString Technologies) according to the manufacturer’s 

protocol. Data quality control and normalisation was performed using nSolver analysis 

software 4.0. 

Statistical analysis 

For quantitative PCR experiment, the Kruslal-Wallis non parametric test was used to 

compared mRNA expression between the 4 conditions (untreated BECs, BEC + TGF-β1, BEC + 
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ATL, BEC + TGF-β1 + ATL). When comparing untreated BECs and BEC + TGF-β1 + ATL 

conditions for RNA quantitative PCR analysis and in the Nanostring experiments we used the 

Wilcoxon-Mann-Whitney non parametric test. In the single cell RNA sequencing analysis, t-

test was used to compared mRNA expression from one type of explants to another and 

ANOVA test when comparing differential expression across identified clusters.  

 

Results 

TG2 expression is increased in CLAD lungs 

We examined expression of TG2 by immunohistochemistry of explanted lungs from 4 

recipients with a diagnosis of late-stage BOS and 2 with IPF. Explanted lungs were retrieved 

at the time of a retransplantation. Normal lung section came from volume reduction of 

donor lungs performed just before implantation. A diffuse increased expression of TG2 in 

BOS lungs was observed as compared to normal lung with intense staining in fibrotic areas 

and zones of inflammatory infiltrates (figure 1) including in specific lesion of bronchiolitis 

obliterans (supplemental 3). In BOS patients, TG2 was also present in endothelial cells, 

alveolar macrophages. As expected, we also found TG2 highly expressed in IPF lungs, also 

present in interstitial fibrotic area and associated with inflammatory infiltrates 

(supplemental 3). We then examined transbronchial biopsies performed in 3 lung transplant 

recipients who developed BOS in order to have a longitudinal observation of TG2 expression. 

Biopsies performed at 6-months post transplantation already showed TG2 staining in the 

interstitium, in the alveolar wall and in bronchial epithelial cells (figure 2). The TG2 

expression was also increased at the time of CLAD diagnosis (figure 2). For comparison we 

analysed sections from 2 recipients who did not developed CLAD within 5-year post 

transplantation. TG2 expression in those biopises was low at 6-month and 30-month post 

transplantation as compared with CLAD patients.  

Monocyte/macrophage and T lymphocyte populations are increased in CLAD lungs 

associated with MMP-9 overexpression  

As TG2 is expressed by many different cell types, we performed a single cell RNA sequencing 

analysis on a total of 6 lungs from participants with BOS, IPF and healthy lungs (HL) to 

determine its expression in the different lung cell populations of and infiltrating immune 
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cells. Unsupervised analysis identified 17 different clusters with a large majority of immune 

cells (T cells, B cells, macrophages, monocytes and dendritic cells) and also  pulmonary cells 

with epithelial cells and fibroblasts in a lesser extend (figure 3A, supplemental 3). 

Distribution of clusters varied with the lung disease and specific clusters were associated 

with CLAD. Indeed, clusters 0, 2 and 3 (corresponding  to monocytes and T lymphocytes) is 

almost exclusively found in BOS lungs (figure 3B). Despite total expression of TG2 mRNA was 

increased in healthy lung as compared to BOS, in BOS lungs, TG2 was clearly overexpressed 

in three clusters (2, 8 and 14) integrating monocytes, macrophages and endothelial 

cells/fibroblats populations (figure 4). On the contrary, MMP-9 overall expression level was 

increased in BOS as compared to HL (figure 5A). In BOS lungs, MMP-9 was predominantly 

expressed in one cluster monocytes (figures 5B).  

In an allogenic in vitro context, bronchial epithelial cells underwent a profibrotic process 

associated with overexpression of active TG2 

To study the role of TG2 in epithelium fibrosis, we used an in vitro allogenic model as 

previously described15. Briefly, submerged monolayer of primary human BECs were exposed 

to allogenic activated T lymphocytes (ATL) and TGF-β1. In this model, within 5 days, most 

cells have a fibroblastic appearance with increased alpha-smooth actine and fibronectin 

expression (supplemental 4, 5 and 6). We evaluated TG2 gene expression by quantitative 

PCR at 1, 3 and 5 days’ post-exposition. There was no difference in TG2 mRNA levels at 5-day 

post-exposition but we found a significant increase in TG2 mRNA levels in BECs treated with 

TGF-β1+ATL at 1- and 3-day post-exposition (figure 6A). TG2 protein expression was 

increased in BECs stimulated with TGF-β1 or ATL compared to unstimulated BECs at day 5. 

The effect was even more important with costimulation of TGF-β1 and ATL (figure 6B, 

p=0.005). Moreover, using a TG2 substrate (T26 peptide) we were able to detect TG2 

crosslinking activity. TG2 enzymatic activity was increased with the 3 conditions: TGF-β1 or 

ATL  or combination of TGF-β1 and ATL as compared to untreated BECs in which no 

fluorescence could be found (figure 6C). We also used the in vitro colorimetric assay for TG2 

activity on cellular lysates and found increased TG2 activity in the treated condition (figure 

6D). On the same cellular model we also assessed mRNA expression of MMP-9, Fibronectin, 

ZO-1 and E-cadherin and found similar results as previously described15. Briefly, we saw an 

increase (however not significant here, n=4) in MMP-9 and fibronectin mRNA fold change 
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comparing untreated and TGF-β1+ATL treated BECs. No difference was seen for epithelial 

markers ZO-1 and E-cadherin (supplemental 7). Transcriptomic analysis of BECs using 

Nanostring panel at 24 hours confirmed increased expression of TG2 by BECs when exposed 

to TGF-β1+ATL (data not shown). MMP-9, -10, -12, -13 and -19 mRNA were also increased 

(but not MMP-8) and we observed a decreased expression of MMP inhibitor TIMP3 (figure 

6). Expression of mRNA cytokines involved in inflammation as TNF-, IL-1β and IFN-γ in the 

allogenic condition along with genes associated with fibroblastic activity N-cadherin and 

fibronectin were increased whereas E-cadherin and IL-33 mRNA were decreased. Finally, the 

expression of several integrin subunit, including β1, was increased with TGF-β1+ATL 

stimulation (figure 7C). Altogther, in the in vitro allogenic model, markers of fibrosis and 

inflammation were increased associated with TG2 overexpression. 

TG2 inhibition decrease MMP-9 protein expression  

As described previously15, MMP-9 wasa strong marker of the BECs modification when cells 

were exposed to activated T cells and TGF-β1. We confirmed increased protein production of 

MMP-9 by BECs when treated with ATL and TGF-β1 (figure 8A). We looked for the effect of 

an irreversible inhibitor of TG2 enzymatic activity, on MMP-9 protein expression by 

immunoblotting. The addition of DON seemed to be associated with a trend to decrease of 

MMP-9 protein expression, (figure 8B). In order to assessed MMPs protease activity, we 

used the zymography technique which enable quantification of MMP-9 and MMP-2 

gelatinase activities from cellular lysates. BECs treatment with ATL and TGF-β1 was 

associated with increased MMP-9 gelatinase activity but addition of DON inhibitor did not 

modify this activity. MMP-2 gelatinase was not modify significantly in any condition (+ATL, 

+TGF-β1 and/or DON).  

 

Discussion 

We described for the first time in this study the presence of TG2 at a high level in BOS 

phenotype and gave evidences on its role in the fibrotic process at stake in this disease. We 

indeed showed in a cellular allogenic model that TG2 activity modifies the expression of the 

metalloproteinase MMP-9 which is important for ECM turnover.  
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Tissue fibrosis corresponds to an impaired wound healing characterized by aberrant 

epithelial differentiation, persistent activation of myofibroblasts, and accumulation of 

ECM16. The ECM appears to be a major contributor to fibrosis progression in that it alters the 

normal architecture of the tissue and contributes to the dysregulation of surrounding cells. 

The formation of the pathological ECM is the result of a decrease in its degradation and an 

increase in its production6. The role of TG2 is potentially central to these processes, in 

particular through its ability to cross-link with major constituent proteins of the ECM, such as 

fibronectin or collagen, thereby increasing the resistance of the ECM to degradation by 

proteases9. TG2 implication in pulmonary fibrosis has been previously identified in idiopathic 

pulmonary fibrosis and in the bleomycin-induced lung fibrosis mouse model11. Olsen et al 

found on pulmonary biopsies from IPF participants that TG2 was highly expressed as 

compared to normal lungs. They also showed the key role of TG2 in fibrosis development as 

TG2-/-  mice presented with drastically reduced pulmonary fibrosis secondary to Bleomycin 

exposition. As a matter of fact, we confirmed their findings by evaluation TG2 expression in 

explanted lung from patients with IPF. Interestingly, the level of expression of TG2 seemed 

to be more important in BOS lung as compared to IPF. It should be noted as well that looking 

at transbronchial biospies from LT recipients who developed BOS, TG2 could be identified 

without difficulty at the time of BOS diagnosis but was also present at 6-months post-

transplantation, long before the BOS diagnosis. There can be two explanations to this 

observation: first TG2 is an upstream key protein in BOS physiopathology or second, TG2 is 

present at a low level in lung allograft, wether recipients will develop CLAD or remain stable. 

To answer this problematic further, a comparison should be made with lung biopsies from LT 

recipients who did not develop BOS (at least within 5-years post-transplantation). The 

cellular model of BECs exposition to TGF-β1 and allogenic TL enables the analysis of BEC role 

in a simplified condition of the rejection process. Our team previously found on this model 

evidence of in vitro epithelial to mesenchymal transition that could participate to fibroblast 

proliferation in CLAD lung along with in situ proliferation and recruitment of peripheral 

fibrocytes15,17. At five-day post-exposition, optical microscopic aspect shows cells not joined 

and of fibroblast phenotype with decreased cytokeratin and increased alpha-smooth muscle 

actin and fibronectin Immunofluorescence staining (supplemental 2, 3 and 4). In this 

context, TG2 is involved as soon as 24-hours post-exposition with increased mRNA 

expression and increased protein expression. However, even if TG2 seems to be associated 



87 
 

with MMP9 transcription, TG2 inhibition of its enzymatic activity did not reverse the 

fibroblastic evolution in the cellular model and decreased in MMP9 production was not 

significant. Our primary hypothesis is that TG2 participates to BOS fibrosis associated 

process of BOS physiopathology by crosslinking of ECM protein, stabilizing its structure and 

so favouring its accumulation. In this aspect, the cysteine active site inhibition by DON, on 

which the crosslinking activity rely on should have been efficient in reducing the 

mesenchymal evolution. However, it should be reminded that TG2 is a multifunctional 

protein and its role in BOS might not only rely on its transamidation/deamidation activity 

which is specifically inhibited by DON18,19. TG2 can act in this context by other means. For 

example, TG2 has been shown to be involved in cell death/survival mediation, direct 

transcriptional regulation of MMP9 or capable to induce the myofibroblast phenotype20–22. 

Moreover, more than a hundred of TG2 substrates have been identified making it still 

difficult at present to identify TG2 role in a specific context, especially transplantation 

involving highly complex allo-immune interaction, inflammation and drug related toxicities10. 

This is a limitation in our work, we should have used the cellular model with either TG2 

silencing RNA or knock-out BEC for TG2 to verify how far is TG2 involved in the in vitro 

fibrotic process. A unique work, to our knowledge, analysed TG2 involvement in CLAD 

working on the single left lung transplantation rat model23. They found increased expression 

of TG2 in transplanted lung as compared to non-transplanted lung which seemed to be 

originated mainly from fibroblast and not endothelial cells or alveolar macrophages. Another 

important information from this work was that immunosuppressive treatment (in this case, 

cyclosporine) induced production of reactive oxygen species and an overexpression of TG2 in 

rat fibroblasts.  

Conclusion 

We found an increased lung expression of TG2 in recipients with BOS. TG2 can participate to 

the fibrotic process at stake in CLAD by crosslinking enzymatic activity and its effect on 

MMP-9 expression and probably by other TG2 functions that need to be further explored. 

Inhibition of TG2 could be a potential therapy for CLAD. 
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Figure 1. Immunohistological staining for transglutaminase 2 (TG2). Samples from lung 

explants retrieved at the time of transplantation. (A) chronic lung allograft dysfunction 

(bronchiolitis obliterans syndrome phenotype). Representative sections from 4 explants 

(BOS 1 to 4). (B) healthy lung. Representative sections from 2 explants. Scale bar = 100µm 
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Figure 2. Immunohistological staining for TG2 on transbronchial biopsies performed on lung 

transplant recipients 6-month post lung transplantation (LTx) and at the time of chronic lung 

allograft dysfunction (CLAD) diagnosis. Representative sections from 2 lung transplant 

recipients (BOS 1 and BOS 2) who developed CLAD by 3 years post LTx. Arrow 1: bronchial 



94 
 

epithelial cells. Arrow 2: alveolar wall. Comparative slides at 6-month and 30-month post LTx 

from a lung transplant recipient who did not developed CLAD within 5 years (Stable). Scale 

bar 100 µm 
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A. 

 

  

B. 

 

Figure 3. (A) Dimensional representation of unsupervised clustering of lung explants cells 

from participants with bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) (n=2), idiopathic pulmonary 

fibrosis (IPF) (n=2), healthy lung (HL) (n=2) and chronic obstructive pulmonary disease 

(COPD) (n=1). t-distributed stochastic neighbour embedding plot showing 17 distinct cell 

populations in lung explants. Functional annotation of cells was performed based on top 
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differentially expressed genes and pathway analysis. (B) Differential cell cluster distribution 

according to lung disease. Clusters 0 (monocytes_1), 2 (monocytes_2) and 3 (T 

lymphocytes_2) were significantly overrepresented in the BOS (*) 
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A. 

 

B. 

 

 

 

Figure 4. (A). TGM2 RNA level by single cell RNA sequencing analysis according to disease. 

bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) (n=2), idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) (n=2), 

healthy lung (HL) (n=2) and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (n=1). (B). 

Differential expression level of TGM2 in cell clusters for bronchiolitis obliterans syndrome 

(n=2). Cluster 2 (monocytes_2), 8 (macrophages_3) and 14 (endothelial cells_fibroblasts) 

predominantly expressed TG2 (Anova test then Tukey test comparing cluster 2 by 2) 
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A.  

 

 

B. 

 

Figure 5. (A). MMP-9 RNA level by single cell RNA sequencing analysis according to disease. 

bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) (n=2), idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) (n=2), 

healthy lung (HL) (n=2) and chronic obstructive pulmonary disease (COPD) (n=1). MMP-9 

expression is increased in BOS as compared to HL (p<0.001). (B). Differential expression level 

of TGM2 in cell clusters for bronchiolitis obliterans syndrome (n=2). Cluster 0 (monocytes_1) 

predominantly express MMP-9 (Anova test then Tukey test comparing cluster 2 by 2). 
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Figure 6. TG2 expression and activity in the allogenic in vitro model of human primary BECs 

exposed to TGF-β1 and activated allogenic T lymphocytes (ATL). (A) mRNA expression of TG2 

detected by quantitative PCR (n=6). (B) TG2 protein expression at day 5 of co-culture 

detected with anti-human TG2 by Western blot with one representative blot (n=7). (C) TG2 

cross-linking activity detected with fluorescent T26 peptide (green). DAPI (blue). Day 5 of 

culture. (D) TG2 enzymatic activity analysed in vitro from BEC lysates treated or not with ATL 

and TGF-β1. *p<0.01 
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Figure 7. Transcriptomic expression of bronchial epithelial cells (BEC) unstimulated or 

exposed to alllogenic T lymphocytes (TL) and TGF-β1 for 24 hours. 
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A. 

B. 

 

C. 
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Figure 8. Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) is involved in the fibrotic process in the 

cellular model of human primary epithelial cell exposed to TGF-β1 (TGF) and allogenic T 

lymphocytes (ATL). (A) MMP-9 protein expression by western blot analysis. (B) MMP-9 

protein expression by western blot analysis with addition of transglutaminase 2 enzymatic 

inhibitor DON. (C) Gelatinase activity of MMP-9 and MMP-2 assessed by zymography, results 

are expressed in mean grey value (MGV). 
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TG2 is overexpressed in chronic lung allograft dysfunction and its inhibition reduces MMP-

9 expression 

Supplemental material 

 

Supplemental 1. COLT constitution and protocol 

COLT is a prospective multicentric cohort study of CLAD development in patients followed-

up 10 years post transplantation. All French lung transplantation teams plus the Belgium 

center of Brussels do participate. The cohort protocol involves planned follow-up visit every 

6 months in which clinical, biological and functional data are implemented. The protocol 

received the approval of the Ethic Committee on 24th February 2009, and the authorization 

from the French regulatory authority (AFSSASP/ANSM) on 5th February 2009. The protocol is 

also registered to the CNIL (French national committee for data processing and liberties) and 

approved on 16th September 2011. The University Hospital Ethical Committee of Nantes and 

the Committee for the Protection of Patients from Biologic Risks approved this study. 

Inclusions started in September 2009 and stopped in December 2018. Patients without a 

social insurance, unable to follow the protocol or to give an informed consent were not 

included, as nursing or pregnant women or patients with a concomitant inflammatory 

disease. 
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Supplemental 2 

Immunohistological staining for transglutaminase 2 (TG2). Sample from lung explants 

retrieved at the time of transplantation with chronic lung allograft dysfunction (bronchiolitis 

obliterans syndrome phenotype). Area represented a specific lesion of bronchiolitis 

obliterans. Circled zone in red corresponding to the obliterated small airway with fibrotic 

tissue and inflammatory cells. Scale bar = 100µm 
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Supplemental 3 

 

 

 

 

 

Immunohistological staining for transglutaminase 2 (TG2). Sample from lung explants 

retrieved at the time of transplantation with idiopathic pulmonary fibrosis phenotype). Scale 

bar = 100µm 

 

 



107 
 

Supplemental 4 

 

 

Optical microscopic aspect of cellular model under different treatments 

a) BEC alone ; b) BEC and activated TL ; c) BEC and TGF-β1 ; d) BEC and activated TL and TGF-

β1. 20X. Cells are not joined and exhibit similar characteristics than fibroblasts in d). BEC: 

bronchial epithelial cell. TL: T lymphocytes. 
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Supplemental 5 

 

 

Immunofluorescence in different culture conditions with fibronectin staining (green) and 

DAPI (blue). a) BEC alone ; b) BEC and activated TL ; c) BEC and TGF-β1 ; d) BEC and activated 

TL and TGF-β1. 40X. BEC: bronchial epithelial cell. TL: T lymphocytes. 
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Supplemental 6 

 

Immunofluorescence in different culture conditions with cytokeratin staining (green), alpha 

smooth actin (red) and DAPI (blue) a) BEC alone ; b) BEC and activated TL ; c) BEC and TGF-

β1 ; d) BEC and activated TL and TGF-β1. 40X. BEC: bronchial epithelial cell. TL: T 

lymphocytes. 
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Supplemental 7 

 

 

Figure 7. Expression of epithelial, mesenchymal and extra-cellular matrix markers by BECs 

following exposition to T lymphocytes and TGF-β1. Quantitative polymerase chain reaction 

for MMP9, fibronectin, ZO-1 and E-cadherin. Results expressed in fold change using the 

using the 2-∆∆CT method. BEC: bronchial epithelial cell. ATL: activated T lymphocytes 
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B. Le taux de MMP-9 plasmatique mesuré à 2 ans post Tx estun marqueur 

pronostique de la survenue d’une DCG. 

La MMP-9 ainsi que d’autres MMPs ont été identifées depuis longtemps comme des acteurs 

important de la physiopathologie de la DCG. Elles possedent une capacité protéolytique des 

constituants principaux de la MEC comme le collagène ou la fibronectine. Cette fonction 

permet de comprendre leur rôle indispensable dans remodelage de la MEC, phénomène 

constaté dans la plupart des processus fibrosant. Plusieurs travaux ont pu identifier MMP-9 

dans le LBA comme un biomarqueur diagnostique de la DCG voire prédictif dans certains cas. 

Ces données cependant ne reposent que sur des effectifs restreints et aucune donnée solide 

n’existent en ce qui concerne le potentiel prédictif de la MMP-9 plasmatique. Le 

compartiment sanguin permettrait d’envisager en effet une surveillance non invasive, ce qui 

n’est pas le cas du LBA, impliquant la réalisation d’une endoscopie bronchique. Nous 

rapportons dans l’étude ci-dessous le potentiel pronostique de la MMP-9 sanguine dosée à 1 

an et à 2 ans post-transplantation en ce qui concerne la survenue de la DCG.  

 

1. Résumé en français 

a. Contexte 

Les résultats à long terme de la transplantation pulmonaire restent limités par la DCG. MMP-

9 est une endopeptidase identifiée comme un médiateur clé dans les processus de fibrose 

associés à la DCG. L’objectif de cette étude est d’explorer si la MMP-9 plasmatique peut être 

pronostique du développement de la DCG.  

b. Méthodologie 

Les patients ont été sélectionnés à partir de la cohort COLT (Cohort in Lung Transplantation) 

pour laquelle une biocollection est associée. Nous avons envisagé 2 temps  pour les mesures 

de MMP-9 plasmatique, à 1 an (Y1) et à 2 ans (Y2) après transplantation. Nous avons analysé 

des patients stables à ces temps là en comparant ceux qui allaient développer une DCG dans 

les 2 ans suivant la mesure (DCG)  à ceux qui restaient stable 2 ans après (Stable).  

c. Résultats 
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Les niveaux de MMP-9 à Y1 n’étaient pas différents significativement entre les groupes DCG 

et Stables (230ng/ml vs 160ng/ml, p=0.4). Pour l’analyse Y2, 129 receveurs ont été inclus dont 

50 ont développé une DCG dans les 2 ans et 79 sont restés stables. La concentration 

plasmatique médiane de MMP-9 était plus élevée chez les receveurs qui allaient dévelloper 

une DCG en comparaison du groupe Stable (230ng/ml vs 118ng/ml, p=0.003). Sur l’analyse 

multivariée Y2, le taux de MMP-9 était associé de façon indépendante avec la DCG avec une 

augmentation moyenne de 150ng/ml (95%CI [0-253], p=0.05). La courbe ROC Y2 révèle une 

capacité discriminative de la MMP-9 sanguine avec une aire sous la courbe de 66%.  

d. Conclusions 

La MMP-9 plasmatique mesurée à 2 ans après transplantation à une valeur pronostique pour 

la DCG. 

1. Article en anglais 
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Abstract 

Background: lung transplantation (LTx) long term outcomes remain hampered by chronic 

lung allograft dysfunction (CLAD). Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) is a secretory 

endopeptidase identified as a key mediator in fibrosis processes associated with CLAD. The 

objective of this study was to investigate whether if MMP9 plasma level may be prognostic 

of CLAD development. 

Methods: Participants were selected among the Cohort in Lung Transplantation (COLT) for 

which a biocollection was associated. We considered two time points, year 1 (Y1) and year 2 

(Y2) post transplantation, for plasma MMP-9 measurements. We analysed stable recipients 

at those time points comparing those who will develop a CLAD within the 2 years following 

the measurement to those who will remain stable 2 years after.  

Results: MMP-9 levels at Y1 were not significantly different between the CLAD and Stable 

groups (230ng/ml vs 160ng/ml, p=0.4). For the Y2 analysis, 129 recipients were included of 

whom 50 developed CLAD within 2 years and 79 remained stable within 2 years. MMP-9 

plasma median concentrations were higher in recipients who then developed CLAD as 

compared to the Stable group (230ng/ml vs 118ng/ml, p=0.003). On multivariate analysis Y2 

MMP-9 level was independently associated with CLAD with an average increase of 150ng/ml 

(95%CI [0-253], p=0.05) as compared to Stable group. The Y2 ROC curve revealed a 

discriminating capacity of blood MMP-9 with an area under the curve of 66%.  

Conclusion: Plasmatic MMP-9 level measured two years after lung transplantation has a 

prognostic value for CLAD.  
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Introduction 

Lung transplantation (LTx) has the potential to bring survival benefit and improve quality of 

life in selected candidates 1,2. However, long term outcomes remain low with an overall 

survival of 63% at 5 years post transplantation 3. The main long term limitation is chronic 

lung allograft dysfunction (CLAD) which is responsible for most deaths after the first post-

transplant years 4. A large part of CLAD physiopathology remains unclear but significant 

advances have been made to better understand the two clinically and functionally well-

defined phenotypes of CLAD: the bronchiolitis obliterans syndrome (BOS) and the restrictive 

allograft syndrome (RAS). Briefly, repeated injuries of the airway epithelium, the alveoli or 

lung endothelial cells result in chronic inflammation, wound healing, recruitment and 

proliferation of fibroblasts and aberrant deposition of extra-cellular matrix leading ultimately 

in small airway fibrotic obliteration in BOS and in alveolar fibro-elastosis in RAS 5. CLAD risk 

stratification of LTx recipients is presently an unmet need. A multisystemic approach is 

certainly the way forward in a highly complex situation in which immunology, medications, 

environment and patient’s behaviours have an important impact on outcomes. Matrix 

metalloproteinases (MMP) are a family of zinc-dependant endopeptidase involved in the 

degradation of various proteins of the extracellular matrix. MMPs play a role in tissue 

remodelling during various physiological processes such as angiogenesis, embryogenesis, 

morphogenesis and wound repair, as well as in pathological conditions such as fibrotic 

disorders and cancer. Matrix metalloproteinase 9 (MMP-9) is part of the gelatinase 

subfamily which have a distinct collagen-binding domain. It can be secreted by a variety of 

cells including epithelial cells, fibroblasts, macrophages and T cells 6. MMP-9 has been 

identified as a key mediator in processes associated with CLAD such as extracellular matrix 

reorganization, cell migration,  epithelial to mesenchymal transition and immune response 7. 

Interestingly, MMP-9 is an old suspect in BOS and several works has found increase 

gelatinolytic activity and/or MMP-9 concentrations in broncho-alveolar lavage (BAL) from 

recipients with BOS8–11. Two studies reported almost 6 months before diagnosis of BOS 

increase BAL MMP-9 activity12,13. However, MMP-9 relevance in peripheral blood remains 

debated whereas the clinical need for minimally invasive biomarker of CLAD is high14. 

Previous data from our group showed that blood MMP-9 levels could be higher in CLAD 

recipients 15. In order to set an evaluation of CLAD risk factors which could enable preventive 
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intervention, we considered the following time points of analysis: one and two years post 

transplantation. Our objective in this study is to validate if plasma MMP-9 levels at one-year 

and two-year post transplantation are able to predict future CLAD onset. 

Materials and Methods 

Participants 

Lung transplant recipients (LTRs) were recruited within the multicenter COhort in Lung 

Transplantation [COLT], NCT00980967) study (Comité de Protection des Personnes Ouest 1-

Tours, 2009-A00036-51). The study was approved by the local ethical committee, and all 

participants provided written informed consent. The COLT study protocol was previously 

described (supplemental 1) 16. Briefly, participants were included in the cohort before 

transplantation. Planned visits were at the time of transplantation and then every 6 months 

up to 5 years post transplantation. Blood samples were taken at each visit. This study 

complies with the International Society for Heart and Lung Transplantation statement on 

Transplant Ethics. 

 

Clinical phenotype 

All patients within the COLT study underwent individual phenotyping by an adjudication 

committee which gathered at least 5 investigator physicians from the different participating 

centres. Pulmonary function tests, relevant chest computed tomography and medical 

history, especially potential confounding factors were reviewed for a collegial decision on 

phenotype initially based on the 2014 proposed classification, then on the 2019 ISHLT 

consensus report on CLAD 17,18. Recipients were classified as followed: BOS, RAS, 

azithromycin responsive allograft dysfunction (ARAD), Stable and Other (death before 3-

months post transplantation, death without CLAD, insufficient data to conclude or 

confounding factors).  

 

Design of the study and recipient’s selection.  
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The objective of this study was to evaluate MMP-9 blood level ability to prognostic CLAD. 

We designed a comparative analysis of plasma MMP-9 concentrations at year 1 post 

transplantation (Y1) between stable recipients at this time point who will develop CLAD 

within two years (i.e. by 3 years post transplantation) and those who remained without 

CLAD for the same two years follow-up (Stable). Similarly, we designed a comparative 

analysis of plasma MMP-9 concentrations at year 2 post transplantation (Y2) from stable 

recipients at this time point comparing those who will developed CLAD within two years of 

the sampling (i.e. by 4 years post transplantation) and those who remained stable (figure 

S1).  

For this purpose, we identified every COLT participant with stable lung function at Y1 for 

whom we had a plasma sample available and we then selected those who presented a CLAD 

phenotype by year 3. Then, we matched up to 2 Stable controls for each CLAD recipient on 

age at transplantation and gender (variable ratio matching) (figure 1). We excluded COLT 

participants who were not transplanted, recipients with other phenotypes and those with no 

phenotype.We also excluded recipients who were included in our previous MMP-9 analysis 

(n=94) 15. According to the study design, recipients who developed CLAD before one-year 

post transplantation were not included in the Y1 analysis (n=35) and similarly recipients who 

developed CLAD before 2 years post transplantation were not included in the Y2 analysis 

(n=124). Flowcharts are represented in figure 1 for the Y1 analysis and figure 2 for the Y2 

analysis. Overall, median follow-up time from LTx was 45 months. 

 

MMP-9 detection 

All plasma samples were obtained in heparined tubes, stored at -80°C in Nantes University 

Hospital Biological Resource Center and never thawed before use. MMP-9 concentrations 

were determined with the quantitative MMP-9 Human ELISA Kit (Thermo Fisher Scientific, 

BMS2016-2) according to the manufacturer’s instructions. 

 

Statistical analysis 
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For descriptive analysis, normally distributed continuous variables were summarized by 

mean plus standard deviation, whereas non-normally distributed continuous variables were 

summarized using median and interquartile range (IQR). Categorical variables were 

presented with effective and percentage of modalities. We used usual statistical tests to 

compare distributions between two groups (Student’s t-test, Mann-Whitney-Wilcoxon test 

and Fisher exact test, respectively). Missing values were systematically presented. No 

imputation was performed.  

To assess whether MMP-9 could be prognostic of CLAD, we only consider measures which 

have been made before the diagnosis. In addition, we have drawn the ROC and Precision-

Recall (PR) curves to investigate with appropriate metrics if MMP-9 concentrations could be 

relevant in predicting CLAD in these patients. The confidence interval of the ROC Area Under 

the Curve (AUC) and PR-AUC was computed using 3000 bootstrap iterations of the 

corresponding study sample. Finally, a multivariate linear regression model was fit to explain 

MMP-9 concentrations at Y1 by the status regarding CLAD 2 years after, plus susceptible 

confounders identified by a group of clinicians. Additional description of variables of interest 

are provided in supplemental 3. We also fitted a model for MMP-9 concentrations at Y2 

explained by the status regarding CLAD 2 years after, plus the same confounders. Due to a 

lack of data, we were unable to split our dataset into trainset and testset. Analyses were 

performed using R package version 4.2.2, especially using tidyverse package for data 

manipulation and visualisation, and also tidymodels for predictive modeling. 

 

Results 

Prognostic value of MMP-9 at Y1 

190 Stable recipients were included for the analysis of MMP-9 at Y1 post transplantation of 

whom 86 developed CLAD (68 BOS, 9 RAS and 9 mixed) and 104 remained Stable within the 

next 2 years (figure 2). Pre-transplant characteristics, per-transplantation data and early post 

transplantation outcomes (within the first year post Tx) are presented in table 1. The 

distribution of underlying disease was significantly different between Stable and CLAD group 

with less patients with chronic obstructive pulmonary disease (COPD)/emphysema and more 

with interstitial lung disease (ILD) and Other diagnosis in the CLAD group (p=0.01). Median 
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height was lower in the CLAD group (165 cm vs 168 cm, p=0.05) and more patients in the 

Stable group had pre Tx pulmonary colonization to Candida Albicans (37% vs 18%, p=0.04). 

There was also less recipients in the CLAD group who benefited from an induction treatment 

after transplantation (70% vs 84%, p=0.03). Finally, there was a tendency for an increased 

number of experienced acute cellular rejections in the CLAD group (43% vs 30%, p=0.08). 

The 2 groups were comparable in terms of gender, age, type of procedure, donor and graft 

characteristics or infection post transplantation outcomes.  

Before transplantation, MMP-9 levels were statistically similar in both CLAD and Stable 

group (386ng/ml IQR[174-757] vs 349ng/m IQR[162-822], p=0.8). MMP-9 plasmatic median 

concentration at Y1 was 237ng/ml IQR[72-551] for recipients who developed CLAD within the 

next 2 years and 165ng/ml IQR[75-317] for those who remained stable (figure 3). The 

difference was not significant (p=0.2). Also, there was no significant difference according to 

CLAD phenotype (figure S2). We also distinguished in this analysis those who developed 

CLAD within the year that follow the Y1 measurement (sample close to CLAD) and those who 

developed CLAD at least one year after (sample distant from CLAD). In this setting, MMP-9 

blood concentration was slightly higher when sample was close to CLAD as compared to 

sample distant from CLAD diagnosis (248ng/ml vs 225ng/ml, p=0.9) (figure 3). The 

multivariate analysis revealed that CLAD phenotype was associated with an increase of 

MMP-9 plasma level, however not reaching statistical significance (average increase of 126, 

95%CI [-32 – 284], p=0.1) (table 2). To test the discriminating capacity of Y2 MMP-9 blood 

measurement for CLAD prediction we performed a PR curve which showed an AUC of 53% 

(95%CI [43-65]). For the ROC curve we found an AUC of 55% (95%CI [47-63]) (figure S3). 

Prognostic value of MMP-9 at Y2 

For this analysis, 129 LTx recipients were included of whom 50 developed CLAD and 79 

remained Stable within the next 2 years (i.e. up to 4 years post transplantation) (figure 2). To 

note, one patient was initially adjudicated as ARAD (and thus, not included in the Stable 

group) but later developed CLAD and was included in the CLAD Y2 group. Pre transplantation 

characteristics, per transplantation data and early post transplantation outcomes are 

presented in table 3. Few differences can be noted as compared to the Y1 analysis. 

Underlying diseases were not differently distributed between CLAD and Stable and there 

was no difference in recipient’s height. Interestingly, there were more CLAD patients with 
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pre Tx colonization with Pseudomonas Aeruginosa (46% vs 27%, p=0.04) and less with 

Candida Albicans (16% vs 37%, p=0.02). The 2 groups were comparable in terms of gender, 

age, type of procedure, donor and graft characteristics, infection and acute rejection 

outcomes post transplantation.  

Before transplantation, MMP-9 levels was 419ng/ml IQR[242-675] in CLAD and  345ng/ml 

IQR[162-861] in Stable group (p=0.6). Interestingly, MMP-9 plasmatic median concentration 

at Y2 was significantly higher for recipients who developed CLAD within the next 2 years as 

compared to those who remained stable (230ng/ml IQR[105-376] vs 118ng/ml IQR[64-218], 

p=0.003) (figure 4). BOS, RAS and mixed MMP-9 values were all above the Stable group but 

the difference was significant only for recipients with RAS (265ng/ml vs 119 ng/ml, p=0.02) 

(figure S4). Among the CLAD group, those with a sample close to CLAD diagnostic date 

(within one year of measurement) had a higher blood MMP-9 level as compared to those 

with a sample distant to CLAD (at least one year after measurement) (224ng/ml vs 182ng/ml, 

figure 4). On the multivariate analysis, MMP-9 higher levels at Y2 was independently and 

significantly associated with future CLAD diagnosis (estimate increase of 151ng/ml, 95%CI 

[20-281], p=0.02) (table 2). The only other factor for which a significant difference was 

observed was the pre transplantation colonization with Candida Albicans which resulted in 

an average increase in MMP-9 concentration at Y1 of 129ng/mL (95%CI [2-257, (p=0.04) 

(table 3). To test the discriminating capacity of Y2 MMP-9 blood measurement for CLAD 

prediction we performed a PR curve which showed an AUC of 53% (95%CI [43-65]). For the 

ROC curve we found an AUC of 66% (95%CI [56-75]) (figure 5). The prognostic power of 

blood MMP-9 can be seen in higher values. For example, a MMP-9 blood level higher than 

314 ng/ml in our cohort enable to identify 40% of CLAD (recall or sensitivity) with a precision 

(positive predictive value) of 65%. 

Discussion 

We report in this study increased MMP-9 plasma concentrations at two years post 

transplantation in patients who are perfectly functionally stable at that time but who will 

develop a CLAD as compared to recipients who remained stable. On a smaller set of patients, 

our team with a different methodology in which the reference time point was CLAD 

diagnosis, found increased levels of plasma MMP-9 one year before CLAD diagnosis as 

compared to recipients without CLAD 15. It was however essential to validate the prognostic 
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potential of blood MMP-9 in a setting that could enable risk stratification and thus 

therapeutic intervention. To do that, we chose two post-transplantation time points, Y1 and 

Y2, that have clinical relevance because they are sufficiently distant from the lung 

transplantation surgery, early infection and immune complications that could strongly 

interfere on inflammatory or wound-healing-related biomarkers but also early enough 

regarding the time of CLAD onset to allow early intervention in the lung transplant 

population. The Louven group indeed described a median time of CLAD onset of 3.2 years 

post transplantation and in a north american population, Kulkarni et al reported a median 

BOS-free survival of 3.6 years for double lung transplant recipients 19,20. The only study that 

evaluated prospectively MMP-9 levels after transplantation was performed by Kastelijn et al 

on 10 LTx recipients who developed BOS and 10 matched controls recipients without BOS. 

They found that the MMP-9 median concentrations of all serial samples were significantly 

higher in BOS patients (190ng/ml (163 - 238) versus 128ng/ml (106 - 162), p < 0.0001) but 

longitudinal analysis of MMP-9 serum levels from the time of transplantation onwards did 

not reveal a significant difference in serum levels in the period preceding BOS 21. More 

recently, a study using a high-component multiplex immunoassay identified in a set of 

patients (n=46), MMP-9, among other proteins, as a diagnostic biomarker of BOS. This 

finding was confirmed on another set of patients from different centres by ELISA 8. In the 

different context of BOS related to chronic graft­versus-host disease after allogeneic 

hematopoietic cell transplantation, plasma MMP-9 was also find at a higher concentration in 

33 patients with BOS at the time of diagnosis as compared to 60 recipients without BOS and 

elevated MMP-9 was thought to be associated with treatment failure and worse prognosis22. 

In the literature, more data are available for MMP-9 in BAL. In a cohort of 45 recipients, 

Vandemeulen et al. found that MMP9 levels were increased in RAS and BOS at the time of 

diagnosis 23. Similarly, Heijink et al. have found increased levels of MMP-2, MMP-3, MMP-7, 

MMP-8, MMP-9 and the MMPs endogenous inhibitor TIMP1, in this case again, at the time 

of diagnosis 11. Older works have shown predictive potential of MMP-9 in BAL in relatively 

smaller cohort of less than 25 patients and not at a pre-specified time point that could apply 

in real-life surveillance 12,13. Thus, regarding all those data, we are the first to describe blood 

MMP-9 levels, in a large cohort of LTx recipients, as prognostic of CLAD onset with a 66% 

AUC on the ROC analysis and 53% on the PR analysis. Those figures may appear as low, likely 

due to the high variability of MMP-9 blood levels within each group of patients. Whereas 
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remaining a limitation, if considered alone for a given patient, no parameter use at present, 

actually enable prognostic of CLAD. Also, one important point is that given the time points 

chosen, one and two years for MMP-9 measurement, early CLAD (before one-year post 

transplantation) were not in the spectrum of this study. To answer those limitations, first, 

we would not consider MMP-9 “alone” to be used as a predictive biomarker of CLAD but this 

work clearly demonstrates its potential to increase the efficiency of a CLAD multidimensional 

score. As it is, our group has previously reported a blood gene expression analysis in which 

we identified three genes, POU class 2 associating factor 1, T-cell leukemia/lymphoma 

protein 1A and B cell lymphocyte kinase, which were validated as predictive biomarkers of 

BOS more than 6 months before diagnosis 24. We also found differential T and B lymphocytes 

phenotyping between CLAD and stable recipients, again upstream CLAD diagnosis 25,26. 

Analysis of those potential biomarkers with blood MMP-9 at this specific Y2 time point in 

particular will be of interest in the ongoing new prospective multicentric study to build 

multidimensional risk stratification for CLAD, along with demographic, clinical and 

environmental data (PRELUD study, NCT03967340). 

 

Conclusion 

We described here in a large cohort, the interesting prognostic potential of blood MMP-9 

measured at one and two years post transplantation. The implementation of this mini-

invasive biomarkers into a multidimensional score, along with transcriptomic and immune 

phenotyping has the potential to bring an efficient risk-stratification tool to patients and 

clinicians.  
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Figures 

 

 

Figure 1. Year 1 sample analysis flowchart 

Selection of COLT lung transplant recipients with CLAD or Stable phenotype. Other 

phenotype included death before 3 months, death without CLAD and patients with an 

inconclusive phenotype (insufficient data or cofounding factors affecting the adjudication). 

No phenotype refers to recipients awaiting adjudication.  
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Figure 2. Year 2 sample flowchart 

Selection of COLT lung transplant recipients with CLAD or Stable phenotype. Other 

phenotypes included death before 3 months, death without CLAD and patients with an 

inconclusive phenotype (insufficient data or cofounding factors affecting the adjudication). 

No phenotypes refers to recipients awaiting adjudication. * 1 recipient was initially classified 

as Azithromycin responsive allograft dysfunction and was not included in the Stable group 

for the year 1 sample analysis but later developed CLAD and was included in the CLAD group 

for the year 2 sample analysis.  
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Figure 3. Blood MMP-9 value at Y1. A) comparison of MMP-9 plasmatic concentration at Y1 

between recipients who then developed CLAD and those who remained Stable in the next 2 

years (p=0.2). B) comparison of sample close to CLAD and distant to CLAD. Comparison of 

MMP-9 plasmatic concentration at Y1 between recipients who developed CLAD within one 

year of measurement, those who developed CLAD at least one year after measurement and 

those who remained Stable at least 2 years after measurement. No statistical difference 

seen.  
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Figure 4. Blood MMP-9 value at Y2. A) comparison of MMP-9 plasmatic concentration at Y2 

between recipients who then developed CLAD and those who remained Stable in the next 2 

years (p=0.003). B) blood MMP-9 value at Y2 with comparison of sample close to CLAD and 

distant to CLAD. Comparison of MMP-9 plasmatic concentration at Y2 between recipients 

who developed CLAD within one year of measurement, those who developed CLAD at least 

one year after measurement and those who remained Stable at least 2 years after 

measurement with significant difference between Stable and CLAD within one year 

(p=0.003) 
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A 

 

B 

 

Figure 5. Precision-Recall (A) and ROC (B) curves for the Y1 MMP-9 analysis 

The precision-recall curve represents for each available value of MMP-9 its positive 

predictive value and ist sensitivity for CLAD onset within the next 2 years.   
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Tables 

 

 

Stable (n = 104) CLAD (n = 86) p value 
missing value 

(%) 

Gender male 61 (58.7) 45 (52.3) 0,5 0 

Age 52 [36, 60] 51 [28, 58] 0,4 0 

Height (cm) 168 (8) 165 (8) 0,05 0,5 

Weight (kg) 61(15) 59 (13) 0,3 0,5 

Underlying disease  

  

0,01 0 

     COPD/emphysema 55 (52.9) 33 (38.4) 

  
     Cystic fibrosis 30 (28.8) 23 (26.7) 

  
     ILD 16 (15.4) 17 (19.8) 

  
    Other  3 (2.9) 13 (15.1) 

  
Bacterial colo. pre Tx 51 (49.0) 43 (50.0) 1 0 

Fungal colo. pre Tx 55 (52.9) 39 (45.3) 0,4 0 

C. Albicans colo. pre Tx  37 (35.6) 18 (20.9) 0.04 0 

DSA pre Tx 19 (24.7) 21 (32.8) 0,4 25,8 

High emergency  8 (7.7) 6 (7.0) 1 0 

Procedure  

  

0,3 1,1 

     Double lung 87 (84.5) 70 (82.4) 

  
     Heart and lung 0 (0.0) 2 (2.4) 

  
     Single lung 16 (15.5) 13 (15.3) 

  
Surgical approach 

  

0,2 4,7 
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   Clam shell 18 (18.2) 8 (9.8) 

  
   Sternotomy 2 (2.0) 4 (4.9) 

  
   Thoracotomy 79 (79.8) 70 (85.4) 

  
ECLS  42 (42.0) 30 (35.7) 0,5 3,2 

Graft cold ischemia 

(min) 322 [270, 380] 345 [280, 405] 0,12 3,7 

Donor age 44 [30, 54] 46 [25, 57] 0,7 0,5 

Donor gender male 62 (59.6) 53 (62.4) 0,8 0,5 

Donor smoking habit 37 (35.9) 30 (36.6) 1 2,6 

PaO2/FiO2  400 (106) 380 (107) 0,2 0,5 

Mismatch CMV  16 (15.4) 16 (18.6) 0,7 0 

Mismatch EBV 6 (5.8) 7 (8.1) 0,7 0 

Dialysis  5 (5.1) 2 (2.4) 0,6 3,7 

Induction treatment 87 (83.7) 60 (69.8) 0,03 0 

Type of Induction 

  

0,03 0 

    anti-IL2 36 (34.6) 20 (23.3) 

  
    ATG 51 (49.0) 39 (45.3) 

  
    None 17 (16.3) 27 (31.4) 

  
Resp bacterial inf post 

Tx 

  

0,3 0 

0 19 (18.3) 21 (24.4) 

  
1 40 (38.5) 24 (27.9) 

  
2 31 (29.8) 24 (27.9) 
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3 14 (13.5) 17 (19.8) 

  
Resp fungal inf post Tx 

  

0,7 0 

0 55 (52.9) 43 (50.0) 

  
1 34 (32.7) 34 (39.5) 

  
2 12 (11.5) 7 (8.1) 

  
3 3 (2.9) 2 (2.3) 

  
Resp viral inf post Tx 

  

0,3 0 

0 66 (63.5) 50 (58.1) 

  
1 28 (26.9) 25 (29.1) 

  
2 6 (5.8) 10 (11.6) 

  
3 4 (3.8) 1 (1.2) 

  
ACR (>1) 31 (29.8) 37 (43.0) 0,08 0 

AMR 3 (2.9) 7 (8.1) 0,2 0 

 

Table 1. Recipients and donor characteristics for the year-1 MMP-9 comparative analysis. 

Results are expressed in median with interquartile range, mean with standard deviation or n 

and %. CLAD: chronic lung allograft dysfunction. COPD: chronic obstructive pulmonary 

disease. ILD: interstitial lung disease. Other: other underlying diagnosis (pulmonary 

hypertension, sarcoidosis, connective tissue disease, bronchiectasis). Bacterial colo. pre Tx: 

bacterial colonization pre transplantation. Fungal colo. pre Tx. Fungal colonization pre 

transplantation. DSA: donor specific antibody. ECLS: extracorporeal life support per 

transplantation. CMV: cytomegalovirus. EBV: Epstein-Barr virus. ATG: rabbit 

antithymoglobulin. Anti-IL2: anti interleukine-2. Resp bacterial inf post Tx: lower respiratory 

tract bacterial infection in the first year post transplantation, number of episode. Resp fungal 

inf post Tx: lower respiratory tract fungal infection in the first year post transplantation, 

number of episode. ACR: acute cellular rejection, number of patients with one or more 
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episode in the first year post transplantation. AMR: antibody mediated rejection, number of 

patients with one or more episode in the first year post transplantation 
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 Y1 analysis Y2 analysis 

Predictors 

MMP-9 

estimates CI p 

MMP-9 

estimates CI p 

CLAD (vs Stable) 123,32 -34 – 281 0,1 150,9 20 – 281 0,02 

Cystic Fibrosis 1,08 -

193 – 195 

1 -112,51 -254 – 29 0,1 

ILD -39,11 -

247 – 169 

0,7 21,73 -

149 – 192 

0,8 

Other -18,32 -

301 – 264 

0,9 -186,44 -

481 – 108 

0,2 

CMV mismatch -56,47 -

260 – 147 

0,6 -36,83 -

191 – 117 

0,6 

Fungal colo. pre Tx -12,69 -

163 – 138 

0,9 129,13 1.7 – 257 0,05 

Graft cold ischemia -0,51 -1.3 – 0.3 0,2 -0,46 -1.2 – 0.3 0,2 

Donor PaO2/FiO2 -0,53 -1.2 – 0.2 0,1 0,2 -0.4 – 0.8 0,5 

Induction treatment -61,32 -

241 – 118 

0,5 -108,01 -260 – 44 0,1 

ACR (>1) -98,6 -257 – 60 0,2 40,23 -92 – 173 0,5 

Bacterial infection 

(>1) 

-6,23 -

197 – 184 

0,9 97,94 -59 – 255 0,2 

Fungal infection (>1) 147,54 -10 – 305 0,07 -28,73 -156 – 98 0,6 

Viral infection (>1) 46,46 -

106 – 199 

0,5 -60,8 -187 – 66 0,3 

 

Table 2. Multivariate analysis of factors influencing MMP-9 blood levels at Y1 and Y2  
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CLAD: chronic lung allograft dysfunction. ILD: interstitial lung disease. Other: other 

underlying diagnosis (pulmonary hypertension, sarcoidosis, connective tissue disease, 

bronchiectasis). The reference chose for underlying disease was COPD/emphysema. CMV: 

cytomegalovirus, mismatch referring to a transplantation with a recipient with negative 

serology and a donor with positive serology to CMV. ACR: acute cellular rejection, one or 

more episode within the first year post transplantation. The infection factors refers to 

bacterial, fungal or viral infection of the lower respiratory tract, one or more episode within 

the first year post transplantation 
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Stable (n = 79) CLAD (n = 50) P 
Missing 

(%) 

Gender male 49 (62.0) 32 (64.0) 1 0 

Age  49 [31, 59] 46.50 [27.25, 58.00] 0,4 0 

Height (cm) 167.23 (7.44) 168.70 (9.09) 0,3 0 

Weight (kg) 58.37 (14.27) 58.86 (13.64) 0,8 0 

Underlying disease   0,06 0 

   COPD/emphysema 34 (43.0) 17 (34.0)   

   Cystic fibrosis 28 (35.4) 19 (38.0)   

   ILD 16 (20.3) 8 (16.0)   

   Other 1 (1.3) 6 (12.0)   

Bacterial colo. pre Tx 42 (53.2) 28 (56.0) 0,9 0 

S. Aureus colo. pre Tx 13 (16.5) 7 (14.0) 0,9 0 

P. Aeruginosa colo. pre 

Tx 
21 (27) 23 (46) 0,04 0 

Fungal colo. pre Tx 40 (50.6) 22 (44.0) 0,6 0 

A. fumigatus colo. pre 

Tx 
14 (17.7) 11 (22.0) 0,7 0 

C. Albicans colo. pre Tx 29 (37) 8 (16) 0,02 0 

DSA pre TX 17 (27.9) 15 (36.6) 0,5 20,9 

High emergency 9 (11.4) 2 (4.0) 0,2 0 

Procedure 12 (15.6) 8 (16.3) 1 2,3 

     Double lung     
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     Heart and lung     

     Single lung     

Surgical approach   0,6 1,6 

   Clam shell 15 (19.2) 8 (16.3)   

   Sternotomy 1 (1.3) 2 (4.1)   

   Thoracotomy 62 (79.5) 39 (79.6)   

ECLS 36 (46.8) 22 (44.0) 0,9 1,6 

Cold ischemia (min) 330 [275, 380] 340 [260, 395] 0,8 2,3 

Donor age 44 [26, 53] 46 [36, 57] 0,3 0 

Donor gender male 45 (57) 33 (66) 0,4 0 

Donor smoking habit 28 (35.4) 19 (38.8) 0,8 0,8 

PaO2/FiO2  393.27 (104.85) 392.46 (96.27) 1 1,6 

Mismatch CMV  17 (21.5) 11 (22.0) 1 0 

Mismatch EBV 6 (7.6) 8 (16.0) 0,2 0 

Dialysis 4 (5.3) 3 (6.1) 1 3,9 

Induction treatment 63 (79.7) 37 (74.0) 0,6 0 

Type of Induction   0,4 0 

   anti-IL2 28 (35.4) 12 (24.0)   

   ATG 35 (44.3) 25 (50.0)   

   None 16 (20.3) 13 (26.0)   

Resp bacterial inf post 

Tx 
  0,1 0 

0 13 (16.5) 11 (22.0)   
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1 32 (40.5) 14 (28.0)   

2 24 (30.4) 12 (24.0)   

3 10 (12.7) 13 (26.0)   

Resp fungal inf post Tx   0,3 0 

0 46 (58.2) 21 (42.0)   

1 23 (29.1) 19 (38.0)   

2 8 (10.1) 7 (14.0)   

3 2 (2.5) 3 (6.0)   

Resp viral inf post Tx   0,1 0 

0 55 (69.6) 25 (50.0)   

1 18 (22.8) 19 (38.0)   

2 4 (5.1) 5 (10.0)   

3 2 (2.5) 1 (2.0)   

ACR (>1) 24 (30.4) 22 (44.0) 0,2 0 

AMR 4 (5.1) 3 (6.0) 1 0 

 

Table 3. Recipients and donor characteristics for the year-2 MMP-9 comparative analysis 

Results are expressed in median with interquartile range, mean with standard deviation or n 

and %. CLAD: chronic lung allograft dysfunction. COPD: chronic obstructive pulmonary 

disease. ILD: interstitial lung disease. Other: other underlying diagnosis (pulmonary 

hypertension, sarcoidosis, connective tissue disease, bronchiectasis). Bacterial colo. pre Tx: 

bacterial colonization pre transplantation. Fungal colo. pre Tx. Fungal colonization pre 

transplantation. DSA: donor specific antibody. ECLS: extracorporeal life support per 

transplantation. CMV: cytomegalovirus. EBV: Epstein-Barr virus. ATG: rabbit 

antithymoglobulin. Anti-IL2: anti interleukine-2. Resp bacterial inf post Tx: lower respiratory 



143 
 

tract bacterial infection in the first year post transplantation, number of episode. Resp fungal 

inf post Tx: lower respiratory tract fungal infection in the first year post transplantation, 

number of episode. ACR: acute cellular rejection, number of patients with one or more 

episode in the first year post transplantation. AMR: antibody mediated rejection, number of 

patients with one or more episode in the first year post transplantation 
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Blood MMP-9 measured at two-year post lung transplantation as a prognostic biomarker 
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Supplementary Appendix Material 

 

Supplemental 1. COLT study protocol 

Study Objective 

The goal of the COLT study is to investigate predictive factors for chronic lung allograft 

dysfunction. It relies on two cornerstones: to share between centers relevant clinical, 

biological and functional data and to create a prospective biocollection. The main objective 

is to identify biomarkers of CLAD. Secondary objectives are to investigate the precise 

physiopathology of CLAD and to enable studies on lung transplantation on other theme 

(cancer or infectious disease related to transplantation) 

Methodology 

Study Design 

COLT is a prospective multicentric cohort study of CLAD development in patients followed-

up 10 years post transplantation. All French lung transplantation team participate plus the 

Belgium centre of Brussels. Nantes is the coordinator centre and Pr Antoine Magnan is the 

principal investigator. The COLT study involves the pooling by all participant centres of 

clinical, functional, radiological and biological data in a prospective, homogenous and 

standardized manner in a dedicated shared database. It is associated with a prospectively set 

up biocollection including plasma, serum, tissu, bronchio-alveolar lavage (BAL), RNA and 
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DNA samples. The study protocol involves planned follow-up visit in which clinical, biological 

and functional data are implemented in the electronic case report form and blood samples 

are taken from patient. The protocol does not interfere further with the usual centre’s 

medical care. The protocol has received the approval of the Ethic Committee on 24th 

February 2009, and the authorization from the French regulatory authority (AFSSASP/ANSM) 

on 5th February 2009. The protocol is also registered to the CNIL (national committee for 

data processing and liberties) and approved on 16th September 2011. The University 

Hospital Ethical Committee of Nantes and the Committee for the Protection of Patients from 

Biologic Risks approved this study.  

Study population 

The study aims to include every patient eligible for lung transplantation in any of the adult 

lun g transplantation centres of Hôpital Foch (Suresnes), Marseille, Strasbourg, Centre 

Chirurgical Marie Lannelongue (Le Plessis Robinson), Nantes, Hôpital Bichat (Paris), Hôpital 

Européen Georges Pompidou (Paris), Bordeaux, Lyon, Toulouse, Grenoble and Brussels. 

Information on data collection and final use of samples are given and the written consent 

obtained during the pre-transplantation assessment and patients are included at the time of 

listing, i.e. before transplantation. Patients without a social insurance, unable to follow the 

protocol, to give an informed consent for the biocollection, nursing or pregnant women or 

patient with a concomitant inflammatory disease were not included. In the specific situation 

of the high-emergency list, the consent is gathered from the patient’s trust person or the 

closest next of kin after information on the study and the patient’s consent is obtain after 

transplantation. In case of refusal to carry on the study, the patient is withdrew and all 

samples associated are destroyed.  

Data collection  

At inclusion (V0) a physical examination and pulmonary function test are performed. 

Demographic, biological and clinical data are compiled. The first visit (V1) is at the time of 

transplantation, specific information on the recipient, the donor, the surgery and immediate 

post-operative outcomes are implemented. The time of the following visits depends on 

which group the patient belongs to. There are three sets of patients: A) from the 1st to the 

500th transplanted patients were included in the biomedical research  with visits every 6 
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months with sample collection, additional blood samples were done for the PBMC  B) from 

the 501st to 1200th patient were included in the non-interventional research with visit every 

year with sample collection C) from the 1201st transplanted patient, follow-up every year 

without sample collection. Each follow-up visit gathered clinical, biological and functional 

information with specific items on allograft dysfunction (acute cellular rejection, chronic lung 

allograft dysfunction and antibody mediated rejection), complications (bronchial 

anastomosis, infection, renal dysfunction and tumor) and maintenance immunosuppression 

regimen (with mention of azithromycin) (Table 1) 

CLAD adjudication committee  

When the database was initially build in 2008, the CLAD entity was not yet described 

(verleden). In 2013, to enable a homogenous classification of our patients, we organized the 

first adjudication committee to ascertain their phenotype at 3 years post transplantation or 

before 3 years if they had died or developed CLAD. Those meeting were held face-to-face or 

by means of videoconference. At least seven centres were represented for each committee. 

Decision was based on PFTs, radiological findings (chest computed tomography scan for 

most, standard chest x-ray if not available), information extracted from the database for 

confounding factors and diagnosis according to the centre providing care to the specific 

patient. Phenotypes were defined as follow:  

BOS: persistent decline of FEV1 > 20% from baseline with FEV1/FVC < 0,70 

RAS: persistent decline of FEV1 > 20% from baseline with decline of TLC > 10% (or FVC > 20% 

if not available) and radiological fibrotic changes 

 Mixed: RAS phenotype with an obstructive component or BOS phenotype with clear 

pulmonary fibrotic infiltrates 

Stable: FEV1 at the time of adjudication > 90% of baseline without any life-threatening 

condition (e.g. cancer) 

Inconclusive: possible CLAD or stable but with major confounding factor (concurrent cancer, 

severe bronchial stenosis) or insufficient data 

Other: death before 3 months post transplantation or from another cause without evidence 

for CLAD 
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Other subtypes were identified regarding the azithromycin status: the well-defined 

azithromycin-responsive allograft dysfunction and patient with stable lung function on 

azithromycin (treatment started from transplantation or without significant identified 

decline of FEV1). Baseline value is the mean of the two best FEV1 value performed at least 3 

weeks apart. The first committee assessing patient at five years post lung transplantation 

was held in November 2017. 

Sample collection 

The biocollection concerns the first 1200 transplanted patients of the cohort (group A and 

B). The schedule is identical for V0 and V1, then from V2 patient from group A have a follow-

up every 6 month and for group B every year. Collection of samples ends when the patient 

reaches 5 years post-transplant. Patient form group A, have additional blood samples (for 

the PBMC), 3 Li-Hep tubes of 9 ml were necessary. 

 At inclusion, a blood sample of 41ml is collected from the patient. Specific analysis of 

lymphocyte population, transcriptome and genome are provided for. Distribution is as 

follow: 

2 EDTA tubes of 5 ml 

2 Li-Hep tubes of 9 ml 

1 Paxgene® of 3 ml 

1 dry tube of 10 ml 

At the time of transplantation, a lung biopsy of the explanted lung is performed for 

transcriptomic analysis. A 31 ml blood sample is gathered from the recipient just before 

transplantation (same distribution as in V0 without the 2 EDTA tubes). Blood sample is also 

retrieve from the donor with family agreement with planned lymphocyte population study. 

Distribution is as follow: 

1 EDTA tubes of 4 ml 

1 Paxgene® of 3 ml 

1 dry tube of 9 ml 
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From the donor, tracheal ring can be retrieved for immediate airway epithelial cells 

dissociation and further primary culture. Those are carried out as needed depending on 

specific associated studies. 

For the following visits and up to 5 years post-transplantation, blood sample is collected as in 

V1. BAL, transbronchial biopsies, induced sputum and exhaled breath condensate are 

collected as per centre protocol according to their own follow-up schedules. Some centres 

will perfomed systematic bronchoscopy with sampling of BAL and transbronchial biopsies as 

some will do it only if lung function alteration. 

All samples are stored at -80°C by the Biological Resources Centre of Nantes University 

Hospital. 
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Supplemental 2. Description of variables of interest 

Age: age of recipients in years at the time of transplantation (similar for height and weight) 

Other underlying disease: group I pulmonary hypertension, pulmonary disease related to 

connective tissue disease (including sclerodermia and rheumatoid arthritis), sarcoidosis, 

lymphagioleiomyomatosis, Langherans histiocytosis, non-cystic fibrosis bronchiectasis. 

Bacterial colonization pre transplantation included colonization to pseudomonas aeruginosa, 

staphylococcus aureus, stenotrophomonas maltophilia, achromobacter xylosoxydans and 

haemophilus influenza. 

Fungal colonization pretransplantation included candida ablicans and other candida species, 

aspergillus fumigatus, niger, terreus and scedosporium 

High emergency: correspond to candidates listed on the french national priority list (also 

known as the “high emergency list”). Only candidates with interstitial lung disease, cystic 

fibrosis and pulmonary hypertension are eligible if they present specific criteria of severity 

(e.g. for candidates with cystic fibrosis, PaO2 of > 55 mmHg despite over 18h/day of non-

invasive ventilation) associated with short high risk of death. The candidates listed are 

prioritized at the national level for 16 days. 

Dialysis corresponds to recipients who required dialysis immediately after transplantation, 

before the first discharge from hospital. 

Induction treatment: medical treatment first administrated during transplantation 

procedure to avoid hyperacute allograft rejection and immediate post-operative acute 

cellular rejection. The only two drugs used in this study were the monoclonal anti-IL-2 

antibody Basiliximab and rabbit anti-thymoglobuline. 
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Figure S1. Study protocol 

 

 

 

Recipients had blood taken at 1-year and/or at 2-year post transplantation and before 

transplantation. We considered the participant’s phenotype 2 years after the sampling, I.e. 

at 3 years post transplantation for the one-year sample and at 4 years post transplantation 

for the two years sample. At the time of the sampling, all patients included were Stable  
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Figure S2. Comparison of MMP-9 blood levels of Y2 analysis according to CLAD 

phenotypes. p-value corresponds to comparison of MMP-9 value between CLAD type 

(BOS, RAS or mixed) with Stable 
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Figure S3. Precision-Recall (A) and ROC (B) curves for the Y1 MMP-9 analysis 

A 

 

B 

 

The precision-recall curve represents for each available value of MMP-9 its positive 

predictive value and ist sensitivity for CLAD onset within the next 2 years 
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Figure S4. Comparison of MMP-9 blood levels of Y2 analysis according to CLAD 

phenotypes. p-value corresponds to comparison of MMP-9 value between CLAD type 

(BOS, RAS or mixed) with Stable 
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VII. Discussion et perspectives 

Les premières descriptions de la DCG, alors nommée rejet chronique, ont été réalisées dans 

dès les premiers temps de l’histoire de la transplantation pulmonaire. Les analyses 

histologiques ont d’abord identifié la bronchiolite oblitérante, puis plus tardivement le RAS. A 

ce jour, de nombreux points des mécanismes physiopathologique de la DCG restent obscurs 

mais la description des deux phénotypes est cependant cliniquement précise et un schéma 

général semble se dégager et faire consensus. La BOS est constituée d’une oblitération 

fibreuse des petites voies aériennes. Les lésions répétées de l’épithélium respiratoire de 

différentes nature (infectieuse, immunitaire, toxique) vont être responsable d’une activation 

de la réponse immunitaire innée avec notamment une implication initiale des neutrophiles et 

des macrophages puis une inflammation chronique locale, une altération des processus de 

réparations lésionnels et une prolifération fibroblastique aboutissant à l’obstruction des 

petites voies aériennes. Dans le cadre du RAS, la lésion principale est la fibro-élastose 

alvéolaire de localisation sous-pleurale et paraseptale. L’évènement initial peut aussi être 

infectieux ou immunitaire (notamment le rejet humoral) entrainant des lésions épithéliales et 

vasculaires et aboutissant in fine à une fibrose intra-alvéolaire avec un rôle important, là aussi, 

des macrophages. A ce jour, il n’existe pas de traitement dont l’efficacité ai été démontrée 

pour prévenir ou traiter la DCG. Le processus fibrosant est central dans cette pathologie et la 

recherche de nouvelle cibles thérapeutiques semble capitale pour permettre d’en améliorer 

un jour le pronostic. A ce titre, la TG2 est une cible potentielle particulièrement intéressante. 

Cette protéine présente de multiples fonctions dont notamment celle de réaliser des liaisons 

croisées covalentes entres différentes protéines. Cette fonction joue un rôle déterminant dans 

les processus de dégradation renouvellement de la MEC. La formation de liaisons avec des 

protéines constitutives de cette matrice, principalement la fibronectine mais aussi le collagène 

participe à une stabilisation de la MEC et ainsi à favoriser son accumulation mais aussi le 

recrutement et la prolifération des fibroblastes. Des interactions étroites ont aussi été décrites 

avec deux types de molécules clés des processus fibrosants, le TGF-β qui est un régulateur 

central du remodelage de la MEC et les MMP (notamment la MMP-9) principales actrices de 

la dégradation de la MEC. Finalement, la TG2 semble impliquée dans deux pathologies dans 

lesquelles on retrouve des mécanismes communs à la DCG : la fibrose pulmonaire 

idiopathique et l’hypertension artérielle pulmonaire. Certains aspects des paradigmes de la 
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fibrose pulmonaire idiopathique et de la DCG sont très proches : l’échec ou l’altération de 

réparation lésionnelle, l’activation persistante des myofibroblastes et la production en excès 

de MEC. Dans l’hypertension artérielle pulmonaire, les mêmes mécanismes de remodelage, 

d’accumulation de MEC et de prolifération fibroblastique sont retrouvés sur le versant 

vasculaire. Dans l’étude des modèles animaux de ces pathologies, l’absence de TG2 ou son 

inhibition pharmacologique est associée à une amélioration des marqueurs de sévérité, ce qui 

renforce l’hypothèse d’un rôle essentiel de la TG2 dans ces deux maladies. Dans le travail 

présenté dans ce mémoire, je rapporte une analyse à deux niveaux de la présence de la TG2 

dans la DCG. Tout d’abord l’analyse immunohistochimique de poumons explantés de patients 

présentant un BOS retrouve une expression intense, diffuse dans les macrophages alvéolaires, 

dans la paroi des alvéoles et des capillaires pulmonaires, dans l’épithélium bronchique et dans 

les zones de fibroses. La détection de la TG2 étant quasi nulle sur les lames de poumons non 

pathologiques. Ensuite, l’analyse transcriptomique en cellules unique des mêmes explants 

nous a permis d’identifier les macrophages comme une des possibles sources de production 

de la TG2. Sur un modèle cellulaire in vitro, l’exposition de cellules épithéliales bronchiques 

humaines primaires à des lymphocytes T activés et à du TGF-β est associée à un phénomène 

de fibrose avec une expression importante de la TG2 et MMP-9. L’inhibition enzymatique de 

la TG2 résulte en une diminution de l’expression de la MMP-9 sans modifier son activité.  

Pour rappel, Olsen et al. avaient déjà identifié la présence importante de la TG2 sur des 

analyses immunohistochimiques de biopsies pulmonaires issues de patients atteints de FPI. 

Les analyses que je présente confirment cette observation puisque la TG2 est aussi retrouvé 

sur les échantillons de patients atteints de FPI. Je démontre pour la première fois qu’il existe 

une forte expression de la TG2 sur des poumons de patients atteints de DCG de type BOS et il 

est à noter que sur les échantillons analysés, l’expression de la TG2 semble plus importante 

dans la DCG que dans la FPI. Un point à soulever est que l’analyse d’explants concerne des 

patients bénéficiant d’une transplantation et donc au stade d’insuffisance respiratoire 

chronique terminale, dans les deux cas à un stade très avancée de la maladie. Pour étudier 

l’expression de la TG2 dans les poumons de patients transplantés sans DCG ou présentant une 

DCG à un stade précoce, les seuls échantillons de tissus pulmonaires disponibles (prélevés 

dans le cadre de la surveillance en routine) sont les biopsies transbronchiques. Afin d’étudier 

l’expression de la TG2 de façon plus précoce dans l’évolution de la maladie, nous avons donc 



156 
 

sélectionné des lames histologiques de biopsies transbronchiques de patients greffés 

pulmonaires, au moment du diagnostic de la DCG et 6 mois après la transplantation. Je 

retrouve sur les échantillons correspondant au diagnostic de la DCG une expression forte de 

la TG2 mais aussi, avec une moindre intensité sur des échantillons prélevés 6 mois après la 

transplantation, bien avant le diagnostic clinique de la DCG. A cette observation, deux 

explications peuvent être avancées. Tout d’abord la TG2 pourrait être une protéine clé de la 

DCG agissant très en amont dans le processus pathologique. La deuxième hypothèse est que 

la TG2 pourrait être exprimée de façon « physiologique », à faible niveau dans l’allogreffe 

pulmonaire que le patient développe une DCG ou qu’il reste stable du point de vue 

respiratoire. L’analyse de patients restant stable (au moins à 3 ans de transplantation) montre 

que l’expression de TG2 est faible visuellement à 6 mois et à 24 mois post-transplantation. 

Cependant pour répondre formellement à ce point, un plus grand nombre de patients ainsi 

qu’une analyse quantitative serait nécessaire.  

Le modèle cellulaire d’exposition de cellules épithéliales bronchiques au TGF-β1 et à des 

lymphocytes T allogéniques décrit dans ce travail permet une analyse du rôle des cellules 

épithéliales bronchique dans un contexte simplifié de processus de rejet. Notre équipe a 

précédemment mis en évidence sur ce modèle que la transition épithélio-mésenchymateuse 

pouvait être un des modes de prolifération des fibroblastes dans la DCG. Les autres modes 

suspectés sont la prolifération in situ des fibroblastes et le recrutement des fibrocytes 

périphériques111,260. Cinq jours après exposition, l'aspect en microscopique optique montre 

des cellules épithéliales non jointives et d’aspect fibroblastique avec une diminution de 

l’expression cytokératine et une augmentation de celle de l’alpha smooth actin muscle et de 

la fibronectine en analyse par immunofluorescence (article I, supplemental 2, 3 et 4). Dans ce 

modèle, la TG2 est impliquée dès 24 heures après l'exposition avec une augmentation de 

l'expression de l'ARNm.et de l'expression de la protéine. Cependant, même si TG2 semble être 

associée à la transcription de MMP9, l'inhibition de l'activité enzymatique de TG2 n’inverse 

pas l'évolution fibroblastique dans le modèle cellulaire et la diminution de production 

protéique de MMP9 ainsi que de son activité n’est pas significative. Notre hypothèse 

principale est que la TG2 participe au processus de fibrose associée à la physiopathologie de 

la BOS en réticulant les protéines de la MEC, stabilisant sa structure et favorisant ainsi son 

accumulation. Dans cette optique, l'inhibition du site actif de la cystéine par le peptide Z- DON, 
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sur lequel repose l'activité de réticulation, aurait dû être efficace pour réduire l'évolution 

mésenchymateuse. Cependant, il faut rappeler que la TG2 est une protéine multifonctionnelle 

et que son rôle dans la DCG pourrait ne pas reposer uniquement sur son activité de 

transamidation/désamidation qui est spécifiquement inhibée par le Z-DON215,261. La TG2 peut 

agir dans ce contexte par d'autres moyens. Par exemple, il a été démontré que la TG2 est 

impliquée dans la médiation de la mort/survie cellulaire, la régulation transcriptionnelle 

directe de MMP-9 ou qu'elle est capable d'induire le phénotype myofibroblaste198,214,262. En 

outre, plus d'une centaine de substrats de TG2 ont été identifiés, ce qui rend encore difficile 

l'identification du rôle de TG2 dans un contexte spécifique, en particulier la transplantation 

qui implique une interaction allo-immune complexe, l’inflammation et des toxicités liées aux 

médicaments. Il s'agit d'une limite de mon travail, nous voulons maintenant étudier sur le 

modèle cellulaire les conséquences de l’utilisation d’un ARN interférant de la TG2 ou de 

cellules bronchiques invalidées pour la TG2 afin de vérifier dans quelle mesure la TG2 est 

impliquée dans le processus fibrotique in vitro. À ma connaissance, un seul travail a analysé 

l'implication de TG2 dans la DCG en travaillant sur le modèle de transplantation mono-

pulmonaire gauche chez le rat259. Les auteurs ont constaté une augmentation de l'expression 

de TG2 dans les poumons transplantés par rapport aux poumons non transplantés de rat, qui 

semble provenir principalement des fibroblastes et non des cellules endothéliales ou des 

macrophages alvéolaires. Une autre information importante de ce travail est que le traitement 

immunosuppresseur (dans ce cas, la ciclosporine) induit la production d'espèces réactives de 

l'oxygène et une surexpression de la TG2 dans les fibroblastes de rats. Ces constatations 

amènent deux potentielles réponses aux questions que soulèvent nos résultats. D’une part, si 

la ciclosporine est effectivement responsable d’une surexpression de la TG2, cela peut 

expliquer l'expression pulmonaire de TG2 observée dans les biopsies transbronchiques de 

patients à l’état stable (soit sans DCG, soit bien en amont du diagnostic clinique). Ensuite, les 

résultats de notre analyse transcriptomique d’explants pulmonaire en cellule unique 

montrent une expression d’ARNm TG2 inférieure sur les poumons DCG en comparaison des 

poumons sains. Dans l’hypothèse que dans la DCG chez l’humain les fibroblastes pulmonaires, 

et dans une moindre mesure les cellules épithéliales, sont les principales sources de TG2, il est 

important de rappeler que notre analyse comprend une grande majorité de cellules 

immunitaires et ne retrouve que très peu de cellules épithéliales, endothéliales ou 

fibroblastiques. Notre analyse n’a possiblement pas ciblé les cellules les plus pertinentes pour 
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la TG2. En 2020, une équipe américaine s’est attachée à réaliser un atlas cellulaire moléculaire 

du poumon humain en utilisant cette technique de séquençage transcriptomique à cellule 

unique. On peut noter dans leur méthodologie qu’après dissociation cellulaire, les suspensions 

cellulaires étaient séparées en 3 populations : cellules endothéliales, cellules 

immunitaires/endothéliales et cellules stromales. Un équilibrage de la représentation des 

compartiments tissulaires était ensuite réalisé pour le séquençage263. Effectivement, selon 

notre expérience, la technique de séquençage sur cellule unique sélectionne très faiblement 

les cellules stromales et épithéliales et nous ne sommes pas encore parvenus à réaliser les 

enrichissements décrits dans le travail de cette équipe.  

Nous avons pu mettre au point dans le cadre de ce travail de thèse le modèle de 

transplantation trachéale hétérotopique. Brièvement, dans ce modèle des segments de 

trachée des souris donneuses ont été transplantés de manière hétérotopique, dans une poche 

sous-cutanée dorsale, sur des souris receveuses C57BL/6j. Pour les allogreffes, des trachées 

de souris BALB/c ont été transplantées chez des receveurs C57BL/6j et pour les isogreffes les 

donneurs étaient des souris C57BL/6j. Les souris receveuses ont été euthanasiées au 28ème 

jour pour récupérer le greffon trachéal (figure 8). Les trachées avec isogreffe ont un aspect 

histologique similaire à ce qui peut être constaté sur une trachée explantée non greffée, en 

dehors d’une accumulation de mucus dans la lumière, de la présence d’une néovascularisation 

péritrachéale et de tissu conjonctif péritrachéal. Sur les coupes histologiques d’allogreffe 

(coloration hématoxyline et éosine) les caractéristiques suivantes sont retrouvées 

systématiquement : 

Destruction complète de l’épithélium 

Obstruction de la lumière trachéale par du tissu conjonctif et infiltrat inflammatoire 

Perte de la structure arrondie de la trachée avec déformation par traction des cartilages 

Epaississement chorion 

Ce modèle est décrit depuis 1993 et est toujours largement utilisé dans les travaux récents de 

recherche sur la DCG264,265 
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Figure 8. Modèle de transplantation trachéale hétérotopique. Souris donneuses C57BL/6, souris 

receveuse BALB/c pour les allogreffe (A) et souris receveuse C57BL/6 pour les isogreffes (B). Insertion 

des trachées en sous-cutanée dorsal (points bleus) et euthanasie des souris receveuses à 28 jours pour 

analyse des greffes trachéales. Coupes histologiques de trachées représentatives avec coloration 

hématoxoline et éosine. Barre d’échelle=200µm. 

 

Nous avons réalisé une analyse immunohistochimique avec un marquage de la TG2 sur des 

coupes d’isogreffe et d’allogreffe. La TG2 est retrouvé dans les deux cas, de façon 

physiologique au niveau du cartilage et dans les allogreffes, au sein de l’infiltrat intraluminal, 

dans le chorion mais aussi dans le tissu péritrachéal (figure 9). 
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Figure 9. Expression de la TG2 dans le modèle murin de bronchiolite oblitérante. Marquage 

immunohistochimique TG2 apparaissant en marron. Allogreffe : donneur BALBc, receveur C57BL/6. 

Isogreffe : donneur C57BL/6, receveur C57BL/6. Images représentatives de 4 procédures par groupes. 

Barre d’échelle = 200µm 

 

L’étape suivante de ce travail sera donc de réaliser l’expérimentation en comparant des souris 

de souche sauvage à des souris K.O. pour la TG2. Les travaux réalisés avec le modèle murin de 

fibrose pulmonaire induite par la Bléomycine suggèrent que le développement de 

l’oblitération intraluminale trachéale pourrait être fortement diminuée. Certains inhibiteurs 

de la TG2 pourraient aussi être utilisés dans ce modèle afin de déterminer un effet curatif. 

Dans le cadre de ce travail de thèse d’université, j’ai également essayé de mettre au point 

dans notre laboratoire le modèle murin de transplantation monopulmonaire gauche. Ce 
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modèle est plus pertinent d’un point de vue physiologique. La procédure est très proche de 

celle réalisée chez l’homme, avec la réalisation d’anastomose bronchique, veineuse et 

artérielle entre le hile du receveur et le greffon du donneur. Le phénotype de DCG obtenu 

dépend de la combinaison de souches de souris et de l’utilisation ou non 

d’immunosuppresseurs mais il est le plus souvent de type mixte avec des lésions de 

bronchiolite oblitérante mais aussi une composante fibreuse pleuro-parenchymateuse266. Il 

faut cependant préciser que le niveau de compétence nécessaire en chirurgie est très élevé 

pour réaliser en routine ce modèle et que dans la littérature la reproductibilité est variable. 

La MMP-9 comme biomarqueur de la DCG avait déjà été évaluée dans plusieurs travaux mais 

principalement au moment du diagnostic et surtout au niveau du LBA. L’étude que nous 

rapportons ici est la première a envisager un temps pré-déteminé d’analyse indépendant de 

la date de survenue de la DCG. Autrement dit, nous ne partons pas de la date de la DCG pour 

analyser ce qui s’est passé avant, nous partons de ce temps choisi (ici 1 an et 2 ans après 

transplantation) pour analyser ce qu’il se passe après. C’est une étape indispensable pour 

envisager une utilisation clinique de ce biomarqueur et les temps choisis nous permettent 

d’être suffisement à distance des complications infectieuses, immunologiques ou chirurgicales 

précoces de la greffe pulmonaire mais suffisement tôt avant la survenue d’une DCG, la 

médiane de diagnostic de la DCG se situant classiquement à plus de 3 ans post transplantation. 

Nous sommes les premiers à décrire dans une grande cohorte de patients transplantés 

pulmonaires que le taux sanguin de MMP-9 peut être pronostique de l'apparition de la DCG 

avec une aire sour la courbe de 66% sur l'analyse ROC et de 53% sur l'analyse PR. Ces chiffres 

peuvent paraître faibles, probablement en raison de la grande variabilité des taux sanguins de 

MMP-9 dans chaque groupe de patients. Il s’agit bien d'une limitation si l’on considère pour 

un patient donné, la seule utilisation de ce biomarqueur. Il est cependant important de noter 

qu’à ce jour, il n’existe aucun paramètre permettant réellement d'établir un pronostic pour la 

survenue de la DCG. Nous ne considérerions pas la MMP-9 "seule" comme un biomarqueur 

prédictif du CLAD, mais ce travail démontre clairement son potentiel pour augmenter 

l'efficacité d'un score multidimensionnel du CLAD. Notre groupe a déjà rapporté une analyse 

de l'expression des gènes sanguins dans laquelle nous avons identifié trois gènes, le POU class 

2 associating factor 1, la T-cell leukemia/lymphoma protein 1A et la B cell lymphocyte kinase, 

qui ont été validés comme biomarqueurs prédictifs de la BOS plus de 6 mois avant le 
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diagnostic267. Nous avons également constaté un phénotypage différentiel des lymphocytes T 

et B entre les receveurs DCG et les receveurs stables, là encore en amont du diagnostic de la 

DCG137,141. Une étude multicentique prospective est en cours dans laquelle chacun de ces 

paramètres sera analysé et avec l’objectif de les intégrer dans un score pronostic 

multidimensionnel.  

 

VIII. Conclusions 

Ce travail apporte des éléments démontrant une expression élevée de la TG2 dans le contexte 

de la DCG, en condition réelle, à un stade tardif de la maladie sur des explants pulmonaires 

avec DCG, mais aussi de façon plus précoce sur des biopsies transbronchiques réalisées chez 

des transplantés pulmonaires. Le modèle cellulaire nous permet d’identifier une association 

probable entre la TG2 et un des marqueurs de la DCG, la MMP-9 par un mécanisme précis qui 

reste à déterminer. J’ai pu également confirmer que la MMP-9 plasmatique est un 

biomarqueur associé à la survenue de la DCG avec un potentiel pronostic intéressant pour 

être intégré dans un score multidimensionnel. Finalement, l’expression de la TG2 dans le 

modèle murin de transplantation trachéale hétérotopique nous permet d’envisager 

l’exploration de voies thérapeutiques agissant sur la TG2. Cette recherche est 

particulièrement importante dans le cadre de la transplantation pulmonaire, la DCG étant, à 

ce jour l’obstacle principal limitant l’espérance de vie à long terme des patients bénéficiant 

d’une greffe pulmonaire. La découverte de traitements efficaces pouvant influer de façon 

spécifique sur la DCG sans jouer sur le risque infectieux ou tumoral est une des avancées, 

attendue depuis longtemps, par les patients et les équipes soignantes.  
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Titre : Etude du rôle de la transglutaminase 2 dans la dysfonction chronique du greffon pulmonaire et de son 
interaction avec la MMP-9 
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Résumé : La dysfonction chronique du greffon pulmonaire 
(DCG) est la principale cause de décès à long terme des 
receveurs de transplantation pulmonaire et la 
physiopathologie reste encore partiellement élucidée. La 
transglutaminase 2 (TG2) est une protéine 
multifonctionnelle dont le rôle dans les processus 
fibrosants pulmonaires a été démontré. Notre objectif est 
d'explorer le rôle de la TG2 dans la DCG et de son 
intéraction avec la MMP-9. 
Nous avons effectué une analyse à deux niveaux de la TG2. 
Tout d'abord, sur des explants de poumons présentant une 
DCG, prélevés lors d'une retransplantation, ensuite sur un 
modèle cellulaire dans lequel des cellules épithéliales 
bronchiques humaines (CEB) sont exposées à des 
lymphocytes T allogéniques (LT). Finalement nous avons 
analysé de façon rétrospective le potentiel pronostique de 
la MMP-9 plasmatique pour la DCG à partir d’une cohorte 
de patients transplantés pulmonaire.  
L'analyse immunohistochimique d'explants pulmonaires de 
bronchiolite oblitérante a montré une forte expression  
 

de TG2 comparable à celle de poumons de patients 
atteints de fibrose pulmonaire idiopathique et 
supérieure à celle de poumons sains. Les CEB 
exposées aux LT activés et au TGF-β1 expriment des 
niveaux élevés d'ARNm et de protéine TG2. 
L'inhibition chimique de l'activité enzymatique de la 
TG2 n'inverse pas l'évolution du phénotype 
fibroblastique et tend à diminuer l'expression de la 
MMP-9. La MMP-9 plasmatique mesurée 2 ans après 
transplantation a une valeur pronostique sur la 
survenue de la DCG. 
La TG2 est surexprimé dans la DCG.. Les CEB ont le 
potentiel d'exprimer la TG2 lorsqu'elles sont 
stimulées par des LT allogéniques activés et le TGF-
β1, ce qui ouvre la voie à des recherches 
thérapeutiques dans la DCG ciblant la TG2. La MMP-
9 plasmatique pourrait être utlisée en surveillance 
clinique afin de prévenir la survenue de la DCG ou 
d’engager des traitements précoces.  
 
 
 

Title : Analysis of TG2 role in chronic lung allograft dysfunction and interation with MMP-9 
 
Keywords : Lung transplantation, Transglutaminase 2, Chronic lung allograft dysfunction, chronic rejection, MMP-9 
 
Abstract : Chronic lung allograft dysfunction (CLAD) is the 
main long-term cause of death of lung transplantation 
recipients and its physiopathology remains partially 
understood. Transglutaminase 2 (TG2) is a multifunctional 
protein that has been shown to have a role in lung fibrotic 
disease. Our objective is to explore the role of TG2 in CLAD 
and its interaction with MMP-9. 
We performed a two levels analysis of TG2. First, on lung 
explant with CLAD, retrieved at the time of a 
retransplantation, second on a cellular model in which 
human bronchial epithelial cells (BEC) are exposed to 
allogenic T lymphocytes (ATL). Finally, we performed an 
retrospective analysis on the prognostic potential of 
plasmatic MMP-9 for CLAD from a cohort of lung transplant 
recipient.  
Immunohistochemistry analysis of lung explants with 
bronchiolitis obliterans showed high expression of TG2 
 

comparable to lung from patients with idiopathic 
pulmonary fibrosis and increased as compared to 
healthy lung. BECs exposed to ATL and TGF-β1 
expressed high levels of TG2 mRNA and TG2 protein 
which were associated with increased expression of 
MMP9. Chemical inhibition of TG2 enzymatic activity 
did not reverse the fibroblastic phenotype evolution 
and tended to decrease MMP-9 expression. 
Plasmatic MMP-9 measured 2 years after 
transplantation was prognostic of CLAD.  
TG2 is overexpressed in CLAD lung. BEC have the 
potential to expressed TG2 when stimulated by 
activated TL and TGF-β1 opening ways for 
therapeutic research in CLAD targeting TG2. 
Plasmatic MMP-9 could be used ina clinical setting to 
prevent CLAD onset or to engage early therapeutic 
interventions.  
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