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Principales abréviations

ADNc: acide désoxyribonucléique codant
AILIM/ICOS : Activation-inducible lymphocyte immuno-mediatory molecule/inducible co-
stimulateur
AMPc : adénosine monophosphate cyclique
C/EBP  (CAAT/enhancer binding protein) : facteur transcriptionnel se liant à la boite CAAT
CMH : complexe majeur d’hystocompatibilité
CREB (cAMP responsive element binding): protéine trans-activatrice médiant les effets de 
l’AMPc
ERK: extra-cellular signal regulated kinase
FC: fausses-couches
FT : facteur tissulaire
GM-CSF : granulocyte/macrophage colony-stimulating factor
ICAM : intercellular adhesion molecule
IL : interleukine
IL-10 : interleukine 10
IM: infarctus du myocarde
INFγ : interféron γ
JAK-2: Janus Kinase 2
JNK: c-Jun N-terminal kinase
Kb: kilobase
LDL : lipoprotéine de basse densité
LPS : lipopolysaccharide
MAPK: mitogen-activated protein kinase
MEK: Mitogen-activated ERK kinase
MGUS : monoclonal gammapathy of undetermined significance
MM : myélome multiple
MMP : métalloprotéase
NF-kB : facteur nucléaire kB
NK: natural killer
PAI : plasminogen activator-inhibitor
PAP : complexe plasmine α2 antiplasmine
PBMC : cellules mononucléées périphériques sanguines
PI3K : phosphatidyl-inositol 3 kinase
PKB: proteine kinase B
PPP: plasma pauvre en plaquettes
PTI : purpura thrombocytopénique idiopathique 
SA : semaines d’aménorrhée
SNP : (single nucléotide polymorphism) polymorphisme de substitution d’acide nucléique 
Src: oncogène Src-tyrosine kinase
STAT: signaux transducteur et activateur de la transcription
TFPI: inhibiteur de la voie du facteur tissulaire (Tissue Factor Pathway inhibitor)
Th1 : T helper 1
Th2: T helper 2
TLR: Toll like receptor
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TNF : Tumor Necrosis Factor
t-PA : activateur du plasminogène d’origine tissulaire
TRAF-3: récepteur au TNF associé au facteur 3
VCAM : vascular cellular adhesion molecules

4



Intitulés des figures

Figure  1.  Localisation  des  polymorphismes  génétiques  –592C>A,  -819C>T, 
-1082G>A, des microsatellites IL-10G et IL-10R, et des sites potentiels de fixation de 
facteurs de transcription situés sur le promoteur du gène de l’IL-10 d’après Eskdale J 
(16)……………………………………………………………………………………… 19

Figure 2. Voies de signalisation impliquées dans la régulation de la transcription de 
l’IL-10 d’après Okamoto N (50) et Dahle MK (51)……………………………………. 21

Figure 3. Structure de l’IL-10 d’après Zdanov A (67)………………………………….. 25

Figure 4. Interaction entre l’IL-10 et les chaînes IL-10R1 et IL-10R2 de son récepteur 
d’après Pletnev S (73)…………………………………………………………………... 30

Figure 5. Voie de signalisation activée par l’IL-10 et son récepteur d’après Donnelly 
RP (74)………………………………………………………………………………….. 32

Figure 6. Effets de l’interleukine 10 sur différents médiateurs de l’immunité d’après 
Mocellin S (93)…………………………………………………………………………. 36

Figure 7. Recrutement de la population de patientes de l’étude clinique sur les fausses-
couches et les polymorphismes de l’interleukine 10…………………………………… 136

5



Intitulés des tableaux

Tableau  I  Correspondance  entre  la  nomenclature  des  allèles  du 
microsatellite  IL-10G,  le  nombre  de  répétitions  de  CA  et  la  taille  des 
produits de PCR d’après Eskdale J (21)......................................................... 13
Tableau  II  Correspondance  entre  la  nomenclature  des  allèles  du 
microsatellite  IL-10R,  le  nombre  de  répétitions  de  CA  et  la  taille  des 
produits de PCR d’après Eskdale J (22). ....................................................... 13
Tableau III Différentes nomenclatures des polymorphismes de substitution 
d'acide nucléique. ............................................................................................. 13
Tableau IV Fréquences  alléliques  des  polymorphismes  du promoteur de 
l'interleukine 10 en fonction des ethnies..........................................................15
Tableau V Facteurs  et  sites  de transcription de  l'interleukine 10 décrits 
dans la littérature chez l’homme......................................................................21
Tableau VI Facteurs et sites de transcription de l'interleukine 10 chez la 
souris et le rat. ...................................................................................................22
Tableau VII Cytokines humaines de la famille de l'interleukine 10 d’après 
Fickenscher H (69).............................................................................................26
Tableau VIII Cytokines virales de la famille  de l'interleukine 10 d’après 
Fickenscher H (69).............................................................................................26
Tableau IX Interleukine 10 et facteur tissulaire : revue de la littérature.... 39
Tableau X Modèles animaux d'étude de l'interleukine 10 dans la thrombose 
veineuse...............................................................................................................48
Tableau  XI  Modèles  animaux  d'étude  de  l'interleukine  10  dans  la 
thrombose artérielle ......................................................................................... 52
Tableau  XII  Myélome  multiple  et  polymorphismes  génétiques  du 
promoteur de l’interleukine 10........................................................................ 57
Tableau XIII Lymphomes et polymorphismes génétiques du promoteur de 
l’interleukine 10.................................................................................................60
Tableau XIV Polymorphismes génétiques du promoteur de l'interleukine 10 
et lupus érythémateux disséminé..................................................................... 63
Tableau XV Polymorphismes génétiques du promoteur de l'interleukine 10 
et fausses-couches. ............................................................................................ 66
Tableau XVI Polymorphismes génétiques du promoteur de l'interleukine 10 
et thromboses artérielles................................................................................... 68
Tableau  XVII  Correspondance  entre  la  nomenclature  des  allèles  du 
microsatellite IL-10G d’après Eskdale J (21) * et la nomenclature utilisée 
au cours de la thèse. ........................................................................................110
Tableau  XVIII  Correspondance  entre  la  nomenclature  des  allèles  du 
microsatellite IL-10R d’après Eskdale J (22) * et la nomenclature utilisée 
au cours de la thèse. ........................................................................................110

6



Tableau XIX Allèles du microsatellite IL-10G et pathologies : revue de la 
littérature......................................................................................................... 131
Tableau XX Allèles du microsatellite  IL-10G et pathologies : revue de la 
littérature (suite)..............................................................................................132
Tableau  XXI Répartition  du  nombre  de  fausses-couches  totales  dans  le 
groupe cas  (toutes  les  FC<10 SA) et  dans  le  groupe contrôle  (toutes  les 
FC>10 SA)........................................................................................................138
Tableau XXII Répartition des patientes caractérisées par un nombre élevé 
de  fausses-couches  en  fonction  du nombre de  FC et  de  leur  période  de 
survenue. ......................................................................................................... 138
Tableau XXIII Caractéristiques  biologiques  des  patientes  du groupe cas 
(toutes les FC<10 SA) et du groupe contrôle (toutes les FC>10 SA). ........ 139
Tableau XXIV Fréquences alléliques des microsatellites IL-10G, IL-10R et 
des polymorphismes génétiques de substitution –592C>A et –810C>T des 
groupes cas (toutes les FC<10 SA) et contrôle (toutes les FC>10 SA). ......141
Tableau  XXV  Fréquence  des  génotypes  identifiés  dans  le  groupes  cas 
(toutes les FC<10 SA) et contrôle (toutes les FC>10 SA). ...........................143
Tableau XXVI Fréquences des génotypes regroupés en fonction du nombre 
d’allèles mutés dans le groupes cas (toutes les FC<10 SA) et contrôle (toutes 
les FC>10 SA). ................................................................................................ 143
Tableau  XXVII  Variables  dont  les  fréquences  sont  significativement 
différentes entre les deux groupes de patientes en analyse multivariée. ... 144

7



I Introduction générale

De nombreuses pathologies dysimmunitaires et/ou inflammatoires sont caractérisées 

par un dérèglement de l’hémostase et/ou un risque accru de survenue d’évènements thrombo-

emboliques.  Les  pathologies  les  plus  étudiées  dans  ce  domaine  sont  la  coagulopathie  de 

consommation  associée  au  sepsis,  le  syndrome  primitif  des  anti-phospholipides,  les 

thrombocytopénies induites par l’héparine, la thrombose artérielle et veineuse associée ou non 

à une dysimmunité et la pathologie néoplasique. La physiopathologie de la survenue d’un 

événement  thrombo-embolique  dans  ces  différents  contextes  cliniques  a  été  en  partie 

identifiée ces dernières années par de nombreuses études expérimentales et cliniques qui ont 

montré  un  lien  entre  l’immunité,  l’inflammation  et  l’hémostase.  Ainsi,  une  élévation  des 

marqueurs  de  l’inflammation  tels  que  la  CRP ou  les  cytokines  pro-inflammatoires  a  été 

identifiée  durant  les  poussées  thrombo-emboliques.  Cependant,  il  semblerait  que  dans  la 

thrombose veineuse, contrairement à la thrombose artérielle, le phénomène inflammatoire ne 

soit  pas  l’événement  initiateur  de  la  formation  du  thrombus,  mais  soit  un  événement 

supplémentaire favorisant la survenue d’un thrombus. Le rôle exact de l’inflammation dans la 

thrombose veineuse reste encore à déterminer.

Le facteur tissulaire (FT) a un rôle essentiel dans l’initiation de la coagulation. Il est le 

récepteur/cofacteur membranaire du facteur VII de la coagulation. Le facteur VII adopte sa 

forme active une fois lié au FT. Le FT est une glycoprotéine transmembranaire exprimée par 

les monocytes et les cellules endothéliales activés par différents agents pro-inflammatoires 

tels que des agents infectieux, les endotoxines, les complexes immuns et des cytokines pro-

inflammatoires de type Th1 (IL-1 et TNF). L’augmentation de l’expression du FT au cours 

des  phénomènes  inflammatoires  est  une  des  clefs  biologiques  reliant  l’inflammation  à  la 

coagulation. Par ailleurs les cytokines pro-inflammatoires inhibent le système inhibiteur de la 

coagulation thrombomoduline / protéine C, perturbent le système de la fibrinolyse en activant 

l’activateur du plasminogène et l’inhibiteur de type 1 de cet activateur (PAI-1) et stimulent la 

synthèse par les cellules endothéliales d’agents vasoactifs. En revanche, l’interleukine-10 (IL-

10), l’IL-4 et l’IL-13, cytokines anti-inflammatoires de type Th2, synthétisées au cours des 

phénomènes inflammatoires, diminuent l’expression du FT par les cellules endothéliales et les 

monocytes/macrophages et régulent ainsi l’activation de la coagulation (1) (2). Il apparaît, à 

travers  la  littérature,  que  l’équilibre  cytokinique  Th1  (cytokines  pro-inflammatoires)/Th2 
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(cytokines anti-inflammatoires) joue un rôle prépondérant dans la régulation de l’hémostase. 

L’équilibre  des  cytokines  influe  sur  le  niveau d’activation  hémostatique  en  modifiant  les 

interactions complexes entre les cellules endothéliales, les cellules sanguines et le système 

coagulation/fibrinolyse, paramètres essentiels de l’hémostase. 

Afin  de  comprendre  son  implication  dans  la  survenue  d’évènements 

thromboemboliques, nous avons étudié dans un premier temps l’influence de l’IL-10 sur la 

génération de thrombine par des monocytes. Ces travaux ont été rédigés sous la forme d’un 

article actuellement en cours de soumission (Chapitre III.1.3.1). Dans un second temps nous 

avons essayé de corréler certains polymorphismes du promoteur du gène de cette cytokine 

avec  son  expression  dans  un  modèle  de  transfection.  Nous  avons  également  effectué  des 

dosages de l’Il-10 dans le surnageant de cultures de cellules mononucléées isolées chez des 

témoins chez lesquels des polymorphismes du promoteur de l’IL-10 avaient été identifiés. 

Puis nous avons conduit deux études clinico-épidémiologiques. La première étude analysait la 

fréquence  des  polymorphismes  du  promoteur  de  l’IL-10  dans  une  population  de  patients 

caractérisés  par  la  survenue  d’une  maladie  thrombo-embolique  veineuse  et  dans  une 

population  de  témoins.  Cette  étude  a  été  soumise  à  publication  et  acceptée  (Chapitre 

III.2.2.2.1).  Au cours de la seconde étude, nous avons déterminé ces fréquences dans des 

populations de patientes ayant développé des fausses-couches de différents types cliniques. 

Ces travaux seront très prochainement rédigés sous forme d’article et soumis à publication.
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II Etat des connaissances sur le sujet

L’interleukine-10 (IL-10)  est  décrite  pour  la  première  fois en 1989 (3)  comme un 

facteur inhibant la production de cytokines par des lymphocytes T helper de type 1 (Th1) et 

les  fonctions  effectrices  des  monocytes/macrophages.  Sa  fonction  principale  semble  être 

l’inhibition  de  la  réponse  inflammatoire.  Ce  rôle  dans  la  régulation  de  l’immunité  et  de 

l’inflammation est mis en évidence in vivo dans un modèle de souris dont le gène de l’IL-10 a 

été  invalidé.  Ces  souris  développent  une  réaction  de  type  Th1 importante  (4)  associée  à 

l’expression de pathologies inflammatoires  (5)  (6)  (7)  (8).  C’est  dans  ce contexte  que de 

nombreuses études fondamentales et cliniques concernant le rôle de l’IL-10 dans la survenue 

de pathologies à composante inflammatoire et/ou dysimmunitaire ont été publiées. De plus, 

depuis  quelques  années,  émerge  un  groupe  de  protéines,  d’origine  humaine  ou  animale, 

appelé famille de l’IL-10. Ces protéines sont caractérisées par des séquences en acides aminés 

homologues.  Leurs  effets  physiologiques  sont  pour certaines  de ces  protéines,  notamment 

virales, très proches de ceux de l’IL-10 et pourraient expliquer le rôle pathologique de l’IL-10 

dans la survenue de certaines hémopathies.

II.1  Le gène de l’IL-10 : structure et régulation

II.1.1 Le gène

Le gène de l’IL-10 se situe sur le chromosome 1 entre les positions 1q31 et 1q32 (9). Le 

locus de ce gène mesure environ 2 Kb. Il est présent en une seule copie dans les cellules. Le 

gène est formé de quatre introns et de cinq exons (10). Sa structure est très conservée et 

caractérise la famille des cytokines homologues de l’IL-10. Le premier exon code pour le 

peptide signal et l’hélice A, le deuxième pour la boucle AB et l’hélice B, le troisième pour les 

hélices C et D, le quatrième pour la boucle DE et le cinquième pour l’hélice E, l’hélice F, la 

partie COOH terminale de l’IL-10 et un segment non transcrit intervenant dans la stabilité de 

l’ARNm (11).

Des séquences d’ADNc homologues  ont  été  identifiées  dans le  génome de nombreux 

virus. Les homologies les plus fortes sont identifiées dans le génome des virus Epstein-Barr 
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(12) (13), Herpes papio et Herpes équin (14). Ces virus ont ainsi la possibilité de synthétiser 

une IL-10 virale dont les propriétés sont proches de celles de l’IL-10 humaine. Cette propriété 

leur permet de diminuer la réponse immunitaire de l’hôte ce qui leurs confère une défense 

naturelle et permet leur survie.

II.1.2 Le promoteur

II.1.2.1 Les polymorphismes génétiques, leurs nomenclatures et leurs 

fréquences alléliques

Kube D et al (15) décrivent le promoteur de l’IL-10 pour la première fois en 1995. La 

séquence est déterminée à partir du site de démarrage de la transcription jusqu’à la position –

4082.  Cette  séquence  est  déposée  dans  la  banque  GenBank  sous  le  numéro  d’accession 

X78437. Aujourd’hui plus d’une quinzaine de polymorphismes génétiques sont décrits dans le 

promoteur du gène de l’IL-10 (16) (17) (18). Ces polymorphismes sont le plus souvent des 

polymorphismes de substitution d’acide nucléique (SNP). Deux microsatellites de répétitions 

de CA ont été également identifiés ainsi qu’une insertion/délétion de trois nucléotides. Des 

variations inter-individuelles de production cellulaire d’IL-10 ont été identifiées. Soixante dix 

pourcents de ces variations ont une origine génétique (19). Plusieurs études ont essayé de 

déterminer  si  certains  polymorphismes  du  promoteur  de  l’IL-10  étaient  des  facteurs 

génétiques de variation de sécrétion d’IL-10 (20). Par ailleurs, les fréquences alléliques de 

nombreux polymorphismes du promoteur de l’IL-10 ont été déterminées dans des populations 

de patients atteints de pathologies inflammatoires  et/ou dysimmunitaires afin d’établir une 

corrélation entre la présence d’un allèle et l’expression d’une pathologie.

Au cours de notre travail, nous avons étudié les cinq polymorphismes génétiques les plus 

fréquemment  analysés  dans  les  études  cliniques.  Ces  polymorphismes  regroupent  deux 

microsatellites  formés  de  répétitions  de  CA  nommés  IL-10G  et  IL-10R  et  trois 

polymorphismes de substitution d’acides nucléiques C>A, C>T et G>A situés respectivement 

aux positions –592, -819 et –1082 du promoteur (16). Les deux microsatellites IL-10R et IL-

10G sont respectivement situés à –4Kb et –1,1Kb du site d’initiation de la transcription. Ils 

sont formés d’un nombre variable de répétitions de CA (Tableaux I et II).
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La nomenclature des allèles des microsatellite IL-10G et IL-10R la plus utilisée est celle 

d’Eskdale J  et al (21) (22) (Tableaux I et II). Certains auteurs décrivent les allèles par la 

taille des produits de PCR. Celle-ci étant dépendante de la localisation des amorces, ce choix 

de description est à l’origine d’erreurs d’interprétation des résultats. La nomenclature la plus 

fréquemment employée pour décrire les polymorphismes de substitution d’acide nucléiques 

(SNP ou single nucléotide polymorphism) est celle de Turner DM et al (23) (Tableau III). 

Les trois polymorphismes de substitution d’acide nucléique sont dénommés en fonction de 

leur position dans le promoteur. Cette position est déterminée à partir du codon « start » ATG. 

La localisation  de  ces  SNP a  été  réalisée  à  partir  de  la  séquence  X78437 du  promoteur 

déposée dans GenBank. Bien que la nomenclature la plus couramment utilisée soit celle de 

Turner  DM (23),  il  existe  une nomenclature  officielle  que l’on  peut  retrouver  sur  le  site 

http://snp500cancer.nci.nih.gov (Tableau III).  La nomenclature  concernant les SNP et les 

microsatellites n’est pas homogène dans la littérature. Cet aspect sera repris et discuté dans la 

partie présentant nos résultats.
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Tableau  I Correspondance  entre  la  nomenclature  des  allèles  du microsatellite  IL-10G, le  nombre  de 
répétitions de CA et la taille des produits de PCR d’après Eskdale J (21).

Allèles Nombre de répétitions 
de CA 

Taille des produits 
de PCR (%)

G1 14 124 (0,5)
G2 15 126 (0)
G3 16 128 (0)
G4 17 130 (0)
G5 18 132 (0,5)
G6 19 134 (0)
G7 20 136 (2,4)
G8 21 138 (3,4)
G9 22 140 (50)
G10 23 142 (6,8)
G11 24 144 (9,8)
G12 25 146 (4,4)
G13 26 148 (16,1)
G14 27 150 (4,9)
G15 28 152 (0)
G16 29 154 (0,5)

(% : fréquence déterminée dans une population de 102 témoins sains caucasiens de Glasgow)

Tableau II Correspondance entre la nomenclature des allèles du microsatellite IL-10R, le nombre de 
répétitions de CA et la taille des produits de PCR d’après Eskdale J (22). 

Allèles Nombre de répétitions 
de CA

Taille des produits 
de PCR (%)

R0 11
R1 12
R2 13 114 (56,4)
R3 14 116 (40,4)
R4 15 118 (3,2)

(% : fréquence déterminée dans une population de 94 témoins sains caucasiens de Glasgow)

Tableau III Différentes nomenclatures des polymorphismes de substitution d'acide nucléique. 

Polymorphismes DM Turner (23)
Nomenclature 

officielle*
TGGGA(G>A)GGGGA -1082 -1116 (IL10-03)
TGTAA(C>T)ATCTC -819 -853 (IL10-01)
CCTGT(C>A)CTGTA -592 -626 (IL-10-02)

(* site internet http://snp500cancer.nci.nih.gov)
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Les  données  publiées  sur  la  fréquence  des  allèles  de  ces  cinq  polymorphismes 

rapportent des différences liées à l’origine ethnique des populations étudiées (Tableau IV). 

Ainsi,  les  fréquences  alléliques  des  polymorphismes  génétiques  du  promoteur  de  l’IL-10 

déterminées dans les populations témoins des études varient. Eskdale J  et al (24) montrent 

que la  fréquence allélique IL-10R3 est  moins fréquente dans une population témoin afro-

américaine d’Atlanta (n=38, 23,7%) que dans deux populations témoins de Glasgow (n=94, 

40,4%)  et  d’Oxford  (n=87,  36,2%).  La  population  témoin  d’Afrique  du  sud  (n=73)  de 

MacKay et al (25) a une fréquence allélique de IL-10R3 de 15% alors que cet allèle présente 

une  fréquence  de  31%  dans  leur  population  témoin  contrôle  de  caucasiens  de  Grande-

Bretagne (n=296). Kube D et al (26) analysent la fréquence des allèles des microsatellite IL-

10G et Il-10R dans une population saine de caucasiens originaires d’Allemagne (n=218) et 

dans  une  population  saine  africaine  originaire  du  Gabon  (n=91).  L’allèle  IL-10R3  est 

significativement moins fréquent dans la population gabonaise (9%) que dans la population 

allemande  (28%).  L’allèle  IL10G9  est  beaucoup  moins  représenté  dans  la  population 

gabonaise (29% versus 38% dans la population allemande) alors que les allèles IL-10G10 et 

IL-10G11 y sont beaucoup plus fréquent (22% et 26% versus 10% et 9%). Dans la population 

de 102 témoins caucasiens non apparentés originaires de Glasgow analysés par Eskdale J et al  

(21), les fréquences des allèles IL-10G9, G10 et G11 sont respectivement de 50%, 6,8% et 

9,8%. Les fréquences des allèles –1082A et –592A sont déterminées dans des populations 

témoin  caucasiennes  du  sud-est  de  l’Angleterre  (n=152)  (27),  de  Manchester  en  Grande 

Bretagne (n=660) (28), d’Allemagne (n=218) (29), et également de Chine (n=166) (30) et du 

Gabon (n=91) (29).  La fréquence la plus élevée de l’allèle  –592A est  déterminée dans la 

population chinoise (67%). La fréquence la plus basse est identifiée dans la population du sud 

est de l’Angleterre (16,4%). La fréquence de l’allèle –1082A est le plus souvent proche de 

50% excepté dans la population chinoise où elle est de 94%. Ces variations de fréquence 

allélique, mais également d’haplotype, en fonction de l’origine ethnique sont à connaître lors 

de  l’interprétation  des  études  cliniques.  En effet  dans  la  majorité  des  études,  les  auteurs 

corrèlent un polymorphisme génétique de l’Il-10 avec la survenue de pathologies. Par ailleurs 

ils mettent en parallèle les différences de fréquences alléliques des polymorphismes de l’IL-

10 avec des différences de fréquence de survenue de pathologies en fonction de l’ethnie. 
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Tableau IV Fréquences alléliques des polymorphismes du promoteur de l'interleukine 10 en fonction des 
ethnies.

Etude Origine des 
contrôles (n)

R2 
(%)

R3 
(%)

R4 
(%)

G9 
(%)

G10 
(%)

G11 
(%)

-592C 
(%)

-592A 
(%)

-819C 
(%)

-819T 
(%)

-1082G 
(%)

-1082A 
(%)

Eskdale J, 
Immunogenetics 
1995 (21)

Caucasiens, 
Glasgow 
(Ecosse) 
n=102

50,5 6,8 9,8

Eskdale J, 
Immunogenetics 
1996 (21)

Caucasiens 
Glasgow 
(Ecosse) 
n=92

56,4 40,4 3,2

Turner DM, 
Eur J 
Immunogenetics
1997 (23)

Causcasiens 
Nord  ouest 
Angleterre
N=119

79,0 21,0 79,0 21,0 51,0 49,0

Eskdale J, 
Lancet 1998 (24) 

Caucasiens 
Oxford 
(Angleterre) 
n=87

60,9 36,2 2,9

Eskdale J, 
Lancet 1998 (24)

Noirs 
américains 
Atlanta  (EU) 
n=38

72,3 23,7 0,0

Perrey C, 
Transplant 
Immunology 
1998 (28)

Caucasiens
Manchester 
(Angleterre) 
n=330

77,0 23,0 77,0 23,0 49,0 51,0

Mok CC, 
Arthritis Rheum 
1998 (30)

Chine, n=166 6,0 94,0

Reynard MP, J 
Immunogenetics 
2000 (27)

Caucasien
Sud  est 
Angleterre, 
n=152

68,0 32,0 52,6 47,4

D’Alfonso S, 
Arthritis Rheum 
2000 (31)

Caucasiens
Italie du nord
N=164

80,0 18,0 0,9 35,0 6,0 8,0 64,0 36,0

Kalusa W,
Arthritis Rheum
2001 (32)

Caucasiens 
Finlandais 
n=62

53,0 21,0 4,0 30,0 18,0 6,0

Kube D,
 Eur Cytokine 
Netw 2001 (26)

Caucasiens, 
Cologne 
(Allemagne) 
n=218

69,0 28,0 3,0 38,0 10,0 9,0 74,0 26,0 49,0 51,0

Zhou Y,
J Rheumatol
2002 (33)

Caucasiens 
suédois
N=109

29,0 11,0 9,0

Kube D, 
Genes and 
Immunity 2003 
(29)

Africains 
(Gabon) n=91 88,à 9,0 2,0 29,0 22,0 26,0 62,0 38,0 48,0 52,0

MacKay K, 
Rheumatol 2003 
(25)

Caucasiens 
Grande 
Bretagne 
n=296

65,0 31,0

MacKay K, 
Rheumatol 2003 
(25)

Africains, 
Afrique  du 
sud (n=73)

77,0 15,0
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II.1.2.2 Voies de signalisation et facteurs de transcription intervenant dans la 
régulation de la transcription du gène de l’IL-10

La régulation de la production de l’IL-10 reste mal connue à ce jour. Cette cytokine anti-

inflammatoire est produite par de nombreux types cellulaires parmi lesquels ont été identifiés 

les  lymphocytes  Th1,  Th2  Th0,  les  lymphocytes  B,  les  mastocytes,  les  polynucléaires 

éosinophiles, les monocytes, les macrophages, les kératinocytes (34) (35) (36) (37) (38) et 

également  des  cellules  pathologiques  telles  que  les  tricholeucocytes  (39),  les  cellules  de 

Hodgkin  (40),  les  cellules  de  Sezary  (41),  les  plasmocytes  de  myélome  multiple  (42)  et 

certaines cellules de mélanome (43).

Quel  que  soit  le  type  de  cellule,  la  synthèse  de  l’IL-10 est  toujours  secondaire  à  un 

stimulus. La régulation de l’expression de l’IL-10 en réponse à un stimulus semble être propre 

à  chaque  type  cellulaire  (44).  De  plus,  d’après  Westendorp  RGJ  et  al  (19), la  capacité 

cellulaire  à  produire  faiblement  ou  fortement  de  l’IL-10  en  réponse  à  un  stimulus  serait 

déterminée génétiquement  à  75%. Cette  grande hétérogénéité  individuelle  de réponse aux 

stimuli a été imputée en partie aux trois polymorphismes de substitution d’acide nucléiques 

(SNP) du promoteur de l’Il-10 –1082G>A, -819C>T et –592C>A et aux deux microsatellites 

IL-10G et IL-10R. L’étude de la réponse cellulaire à un stimulus par la mise en culture de 

cellules mononucléées de génotype connu a permis de corréler l’allèle IL-10R3 à une faible 

production d’IL-10 (45) et l’haplotype –1082G/-819C/-592C à une capacité plus élevée de 

produire  de  l’IL-10 (23).  Crawley E  et  al (46)  ont  étudié  le  rôle  des  trois  SNP par  une 

technique  de  transfection  et  ont  corrélé  l’haplotype  ATA  à  une  capacité  diminuée  de 

production d’IL-10.  Eskdale  J  et  al (16)  (Figure 1)  ont  déterminé les  sites  potentiels  de 

fixation de facteurs de transcription se situant entre le codon « start » et la position –4082 du 

promoteur (séquence X78437 dans GenBank) notamment pour identifier  le rôle exact  des 

polymorphismes  sur  la  transcription  du  gène.  Ils  ont  utilisé  les  logiciels  SIGSCAN et 

MatInspector/TRANSFAC.  Au  total  74  sites  ont  été  identifiés.  Les  polymorphismes  –

1082G>A -819C>T et –592C>A se situent respectivement proche d’un site de fixation du 

facteur de transcription Ets, d’un site de régulation positive (non déterminé) et d’un site de 

fixation du facteur de transcription STAT3. Par ailleurs,  ils ont également  décrit  des sites 

participant plus particulièrement aux voies de signalisation des cytokines, suggérant leur rôle 

dans  la  régulation  de  la  transcription  et  dans  l’expression  de  l’IL-10  ainsi  qu’un  rôle 
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d’autorégulation par l’IL-10 elle-même. Ainsi, neufs sites de fixation de facteurs de la famille 

NFκB/REL, caractérisés pour participer à la voie de signalisation du TNF (47), ont ainsi pu 

être localisés ainsi que quatre sites de fixation de STAT 1, facteur de transcription intervenant 

dans la voie de signalisation de l’interféron (48). Des séquences consensus pour l’INFγ, l’IL-6 

et le GM-CSF « responsive element » sont également fréquemment identifiées (Figure 1).
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-1082G>A

-819C>T -592C>A

Figure 1. Localisation des polymorphismes génétiques –592C>A, -819C>T, -1082G>A, des 
microsatellites IL-10G et IL-10R, et des sites potentiels de fixation de facteurs de transcription situés sur 
le promoteur du gène de l’IL-10 (d’après Eskdale J) (16).
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Un modèle de transfection a permis à Kube D  et al d’identifier différentes régions du 

promoteur régulatrices de la transcription de l’IL-10 (15). La délétion de la région –141/+27 

comportant le site majeur de transcription (CAT) et la TATA box située en position –80/-140 

induit une absence totale de transcription. La délétion de la région –1000/-800 entraîne une 

diminution de l’activité transcriptionnelle ce qui suggère la présence de site de fixation de 

facteurs activateurs de la transcription. La construction comportant une délétion de la région –

750/-350 induit une augmentation de l’activité transcriptionnelle ce qui permet aux auteurs de 

conclure à la présence de site de fixation de facteurs inhibiteurs de la transcription. 

Depuis,  plusieurs  facteurs  de  transcriptions  ainsi  que  leurs  sites  de  fixation  sur  le 

promoteur ont été décrits (Tableau V). La plupart des auteurs ont associé des techniques de 

transfection, de PCR quantitative et de retard sur gel de mobilité électrophorétique (« band 

shift  assay »)  pour  identifier  les  facteurs  de  transcription  et  leurs  sites  de  fixation.  Les 

protéines trans-activatrices actuellement identifiées comme participant à la transcription du 

gène de l’IL-10 sont Sp1 et 3, STAT3, CREB/ATF, C/EBPα, β, γ, c-Maf (49) et NFκB. Les 

récepteurs  Fas  /  Fas  ligand,  les  récepteurs  de  type  β2  adrénergiques,  les  récepteurs  à 

l’adénosine (notamment A2B) et les récepteurs de type « Toll Like Receptor » (TLR 2, 3, 4) 

sont  impliqués  dans  l’activation  de  la  transcription  du  gène  de  l’IL-10  (Tableau  V). 

L’activation de ces récepteurs déclenche des voies de signalisation impliquant la P38 MAPK 

le plus souvent mais également JAK 2, ERK, JNK, PI3K et les caspases 3, 8 et 9 (50) (51).

Les  modèles  utilisés  pour  identifier  les  facteurs  de  transcription  et  les  voies  de 

signalisation de l’IL-10 sont très variables. Les cellules sont d’origine humaine ou animale 

(Tableaux V et VI). Les types cellulaires et les activateurs sont également très différents. On 

retrouve le  plus  fréquemment  des  lignées  cellulaires  hématopoïétiques.  La  question  de  la 

spécificité humaine ou animale et/ou de type cellulaire de chaque facteur de transcription ou 

de voie de signalisation se pose bien que certains facteurs comme Sp1 soient décrits comme 

ubiquitaires.
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A)

B)

Figure  2.  Voies  de  signalisation  impliquées  dans  la  régulation  de  la  transcription  de  l’interleukine  10 
d’après Okamoto N (50) et Dahle MK (51).

A) Modèle de lymphocytes T purifiés activés via deux types de récepteurs : le CD28 et le AILIM/ICOS par des 
anticorps monoclonaux anti-CD28 ou anti- AILIM/ICOS (50). 
B) Modèle de cellules Kuppfer de rats activées via un récepteur de type TLR par deux activateurs : le LPS et le 
LTA (51).

(AILIM/ICOS:  Activation-inducible  lymphocyte  immuno-mediatory  molecule/inducible  co-stimulateur;  PI3-
kinase: phosphatidyk-inositol 3 kinase; ERK: extra-cellulaire signal regulated kinase; MEK: Mitogen-activated 
ERK kinase; JNK: c-Jun N-terminal kinase; JAK: Janus Kinase; PKB: proteine kinase B; Src: oncogène Src-
tyrosine kinase)
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Tableau V Facteurs et sites de transcription de l'interleukine 10 décrits dans la littérature chez l’homme.

Auteurs Modèles cellulaires Activateurs Sites de 
fixation

Facteurs de 
trans-

cription
Voies de signalisation

Tone M,
J Immunol
2000 (52)

lignée lymphoide (RAW 
264)

lignée non lymphoïde 
(EL 4)

PMA
ionomycine -95/-71 pb Sp1 et Sp3

Benkhart EM,
J Immunol
 2000 (53)

Lignée B
Lignée monocytaire 

(Mono Mac 6)
Lignée T H9

LPS -150 pb STAT3 P38 MAPK

Platzer C, J 
Neuroimmunol 
2000 (54)

Lignée monocytaire 
THP1 et HL-60

CRE1 et 
CRE4 –1308 

pb
CREB/ATF Récepteur β2 

adrénergiques/AMPc

Ma W,
J Biol Chem, 
2001 (55)

Lignée monocytaire 
THP1 / CD14 LPS -636/-631 Sp1 P38 MAPK

Yang BC,
J Immunol 
2003 (56)

Lignée T leucémique 
Jukat et Molt-4

Lymphocytes T sanguins

Coculture avec 
des cellules de 

gliome (U-
373MG et U-

118MG)

Fas/Fas ligand
Caspases 8, 3 et 9

Brenner S,
J Biol Chem 2003 
(57)

Lignée monocytaire 
THP1 et HL-60 AMPc

CRE3 –900/-
800 pb

C/EBP5 –
100/0 pb
C/EBP3 –

500/-400 pb
C/EBP1 –

900/-800 pb

C/EBP α et 
β

Récepteur β2 
adrénergiques/AMPc

Okamoto N, 
Biochem Biophys 
Res Commun 
2003 (50)

Lymphocytes T CD28L
AILIM/ICOS

PI3-kinase/Akt
P38 MAPK

Veiopoulou C, 
Neuroimmuno-
modulation 
2004 (58)

Lymphocyte T CD4+
Lignée leucémique 

HUT-78

PMA
Ionomycine
Anti-CD3

P38 MAPK

Vega MI,
Oncogene 
2004 (59)

Cellules de lymphome 
non hodgkinien 2F7 B 
NHL et10C9 B NHL

Rituximab (anti 
CD20)

P38 MAPK (inhibition) 
et diminution 

transcription IL-10
Jack CS,
J Immunol 
2005 (60)

Cellules gliales et 
astrocytes humains LPS TLR2, TLR3, TLR4

Nemeth ZH,
J Immunol 
2005 (61)

Macrophages humains 
RAW 264.7 LPS et adénosine

A2B récepteur

Régulation post-
transcriptionnelle, 

fixation de protéine sur 
la région non traduite en 

3’ (3’ UTR)
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Tableau VI Facteurs et sites de transcription de l'interleukine 10 chez la souris et le rat. 

(ND : non déterminé)

II.2  La protéine IL-10

II.2.1 Structure de la protéine IL-10

L’ADNc de l’IL-10 a un cadre ouvert de lecture pour un polypeptide de 178 acides aminés 

contenant  une  séquence  signal  hydrophobe  caractéristique  d’une  protéine  sécrétée  de  18 

acides aminés. Le polypeptide mature comprend donc 160 acides aminés. La protéine contient 

un site potentiel de N-glycosylation.

L’IL-10 est une protéine homodimérique non covalente. Chaque monomère comporte six 

hélices α (66) (67) (68). Elles sont nommées de A à F pour le premier monomère et de A’ à 

F’ pour le second. L’analyse du dimère en cristallographie révèle une interpénétration étroite 

des deux monomères qui adoptent une conformation en V (Figure 3). Chacun des bras du V 

est formé de quatre hélices α originaires d’un monomère et de deux hélices α originaires de 

l’autre monomère. Les deux hélices situées en position C-terminale d’un monomère pénètrent 

au milieu des quatre hélices α N-terminales du deuxième monomère. La structure de l’IL-10 

Auteurs Modèles 
cellulaires Activateurs Sites de fixation Facteurs de 

transcription
Voies de 

signalisation
Kim KY, 
Neuroport 
2002 (62)

Cellules de la 
microglie de rat thrombine ND ND P38 MAPK

Dahle MK,
Infec Immun, 
2004 (51) 

Cellules de 
Kuppfer de rat

Acide 
lipoteichoïque ND ND PI3K, JAK 2, 

P38 MAPK

Liu YW, 
JI 
2005 (63)

Macrophages de 
souris LPS ND ND

NF-κB, MAPK 
(P38, ERK, 

JNK), C/EBPδ

Dahle MK,
Infec Immun 
2005 (64)

Cellules Kuppfer 
de rat LPS ND ND

Récepteurs E 
prostanoïdes α et 
β adrénergiques

Adényl cyclase 
9, AMPc

Hacker H, 
Nature 
2006 (65)

Cellules 
myéloïdes de 

souris invalidées 
pour les gènes de 

TRAF3 et 6

ND ND ND TRAF3
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ressemble fortement à celle de l’interféron ce qui explique en partie les relations étroites entre 

les deux cytokines.
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Figure 3. Structure de l’interleukine 10 d’après Zdanov A (67). 

(En jaune et vert les deux monomères qui la constitue ; en rose et bleu deux monomères du récepteur ; en blanc : zones 
sous forme de boucle ou enroulées ; en rouge : hélices α).
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II.2.2 Analogies structurales des protéines de la famille de l’IL-10 

Les cytokines ayant des homologies de séquence en acides aminés avec l’IL-10 ont été 

regroupées. Elles forment la famille des cytokines apparentées à l’IL-10. Les cytokines de 

cette  famille  sont  d’origine  humaine  (Tableau  VII)  ou  virale  (Tableau  VIII)  (69).  La 

comparaison des structures de ces cytokines apparentées à l’IL-10 a permis d’identifier des 

régions conservées. Ainsi les profils d’hydrophobicité des six hélices α sont identiques pour 

toutes les cytokines de cette famille. Les fragments situés côté C-terminal de l’hélice C et N-

terminal  de  l’hélice  F  sont  également  des  régions  très  conservées.  Ces  deux  régions 

contiennent 4 (Phénylalanine 71, Tyrosine 72, Alanine 139, et glutamine 142) des 5 acides 

aminés  clefs  impliqués  dans  la  stabilisation  de  la  structure  de  l’IL-10 et  de  l’INF  γ.  En 

revanche,  il  apparaît  que  les  quatre  cystéines  caractérisées  dans  la  séquence  de  l’IL-10 

humaine et formant deux ponts disulfures, ne sont pas retrouvées chez tous les membres de la 

famille et ne paraissent donc pas indispensables au maintien structural de la protéine (66) 

(68).
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Tableau VII Cytokines humaines de la famille de l'interleukine 10 d’après Fickenscher H (69).

Cytokines homologues Localisation chromosomique Homologie avec l’IL-10 humaine (%)
IL-10 1q32 100
IL-19 1q32 20
IL-20 1q32 28

IL-24/MDA-7 1q32 23
IL-22/IL-TIF 12q15 26
IL-26/AK155 12q15 27

Tableau VIII Cytokines virales de la famille de l'interleukine 10 d’après Fickenscher H (69).

Cytokine homologue Origine Homologie avec l’IL-10 humaine (%)
EBV IL-10 Epstein-Barr virus 83
HVP IL-10 Herpes virus papio 78

EHV-2 IL-10 Herpes virus équin 76
HCMV IL-10 Cytomégalovirus humain 27
SCMV IL-10 Cytomégalovirus simien 29

Orf IL-10 Orf parapoxvirus ovin 73
YLDV Poxvirus yaba-like 30
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II.3  Le récepteur de l’IL-10

II.3.1 Structure du récepteur

La structure des gènes codant pour les deux types de chaînes constituant le récepteur de 

l’IL-10 est similaire à celle des autres membres de la famille des gènes des récepteurs de 

cytokines de classe II. Ces gènes ont une taille de 30 à 40 KDa. Le premier exon code pour le 

peptide signal et le début des acides aminés du peptide mature. Les second et troisième exons 

codent pour le premier sous-domaine 100 (SD100) alors que les troisième et quatrième exons 

codent  pour  le  deuxième SD100 domaine  extra-cellulaire.  Le  sixième  exon code  pour  le 

domaine  trans-membranaire.  Le  septième  exon  code  pour  le  domaine  intra-cellulaire  qui 

interagit  avec  la  protéine  de  signalisation  JAK et  possède  les  sites  de  recrutement  de  la 

protéine de signalisation STAT. Il code également pour la région non traduite située en 3’ de 

l’ARN (3’UTR) (44) (70). 

Les deux chaînes formant le récepteur de l’IL-10 sont appelées IL-10R1 ou récepteur 

de haute affinité et l’IL-10R2 ou récepteur de basse affinité (Figure 4). Elles possèdent un 

domaine extra-cellulaire de 200 acides aminés, un domaine transmembranaire de 20 acides 

aminés et un domaine intra-cytoplasmique de 322 et 62 acides aminés respectivement pour 

IL-10R1 et IL-10R2. Les domaines extracellulaires comportent deux domaines : un domaine 

N terminal (D1) et un domaine C terminal (D2). Ces deux domaines forment un angle de 90° 

et adoptent la forme d’un « L ». Chaque domaine comprend sept sous-domaines formés de 

deux feuillets β anti-parallèles. Le domaine D1 et le domaine D2 comportent respectivement 

quatre (L1 à L4) et deux formations d’acides aminés en forme de boucle (L5 et L6). Les 

boucles L2, L3, L4, L5 et L6 interagissent avec l’IL-10. Il n’a pas été décrit dans la littérature 

de forme soluble de IL-10R1 et R2.

Les  études  en  cristallographie  et  en  spectroscopie  confocale  de  fluorescence  du 

récepteur de l’IL-10 (71) ont montré que celui-ci était formé de deux chaînes IL-10R1 et de 

deux  chaînes  IL-10R2.  Celles-ci  sont  présentes  au  niveau  membranaire  sous  forme  pré-

assemblée.  Ces  quatre  chaînes  interagissent  entre  elles,  en  présence,  mais  également  en 

absence de leur ligand. La liaison de l’IL-10 à son récepteur se fait en deux étapes. Au cours 

de  la  première  étape,  L’IL-10,  protéine  homodimérique,  se  lie  symétriquement  aux deux 

chaînes  IL-10R1  (récepteur  de  haute  affinité)  (72).  Cette  première  interaction  crée  la 

27



formation deux sites de coopération entre le complexe IL-10R1/IL-10 et la chaîne IL-10R2 

(73).
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Figure 4. Interaction entre l’IL-10 et les chaînes IL-10R1 et IL-10R2 de son récepteur d’après Pletnev S 
(73).

(Flèches : feuillets β ; rectangles : hélice α ; couleur rouge : domaines D1 ; couleur bleue : domaines D2 ; cercles : 
hélices  α de l’IL-10 ; A,B, C, et D : hélices de la même chaîne ; E’, F’ : hélices de la même chaîne ; cercles 
oranges : hélices α qui interagissent avec les récepteur.
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II.3.2 Voie de signalisation

L’activation du récepteur de l’IL-10 induit l’inhibition de la production de nombreuses 

cytokines de type Th1. La voie de signalisation activée la mieux caractérisée met en jeu la 

voie JAK/STAT (Figure 5) (74). Le récepteur de l’IL-10 est pré-assemblé (75). L’interaction 

de l’IL-10 avec son récepteur active les tyrosines kinases Jak1 et Tyk2 (76, 77). Jak1 et Tyk2 

sont  respectivement  liées  aux  chaîne  IL-10R1  et  IL-10R2  constitutivement  (78,  79). 

L’activation des deux kinases se fait par cross-phosphorylation de deux résidus tyrosine du 

domaine intra-cellulaire de la chaîne IL-10R1 (80). Ces tyrosines phosphorylées permettent 

l’interaction directe entre le récepteur et STAT 3 (81). Ensuite STAT 1, STAT 3 et STAT 5 

sont phosphorylées par Jak1 et Tyk2. STAT 1, 3 et 5 peuvent alors s’assembler sous forme 

d’homodimères ou d’hétérodimères. Ils migrent alors dans le noyau et interviennent sur la 

transcription des gènes dépendants du facteur de transcription STAT 3 (82). La délétion de la 

partie –COOH terminale du domaine intra-cellulaire de la chaîne Il-10R1 et/ou l’absence de 

phosphorylation de STAT 3 inhibent tous les effets anti-inflammatoires de l’Il-10 (81). Par 

ailleurs SOCS-1 et 3 font partie des gènes activés par l’IL-10 (83). SOCS-1 est décrit comme 

étant l’inhibiteur physiologique majeur des signaux de transductions induits par l’INF-γ, l’IL-

10 et  l’IL-4 (83,  84)  (85).  SOCS-1 inhibe les  signaux de transductions  en inactivant  des 

kinases. Il occupe le site actif des kinases et empêche ces dernières de phosphoryler leurs 

substrats  (86). Ce mécanisme permet d’expliquer comment l’IL-10 inactive certains effets 

d’autres  cytokines  et  également  comment  l’INF-γ inhibe  les  effets  de  l’IL-10.  De  plus 

l’activation  de  SCOS-3  par  l’IL-10  inhibe  une  majorité  d’effets  produits  par  la  voie  de 

signalisation de gp130 initiée par l’IL-6 (87). Les autres effets anti-inflammatoires de l’IL-10 

sont certainement imputables à sa capacité à stabiliser IκBα dans le cytoplasme (88) et ainsi à 

neutraliser  les  effets  de  l’activation  de  NFκB  par  le  LPS  (89).  L’IL-10  est  également 

impliquée  dans  la  transcription  des  métalloprotéases  (MMP).  Elle  simule  la  transcription 

d’IL-10E1, facteur capable inhiber la transcription des métalloprotéases (90) (91). Ainsi de 

nombreuses  voies  de  signalisation  et  facteurs  de  transcription  sont  activés  par  l’Il-10  et 

expliquent la multiplicité de ses effets. 
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Figure 5. Voie de signalisation activée par l’IL-10 et son récepteur d’après Donnelly RP (74)

(IL-10R1 : chaîne R1 du récepteur, IL-10R2 : chaîne R2 du récepteur ; JAK et TyK : Janus tyrosine kinase ; 
STAT3/1 : Signal transducer and Activator of Transcription 3 ou 1 ; SBE : Stat Binding Element ; TATA : 
site de départ de la transcription) 
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II.4  Activités biologiques de l’IL-10

II.4.1 IL-10 et régulation des phénomènes immunologiques

II.4.1.1 Effet de l’IL-10 sur les monocytes, les macrophages, les cellules 

dendritiques et les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles

L’IL-10 était  initialement  caractérisée comme un facteur  inhibiteur  de synthèse  de 

cytokine  (CSIF)  (76)  synthétisé  par  les  lymphocytes  Th2  et  inhibant  la  synthèse  de 

nombreuses  cytokines  pro-inflammatoires.  Il  a  ensuite  été montré  que  les  lymphocytes  B 

étaient capables également de produire de l’IL-10 (44) (92). Depuis de nombreuses activités 

biologiques de L’IL-10 ont été décrites (44) (93) (Figure 6).

L’IL-10  inhibe  la  capacité  de  présentation  de  l’antigène  des  macrophages  et  des 

cellules dendritiques (94, 95) (96) (93). 

Elle  diminue  la  production,  par  les  monocytes/macrophages  activés,  de  cytokines 

telles que l’IL-1, l’IL-6, l’IL-10 elle-même, l’IL-12, l’IL-18, le GM-CSF, le G-CSF, le M-

CSF, le TNF (94). L’inhibition de la production d’IL-1 et de TNF est majeure dans le rôle 

anti-inflammatoire de l’IL-10. 

L’IL-10  inhibe  la  production  de  chimiokines  impliquées  dans  le  recrutement  des 

monocytes, des cellules dendritiques, des polynucléaires neutrophiles et des cellules T (97). 

L’IL-10 induit  la  production de  molécules  anti-inflammatoires  telles  que  l’antagoniste  du 

récepteur de l’IL-1 (IL-1RA) et les antagonistes du récepteur du TNF (p55 et p75) (98, 99). 

L’IL-10 augmente l’expression du récepteur du fMLP, du PAF, de CCR1, CCR2 et 

CCR5 sur les monocytes, rendant ces derniers plus sensibles au VIH (100). 

L’IL-10  inhibe  l’expression  de  cyclooxygénase  2  et  induit  une  diminution  de 

production de prostaglandine E2 (101). Ceci affecte l’expression de métalloprotéases telles 

que la MMP2, la MMP9 et le TIMP (inhibiteur des MMP), ces dernières étant régulées par la 

voie du PGE-AMPc (102). Les monocytes/macrophages voient ainsi leur capacité à modifier 

la matrice extra-cellulaire diminuée. 

L’IL-10 inhibe l’expression des molécules du CMH de classe II (complexe majeur 

d’histocompatibilité)  ce  qui  altère  le  mécanisme  de  présentation  de  l’antigène  aux 

lymphocytes T par les monocytes (103).
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L’IL-10  augmente  la  cytotoxicité  des  monocytes  en  stimulant  l’expression 

membranaire du récepteur Fcγ (104) ce qui accroît le potentiel de phagocytose des particules 

opsonisées par les monocytes. Cependant l’IL-10 diminue la génération d’ions superoxides et 

de NO ce qui réduit la capacité des cellules à tuer les microorganismes ingérés (105).

Les cellules dendritiques mises en présence d’IL-10 atteignent un état d’anergie les 

rendant incapables, lors de la présentation de l’antigène, de stimuler les lymphocytes (94).

L’expression de l’intégrine CR3 (CD11b/CD18) des polynucléaires neutrophiles est 

diminuée en présence d’IL-10 ce qui affecte considérablement leur capacité à phagocyter les 

microorganismes opsonisés par C3bi (106). Cette cytokine augmente la production d’IL-1RA 

par les polynucléaires neutrophiles (107). L’IL-10 diminue la production de cytokines par les 

polynucléaires éosinophiles activés par du LPS (108).

L’ensemble  de  ces  observations  confère  à  l’IL-10  un  potentiel  anti-inflammatoire 

important associé à une diminution de la capacité à éliminer les microorganismes.

II.4.1.2 Effet de l’IL-10 sur les lymphocytes B, les lymphocytes T et les 

cellules NK

L’IL-10 augmente la durée de vie des lymphocytes B humains. Cette observation est 

corrélée à une augmentation de l’expression de l’oncogène anti-apoptotique bcl-2 (109). La 

prolifération des lymphocytes B matures et de leurs précurseurs est activée en présence d’IL-

10 (110). L’IL-10 provoque la maturation des lymphocytes B en plasmocytes et influence la 

commutation isotypique (111). Ainsi des lymphocytes B activés par un anticorps anti-CD40 

mis en présence d’IL-10 sécrètent de plus grandes quantités d’Ig M, G1, G2, G3 et d’Ig A. En 

présence d’Il-4 et d’IL-10 la commutation sera orientée vers une synthèse Ig G4 et d’Ig E 

(112).

L’IL-10 possède des effets anti-inflammatoires sur les lymphocytes CD4+ (93). Elle 

diminue  indirectement  leur  production  de  cytokine  et  leur  prolifération  dépendantes  des 

cellules présentatrices de l’antigène, en inhibant la fonction de présentation de l’antigène des 

monocytes  (103).  En  fonction  des  conditions  d’activation,  l’IL-10  affecte  directement  la 

production  d’IL-2,  de  TNF et  d’IL-5  par  les  lymphocytes  T CD4+ (113)  (114).  Elle  est 

également capable de provoquer un état d’anergie de cette population lymphocytaire (115). 

L’effet de l’IL-10 sur les lymphocytes T CD8+ est opposé à celui produit sur les CD4+. Elle 

induit leur recrutement, stimule leur activité cytotoxique et leur prolifération (116) (117). 
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La prolifération, la cytotoxicité et la production d’INF-γ des cellules NK sont activées 

en présence d’IL-10 associée à l’IL-18 (118).
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Figure 6. Effets de l’interleukine 10 sur différents médiateurs de l’immunité d’après Mocellin S (93)

(Flèches : stimulation ; traits gras : inhibition ; pointillés : effets incertains ; PGE2 : prostaglandine E2 ; NK cell : cellules 
natural killer ; Mϕ : macrophage ; DC1 : cellule dendritique activant les lymphocytes T naïfs ; DC2 : cellule dendritique 
activant  les  lymphocytes  T  matures  régulateurs ;  Tr :  lymphocytes  T  matures  régulateurs ;  CTL :  lymphocyte  T 
cytotoxique).
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II.4.1.3 Effets biologiques de l’IL-10 virale

Les virus produisent de l’IL-10 (IL-10v). Ainsi, lorsqu’ils infectent un organisme, ils 

diminuent la réponse immune de ce dernier et peuvent persister dans cet organisme. L’IL-10v 

est capable d’inactiver les cellules dendritiques, les monocytes et les macrophages (105) ce 

qui permet au virus de persister dans l’organisme sous forme latente. Par ailleurs l’IL-10v 

possède  les  mêmes  propriétés  que  l’IL-10 humaine  sur  la  lignée  lymphocytaire.  Elle  est 

capable d’activer la prolifération et la différenciation des lymphocytes B. Cependant les effets 

biologiques de l’IL-10 humaine et de l’IL-10v ont des profils différents. Les études de relation 

structure/activité imputent ces variations d’activité à 20 acides aminés, différents entre l’IL-10 

virale et humaine, situés dans la région N terminale des chaînes de l’IL-10 (119).

II.4.2 IL-10 et hémostase

II.4.2.1 Introduction

La majorité des études sur la régulation de l’hémostase par l’IL-10 traitent de l’effet de 

l’IL-10 sur l’expression du FT. Par ailleurs quelques études sur la relation entre l’IL-10 et le 

fibrinogène, et l’IL-10 et la fibrinolyse, ont été publiées.

II.4.2.2 IL-10 et régulation de l’expression du facteur tissulaire

Le phénomène inflammatoire, observé notamment au cours des sepsis, s’accompagne 

de l’activation de la coagulation et du système fibrinolytique.  Cette observation a conduit 

plusieurs équipes à étudier le rôle de l’IL-10 dans ces deux systèmes de l’hémostase.

De nombreuses études concernant la modulation de l’expression du facteur tissulaire 

par  l’IL-10  ont  été  publiées  (Tableau  IX).  En  effet,  le  facteur  tissulaire  est  l’initiateur 

principal de la voie extrinsèque de la coagulation. C’est une glycoprotéine transmembranaire 

dont la partie extracellulaire supporte la fonction récepteur du facteur VII et du facteur VII 
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activé. L’importance du facteur tissulaire dans la thrombogénèse in vivo est suggérée par des 

données  expérimentales  (120)  et  par  des  données  épidémiologiques  (121).  Le  facteur 

tissulaire est exprimé par de très nombreuses cellules de l’organisme. A côté d’une expression 

dite constitutive, il existe une synthèse inductible dans certains types cellulaires tels que les 

monocytes-macrophages  (122),  les  cellules  endothéliales  (123),  les  polynucléaires 

éosinophiles  (124)  et  les  cellules  musculaires  lisses  (125).  Cependant  la  possibilité  d’une 

induction de la synthèse de facteur tissulaire dans les cellules qui possèdent une expression 

constitutive de base a été démontrée dans une lignée d’origine épithéliale  (126). Pour les 

monocytes,  les  macrophages  et  les  cellules  endothéliales  l’expression  est  uniquement 

inductible.  Elle  est  déclenchée  par  de  nombreux  stimuli  immunitaires  et  inflammatoires : 

l’endotoxine, l’interleukine-1, le TNF-α, les fragments activés du complément, les complexes 

immuns et  l’interleukine-2 (127). Lors de certains états pathologiques, et en particulier au 

cours  du  sepsis,  le  facteur  tissulaire  peut  être  exprimé  par  les  monocytes  et  les  cellules 

endothéliales et être responsable d’une coagulation intravasculaire disséminée. Par ailleurs, 

l’expression fonctionnelle du facteur tissulaire dépend de l’activation transcriptionnelle de son 

gène mais aussi de facteurs post-transcriptionnels. Parmi ceux-ci sont décrits les phénomènes 

de  stabilisation  ou  d’épissages  alternatifs  des  ARN,  l’expression  sous  forme  encryptée 

inactive ou « déencrypté » active (128), les interactions cellulaires stimulant sa synthèse, la 

présence de TFPI (129) (130). 

La régulation de l’expression du FT par l’IL-10 est étudiée dans plusieurs modèles 

cellulaires (Tableau IX), le plus fréquent étant les monocytes humains activés par le LPS. 

Des activateurs différents du LPS ont cependant été décrits. Del Prete et al (131) ont étudié 

l’influence de l’IL-10 sur l’expression du FT par des monocytes mis en culture en présence de 

lymphocytes CD8+, CD4+ Th1 ou Th2 activés par de la phytohémagglutinine. Le but de ce 

travail était d’identifier quelle population lymphocytaire était à l’origine de l’expression du 

FT et quelle cytokine, IL-10 comprise, était susceptible de moduler cette voie d’activation. 

Dans  une  autre  étude  (132)  l’effet  de  l’IL-10  sur  le  FT  est  étudié  dans  un  modèle  de 

monocytes mis en culture sur une matrice de fibrine infectée par des Streptococcus sanguis 

afin de reproduire un modèle in vitro d’endocardite bactérienne sur végétation. Paysant J et al 

(133) ont publié la première étude mesurant l’expression de FT par des monocytes non activés 

mis  en  culture  96  heures  en  présence  d’IL-10.  Cette  longue  durée  d’incubation  a  été 

déterminée afin de reproduire in vitro le contact prolongé entre les cytokines relarguées dans 

la plaque d’athérome et les macrophages.
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Quelques  équipes  ont  analysé  l’effet  de  l’IL-10  sur  l’expression  du  FT  par  des 

monocytes  en  sang  total  (134)  (135).  Ce  modèle  a  l’avantage  d’intégrer  les  interactions 

cellulaires  plaquette/monocytes  et  lymphocytes  /  monocytes  susceptibles  d’activer  les 

monocytes  par  des  voies  de  signalisation  différentes  de  celle  obtenue  dans  le  modèle 

monocyte/LPS.

La majorité des études met en évidence une régulation de l’expression du FT par l’IL-

10. Cette cytokine anti-inflammatoire a la propriété de diminuer le phénomène procoagulant 

observé  lors  des  phénomènes  inflammatoires.  L’utilisation  d’un  modèle  de  génération  de 

thrombine par des monocytes humains élutriés et stimulés par du LPS pour analyser l’effet de 

l’IL-10 sur l’expression du FT monocytaire n’a jamais été décrit. 
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Tableau IX Interleukine 10 et facteur tissulaire : revue de la littérature.

(Il-10rh : IL-10 recombinante humaine ; APC : activité procoagulante ; FT :Ag: facteur tissulaire antigénique ; ↓ 
diminution ; ↑ augmentation)

Auteurs Modèle cellulaire Activateur IL-10rh : durée 
d’incubation et dose Effet de l’IL-10

Pradier O, Eur J 
Immunol 1993 
(136)

Cellules 
mononucléées 

sanguines
LPS (6h)

- 6 heures
- avant le LPS

- 30 à 120 pg/mL

- ↓ FT :APC
- ↓ FT :Ag (membranaire)

Ramani M, FEBS 
1993 
(137)

Monocytes humains LPS (4h)

-30 minutes
-avant le LPS

- 0 ; 0,1 ; 1 ; 10 ; 25 ; 
50 U/mL

- ↓ FT :Ag (lysat)
- ↓ FT :APC

- ↓ FT :ARNm

Del Prete G, Blood 
1995 
(131)

Monocytes humains

Lymphocytes T 
CD4+ Th1 activés 

par de la PHA 
(24h):

- 8 heures
- 2, 20, 200 U/mL

- après la PHA

- ↓ FT :Ag (lysat)
-Anti-Il-10 neutralise IL-10 

exogène

Ernofsson M, BJH 
1996 (2)

Monocytes humains 
adhérents LPS -5 ng/mL - ↓ FT :ARNm

- ↓ FT :Ag (membranaire)
Pradier O, Eur J 
Immunol 1996 
(138)

Cellules 
mononucléées 

sanguines

- anti-CD40
- anti-CD 40L Pas de ↓ via CD40/CD40L

Osnes LT, 
Cytokine 1996 
(1)

Monocytes humains LPS (20h)

- 20h
- 5 ng/mL

- en même temps que le 
LPS

- ↓ FT :ARNm
- ↓ FT :APC

Lindmark E, BJH 
1998 
(134)

Sang total humain LPS (30 min ou 1 h)

- 5 min avant le LPS
- 30 min ou 1h après le 

LPS
- 0,5 ; 5 ; 10 ; 50 ng/mL

- ↓ FT :ARNm
- ↓ FT :Ag (membranaire)

- ↓ FT :APC

Chu AJ,
J Surg Research 
1998 (139)

Lignée leucémique 
humaine 

promonocytaire 
THP1

LPS (8 h) ou anti-
CD14

- 2 heures
- 500 ng/mL

- avant le LPS
- ↓ FT :APC

Warnes G,
BJH 1998 
(135)

Sang total humain LPS (6h)

- 6h
- en même temps que le 

LPS
- 0 ; 0,1 ; 0,5 ; 1 ; 5 ; 10 

ng/mL

- ↓ FT:Ag (membranaire)

Noble KE,
BJH 1999 
(140)

Monocytes humains

Cellules 
endothéliales 

humaines de cordon 
ombilical 

(HUVECs)
LPS
IL-1

-20 ng/mL - ↓ FT :APC

Veltrop MHAM, 
Infection and 
immunity 2001 
(132)

Monocytes humains

Culture sur matrice 
de fibrine contenant 
des Streptococcus 

sanguis (4h)

- 4 h
- 100U/mL

- en même temps que la 
culture

- ↓ FT :APC
-Anti-Il-10 neutralise IL-10 

endogène

Paysant J,
BJH 2005 
(133)

Monocytes humains 
adhérents Pas d’activateur - 18, 48, 96h

- 250 pmol/L

- ↓FT :APC du lysat effet 
maximun à 18h

-↓FT :APC membranaire effet 
max à 96h

-↑FT :Ag membranaire 
(maximum 48h)

--↓FT :Ag (lysat) (max96h)
- ↓ARNm (max 18h)
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II.4.2.3 IL-10 et fibrinogène

Une  seule  étude  rapporte  l’effet  de  l’IL-10  sur  la  régulation  de  la  synthèse  de 

fibrinogène  (141).  Le  modèle  utilisé  est  une  lignée  cellulaire  humaine  d’hépatocytes 

immortalisés (lignée Hep G2) cultivée en présence d’IL-6, cytokine connue pour induire la 

synthèse de fibrinogène. Les auteurs évaluent l’effet direct de l’IL-10 sur la production de 

fibrinogène par les hépatocytes stimulés par l’IL-6. Les hépatocytes sont incubés 24 heures en 

présence d’IL-10. Quel que soit le protocole utilisé, préincubation ou non de 24 heures, avant 

l’ajout d’IL-6, des cellules avec l’IL-10 et quelle que soit la concentration testée d’IL-10 (0, 1 

ou 100 ng/mL), aucun effet significatif n’est observé. Les concentrations de fibrinogène sont 

identiques dans tous les cas à celle obtenue en absence d’IL-10. L’analyse en parallèle de 

l’expression  de  l’ARNm  de  la  chaîne  β du  fibrinogène  par  les  hépatocytes  révèle  une 

diminution de l’activité transcriptionnelle du fibrinogène en présence d’IL-10. Ces résultats 

mettent  en évidence une action retardée de l’IL-10 sur la  régulation de la synthèse et  de 

l’expression  du  fibrinogène.  La  régulation  de  la  synthèse  du  fibrinogène  par  l’IL-10  est 

également indirecte. En effet, les monocytes activés par le LPS et incubés en présence d’IL-

10, ont une sécrétion d’IL-6 diminuée. Cette inhibition est plus importante lorsque les cellules 

sont incubées 24 heures avec l’IL-10 avant l’ajout de LPS dans le milieu de culture. Cette 

capacité à réguler la sécrétion de fibrinogène permet d’attribuer à l’IL-10 un rôle protecteur 

lors  de  l’activation  de  la  coagulation  observée  notamment  au  cours  des  phénomènes 

inflammatoires. 

II.4.2.4 IL-10 et fibrinolyse

Pajkrt  D  et  al (142)  et  Okada  K  et  al (143)  étudient  le  rôle  de  l’IL-10  dans  la 

fibrinolyse. Les modèles utilisés par Pajkrt D (142) et Okada K (143) sont respectivement un 

modèle  de  septicémie  induite  par  du  LPS  chez  16  témoins  sains  humain  et  un  modèle 

d’ischémie / reperfusion pulmonaire induite chez des souris sauvages ou invalidées pour le 

gène de l’IL-10 (142) (143).

Chez l’homme, l’injection d’IL-10 recombinante humaine est effectuée à la dose de 25 

µg/kg contre placebo. Deux protocoles sont testés : au cours du premier, l’IL-10 ou le placebo 
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sont injectés 2 minutes avant l’endotoxine, au cours du second l’endotoxine est injectée 1 

heure avant l’IL-10 ou le placebo. Les auteurs font des dosages antigéniques du t-PA, du PAI, 

des complexes PAP et des D-Dimères.  Les dosages sont effectués toutes les heures de la 

première  à  la  8e heure puis  à  la  20e heure.  Les  résultats  obtenus  concernant  le  t-PA,  les 

complexes PAP, et les D-Dimères varient en fonction du protocole utilisé. Ainsi, si l’IL-10 est 

injectée avant le LPS, ces trois paramètres ont des taux significativement plus bas que chez 

les témoins ayant  reçu du placebo. Si  le LPS est  injecté avant  l’IL-10, aucune différence 

significative n’est observée pour les taux de ces trois marqueurs. Pour le paramètre PAI-1, des 

taux significativement plus bas que ceux observés chez les témoins « placebo » sont obtenus 

quelle  que  soit  la  chronologie  des  injections.  L’IL-10  injectée  avant  le  LPS  diminue 

l’activation et l’inhibition de la fibrinolyse. En revanche, si le LPS est injecté avant l’IL-10 

seule la diminution de l’inhibition de la fibrinolyse est significative. Par ailleurs, comme il est 

montré que le TNF active la coagulation et la fibrinolyse au cours des septicémies, les auteurs 

ont utilisé le même modèle et les mêmes protocoles (142) pour identifier un potentiel effet de 

l’IL-10 sur la sécrétion de TNF. Les auteurs montrent une diminution de la sécrétion de TNF 

sérique après injection  d’IL-10 humaine recombinante  lorsque l’injection d’IL-10 précède 

celle  de  LPS.  En  revanche,  lorsque  l’injection  de  LPS  précède  celle  d’IL-10,  aucune 

diminution de sécrétion de TNF n’est observée. La synthèse de TNF précédant l’injection 

d’IL-10, l’IL-10 ne peut pas réguler la synthèse de TNF. Ainsi, la diminution de l’activation 

de la fibrinolyse par l’IL-10 est corrélée à une diminution de la sécrétion de TNF. Lorsque 

l’IL-10 ne régule pas la sécrétion de TNF, elle ne diminue pas l’activation de la fibrinolyse. 

Les auteurs concluent que la régulation de l’activation de la fibrinolyse par l’IL-10 se fait par 

l’intermédiaire du TNF. En revanche, l’inhibition de la synthèse de PAI-1 par l’IL-10 semble 

être moins dépendante de la voie du TNF. En effet, l’injection d’IL-10 après celle de LPS, et 

donc en absence de régulation de la  synthèse  de TNF par l’IL-10, n’empêche pas l’effet 

inhibiteur de cette cytokine sur la synthèse de PAI-1. 

Pour étudier le rôle de l’IL-10 dans la régulation de la fibrinolyse, Okada K et al (143) 

utilisent un modèle murin chez lequel est provoquée une ischémie suivie d’une reperfusion 

pulmonaire. Les souris sont des souris sauvages ou des souris invalidées pour le gène de l’IL-

10,  ou  encore  des  souris  invalidées  chez  lesquelles  de  l’IL-10  murine  recombinante  est 

injectée. Les auteurs effectuent des dosages de l’activité du PAI et du t-PA ainsi qu’un dosage 

de  l’ARNm du  PAI-1.  Ils  mettent  également  en  évidence  les  dépôts  de  fibrine  dans  les 

vaisseaux par immuno-marquage et western-blot. Les résultats montrent qu’après une heure 

d’ischémie et deux heures de reperfusion il existe une augmentation de l’ARNm du PAI chez 
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les  trois  types  de  modèles  par  rapport  à  un  témoin  sans  ischémie/reperfusion.  Le  taux 

d’ARNm mesuré chez les souris invalidées pour le gène de l’IL-10 est 4,7 fois plus élevé que 

celui du témoin. C’est le taux observé le plus élevé. L’injection d’IL-10 murine recombinante 

diminue  significativement  cette  augmentation.  L’activité  du  PAI-1  est  significativement 

augmentée chez les souris invalidées pour le gène de l’IL-10 par rapport au témoin, au modèle 

de souris sauvage et à la souris invalidée ayant eu une injection d’IL-10 murine recombinante. 

Il  n’existe  pas  de  différence  significative  entre  le  témoin,  la  souris  sauvage  et  la  souris 

invalidée / substituée en IL-10. Le plus haut rapport (activité du PAI-1/activité du t-PA) est 

obtenu chez les souris invalidées. C’est chez ces mêmes souris que les dépôts de fibrine de 

localisation  intra-vasculaire  sont  les  plus  importants.  Ces  résultats  montrent  que  l’IL-10 

régule la fibrinolyse notamment en inhibant l’activité du PAI-1 ce qui, lors de l’activation de 

la coagulation permet de diminuer les dépôts de fibrine.

Deux études cliniques, menées respectivement chez 45 patients atteints de polyarthrite 

rhumatoïde versus 33 témoins sains (144) et chez 10 patients ayant un angor stable versus 15 

témoins sains (145), montrent une corrélation négative entre le taux d’IL-10 et le taux de PAI-

1. Le taux d’IL-10 est significativement plus bas chez les patients atteints d’angor stable que 

chez les témoins sains alors que le taux de PAI-1 est plus élevé chez les patients et plus bas 

chez les témoins sains. Chez les patients atteints de polyarthrite rhumatoïde les taux d’IL-10 

sont plus élevés et les taux de PAI-1 plus bas chez les patients que chez les témoins mais ces 

résultats ne sont pas corrélés à la gravité de la pathologie.

Les  résultats  de  ces  quatre  études  sont  homogènes.  Ils  montrent  que  l’IL-10  est 

capable de réguler la fibrinolyse. L’action la plus constante semble être sa capacité à réduire 

l’accumulation  de  fibrine  en  diminuant  l’activité  du  PAI-1.  Plusieurs  études  ont  mis  en 

évidence le rôle de facteur de risque de thrombose artérielle, indépendant ou non, du PAI-1 

(146)  (147).  Bien  que  cette  pathologie  soit  multifactorielle,  que  les  interactions  gène-

environnement soient complexes, l’augmentation du PAI-1 doit participer à l’expression de 

pathologies coronariennes en diminuant  la  dissolution  du thrombus.  Il  est  licite  d’émettre 

l’hypothèse qu’une diminution de synthèse d’IL-10 en favorisant l’augmentation du PAI-1, 

induit une diminution de la dégradation de la fibrine et la survenue de thrombus.
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II.5  IL-10 et pathologie

II.5.1 Introduction

Quelques modèles animaux ont permis d’évoquer le rôle prépondérant de l’IL-10 dans 

les phénomènes thrombotiques artériels et veineux. Les polymorphismes de l’IL-10 ont, par 

ailleurs, fait l’objet de nombreuses publications dans des domaines très variés de pathologies 

notamment immunologiques et hématologiques.

II.5.2 Modèles animaux

II.5.2.1 Introduction

Le  rat  Sprague  Dawley  et  la  souris  C57BL/6  sont  les  modèles  animaux  les  plus 

fréquemment  décrits  dans  les  études  analysant  le  rôle  de  l’IL-10  dans  la  survenue  de 

thromboses  veineuses  et  artérielles  (Tableaux X et  XI).  Le  rat  Sprague  Dawley  à  l’état 

sauvage est utilisé dans deux études concernant la thrombose veineuse (148) (149). La souris 

C57BL/6 sert  de modèle  dans la thrombose veineuse et  dans la  thrombose artérielle.  Les 

auteurs l’utilisent le plus souvent à l’état sauvage ou après invalidation de ses deux gènes 

codant  pour  l’IL-10  (IL-10-/-).  Pour  la  pathologie  veineuse,  l’induction  du  thrombus  est 

toujours réalisée au niveau de la veine cave inférieure après avoir opéré une ligature sous les 

veines rénales. Pour la pathologie artérielle, les plaques d’athéromes sont obtenues après avoir 

soumis les souris à un régime athérogène (Tableau XI). Les plaques situées au niveau de 

l’aorte ou de la carotide sont ensuite analysées.

II.5.2.2 Modèles animaux : IL-10 et thrombose veineuse

Depuis quelques années, l’analyse de la physiopathologie de la thrombose veineuse  a 

mis en évidence la présence de facteurs inflammatoires au niveau de la zone « thrombosée » 

(149). Il semblerait que ces facteurs participent activement à l’amplification du phénomène 

thrombotique.  Des  marqueurs  de  l’inflammation  ont  été  identifiés  également  au  niveau 
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systémique  (150).  L’utilisation de modèles  animaux de thrombose veineuse  a  permis  aux 

auteurs  d’identifier  de  l’IL-10  endogène  au  niveau  de  la  paroi  vasculaire  altérée  par  un 

thrombus (148) (151) et du thrombus lui-même (151). Chez ces animaux, le taux d’IL-10 

endogène était significativement plus élevé que chez les animaux témoins, ces derniers ayant 

bénéficié d’une laparotomie sans ligature de la veine cave inférieure. L’influence de l’IL-10 

sur  les  évènements  thrombotiques  et  inflammatoires  a  été  évaluée  en  observant  les 

modifications quantitatives et  qualitatives du thrombus et  de son environnement (taille du 

thrombus, contenu du thrombus et de son environnement) provoquées par des variations du 

taux d’IL-10. 

La diminution du taux d’IL-10 est provoquée en utilisant des d’anticorps neutralisants 

anti-IL-10 (148) ou des souris invalidées pour le gène de l’IL-10 (151) (152). Les résultats 

obtenus  ne  sont  pas  comparables.  En  effet,  l’utilisation  d’anticorps  neutralisant  l’IL-10 

provoque l’afflux significatif de cellules inflammatoires sur le site du thrombus, alors que le 

phénomène inverse est décrit chez les souris invalidées pour le gène de l’IL-10 par Myers DD 

et al (151) (Tableau X). En effet, Downing LJ et al (148) montrent, dans leur modèle de rat 

auquel ils ont injecté un anticorps neutralisant l’IL-10, un afflux de cellules inflammatoires 

sur le site du thrombus significativement plus important que celui observé chez des rats non 

traités. Cependant, ils ne précisent pas quelle dose d’anticorps ils utilisent. Ils ne montrent pas 

non plus d’effet-dose. Dans leur modèle de souris invalidées pour le gène de l’IL-10, Sullivan 

VV et al (152) montrent une diminution de la teneur en fibrine dans le thrombus formé dans 

ce même modèle de souris deux jours après l’induction du thrombus. Six jours après cette 

induction, la teneur en fibrine entre les souris invalidées et les sauvages est comparable. Les 

auteurs expliquent ces résultats inattendus par le délai de 6 jours, trop court, qui ne permettrait 

pas de voir l’effet anti-inflammatoire de l’IL-10 synthétisée par les souris sauvages contrôles. 

Ce résultat est en accord avec celui de Myer DD et al (151) qui montrent un afflux de cellules 

inflammatoires, deux jours après l’induction du thrombus, moins important chez les souris 

invalidées  que  chez  les  souris  sauvages.  Ce  résultat  s’inverse  lorsque  l’observation  est 

effectuée six jours après l’induction du thrombus. Les auteurs émettent l’hypothèse d’un effet 

pro-inflammatoire  paradoxal  de  l’IL-10  au  cours  des  premiers  jours  de  formation  du 

thrombus. Lors de l’utilisation d’anticorps neutralisants, l’expression de cet effet paradoxal 

pourrait dépendre de la dose d’anticorps injecté.

Le résultat obtenu par Sullivan VV et al (152) concernant la régulation de la fibrine 

par l’IL-10 est contradictoire avec celui d’Okada K  et al (143). En effet dans leur modèle, 

Sullivan VV et al (152) corrèlent l’absence d’IL-10 à une diminution de la teneur en fibrine 
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du thrombus (152). L’action la plus fréquemment rapportée de l’IL-10 sur la fibrinolyse, est 

sa capacité à réduire l’accumulation de fibrine en diminuant l’activité du PAI-1. Okada k et al 

(143) montrent que des souris C57BL/6 invalidées pour les gènes de l’IL-10 ont des dépôts 

intra-vasculaires de fibrine plus importants et plus nombreux que ceux des souris sauvages. 

Cependant la thrombose observée dans le modèle d’Okada K  et al (143) se situe dans les 

vaisseaux pulmonaires, et non dans la veine cave inférieure. La lésion initiale des vaisseaux 

est provoquée par un clampage du hile pulmonaire durant une heure suivie d’un déclampage 

provoquant un phénomène d’ischémie /  reperfusion (I/R).  L’analyse des dépôts de fibrine 

dans les vaisseaux pulmonaires est  effectuée sur des poumons prélevés en pré-mortem 30 

minutes après l’I/R. Dans le modèle décrit par Sullivan  et al, l’identification des dépôts de 

fibrine est réalisée 2 jours après l’induction du thrombus (152). Ainsi, bien que les souris 

invalidées soient identiques, les différences entre les protocoles d’étude peuvent expliquer les 

résultats contradictoires.

L’effet de l’augmentation de l’IL-10 a également été évalué. Pour cela, de l’IL-10 a 

été  injectée  aux souris.  Plusieurs  protocoles  sont  décrits  dans  la  littérature  (Tableau X). 

Downing LJ et al (148) et Myers DD et al (153) ont réalisé des injections systémiques d’IL-

10 recombinante humaine (IL-10rh). L’injection était effectuée avant ou pendant l’induction 

du thrombus.  Henke  PK  et  al (149)  et  Myers  DD  et  al (153)  ont  choisi  d’effectuer  une 

transfection  du  gène  de  l’IL-10  virale  (IL-10v)  dans  la  paroi  vasculaire  adjacente  à  la 

formation du thrombus. L’injection systémique d’Il-10rh a permis de diminuer le nombre de 

cellules inflammatoire sur le site de la thrombose. Une diminution de l’expression de la P-

sélectine,  glycoprotéine  nécessaire  à  l’interaction  leucocyte  /  cellule  endothéliale  et  à 

l’extravasation des leucocytes dans la paroi vasculaire, est décrite par Myers DD et al (153) et 

corrobore  le  résultat  précédent.  L’IL-10rh  injectée  est  également  capable  d’induire  une 

diminution de la taille et/ou de la masse du thrombus. Les deux études utilisant la transfection 

du gène viral  décrivent des résultats contradictoires.  Henke PK  et al (149) observent  une 

diminution concomitante de l’afflux de cellules inflammatoires dans la paroi vasculaire et de 

l’expression de P-, E-sélectine et ICAM-1. Ils n’observent pas de diminution de la taille du 

thrombus. Ce dernier résultat est également décrit par Myers DD et al (153). Cependant la 

transfection de l’IL-10v dans leur modèle n’induit pas de diminution du nombre de cellules 

inflammatoires sur le site de la thrombose. L’expression de la E-sélectine n’est pas modifiée 

contrairement à ce qui est observé par Henke PK et al (149). Ces deux modèles ne sont pas 

complètement comparables : l’animal utilisé et la chronologie d’induction du thrombus et de 

transfection ne sont pas identiques. Ainsi Henke PK et al (149) ont effectué leurs expériences 
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sur le rat Sprague Dawley alors que Myers DD et al (153) ont utilisé la souris C57/BL6. La 

technique de transfection utilisée est identique. Cependant celle-ci est effectuée deux jours 

avant l’induction du thrombus par Henke PK  et al (149) contrairement à Myers DD  et al 

(153)  qui  pratiquent  celle-ci  au  moment  de  l’induction  du  thrombus.  Cette  différence  de 

chronologie  dans  le  protocole  pourrait  expliquer  la  discordance  des  résultats.  En  effet, 

effectuer la transfection deux jours avant l’induction du thrombus au lieu de l’effectuer au 

moment même de l’induction permet à l’IL-10v d’être active plus rapidement au niveau de la 

paroi vasculaire au moment de l’induction du thrombus par ligature. Cependant provoquer 

une augmentation d’IL-10 dans la paroi vasculaire avant la formation du thrombus ne semble 

pas  être  corrélée  à  la  physiopathologie  (148).  L’étude  menée  par  Myers  DD  et  al (153) 

compare  l’injection  systémique  d’IL-10rh  à  la  transfection  du  gène  de  l’IL-10  virale. 

L’injection systémique et la transfection sont réalisées au moment de l’induction du thrombus. 

L’IL-10rh et  l’IL-10v ont des effets opposés. Dans ce modèle,  seule l’IL-10rh diminue la 

taille du thrombus et a un effet anti-inflammatoire (Tableau X). 

Une seule étude (149) a évalué l’influence de l’IL-10 sur l’expression du FT dans un 

modèle murin (rat Sprague Dawley). Le gène de l’IL-10 transfecté est le gène viral. Cette 

transfection ne modifie pas l’expression du FT (activité) au niveau du thrombus. Bien que les 

séquences d’acides aminés de l’IL-10rh et l’IL-10v aient 84% d’homologie et qu’elles aient le 

même récepteur leurs effets biologiques ne semblent pas être complètement superposables. 

Il  apparaît,  à  travers  ces  études,  que  seule  l’IL-10  humaine  possède  des 

caractéristiques anti-thrombotiques.  Le mode et la chronologie d’administration de l’IL-10 

peuvent  également  modifier  les  résultats  obtenus.  Les  résultats  obtenus  dans les  modèles 

animaux  concernant  la  régulation  par  l’IL-10  de  l’évolution  du  thrombus  veineux  et  de 

l’inflammation  locale  sont  majoritairement  homogènes.  L’IL-10 endogène est  présente  en 

quantité  augmentée  sur  le  site  de  la  thrombose  que  se  soit  au  niveau  de  l’interface 

thrombus/paroi  et  dans la paroi vasculaire (endothélium et adventice).  Cette augmentation 

apparaît comme étant le résultat de l’induction du thrombus. Les souris IL-10-/- développent 

un syndrome inflammatoire plus important que celui observé chez les souris sauvages. Celui-

ci  est  caractérisé  par  un  afflux  massif  de  cellules  pro-inflammatoires  sur  le  site  de  la 

thrombose.  Le même effet  est  observé lors  de l’injection d’anticorps  neutralisant  l’IL-10. 

L’augmentation du taux d’IL-10 régule le phénomène inflammatoire présent sur le site de la 

thrombose notamment en diminuant l’expression des glycoprotéines nécessaires à l’afflux des 

leucocytes dans la paroi vasculaire. Cet effet anti-inflammatoire est observé en présence d’IL-

10rh et est corrélé à une diminution de la taille du thrombus. Seule la diminution de la teneur 
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en fibrine du thrombus, observée chez les souris invalidées pour le gène de l’IL-10, apparaît 

comme un résultat discordant avec la littérature. Le modèle utilisé pourrait en être à l’origine.
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Tableau X Modèles animaux d'étude de l'interleukine 10 dans la thrombose veineuse.

(-/- : souris invalidée pour le gène correspondant ; IL-10rh : Il-10 recombinante humaine ; IL-10v : IL-10 virale; 
MMP : métallo-protéinase ; FT : facteur tissulaire ; ↑ : augmentation ; ↓ : diminution)

Auteurs Modèle
animal

Site de la
thrombose Traitements Résultats

Downing LJ,
JI 1998 (148)

Rats Sprague 
Dawley sauvage

Veine cave
inférieure

Injection systémique :
- Anti-Il-10 1 heure 
avant le thrombus
- IL-10 rh 1 heure avant 
le thrombus
- Sacrifice à J2 post 
thrombus

Sans traitement :
- ↑ IL-10 endogène dans la paroi 
vasculaire pendant le thrombus
Avec anti-IL-10
- ↑ cellules inflammatoires sur le site
Avec IL-10rh
- ↓ cellules inflammatoires sur le site
- ↓ masse (g/cm de veine) du thrombus 
avec IL-10 recombinante

Henke PK,
JI 2000 (149)

Rats Sprague 
Dawley (mâle) 

sauvage

Veine cave
inférieure

- Transfection d’IL-10v 
2 jours avant l’induction 
du thrombus dans la 
paroi vasculaire
- sacrifice à J2 post 
thrombus

- ↓ monocytes et PNN dans la paroi 
vasculaire
- ↓ expression P, E sélectine et ICAM-1
- pas de modification des taux de FT et 
de VWF
- pas de modification de la surface 
(mm2) du thrombus

Myers DD,
J Surg Research 

2002 (151)

Souris C57BL/6 :
- sauvage
- IL-10-/-

Veine cave 
inférieure

- Sacrifice à J2 et J6 post 
thrombus

Souris sauvages :
↑ Il-10 endogène (J2 et J6):
      - à l’interface parois/thrombus
      - dans l’endothélium
      - dans l’adventice
Souris Il-10-/-  versus sauvages:

- Nombre de cellules 
inflammatoires J2 : Souris Il-10-/-  
< sauvages
- Nombre de cellules 
inflammatoires J6 : Souris Il-10-/-  
> sauvages
Pas de modification de la taille du 
thrombus

Souris Il-10-/-  J2 versus J6
- cellules inflammatoires J6>J2

Sullivan VV,
J Surg Research 

2003 (152)

Souris C57BL/6 :
- sauvage
- IL-10-/-

Veine cave 
inférieure

- Sacrifice à J2 et J6 post 
thrombus

Souris IL-10-/- versus sauvage
-↓ teneur en fibrine du thrombus à J2
- Teneur en fibrine du thrombus 
similaire à J6

Myers DD,
J Surg Research 

2003 (153)

Souris C57BL/6 :
- sauvage

Veine cave 
inférieure

- Injection systémique 
d’IL-10rh à l’induction 
du thrombus
- Transfection d’IL-10v 
à l’induction du 
thrombus dans la paroi 
vasculaire
- Sacrifice à J2 et J6 post 
thrombus

↓ masse du thrombus (g/cm de veine)
IL-10rh ↓significative
IL-10v ↑ significatifve
↓ inflammation parois veineuse
effet IL-10rh significatif
pas d’effet IL-10v
↓ expression P-sélectine
effet IL-10rh significatif / pas d’effet 
IL-10v
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II.5.2.3 Modèles animaux : IL-10 et thrombose artérielle

Le rôle d’un processus inflammatoire chronique dans la formation et l’évolution des 

plaques  athéroscléreuses  est  formellement  reconnu  (154).  Le  développement  des  lésions 

athéroscléreuses  de  la  paroi  vasculaire  doit  être  considéré  comme une  série  de  réponses 

cellulaires  et  moléculaires  spécifiques  qui  constituent  dans  leur  ensemble  une  maladie 

inflammatoire. Une altération initiale de l’endothélium entraîne un dysfonctionnement de ce 

dernier.  Les  propriétés  des  cellules  endothéliales  sont  modifiées.  Celles-ci  acquièrent  un 

caractère pro-coagulant, elles synthétisent des molécules vaso-actives, des cytokines et des 

facteurs de croissance. Les lésions athérogènes sont caractérisées par l’accumulation dans la 

paroi artérielle de cellules inflammatoires, de lipides, LDL-cholesterol en particulier, et de 

matrice extra-cellulaire (154). L’IL-10 a été identifiée parmi les cytokines synthétisées par les 

cellules endothéliales durant le phénomène inflammatoire (155) (156). Elle est présente aux 

stades  précoces  et  avancés  de  la  plaque  (155)  (156).  Certains  évènements  cellulaires 

participant au maintien du phénomène inflammatoire et à l’évolution de la plaque peuvent être 

régulés par l’IL-10. Ainsi l’IL-10 est capable d’inhiber l’activation du facteur nucléaire kB 

(NF-kB)  (89)  (157),  la  production  de  métalloprotéinase  (MMP9,  MMP2)  (158-160),  de 

facteur tissulaire (161), de cyclooxygénase 2  (102)  (162) et la mort cellulaire (163). Toutes 

ces données permettent d’évoquer un rôle de l’IL-10 dans le contrôle de l’évolution de la 

plaque d’athérome. 

Les souris C57BL/6 constituent le modèle animal  le plus fréquemment décrit  pour 

l’étude du rôle de l’IL-10 dans l’évolution de la plaque. Ces souris sont soumises à un régime 

alimentaire athérogène. Des souris déficientes en apolipoprotéine E (ApoE) ou en récepteur 

des lipoprotéines de basse densité (LDL) servent de modèle dans deux études (Tableau XI). 

Ces  souris  développent  spontanément  des  lésions  athéromateuses,  qui  avec  le  temps, 

deviennent  complexes  et  ressemblent  aux lésions d’athérosclérose  humaine.  Comme pour 

l’étude du rôle de l’IL-10 dans la thrombose veineuse, l’évolution de la thrombose artérielle 

est étudiée chez des souris invalidées pour les gènes de l’IL-10. Caligiuri et al (164) utilisent 

un modèle de souris invalidées pour le gène de l’IL-10 (IL-10-/-) et pour le gène de l’ApoE 

(ApoE-/-). Deux études (165) (166) comparent les résultats obtenus chez des souris sauvages à 

ceux obtenus chez des souris IL-10-/-. Pour objectiver l’effet de l’IL-10 sur l’évolution des 

lésions athéromateuses Mallat Z et al (165) injectent de l’IL-10 humaine aux souris IL-10-/-. 

Pinderski-Oslund LJ  et al (166), en plus du modèle invalidé, utilisent un modèle de souris 
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transgénique surexprimant l’IL-10. Celle-ci est sous le contrôle du promoteur de l’IL-2. Ainsi, 

la stimulation des lymphocytes T de ces souris entraîne une hyper-expression d’IL-10 par ces 

derniers qui évoluent alors vers un profil de type Th2 associé à une diminution de la sécrétion 

d’INF-γ (167). Enfin, le modèle de souris de l’étude de Von der Thüsen JH et al (168) est 

invalidé pour le gène du récepteur aux LDL. Une augmentation du taux d’IL-10 de ces souris 

est ensuite provoquée soit par injection systémique de l’adénovirus porteur du gène humain de 

l’IL-10 soit par transfection locale de ce même virus. 

Les résultats décrits sont homogènes (Tableau XI). L’IL-10 modifie qualitativement 

le  métabolisme  du  cholestérol  en  diminuant  la  proportion  de  LDL-cholestérol  et  en 

augmentant le taux de HDL-cholestérol. Dans la phase la plus précoce de l’athérogénèse, des 

lipoprotéines de faible densité  ou LDL s’amassent dans l’intima des artères  où elles  sont 

soumises à un stress oxydant. Ces LDL oxydées sont internalisées de manière excessive par 

des  macrophages.  Ces  derniers  sont  alors  appelés  cellules  spumeuses  et  forment  la  strie 

lipidique. Un déficit en IL-10 chez les souris conduit à une augmentation de la progression de 

la taille des plaques expérimentales associée à une diminution de la proportion en collagène 

(165).  L’expression  d’IL-10  dans  les  plaques  est  associée  à  une  baisse  des  signes 

d’inflammation  et  à  une  diminution  de  l’activation  de  la  coagulation.  L’absence  d’IL-10 

conduit à une surexpression des cytokines de type Th1, à une stimulation de l’activité des 

métalloprotéinases  matricielles  (MMP)  et  à  une  augmentation  de  l’activité  procoagulante 

facteur tissulaire-dépendante. Les cytokines pro-inflammatoires induisent l’expression par les 

cellules musculaires lisses, les macrophages et les cellules endothéliales de MMP. Les MMP 

sont responsables de la dégradation de la matrice extra-cellulaire sous-endothéliale et de son 

remodelage (169) mais également  de l’amincissement de la chape fibreuse pouvant être à 

l’origine de la rupture de la plaque. Elles favorisent le recrutement des monocytes notamment 

en induisant l’expression de molécules d’adhésion (VCAM-1, ICAM-1). Elles modulent la 

réponse fibro-proliférante de la plaque. Ainsi la production des collagènes type I et III par les 

cellules  musculaires  lisses  apparaît  augmentée  par  l’IL-1  et  le  TNF-α,  cytokines  pro-

inflammatoires. Les cytokines pro-inflammatoires de la plaque peuvent également intervenir 

dans  les  complications  thrombotiques  associées  à  l’athérosclérose.  Les  propriétés 

antithrombotiques  des  cellules  endothéliales  sont  altérées  par  l’IL-1  et  le  TNF-α qui 

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

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

thrombomoduline  et  du  récepteur  de  la  protéine  C.  Ces  cytokines  modifient  aussi  les 
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propriétés fibrinolytiques des cellules endothéliales en inhibant la production de l’activateur 

tissulaire du plasminogène et en augmentant la production de son inhibiteur principal le PAI-1 

(170). L’IL-10 permet une régulation de l’équilibre inflammatoire. Elle est produite en grande 

quantité par les monocytes-macrophages et possède des propriétés « désactivatrices » de ces 

cellules en inhibant la synthèse de nombreuses cytokines pro-inflammatoires par ces cellules 

(171).  Elle  a  la  propriété  d’inhiber  la  synthèse  de  MMP-1  et  MMP-9  et  d’induire  la 

production de TIMP 1 (158). Enfin, l’IL-10 intervient dans la régulation de la coagulation au 

niveau de la plaque en réprimant l’expression locale du facteur tissulaire.
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Tableau XI Modèles animaux d'étude de l'interleukine 10 dans la thrombose artérielle 

(IM : intra-musculaire ; ↑ : augmentation ; ↓ diminution ; FT : facteur tissulaire)

Auteurs Modèle
animal

Thrombose 
étudiée Traitement Résultats

Mallat Z,
Circ Research 1999 
(165)

Souris  C57BL/6 :

- IL-10+/+

 -IL-10-/-

Régime enrichi en 
graisse 16 semaines

Aorte Injection IM d’Il-10 
murine (plasmide)

Cholestérol total
Pas de différence significative 

entre les 2 groupes

HDL-cholestérol
IL-10-/-< IL-10+/+

Taille de la plaque
IL-10-/- > IL-10+/+

Composition de la plaque
Cytokine Th1     : IL-10-/->IL-10+/+

Collagène     : IL-10-/-< IL-10+/+

↓ taille des lésions

Pinderski oslund LJ,
Vasc Biol 1999 
(166)

Souris  C57BL/6 :

-sauvage
-IL-10+/+ surexprimée 
(souris transgénique)
-IL-10-/-

Régime enrichi en 
graisse 15 semaines

Aorte

HDL cholestérol
IL-10-/-< sauvage et < IL-10+/+ 

surexprimée

Taille de la plaque
IL-10+/+ surexprimée < sauvage < 

IL-10-/-

Von der Thüsen JH,
FASEB J 2001 
(168)

Souris LDLr-/- 

(femelle) Carotide

- Adénovirus porteur 
du gène de l’IL-10 h, 
injection systémique

- Adénovirus porteur 
du gène de l’IL-10h, 
transfection locale

Il-10 h, systémique, résultats  12 j  
après injection:

↓ taille de la plaque (µm2)
↓ ARNm IL-10R hépatique

↓ TNFα
↓ cholestérol total

Il-10h transfectée, résultats  12 j  
après injection:

↓ taille de la plaque (µm2)

Caligiuri G,
Mol Med 2003 
(164)

Souris  C57BL/6 :

- Apo E-/- x IL-10-/-

- Apo E-/-x IL-10+/+

Régime enrichi en 
graisse 16 semaines

Aorte

IL-10-/- versus IL-10+/+:

- ↑ taille des lésions chez souris 
femelles IL-10-/-

- ↑ LDL et ↓ VLDL
- ↑ cytokine Th1
A 48 semaines :

- lésions identiques
- ↑ cytokine Th1

- ↑ MMP9, pro-MMP9
- ↑ fragments 1+2 de la 

prothrombine
- ↑ activité du FT aortique

- ↑ du nombre de coronaires 
thrombosées
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II.5.3 Polymorphismes de l’IL-10 et pathologie humaine

II.5.3.1 Introduction

Il existe de nombreuses pathologies du système immunitaire, pour certaines très bien 

définies  sur  le  plan génétique  et  moléculaire  et  pour  d’autres  encore  mal  connues.  Leurs 

conséquences principales sont de façon non exclusive la création d’un état de susceptibilité 

anormale aux agents infectieux et la survenue de réponses immunes non appropriées. Celles-

ci  peuvent  être  pathologiques  par  leurs  modalités  malgré  une  reconnaissance  normale 

d’antigènes exogènes ou par leur reconnaissance anormale d’auto-antigènes. Les propriétés 

biologiques  de  l’IL-10,  cytokine  anti-inflammatoire,  immunosuppressive  et  facteur  de 

différenciation des lymphocytes B, ont conduit à de nombreuses études de son rôle dans la 

survenue  de  pathologies.  Les  pathologies  étudiées  dans  la  littérature  concernent 

essentiellement  les  pathologies  infectieuses,  dysimmunitaires,  inflammatoires,  les 

hémopathies  malignes  affectant  essentiellement  la  lignée  des  lymphocytes  B,  le  rejet  du 

greffon au cours des transplantations et certains cancers. Une sécrétion inappropriée d’IL-10 

pourrait  être  à  l’origine  d’une  dérégulation  du  système  immunitaire  et/ou  inflammatoire. 

Approximativement  75% de  la  sécrétion  d’IL-10  est  contrôlée  génétiquement  (19).  Cette 

régulation  intervenant  au  niveau  transcriptionnel,  les  études  ont  essayé  de  corréler  les 

polymorphismes du promoteur de l’IL-10 à la survenue de certaines maladies.

II.5.3.2 Polymorphismes de l’IL-10 et pathologie infectieuse

Au cours  d’une  infection,  la  réponse  de  l’hôte  contre  l’agent  infectieux  doit  être 

suffisante  pour  éliminer  ce  dernier  mais  elle  doit  être  contrôlée  pour  ne  pas  causer  de 

dommages aux cellules et tissus de l’hôte. Les modèles animaux, essentiellement des souris, 

montrent qu’une diminution du taux d’IL-10 est souvent corrélée à une meilleure résistance à 

l’infection  lorsqu’elle  est  d’origine  bactérienne,  fongique  ou  parasitaire  (44).  Lorsque 

l’infection  est  virale,  les  souris  IL-10-/- développent  des  pathologies  plus  sévères. 

L’implication majoritaire des lymphocytes CD8+ dans la réponse immune contre l’infection 
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virale explique le peu d’effet de l’IL-10 dans ces pathologies. Les études cliniques montrent 

un rôle évident de l’IL-10 dans les pathologies infectieuses. De fortes corrélations sont mises 

en  évidences  entre  les  taux  de  protéine  IL-10  et  d’ARNm  et  l’évolution  de  pathologies 

infectieuses chroniques telles que la leishmaniose viscérale, le paludisme, la filariose, la lèpre, 

la  tuberculose,  les  candidoses  et  les  infections  à  Mycobacterium avium (44).  L’injection 

d’anticorps bloquant anti-IL-10 restaure l’immunité dépendante des lymphocytes T in vitro 

des patients infectés.  La relation de cause à effet entre le taux d’IL-10 et la virulence de 

l’agent  infectieux  n’est  pas  élucidée.  Est-ce  un  taux  d’IL-10  haut  qui  permet  à  l’agent 

infectieux  d’être  virulent  ou  l’infection  par  un  agent  virulent  qui  induit  un  taux  d’IL-10 

élevé  ?.  Les  auteurs  pensent  à  l’heure  actuelle,  que  les  deux  mécanismes  interviennent. 

Westendorp  RG  et  al (19)  étudient  la  production  d’IL-10  chez  61  patients  atteints  de 

méningite à Neisseria meningitis, 190 parents apparentés au premier degré et 26 paires de 

jumeaux homozygotes. La capacité cellulaire à produire de l’IL-10 est évaluée  ex-vivo sur 

sang total après stimulation par des endotoxines. Les auteurs montrent que 75% des variations 

des taux d’IL-10 sont imputables à des facteurs génétiques. Par ailleurs, un taux élevé d’IL-10 

est associé à un risque 20 fois plus élevé d’évolution mortelle. Lowe PR et al (172) montrent 

une augmentation de la fréquence de l’allèle –592A du promoteur de l’IL-10 chez des patients 

en  défaillance  viscérale  aiguë.  Cet  allèle  est  corrélé  à  un  taux  bas  de  sécrétion  d’IL-10. 

Gallagher PM  et  al (173)  corrèlent  la  présence de l’allèle  –1082A avec la  survenue plus 

fréquente  de  pneumonie  communautaire  acquise.  Enfin  Reid  CL  et  al (174)  mettent  en 

évidence une fréquence accrue de l’allèle –592A dans une population de patients d’unité de 

soins intensifs par rapport à une population de témoins. Cet allèle, à l’état hétérozygote ou 

homozygote, est corrélé à la sécrétion la plus basse d’IL-10 des patients hospitalisés et au plus 

fort taux de mortalité. Par ailleurs les patients homozygotes ont tous développé un sepsis et 

sont tous décédés. L’IL-10 et ses polymorphismes semblent participer à la réponse immune au 

cours des infections. Une sécrétion trop élevée d’IL-10 est corrélée à une virulence exacerbée 

de l’agent infectieux alors qu’une sécrétion trop basse de cette cytokine ne permet plus de 

réguler la réponse inflammatoire et conduit à une mortalité plus élevée (172).
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II.5.3.3 Polymorphismes de l’IL-10 et hémopathies malignes

II.5.3.3.1 Polymorphismes de l’IL-10 et myélome

Une des principales activités biologiques de l’IL-10 est sa capacité à augmenter la 

survie des lymphocytes B et de leurs précurseurs. Elle favorise également leur prolifération et 

leur  différenciation  en  plasmocyte  (175).  L’IL-10  induit  un  taux  de  synthèse 

d’immunoglobuline élevé. Par ailleurs l’IL-10 humaine possède 70% d’homologie avec l’IL-

10  virale  produite  par  le  virus  d’Epstein  Barr  (EBV).  Cette  dernière  est  un  facteur  de 

prolifération des cellules infectées par l’EBV (176).

Seules  deux  études  (177)  (178)  déterminant  la  fréquence  des  polymorphismes  du 

promoteur de l’IL-10 dans le myélome multiple (MM) sont décrites (Tableau XII). Zheng C 

et al (177) déterminent la fréquence des allèles du polymorphisme de substitution –1082G>A 

et  des  microsatellites  IL-10R  et  IL-10G  chez  73  patients  atteints  de  MM,  tous  stades 

confondus,  chez  des  patients  atteints  de  gammapathie  monoclonal  de  signification 

indéterminée (MGUS) et chez des témoins sains. Les auteurs utilisent les mêmes amorces 

qu’Eskdale J et al (21) (22) pour déterminer les allèles des microsatellites IL10G et IL10R. Ils 

désignent les allèles des microsatellites par la taille du fragment obtenu. 

Les fréquences des allèles du microsatellite IL-10G déterminées dans les trois groupes 

n’est  pas  significativement  différentes.  Les  auteurs  notent  cependant  une  fréquence 

augmentée de l’allèle IL-10G 136 et du génotype 136/136 dans les groupes MM et MGUS par 

rapport au groupe témoin. La fréquence de cet allèle dans le groupe témoin est très proche de 

celle  décrite  par  Eskdale  J  et  al (21)  pour  l’allèle  IL-10G9.  Cet  allèle  correspond  à  un 

fragment amplifié de 140 pb dans l’article publié par Eskdale et al (21) et non de 136 pb. Les 

allèles du microsatellite IL-10R sont également déterminés par analyse de taille des produits 

de PCR obtenus. Les tailles obtenues et les fréquences alléliques du groupe témoin permettent 

de conclure que les allèles 112, 114 et 116 correspondent aux allèles R1, R2 et R3 d’Eskdale J 

et al (22). Aucune des fréquences alléliques du microsatellite IL-10R n’est significativement 

différente  entre  les  trois  groupes.  Les  auteurs  observent  cependant  une  augmentation  de 

l’allèle IL-10R 112 (R1) et une diminution de l’allèle IL-10R 116 (R3) dans les groupes MM 

et MGUS par rapport  au groupe témoin. L’analyse  des fréquences des allèles sous forme 

génotypique  montre  que  les  génotypes  IL-10R  112/114  et  114/116  ont  des  fréquences 
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respectivement  plus  élevées  et  plus  basses  dans  le  groupe  MM  et  le  groupe  MGUS 

comparativement au groupe témoin. Ies auteurs montrent une augmentation significative de la 

sécrétion d’IL-10 par les cellules mononucléées des patients atteints de MM et porteurs de 

l’allèle  IL-10G  136.  Les  auteurs  n’ont  pas  étudié  la  sécrétion  d’IL-10  chez  les  patients 

porteurs  des  génotypes  IL-10R  112/114  et  114/116.  Les  fréquences  alléliques  du 

polymorphisme 1082G>A ne sont pas significativement différentes entre les trois groupes.

Mazur G et al (178) comparent la fréquence de trois polymorphismes de substitution 

dans une population de 54 patients atteints de MM et chez 50 témoins sains. En référence à 

l’article de Zheng C et al (177), ils analysent la fréquence du polymorphisme –1082G>A. Ils 

ne  rapportent  aucune  différence  significative  entre  les  deux  groupes.  L’analyse  des  trois 

polymorphismes sous forme d’haplotype ne montre pas non plus de différence significative. 

Les  cytokines  impliquées  dans  la  survie,  la  prolifération  et  la  différentiation  des 

lymphocytes B sont de mieux en mieux connues. Ainsi en présence de CD40, d’IL-4 et d’IL-2 

les  lymphocytes  du  centre  germinatif  des  ganglions  se  différencient  en  lymphocytes  B 

mémoire.  L’IL-10  permet  ensuite  la  transformation  de  ces  lymphocytes  B  mémoire  en 

plasmocytes  (175). De  plus,  l’IL-10  est  un  facteur  de  survie  et  de  prolifération  des 

lymphocytes  des  centres  germinatifs  (109)  (110).  Lu  Z  et  al (179)  et  Gu  Z  et  al (180) 

montrent que l’IL-10 est un facteur de survie et de croissance des lignées myélomateuses. Ces 

dernières expriment le récepteur de l’IL-10 et sont capables de produire de l’IL-10. L’étude de 

Zheng C et al (177) montre d’une part une fréquence augmentée de l’allèle IL-10G 136 dans 

les populations de patients atteints de MM et de MGUS et d’autre part une augmentation de la 

sécrétion d’IL-10 par les cellules mononucléées sanguines des patients porteurs de cet allèle. 

Par ailleurs, dans leur population de patients, les fréquences de l’allèle IL-10R 116 (R3) et du 

génotype 114/116 sont diminuées. Dans une étude analysant la sécrétion d’IL-10 en fonction 

des allèles des microsatellites IL-10G et R, Eskdale  et al (45) ont corrélé l’allèle IL-10 R3 

(116) à une sécrétion d’IL-10 diminuée. Dans leur étude, Zheng C et al (177) identifient une 

fréquence augmentée d’un polymorphisme corrélé à une capacité accrue de synthèse d’IL-10, 

associée  à  la  diminution  de  fréquence  d’un  polymorphisme,  lui-même  corrélé  à  une 

diminution de la synthèse d’IL-10. Ces résultats sont en adéquation avec la littérature (181) 

qui attribue un rôle potentiellement pathogène, du à sa capacité à transformer les lymphocytes 

B en plasmocytes, de l’IL-10 dans la survenue du myélome multiple.
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Tableau XII Myélome multiple et polymorphismes génétiques du promoteur de l’interleukine 10.

Auteur Patients Témoins Résultats

Zheng C,
Int J Cancer 
2001 (177)

73 MM
- 23 stade I
- 37 stade II
- 13 stade III

27 MGUS

107 témoins sains 
appariés sur l’ethnie

MM versus Témoins:
-1082G>A : NS

IL10G: NS
IL10R génotype 112/114 ↑
IL10R génotype 114/116 ↓

MGUS versus témoins :
IL10R 114/116 ↓

Mazur G,
Immunol Lett 
2005 (178)

54 MM
- 1 stade I

- 14 stade II
- 39 stade III

50 témoins sains
-1082A>G : NS

haplotype (-1082A>G / -819C>T/-
592A>C) : NS

(↑ : augmenté ;  ↓ : diminué ; NS : différence non significative ; stade de la classification de  Durie et Salmon 
(182); MM : myélome multiple)
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II.5.3.3.2 Polymorphismes de l’IL-10 et lymphomes

Le rôle de l’IL-10 dans la lymphopoïèse a logiquement conduit plusieurs équipes à 

évoquer  et  étudier  son  rôle  dans  les  lymphomes.  Bien  que  la  littérature  soit  abondante 

concernant  l’analyse  des  taux  sériques  d’IL-10  chez  les  patients  atteints  d’hémopathies 

lymphoïdes, l’analyse des polymorphismes génétiques du promoteur de l’IL-10 est rarement 

décrite. 

En plus de son rôle majeur sur la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes, 

l’IL-10 est un facteur de survie et de prolifération pour les cellules du centre germinatif des 

ganglions. L’IL-10 exerce également un effet inhibiteur sur la réponse cellulaire T antigène 

dépendante et sur la réponse macrophagique. Ces éléments contribuent à la progression des 

lymphomes. Des études montrent que les lignées lymphomateuses produisent de l’IL-10 et 

que cette cytokine est un facteur de prolifération pour ces lignées (183) (184). Les études 

cliniques montrent que le taux d’IL-10 sérique détecté chez des patients atteints de lymphome 

non-Hodgkinien, au moment du diagnostic, est significativement supérieur à celui de témoins 

sains  (185)  (186-188).  Les  auteurs  ont  également  essayé  de  corréler  les  taux  d’IL-10 au 

pronostic  de la maladie.  Les résultats  concernant ces  paramètres  divergent.  Blay JY  et  al 

(185) rapportent des taux d’IL-10 bas ou indétectables chez les patients en rémission complète 

ou partielle et un taux de survie bas chez les patients de grade intermédiaire ou haut avec un 

taux d’IL-10 détectable au diagnostique. Cortes JE et al (188) ne mettent pas en évidence de 

corrélation entre les taux d’IL-10 et le pronostic de la maladie. Cependant entre ces deux 

études plusieurs paramètres divergent. La sensibilité et la spécificité des tests de dosage de 

l’IL-10, les sous-groupes histologiques recrutés et les thérapeutiques utilisées diffèrent et ne 

permettent pas de réelle comparaison. 

Lech-Maranda  E  et  al (189)  (Tableau  XII)  ont  analysé  la  fréquence  des  SNP  –

1082G>A,  -819C>T  et  –592C>A  du  promoteur  du  gène  de  l’IL-10  chez  199  patients 

consécutifs atteints de lymphome B diffus à larges cellules et chez 112 témoins appariés sur 

l’ethnie. L’allèle –1082G était significativement plus fréquent dans la population de patients 

que  dans  la  population  de  témoins  (0,47  versus  0,39 ;  p=0,043).  Il  était  également 

significativement plus fréquent chez les patients ayant une rémission de plus de 5 ans que 

chez  les  patients  faisant  des  rechutes  précoces.  L’analyse  statistique  a  identifié  cet  allèle 

comme un facteur indépendant de bon pronostic. Les auteurs rappellent que l’allèle –1082G 

est associé à une capacité plus grande de produire de l’IL-10 notamment sur le site tumoral. 
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Ceci pourrait rendre l’évolution de la pathologie moins agressive, l’IL-10 inhibant notamment 

l’angiogénèse et le phénomène inflammatoire. 

En  janvier  2006,  le  consortium  « InterLymph »  (International  Lymphoma 

Epidemiology Consortium) analyse la fréquence allélique de polymorphismes génétiques de 

plusieurs cytokines dont l’IL-10 dans la pathologie lymphomateuse (190) (Tableau XIII). 

Les auteurs étudient deux SNP du promoteur du gène de l’IL-10 : -3575T>A et –1082G>A. 

Les patients inclus sont issus de huit études cas-contrôle. Ils sont atteints de lymphome malin 

non hodgkinien (LMNH). Huit laboratoires effectuent l’analyse de douze polymorphismes. 

Les auteurs comparent les fréquences alléliques obtenues dans la population témoin à celles 

obtenues dans la population de patients, tous types de lymphomes confondus. Ils font ensuite 

la même analyse statistique en différenciant les lymphome diffus à large cellule de type B et 

les lymphomes folliculaires.  Leurs résultats  montrent une association entre la présence de 

l’allèle –3575A et la survenue de LMNH (p<0,05 ; 3462 contrôles versus 3030 LMNH) et 

plus  particulièrement  avec  la  survenue  de  lymphome  B diffus  à  larges  cellules  (p<0,05 ; 

n=1169). L’allèle –1082G est également associé à la survenue de lymphome diffus à larges 

cellules de type B (p<0,05, 3565 contrôles versus 1084 patients). 

Il apparaît que l’allèle –1082G est associé à la survenue de lymphome diffus à larges 

cellules  de type  B.  La production d’Il-10 étant  favorisée par  cet  allèle,  ce résultat  est  en 

accord avec le rôle physiologique de l’IL-10 sur la lignée lymphocytaire B. Cependant Lech-

Maranda E  et  al (189) identifient  l’allèle  –1082G comme un facteur indépendant  de bon 

pronostic, ils mettent ainsi en évidence la complexité des mécanismes immunologiques mis en 

jeu dans cette  pathologie  et  notamment  la  variabilité  des  effets  de l’Il-10 en fonction de 

l’évolution de la maladie.

59



Tableau XIII Lymphomes et polymorphismes génétiques du promoteur de l’interleukine 10.

Auteurs Patients Témoins Résultats

Lech-
Maranda E, 
Blood 
2004 (189)

199 DBLC
112 témoins sains 

appariés sur l’ethnie 
(Donneurs de sang)

-1082G (patients versus témoins) :  
associé à la survenue de DLBC

Patients -1082G  versus patients 
–1082A :

-1082G associé plus de rémission sur 5 
ans

Rothman N, 
Lancet 
2006 (190)

1084 DLBC

3030 LMNH

1169 DBLC

3565 témoins sains 
(liste électorale)

3462 témoins sains 
(liste électorale)

3921 témoins sains 
(liste électorale)

-1082G  associé à la survenue de 
DLBC

-3575A : associé à la survenue de
LMNH (tous types confondus) et de 

DBLC

(LMNH : lymphome malin non hodgkinien ; DBLC : lymphome diffus à larges cellules B)

60



II.5.3.4 Polymorphismes de l’IL-10 et lupus érythémateux disséminé (LED)

Le lupus érythémateux disséminé est une pathologie auto-immune caractérisée par une 

hyperactivité des lymphocytes B responsable d’une sécrétion excessive d’auto-anticorps. Les 

dommages  tissulaires  sont  causés  par  des  dépôts  de  complexes  immuns  à  l’origine  de 

l’activation  d’un  phénomène  inflammatoire.  Les  rôles  physiologiques  de  l’IL-10  sur  la 

stimulation de la prolifération, de la différenciation et de la synthèse d’immunoglobulines par 

la lignée lymphocytaire B ainsi que sa capacité à inhiber la réponse immunitaire de type Th1 

ont conduit à émettre l’hypothèse qu’elle pouvait intervenir dans la physiopathologie du LED. 

Llorente L  et al (191) publient  le premier  article  décrivant la  synthèse de l’IL-10 par les 

cellules mononucléées sanguines (PBMC) de 47 patients atteints de LED. Par la technique de 

RT-PCR, ils mettent en évidence, chez trente quatre des 47 patients, la présence de transcrits 

de l’IL-10 dans les PBMC non stimulées contre une seule identification de transcrits chez 34 

témoins sains.  Le dosage de l’IL-10 produite  par ces  mêmes cellules  après  24 heures de 

culture (dans le surnageant) montre  une production 33 fois plus forte par les cellules des 

patients  comparativement  aux  témoins.  Les  dosages  sériques  de  l’IL-10  (192)  (193)  des 

patients atteints de LED sont toujours en moyenne 7 fois plus élevés que chez les contrôles. 

Des études montrent que les apparentés au premier degré des patients atteints de LED ont 

également  des  PBMC  sécrétant  de  forts  taux  d’IL-10  (194).  Les  fréquences  des 

polymorphismes de l’IL-10 sont déterminées afin caractériser ou non ces polymorphismes 

comme des facteurs de risque génétique du LED. Aucune association entre les haplotypes 

formés par les SNP et l’incidence du LED n’est identifiée (30) (195) (196) (Tableau XIV). 

Cependant l’haplotype GCC est associé à l’expression de manifestations rénales et d’anticorps 

anti-Ro dans une population caucasienne originaire de Grande-Bretagne, alors que l’haplotype 

« inverse » ATA est associé aux même manifestations cliniques mais dans une population 

chinoise.  Cette  différence  est  très  certainement  imputable  aux  différences  de  répartition 

alléliques  ethniques  bien  que  les  témoins  et  les  patients  soient  éthniquement  appariés 

(Tableau IV). Les études fonctionnelles montrent cependant que l’haplotype GCC est associé 

à une capacité élevée de produire de l’IL-10. Les allèles du microsatellite IL-10G semblent 

être associés à l’incidence du LED. Ainsi les allèles G10, G12 et G13 sont plus fréquents chez 

les patients atteints de LED que chez les témoins. L’allèle IL-10G9 est quant à lui moins 

fréquent  chez  les  patients.  En  revanche,  dans  la  population  de  patients  il  est  associé  à 
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l’expression  d’anticorps  anti-ENA  (Tableau  XIV).  L’étude  fonctionnelle  des  allèles  du 

microsatellite IL-10G n’a jamais été décrite. Les allèles significativement impliqués dans le 

LED  ont  des  répétitions  de  CA  très  proches.  Les  allèles  G9,  G10,  G12  et  G13  ont 

respectivement 22, 23, 25 et 26 répétitions de CA ce qui pourrait imputer un rôle fonctionnel 

à la taille du microsatellite. 
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Tableau XIV Polymorphismes génétiques du promoteur de l'interleukine 10 et lupus érythémateux 
disséminé.

Auteurs Patients Témoins Résultats

Lazarus M,
J Rheumatol 
1997 (195)

76 caucasiens
(Grande Bretagne)

1

Haplotype –1082G/-819C/-592C
- Pas de différence significative entre 
les patients et les témoins
- Associé à l’expression d’anticorps 
anti-Ro
- associé à la survenue de 
manifestations rénales

Mok CC,
Arthritis Rheum 
1998 (30)

88 chinois 83 témoins appariés 
sur l’ethnie

Haplotype –1082A/-819T/-592A
- Pas de différence significative entre 
les patients et les témoins
- Associé à la survenue de 
manifestations rénales

Crawley E,
Arthritis Rheum 
1999 (196)

120 patients caucasiens
(Grande bretagne)

274 témoins 
appariés sur l’ethnie

Haplotype –1082A/-819T/-592A
- pas de différence significative entre 
les patients et les témoins

Eskdale J,
Tissue Antigens 
1997 (197)

56 patients caucasiens
(Allemagne)

102 témoins 
appariés sur l’ethnie

Allèles IL-10G9
- Plus fréquent chez les témoins que 
chez les patients
- Associé à la présence d’anticorps 
anti-ENA

Allèles IL-10G13
Plus fréquent chez les patients que 
chez les témoins

Mehrian R,
Arthritis Rheum 
1998 (198)

156 américains 
mexicains

220 témoins 
appariés sur l’ethnie

Il-10G10
Plus fréquent chez les patients que 
chez les témoins

D’Alfonso S,
Arthritis Rheum 
2000 (31)

172 caucasiens 
(Italie du Nord)

164 témoins 
appariés sur l’ethnie

IL-10G12
Plus fréquent chez les patients que 
chez les témoins

Gibson AW,
Journal of Immunology 
2001 (199)

60 américains africains 
(Alabama)

64 témoins appariés 
sur l’ethnie

-2763A
Moins fréquent chez les patients que 
chez les témoins
Associé à une plus faible production 
d’IL-10
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II.5.3.5 Polymorphismes de l’IL-10 et grossesse

Il  est  maintenant  reconnu que l’absence de rejet  de l’unité foeto-placentaire par la 

mère est  due à un état  physiologique d’immuno-tolérance.  Le placenta et  la  décidua sont 

capables de synthétiser de nombreuses cytokines (200). Plusieurs études montrent qu’au cours 

de la grossesse normale, les cytokines synthétisées, notamment à l’interface placenta/décidua, 

sont de type Th2/Th3 alors qu’un profil immunitaire de type Th1 est associé à la survenue de 

fausses-couches (201) (202). Les cellules trophoblastiques, d’origine fœtale, et les cellules de 

la  décidua,  d’origine  maternelle,  principales  cellules  de  l’interface  foeto-placentaire,  sont 

capables de synthétiser de l’IL-10 et son récepteur (203) (204). La sécrétion d’IL-10 par le 

trophoblaste (cytotrophoblaste et syncytiotrophoblaste) est maximale au cours du premier et 

du deuxième trimestre, puis elle diminue significativement au terme de la grossesse (203) 

(205). Certains auteurs ont émis l’hypothèse que la chute d’IL-10 pourrait être un des signaux 

de déclenchement du travail. L’IL-10 autorise l’implantation foeto-placentaire en induisant 

l’expression d’antigènes de classe 1 particuliers appelés HLA-G à la surface des trophoblastes 

ce  qui  empêche  le  rejet  des  cytotrophoblastes  par  les  cellules  de  l’organisme  maternel, 

notamment lorsqu’ils migrent et envahissent l’endomètre maternel en interagissant avec les 

cellules  déciduales  et  les  cellules  immunocompétentes  intra-déciduales  (206).  Par  ailleurs 

l’IL-10 possède la propriété de diminuer l’expression de cytokines de type Th1, délétères pour 

le développement placentaire humain. En effet l’INF-γ, le TNF-α et l’IL-2 en activant les 

macrophages et les cellules NK déciduales altèrent le trophoblaste (207). 

La production d’IL-10 étant influencée par les allèles des SNP de son promoteur, leurs 

fréquences  ont  été  analysées  chez  des  patientes  faisant  des  fausses  couches  récidivantes 

idiopathiques (Tableau XV). Aucune différence significative entre les fréquences alléliques 

du SNP –1082G>A identifiées dans le groupe des patientes et celui des témoins n’est mise en 

évidence dans trois études (208-210). Le groupe de patientes de l’étude de Daher S et al (211) 

est porteur de l’allèle –1082G plus fréquemment que le groupe témoin. Les femmes porteuses 

de cet allèle sont identifiées comme fortes productrices d’IL-10 (23). L’auteur n’explique pas 

le mécanisme physiopathologique participant à la survenue de fausses-couches en présence de 

forts taux l’IL-10. Kamali-Sarvestani E  et al (210) identifient une fréquence plus élevée de 

l’allèle –592C dans sa population de patientes (Tableau XV).  Cet allèle, selon le type de 

cellules mises en culture (lymphocytes seuls, cellules mononucléées) et le type d’activateur 
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(212), est associé soit à un fort taux de réponse cellulaire soit à un faible taux de réponse 

cellulaire.  Les auteurs  associent  l’allèle  –592C à un faible taux de sécrétion d’IL-10 afin 

d’être en accord avec la physiopathologie la plus fréquemment décrite dans la littérature. La 

seule étude corrélant la survenue de FC à la présence de polymorphismes du promoteur de 

l’IL-10 a été publiée récemment par Zammiti  W  et al (213) (Annexe 1),  groupe tunisien 

travaillant en collaboration avec notre équipe. Dans cette étude, les fréquences alléliques sont 

comparées  entre  un groupe de patientes  ayant  fait  au moins trois  FC idiopathiques et  un 

groupe contrôle de femmes n’ayant pas fait de FC. Les auteurs ont également divisé le groupe 

de cas en deux sous-groupes : le premier est caractérisé par des patientes dont les FC ont 

toutes eu lieu avant 10 SA et le deuxième par des patientes dont les FC ont toutes eu lieu 

après 10 SA. A partir de 10 SA la circulation placentaire est mature. L’analyse statistique 

montre une fréquence significativement augmentée de l’haplotype –592A/-819T/-1082A dans 

la population totale de cas. Elle révèle également une fréquence statistiquement augmentée 

des allèles –592A et –819T dans le sous-groupe de femmes ayant eu des FC avant 10 SA. 

L’haplotype ATA a été corrélé dans la littérature a une sécrétion d’IL-10 diminuée (46) (214), 

ce qui pourrait expliquer la survenue de FC chez les femmes porteuses de cet haplotype. De 

plus,  deux  des  allèles  présents  dans  cet  haplotype  (-592A  et  –819T)  sont  corrélés  à  la 

survenue de FC précoces. L’interprétation physiopathologique de ces résultats laisse penser 

que l’IL-10 aurait un rôle important à la phase d’implantation, certainement en induisant un 

état d’immuno-tolérance de l’organisme maternel envers le fœtus. 

Les  quatre  études  (Tableau  XV)  ne  rapportant  pas  de  corrélation  entre  les 

polymorphismes génétiques de l’IL-10 et la survenue de FC ont un plus faible nombre de 

patientes incluses que celui rapporté par Zammiti W  et al (213). Par ailleurs, les taux des 

cytokines varient durant les neufs mois de gestation puis au moment du post-partum. Cette 

observation est un reflet de l’immuno-physiologie de la grossesse qui évolue tout au long de 

la  gestation.  Ceci  introduit  la  notion  que  des  facteurs  de  risque  de  FC  devraient  être 

déterminés selon le type clinique précis de FC, en particulier selon le terme de survenue. 

Enfin,  l’ensemble  de  ces  études  rapporte  des  résultats  obtenus  à  partir  de  populations 

ethniques différentes ce qui ne permet ni la comparaison ni la généralisation de leurs résultats.
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Tableau XV Polymorphismes génétiques du promoteur de l'interleukine 10 et fausses-couches. 

Auteurs Patients Témoins Résultats

Babbage SJ,
J Reprod Immunol 
2001(208)

43 patientes caucasiennes avec 
au moins trois FC idiopathiques 

consécutives (originaires de 
Grande Bretagne)

73 femmes 
caucasiennes avec au 

moins 2 enfants et 
n’ayant jamais fait de 

FC

-1082G>A
Pas de différence significative 
entre les patients et les témoins

Karhukorpi J,
Mol Hum Reprod 
2001 (209)

38 patientes caucasiennes avec 
au moins trois FC idiopathiques 

consécutives précoces 
(originaires de Finlande)

131 femmes et 
hommes appariés sur 

l’ethnie

-1082G>A
Pas de différence significative 
entre les patients et les témoins

Daher S,
J Reprod Immunol 
20 (211)

43 patientes caucasiennes avec 
au moins trois FC idiopathiques 

consécutives (originaires du 
Brésil)

104 femmes et 
hommes appariés sur 

l’ethnie

Allèle 1082G
Plus fréquent chez les patientes

Kamali-Sarvestani E,
J Reprod Immunol 
2005 (210)

139 patientes iraniennes avec au 
moins trois FC idiopathiques 

consécutives avant la 20ème SA

143 témoins appariés 
sur l’ethnie

–1082G>A
Pas de différence significative 
entre les patients et les témoins

-819C>T
Pas de différence significative 
entre les patients et les témoins

-592C>A
-592C plus fréquent chez les 

patientes

Zammiti W,
Mol Hum Reprod
2006 (213)

350 patientes tunisiennes avec 
au moins trois FC idiopathiques 

consécutives :
- avant 10 SA : 71
- après 10 SA : 79
- avant et après 10 SA : 200

200 femmes ayant eu 
des enfants, appariées 
sur la consommation 
de cigarettes, d’alcool 

et la prise de 
contraception orale

Haplotype –592/-819/-1082
Plus fréquent chez les patientes 

que chez les témoins
-819T 

(hétéro-et homozygotes 
regroupés)

Plus fréquent chez les patientes 
faisant des FC avant 10 SA

-592A 
(hétéro-et homozygotes 

regroupés)
Plus fréquent chez les patientes 

faisant des FC avant 10 SA

(FC : fausses-couches ; SA : semaines d’aménorrhée)
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II.5.3.6 Polymorphismes de l’IL-10 et thrombose

La littérature comporte deux études sur les polymorphismes du promoteur de l’IL-10 

et la survenue de thromboses principalement dans le cadre de la pathologie athéromateuse 

(Tableau XVI).  Aucune étude sur la fréquence de ces polymorphismes et  la survenue de 

thrombose veineuse n’est publiée à notre connaissance.

Donger C et al (215) étudient la fréquence des SNP dans une large cohorte recrutée 

pour  l’étude  ECTIM.  Les  1107  patients  inclus  dans  cette  étude  ont  eu  des  infarctus  du 

myocarde (IM). Les fréquences alléliques des SNP de ces patients sont comparées à celles 

obtenues  chez  1082  témoins  sains  appariés  sur  l’âge,  le  sexe  et  l’origine  géographique. 

Aucune différence significative n’est observée entre ces deux groupes. Une étude similaire a 

été  menée  par  Koch  W  et  al (216).  Les  patients  inclus  sont  porteurs  d’une  sténose 

coronarienne identifiée par angiographie. Deux groupes sont différenciés : les patients sans 

antécédent d’IM ou sans signe d’IM aigu (n=998) et les patients avec un antécédent d’IM ou 

avec des signes d’IM aigu (n=793). Les fréquences alléliques de ces SNP sont comparées à 

celles obtenues chez 340 témoins appariés sur l’âge et le sexe. L’appariement sur l’ethnie 

n’était pas signalé.  Aucune différence significative n’est identifiée entre les témoins et les 

deux groupes. Les SNP ne semblent donc pas être des déterminants génétiques favorisant la 

survenue de sténose coronarienne ou d’IM. Ce résultat semble discordant avec ceux obtenus à 

partir des modèles animaux. Le modèle le plus couramment utilisé qui a permis d’identifier le 

rôle de l’IL-10 dans l’athérosclérose est celui de la souris invalidée pour les deux gènes de 

l’IL-10 (IL-10-/-) et pour laquelle la synthèse d’IL-10 est nulle. Bien que l’allèle –1082A soit 

associé à des individus « faibles producteurs » d’IL-10, la comparaison avec le modèle de 

souris IL-10-/-  ne peut être que partielle. L’étude de l’athérosclérose dans un modèle de souris 

faible productrice, étude non décrite dans la littérature, devrait se rapprocher un peu plus de 

l’homme. Dans un de ses modèles d’athérosclérose développé chez la souris IL-10-/-, Mallat Z 

et al (165) montrent que la taille de la lésion aortique est significativement plus importante 

lorsque  les  expériences  sont  effectuées  en  milieu  conventionnel  (présence  de  pathogène) 

comparativement aux expériences menées en milieu stérile. Il semble donc, à partir de ces 

résultats, que les effets protecteurs de l’IL-10 sont majorés en présence de pathogènes. Dans 

leurs études, Donger C et al (215) et Koch W et al (216) ne précisent pas le statut infectieux 

de leurs patients. Il pourrait être intéressant d’effectuer l’analyse des fréquences alléliques des 
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SNP  dans  des  sous-groupes  de  patients  avec  un  statut  infectieux  connu,  notamment  à 

Chlamydiae pneumoniae,  Helicobacter pylori ou à cytomegalovirus qui sont des pathogènes 

dont la persistance pourrait favoriser le phénomène athéromateux. 

Tableau XVI Polymorphismes génétiques du promoteur de l'interleukine 10 et thromboses artérielles.

Auteurs Patients Témoins Résultats

Donger C,
Eur J Clin Invest 
2001 (215)

1107 caucasiens issus de 
l’étude ECTIM (originaire de 
Belfast en Ireland, de Glasgow 
en Ecosse et de Strasbourg en 

France)

1082 témoins appariés 
sur l’âge, le sexe et la 

zone géographique

–1082G>A/-819C>T/-592C>A
Pas de différence significative entre 

les témoins et les patients

Koch W, 
Atherosclerosis
2001 (216)

998 caucasiens ayant eu une 
sténose coronarienne sans 
signe d’IM (originaires de 

München, Allemagne)

793 caucasiens ayant eu un 
IM (originaires de München, 

Allemagne)

340 témoins appariés sur 
l’âge, le sexe

–1082G>A/-819C>T/-592C>A
Pas de différence significative entre 

les témoins et les patients

(IM : infarctus du myocarde)
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III Résultats personnels

III.1 IL-10 et régulation de la génération de thrombine

III.1.1Introduction

Les  monocytes  activés  par  du  LPS  expriment  une  activité  procoagulante  liée  à 

l’expression inductible de facteur tissulaire (FT) (122). Par ailleurs il est montré que l’IL-10 a 

la propriété de diminuer l’expression du FT et donc de réguler l’activité procoagulante des 

monocytes  activés.  Dans  le  but  de  mieux  caractérisé  l’effet  de  l’IL-10  sur  l’activité 

procoagulante de monocytes activés nous avons utilisé un système d’analyse de génération de 

thrombine intégré. La thrombinographie n’a jamais était décrite pour caractériser le rôle de 

l’IL-10 sur la génération de thrombine par des monocytes activés. Le modèle que nous avons 

réalisé nous a permis d’observer l’effet de l’IL-10 exogène mais également l’effet de l’IL-10 

endogène monocytaire  sur  la  génération de thrombine.  Dans ce système,  la  génération de 

thrombine est exclusivement initiée par le FT. Nous avons également confirmé la modulation 

de l’expression du FT par l’IL-10 en analysant l’expression de son ARN et de la protéine FT à 

localisation membranaire ou à l’état clivé.

III.1.2Matériel et méthode

Réactifs

Nos expériences ont nécessité l’utilisation d’IL-10 recombinante humaine (IL-10rh), d’un 

anticorps monoclonal anti-IL-10 humaine (IgG2B de souris,  clone 23738) et d’un anticorps 

monoclonal bloquant anti-récepteur α de l’IL-10 (IL-10Ra) (IgG1 de souris, clone 37607.11). 

Nous avons utilisé des anticorps de contrôle de même isotype pour valider les expériences. 

Tous ces anticorps provenaient  de chez R&D Systems (Minneapolis,  USA).  Un anticorps 

monoclonal  bloquant  anti-FT  (n°4509,  American  Diagnostica  SARL,  Neuville  sur  Oise 

France), un plasma déficient en facteur VII (Diagnostica Stago, Asnières sur Seine, France), 

du lipopolysaccharide (LPS : Escherichia coli sérotype O55 :B5, Sigma, St Louis, USA), et de 

l’aprotinine (Sigma, St Quentin Fallavier, France) ont également été employés.
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Purification des monocytes et culture cellulaire

Les  monocytes  provenaient  de  sang  total  de  volontaires  sains  ayant  donné  leur 

consentement éclairé. Ils ont été purifiés par élutriation (217). La pureté et la viabilité des 

monocytes ont été déterminées respectivement par la numération des cellules marquées par un 

anticorps  anti-CD14  et  par  un  test  au  bleu  Trypan.  La  viabilité  et  la  pureté  étaient 

respectivement  supérieures  à  98% et  à  95%.  Les  monocytes  ont  été  mis  en  culture  à  la 

concentration  finale  de  1.106/mL dans  du  RPMI-1640  1X sans  L-Glutamine  (Invitrogen, 

Cergy  Pontoise,  France)  supplémenté  à  5%  en  sérum  de  veau  fœtale  (Invitrogen)  et  en 

glutamine  à  2  mmol/L  (Gibco-BRL,  Gaithersburg,  USA).  Les  monocytes  ont  été  mis  en 

culture 4, 6 ou 24 heures à 37°C dans une atmosphère à 5% de CO2. Durant leur incubation, 

ils  ont été  activés par  du LPS à 100 ng/mL. En fonction des expériences,  les monocytes 

pouvaient  être  pré-incubés 2 heures avec soit  de l’IL-10rh (0,1,  1 ou 10 ng/mL),  soit  un 

anticorps anti-IL-10 (0,1 ou 1 µg/mL) soit un anticorps anti-IL-10Ra (0,1 ou 1 µg/mL).

Préparation du plasma nécessaire au test de génération de thrombine

Du sang total de deux volontaires sains a été prélevé sur Monovette (Citrate à 0,106 

mol/L, Sarsted) après avoir recueilli leur consentement éclairé. Le sang a été immédiatement 

centrifugé deux fois 10 minutes successivement  à 190 et 1750g afin d’obtenir un plasma 

pauvre en plaquette (PPP). Ce PPP a été lui-même centrifugé 20 minutes à 13000g à 20°C, ce 

qui a permis d’éliminer toutes les plaquettes, puis il a été conservé à –80°C. Pour les tests de 

génération de thrombine, ce plasma « déplaquetté » a été supplémenté en aprotinine (218). 

Tests de génération de thrombine (TGT)

Les tests de génération de thrombine ont été effectués sur un lecteur de fluorescence en 

microplaque  (ThermoLabsystems,  Helsinki,  Finland).  Le  protocole  utilisé  était  proche  de 

celui décrit par Hemker et al (219). Après incubation (6 ou 24 heures) les monocytes ont été 

remis en suspension et leur concentration a été ajustée à 0,2 106 cellules/mL. Dans chaque 

puits ont été ajoutés 10 µL de suspension cellulaire, 5 µL de tampon HBS (Hepes à 20 mM, 

NaCl 140 mM, albumine bovine à 0,5%, pH à 7,4), 80 µL de plasma déplaquetté supplémenté 

en aprotinine (concentration finale à 200 KIU/mL) et 5 µL de phospholipides à 100 µmol/L 

(concentration  finale  à  4  µmol/L).  Les  phospholipides  étaient  constitués  de  20%  de 

phosphatidyl-sérine, 20% de phosphatidyl-éthanolamine et de 60% de phosphatidyl-choline 
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(Avanti Polar Lipids Inc. Coger, Paris, France). Les plaques de lecture ont été insérées dans le 

lecteur de fluorescence et incubées 5 minutes à 37°C. Les mesures de fluorescence (390 et 

460 nm) ont été effectuées automatiquement après l’ajout de 20 µL d’un mélange composé 

d’un  substrat  fluorescent  de  la  thrombine  (Z-Gly-Gly-Arg-AMC,  2,5mmol/L,  Bachem, 

Bubendorph, Suisse), de tampon calcique (CaCl2 100 mmol/L, HEPES 20 mmol/L, albumine 

Bovine à 6% et pH à 7,4). La fluorescence a été mesurée en temps réel à 37°C. A l’aide d’un 

calibreur de thrombine (Synapse BV, Maastricht, Pays bas) et du logiciel Thrombinoscope 

(Synapse BV) les signaux de fluorescence ont été convertis en concentration de thrombine. 

Chaque dosage a été mesuré dans trois puits et la moyenne de ces trois dosages pour les 

paramètres d’intérêt (quantité de thrombine générée, temps de latence, pic de génération de 

thrombine et temps d’obtention du pic de génération de thrombine) a été calculée.

Extraction d’ARN et RT-PCR en temps réel

Les  monocytes  ont  été  incubés  dans  les  mêmes  conditions  que  pour  les  tests  de 

génération de thrombine. Seuls deux paramètres ont été modifiés : la concentration cellulaire 

ajustée à 106 cellules/mL et les temps d’incubation qui étaient soit de 4 soit de 24 heures. 

Après incubation les monocytes ont été lavés en PBS (tampon phosphate salin). L’ARN total 

a été extrait à l’aide du kit Rneasy minikit de Qiagen (Courtaboeuf, France). Le kit TaqMan 

reverse  transcription  (PE  Applied  Biosystems)  a  permis  d’obtenir  du  cDNA  (DNA 

complémentaire)  à  partir  d’un  microgramme  d’ARN  total,  cDNA  à  partir  duquel  a  été 

effectué la RT-PCR. La RT-PCR a été réalisée sur le thermocycleur ABI PRISM 7000 SDS à 

l’aide  du  kit  SYBR  Green  PCR  Master  Mix  (PE  Applied).  La  β2-microglobuline,  gène 

exprimé constitutivement par les monocytes, a été choisie comme « gène de ménage » pour 

contrôler  la  reproductibilité  de chaque dosage.  Les amorces sens  et  anti-sens  pour  la  β2-

microglobuline, le FT et l’IL-10 étaient les suivantes : 5’-CCCCCACTGAAAAAGATGAG-

3’  et  5’-TCATCCAATCCAAATGCGGC-3’  pour  la  β2-microglobuline, 

5’-CCGACGAGATTGTGAAGGATGT-3’ et 5’-AGAGGCTCCCCAGCAGAAC-3’ pour le 

FT,  5’-AGGCGCATGTGAACTCCCT-3’  et  5’-CACGGCCTTGCTCTTGTTTT-3’  pour 

l’IL-10. Les acquisitions et les analyses des données ont été réalisées avec le logiciel ABI 

PRISM 7000 SDS.

Mesure du facteur tissulaire membranaire des monocytes en cytométrie de flux
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Les monocytes ont été incubés 6 ou 24 heures dans les mêmes conditions que pour les 

tests de génération de thrombine. Cinq cent microlitres de monocytes en suspension (106/mL) 

ont été incubés 30 minutes à 4°C avec un anticorps monoclonal anti-FT conjugué à de la 

phycoérythrine (FT-PE) ou avec un anticorps de contrôle de même isotype IgG1 (IgG1-PE) 

également  conjugué  à  de  la  phycoérythrine  (BD Pharmingen,  Le  Pont  de  Claix,  France). 

Après  deux  lavages  au  PBS,  les  fluorescences  des  échantillons  ont  été  mesurées  sur  un 

cytomètre de flux Epics XL-MCL (Coulter Corp., Miami FL, USA) et analysées à l’aide du 

logiciel System 2. Les intensités moyennes de fluorescence (MnX) ont été mesurées sur 5000 

évènements et les résultats ont été exprimés sous forme de ratio (MnX FT-PE/MnX IgG1-PE).

Mesure du facteur tissulaire extra-cellulaire et de l’IL-10 par ELISA

Le FT extra-cellulaire et l’IL-10 ont été mesurés dans les surnageants des milieux de 

culture. Nous avons utilisé les kits Imubind Tissue Factor (American Diagnostica, Neuville 

sur  Oise,  France)  et  QUANTIKINE   (R&D Systems,  USA)  respectivement  pour  les 

dosages du FT et de l’IL-10. Les détections limites précisées par le fabricant étaient de 10 

pg/mL pour le dosage du FT et de 2 pg/mL pour l’IL-10.

Analyse statistique

Les données obtenues n’ayant pas une distribution gaussienne, l’analyse statistique des 

différences entre les différents groupes a été réalisée à l’aide de tests non paramétriques : le 

test de Wilcoxon pour les séries appariées et le test de Mann-Whitney U pour les séries non 

appariées. Une valeur de p<0,05 a été considérée comme significative.
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III.1.3Résultats

III.1.3.1 Article soumis

73



74



75



76



77



78



79



80



81



82



83



84



85



86



87



88



89



90



1000

100

10

1

0,1

C_6h LPS_6h C_24h LPS_24h

* * 

Control LPS 

4 hours 24 hours 

Control LPS IL
-1

0 
m

R
N

A
 fo

ld
 in

du
ct

io
n 

(lo
g)

 * 

400

350

300

250

200

150

100

50

0
24h_control 24h_LPS

IL
-1

0 
an

tig
en

 (p
g 

m
L-1

) 

24h control 24h LPS 

* 

a 
 

b 

Figure 2

91



92



93



94



95



96



III.1.3.2 Principaux résultats

Cinétique d’expression du facteur tissulaire et de l’IL-10 par les monocytes stimulés par le  

LPS

Nous avons déterminé quantitativement l’ARN messager (ARNm) du FT à 4 et 24 heures 

d’incubation en présence ou non de LPS. La reproductibilité de chaque dosage a été vérifiée 

par l’amplification simultanée du gène de la β2 microglobuline (gène de ménage). En absence 

de stimulation par le LPS (état basal), la synthèse d’ARNm du FT mesurée après 4 ou 24 

heures d’incubation était peu significative. En présence de LPS et après 4 heures d’incubation, 

la synthèse d’ARNm du FT mesurée était 52,3 fois plus fortement stimulée qu’en absence de 

LPS (p<0,01, n=9) (Article, Figure 1a). En présence de LPS et après 24 heures d’incubation, 

la synthèse d’ARNm était redevenue équivalente à celle observée à l’état basal (culture en 

absence de LPS) (Article, Figure 1a). Nous avons déterminé quantitativement l’ARNm de 

l’IL-10 à 4 et 24 heures d’incubation en présence ou non de LPS (Article, Figure 2a). En 

absence de LPS, à 4 et 24 heures d’incubation la synthèse d’IL-10 était peu stimulée (Article, 

Figure 2a). En revanche en présence de LPS, la synthèse d’ARNm de l’IL-10 était fortement 

stimulée par rapport à l’état basal (culture en absence de LPS) à 4 et à 24 heures. La synthèse 

d’ARNm  était  encore  mesurable  après  24  heures  d’incubation  en  présence  de  LPS,  on 

observait  cependant une diminution significative d’ARNm de l’IL-10 entre 4 et 24 heures 

d’incubation en présence de LPS (p<0,05 ; n=7). Les cinétiques de synthèse d’ARNm du FT 

et  de l’IL-10 étaient  donc décalées  dans  le  temps,  la  synthèse  d’ARNm de l’IL-10 étant 

encore effective après 24 heures de culture contrairement à celle du FT.

Nous  avons  déterminé  par  cytométrie  de  flux  l’expression  de  facteur  tissulaire 

membranaire exprimé par des monocytes après 6 ou 24 heures d’incubation en absence ou en 

présence de LPS. Après 6 ou 24 heures d’incubation en absence de LPS, on ne mesurait pas 

de  FT  sur  la  membrane  des  monocytes  (Article,  Figure  1b  et  1c).  Après  6  heures 

d’incubation en présence de LPS, on observait une augmentation significative de l’expression 

du  FT  membranaire.  Toujours  en  présence  de  LPS  mais  après  24  heures  d’incubation, 

l’expression membranaire du FT avait considérablement diminué. En parallèle on a mesuré 

par technique ELISA le FT dans le surnageant des milieux de culture (Article, Figure 1d). Le 

taux de FT mesuré à 24 heures était significativement plus élevé que celui mesuré à 6 heures 

(172+43  pg/mL  versus  104+30  pg/mL ;  moyenne+erreur  standard  à  la  moyenne,  n=6, 
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p<0,05). Entre 6 et 24 heures de culture en présence de LPS, on observait en parallèle une 

diminution de FT membranaire concomitante à une augmentation de FT dans le surnageant.

Après 24 heures d’incubation en absence ou en présence de LPS, des dosages d’IL-10 ont 

été effectués dans le surnageant des milieux de culture par technique ELISA (Article, Figure 

2b). En absence de LPS, les taux d’IL-10 se situaient en dessous de la limite de détection du 

kit  (<2  pg/mL),  ces  taux  devenaient  significativement  détectables  en  présence  de  LPS 

(médiane=267 pg/mL ; n=7 ; p<0,05).

Génération  de  thrombine  par  des  monocytes  stimulés  par  du  LPS,  mesure  par  un  test  

fluorescent calibré

Nous avons ensuite  mesuré  des  générations  de  thrombine induites  par  des  monocytes 

stimulés ou non par du LPS (100ng/mL) après 6 ou 24 heures d’incubation. Des mesures de 

fluorescence en continu ont permis d’obtenir une cinétique de concentrations de thrombine 

grâce au lecteur  de plaque Fluoroscan et  à  son logiciel  Thrombinoscope.  Nous avons 

ajouté de l’aprotinine à nos réactifs afin de rendre la génération de thrombine indépendante de 

la voie intrinsèque.

En absence de LPS, après une incubation de 6 heures ou 24 heures, les générations de 

thrombine étaient tardives et  faibles (Article,  Figure 3a).  Aux même temps d’incubation, 

mais en présence de LPS, la génération de thrombine induite par les monocytes stimulés était 

significativement  plus rapide et plus élevée.  La génération de thrombine observée après 6 

heures d’incubation en présence de LPS était plus importante et plus rapide que celle observée 

après 24 heures d’incubation (Article, Tableau I).

Nous avons confirmé que la génération de thrombine observée était bien dépendante du 

FT  monocytaire.  Pour  cela  nous  avons  fait  des  générations  de  thrombine  à  partir  de 

monocytes  incubés  6  heures  en  présence  de  LPS.  Les  expériences  ont  été  réalisées  en 

présence soit d’anticorps neutralisant anti-FT, soit de plasma déficient en facteur VII de la 

coagulation (Article, Figure 3b). La génération de thrombine était inhibée par les anticorps 

anti-FT  de  façon  dose-dépendante.  Aucune  génération  de  thrombine  n’était  obtenue  en 

présence de plasma déficient en facteur VII.

L’interleukine 10 humaine recombinante (IL-10rh) régule la génération de thrombine induite  

par les monocytes stimulés par du LPS.

Les monocytes ont été préincubés 2 heures en présence d’IL-10rh avant d’être stimulés 6 

heures par du LPS (100 ng/mL). L’IL-10rh a été testée à trois doses : 0,1, 1 et 10 ng/mL. 
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Chaque expérience a été effectuée trois fois pour des monocytes d’un même donneur. Au total 

nous avons testé les monocytes de 7 donneurs différents (Article, Figure 4a,b,c). Le temps de 

latence, temps au bout duquel apparaissent les premières traces de thrombine, était augmenté 

de façon dose dépendante en présence d’IL-10rh (10,4+2,8, 24,6+6,9, et 42,1+6,5 minutes) 

respectivement pour les doses de 0,1, 1 et 10 ng/mL d’IL-10rh (n=7 ; p<0,05). On observait 

également que cette cytokine diminuait le pic maximal de thrombine générée de façon dose 

dépendante. L’IL-10rh modifiait la cinétique de la génération de thrombine de notre modèle.

L’inhibition de l’IL-10 endogène monocytaire induit une augmentation de l’expression du FT 

membranaire,  du  FT  dans  le  surnageant  des  milieux  de  culture  et  de  la  génération  de  

thrombine 

Nous avons ensuite évalué, indirectement, l’effet de l’IL-10 endogène sur l’inhibition de 

l’expression de l’ARNm du FT, sur l’expression du FT à la membrane de monocytes stimulés 

par du LPS (100 ng/mL) et sur son « délestage » de la membrane. Nous avons également 

observé son effet sur la génération de thrombine induite par des monocytes stimulés par du 

LPS. Pour cela nous avons utilisé des anticorps neutralisants dirigés contre le récepteur α de 

l’IL-10 (anti-IL-10Ra) et des anticorps neutralisants dirigés contre l’IL-10 humaine (IL-10h). 

Ces deux anticorps ont été testés à deux doses : 0,1 et 1 µg/mL. Chacune des expériences a été 

validée  par  des  anticorps  de  contrôle  de  même  isotype  (voir  matériel  et  méthode).  Les 

monocytes ont été préincubés deux heures en présence de chacun des anticorps avant d’être 

incubés 24 heures en présence de LPS. Chacune des conditions expérimentales a été testée 

sept fois indépendamment à partir des monocytes de 7 donneurs différents. 

Les  résultats  des  PCR  quantitatives  en  temps  réel  ont  été  normalisés  par  l’analyse 

simultanée de l’expression du gène de la β2 microglobuline. Les résultats ont été exprimés en 

augmentation d’induction de l’expression par rapport à un contrôle. Le contrôle utilisé était 

constitué de monocytes non stimulés incubés 24 heures. 

L’incubation des monocytes  stimulés en présence  d’anticorps  anti-IL-10Ra augmentait 

l’expression de l’ARNm du FT aux deux doses testées par rapport au contrôle (monocytes 

non stimulés) et par rapport à l’incubation en présence de l’anticorps de contrôle et de LPS 

(Article, Figure 5a).  De plus,  chez les  monocytes  stimulés,  l’incubation  en présence  des 

anticorps anti IL-10Ra (1 µg/mL) accroissait l’expression du FT membranaire par rapport à 

l’incubation en présence de l’anticorps de contrôle (Article, Figure 5b,c). Les taux de FT 

dosés dans le surnageant des milieux de culture de monocytes  activés par du LPS étaient 
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significativement  plus  élevés lorsque les  monocytes  étaient  préincubés avec  des anticorps 

anti- IL-10Ra (0,1 et 1 µg/mL) ou anti-Il-10h (1 µg/mL) plutôt qu’avec les anticorps contrôle 

de même isotype (Article, Figure 6).

Nous avons ensuite observé les effets de l’incubation avec les anticorps anti-IL-10Ra et 

anti-IL10h sur la génération de thrombine induite par des monocytes stimulés par du LPS 

(Article,  Figure 7). Les anticorps ont été testés à deux doses : 0,1 et 1  µg/mL. On pouvait 

observer une diminution du temps de latence (temps de latence : IL-10rh 1 µg/mL 7,1+1,1* 

versus contrôle isotypique 12,9+4,9* minutes, n=7, *p<0,05) et une augmentation du pic de 

thrombine.  Ces  modifications  semblaient  doses-dépendantes  bien  que  non  significatives 

statistiquement. Concernant l’anticorps anti-IL-10Ra, une diminution significative du temps 

de  latence  était  obtenue  aux  deux  concentrations  testées  (7,2+0,1  et  4,7+0,3  minutes 

respectivement à 0,1 et 1  µg/mL versus 12,4+3,1 minutes pour le contrôle IgG1). De plus 

l’incubation avec l’anticorps anti-IL-10Ra à la dose de 1 µg/mL augmentait significativement 

le pic maximal de thrombine par rapport au contrôle IgG1 (136,1+21,4* versus 52,6+16,7 

nmol/L, n=7, p<0,05).

III.1.4Discussion

L’objectif de notre étude était de montrer l’effet de l’IL-10 sur l’expression du FT par 

des monocytes stimulés par le LPS et d’observer l’impact de cette cytokine sur la génération 

de thrombine induite par ces mêmes monocytes. Les suspensions de monocytes ainsi que le 

plasma  utilisés  au  cours  de  cette  étude  étaient  caractérisés  par  l’absence  de  résidus 

plaquettaires. Ceci a permis d’obtenir des activations cellulaires et notamment une induction 

de l’expression du FT indépendante des résidus plaquettaires (220). De plus, le nombre de 

résidus  plaquettaires  étant  variable  d’une  préparation  monocytaire  à  l’autre,  ce  paramètre 

aurait pu gêner l’interprétation des résultats. 

Toutes nos expériences (PCR quantitative, cytométrie de flux et dosages ELISA) ont 

montré que le FT et l’IL-10 étaient synthétisés par les monocytes stimulés par du LPS. Ces 

résultats sont en accord avec la littérature (221). Nos mesures effectuées à 4 (ARN) et à 24 

heures ont révélé un décalage de synthèse des ARNm du FT et de l’IL-10. L’ARNm du FT 

n’était plus mesurable après 24 heures de stimulation contrairement à celui de l’IL-10. Ceci a 

permis d’émettre l’hypothèse que l’IL-10 présente à 24 heures pouvait moduler la synthèse du 

FT  au  niveau  transcriptionnel.  Ce  résultat  est  en  accord  avec  la  littérature  .  On  a  mis 
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également en évidence une augmentation significative du FT dans le surnageant du milieu de 

culture lorsque les monocytes étaient incubés 24 heures en présence de LPS comparativement 

à une incubation de 6 heures. Inversement, entre 6 et 24 heures d’incubation on a observé une 

diminution significative de l’expression membranaire du FT. La présence de ce FT dans le 

surnageant  des  cultures  pourrait  être  du  à  un  phénomène  de  microvésiculation.  En  effet 

plusieurs  études  ont  montré  que  le  LPS active  la  microvésiculation  des  monocytes  (223) 

(224). De plus, dans son étude,  Egorina EM  et al (224) ont montré  que le LPS induit la 

transcription de FT mais que cet activateur favorise également le transport intra-cellulaire du 

FT jusqu’à la membranaire et le délestage du FT ancré à la membrane.

Afin de mettre en évidence l’activité procoagulante des monocytes activés par le LPS, 

nous avons mesuré en continu la génération de thrombine monocytaire.  Cette méthode de 

mesure appliquée à des monocytes  purifiés n’a jamais été décrite auparavant.  Elle nous a 

permis d’observer et de comparer des cinétiques de génération de thrombine obtenues à partir 

de monocytes  incubés dans des  conditions expérimentales  différentes (temps d’incubation 

variables, incubation en présence ou non de LPS, d’IL-10, d’anticorps anti-IL-10h ou anti-

IL10Ra). Pour rendre la génération de thrombine indépendante de la voie intrinsèque, nous 

avons ajouté au milieu expérimental de l’aprotinine, cette molécule ayant la caractéristique 

d’inhiber  in  vitro  l’activation  de  la  coagulation  dépendante  de  la  kallicréine  (218).  Pour 

confirmer  l’absence  d’activation  de  la  voie  intrinsèque,  nous  avons  effectué  des  tests  de 

génération de thrombine en présence de plasma déficient en facteur VII de la coagulation ou 

en présence d’anticorps bloquants anti-FT. On a observé une absence complète de génération 

de thrombine en présence du plasma déficient tandis que l’ajout d’anticorps bloquant anti-FT 

a induit une diminution de la génération de thrombine dose-dépendante. Nous avons montré 

pour  la  première  fois  par  cette  méthode  de  mesure  que  la  génération  de  thrombine,  FT-

dépendante, induite par des monocytes incubés 6 heures en présence de LPS était rapide et 

importante. En revanche, en absence d’activation par le LPS, la génération de thrombine était 

très faible et tardive. La thrombine générée après 24 heures d’incubation par des monocytes 

stimulés par du LPS était plus faible qu’à 6 heures. Ce résultat était corrélé à la diminution 

significative du FT membranaire entre 6 et 24 heures d’incubation. En effet, dans notre test le 

FT du surnageant intervient peu puisque le protocole nécessite une forte dilution de ce dernier 

(chapitre matériel et méthode).

Nous  avons  ensuite  utilisé  ce  modèle  de  génération  de  thrombine  pour  mettre  en 

évidence le rôle régulateur de l’IL-10 sur l’activité procoagulante de monocytes activés par le 

LPS.  Bien  que  de  nombreuses  études  soient  déjà  publiées  concernant  la  régulation  de 
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l’expression du FT et de l’activité procoagulante monocytaire par l’IL-10, les modifications 

de cinétiques de génération de thrombine induites par l’IL-10 n’ont jamais été décrites. De 

plus l’utilisation d’anticorps bloquants anti-IL-10h ou anti-IL10Ra nous a permis d’évaluer 

l’effet de la neutralisation de l’IL-10 endogène sur la génération de thrombine. L’ajout d’IL-

10rh  dans  le  milieu  de  culture  a  induit  une  augmentation  du  temps  de  latence  avant 

l’apparition  de  thrombine  générée  et  une  diminution  du  pic  maximal  de  thrombine. 

L’utilisation de doses croissantes d’IL-10rh a montré une modification dose-dépendante des 

paramètres de la cinétique. Ce résultat est conforme aux données de la littérature rapportant 

une diminution de l’expression du FT en présence d’IL-10 recombinante humaine (Tableau 

IX).

L’étude de  l’IL-10 endogène a  nécessité  24 heures  d’incubation.  En effet  il  a  été 

montré que la synthèse maximale de la protéine est observée après 24 heures d’incubation 

(34). Pour appréhender l’effet de l’IL-10 endogène, nous avons utilisé des anticorps qui la 

neutralisaient ou qui bloquaient son récepteur. L’utilisation de ces deux types d’anticorps a 

provoqué  une  diminution  du  temps  de  latence  et  une  augmentation  du  pic  maximal  de 

thrombine. Les modifications de ces paramètres, observées à deux doses d’anticorps, sont plus 

marquées à la dose la plus élevée (1 µg/mL). La synthèse d’IL-10 endogène module donc la 

génération de thrombine par les monocytes activés par du LPS. Bien que ces résultats soient 

attendus, ils n’ont jamais été montrés. Ces résultats ont été corrélés avec une augmentation 

significative de l’expression du FT (ARNm, FT membranaire, FT dans le surnageant) lors de 

l’incubation  des  monocytes  en  présence  d’anticorps  neutralisant  l’activité  de  l’IL-10 

endogène.  A  24  heures  d’incubation,  l’IL-10  endogène  participe  significativement  à  la 

régulation de l’expression du FT. Nos résultats sont concordants avec les nombreuses études 

qui  ont  montré  le  rôle  régulateur  de  l’IL-10  sur  l’expression  du  FT :  l’IL-10  diminue 

l’expression du FT par les monocytes activés par le LPS (Tableau IX). Malgré des conditions 

expérimentales très différentes, les résultats publiés sont souvent homogènes. Ainsi les durées 

d’incubation des cellules en présence de LPS varient ainsi que les concentrations d’IL-10 

testées. L’IL-10 est introduite dans le milieu de culture avant l’activation des cellules ou après 

l’activation des cellules en fonction des protocoles. Plusieurs types  de dosage du FT sont 

utilisés pour mettre en évidence le rôle de l’IL-10 dans la modulation de l’expression du FT. 

Des dosages du FT de type antigénique, d’activité procoagulante, et d’ARNm sont décrits. 

Les dosages antigéniques et  fonctionnels  sont réalisés sur des lysats  de cellules ou sur la 

membrane externe des cellules. L’association de dosages membranaires et de dosages à partir 

de lysat  permet d’appréhender la régulation post-transcriptionnelle  alors que le dosage de 
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l’ARNm  permettra  d’évaluer  la  régulation  du  gène.  Le  plus  souvent  la  diminution  de 

l’expression du FT est observée dans tous les types de dosage. La régulation de l’expression 

du FT par l’IL-10 semble se faire, au moins en partie, au niveau transcriptionnel puisque la 

diminution de l’ARNm est corrélée à une diminution des dosages antigéniques et fonctionnels 

effectués à partir soit des lysats de monocytes soit en membranaire. Seule l’étude de Paysant J 

et al (133) montre une augmentation de l’expression antigénique du FT membranaire. Son 

modèle se caractérise par une durée d’incubation en présence d’IL-10 beaucoup plus longue 

que  dans  les  autres  modèles  (48  et  96  heures),  l’absence  d’activateur  et  la  culture  de 

monocytes adhérents. Ces conditions expérimentales ont été choisies afin de se rapprocher du 

modèle de la plaque athéromateuse au sein de laquelle les cytokines et les cellules ont un 

temps de contact  prolongé.  Les résultats  montrent  une diminution de l’ARNm du FT,  de 

l’activité procoagulante du lysat et de la membrane et du dosage antigénique effectué dans le 

lysat. En revanche les auteurs observent une augmentation de l’expression antigénique du FT 

membranaire. Par ailleurs les auteurs montrent une augmentation de l’expression du TFPI à la 

surface  des  monocytes.  Ils  émettent  l’hypothèse  qu’une  longue  incubation  avec  l’IL-10 

induirait modification du mécanisme d’élimination des complexes FT / FVIIa / FXa / TFPI-1 

qui resteraient localisés sur la membrane externe des monocytes. Ce résultat, d’après Payant J 

et al, mettrait en évidence une régulation post-transcriptionnelle du facteur tissulaire par l’IL-

10  (133).  Les  résultats  que  nous  avons  obtenus  à  24  heures  en  présence  des  anticorps 

bloquants nous font émettre l’hypothèse différente que l’IL-10, en plus d’inhiber l’activité 

transcriptionnelle  du FT,  pourrait  favoriser  son  délestage de  la  membrane.  Concernant  la 

régulation de  l’activité  transcriptionnelle  du gène du FT par  l’IL-10,  il  a  été  montré  que 

l’inhibition de la synthèse de FT provoquée par l’IL-10 était due à une réduction de l’activité 

de NFκB (225) et du facteur de transcription Egr-1 (222). L’effet de l’IL-10 sur le délestage 

ou bourgeonnement du FT monocytaire n’a jamais était exploré. Plusieurs études ont montré 

une augmentation significative des microvésicules circulantes porteuses de FT dans le plasma 

de patients atteints de syndromes coronariens (226) (227) ou de CIVD au cours de sepsis 

(228). En perspective de ce travail nous envisageons de vérifier l’hypothèse d’une inhibition 

du bourgeonnement cellulaire du FT par l’IL-10. L’utilisation de notre modèle de génération 

de  thrombine  pourra  être  adaptée  à  l’évaluation  de  l’activité  procoagulante  de  ces 

microvésicules.
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III.2 Polymorphismes de l’IL-10 en pathologie vasculaire

III.2.1Détermination des polymorphismes génétiques du promoteur de 

l’IL-10 chez 20 témoins, corrélation à la production d’IL-10

III.2.1.1 Introduction

L’IL-10 est une cytokine anti-inflammatoire qui a un rôle important dans l’immuno-

régulation  et  l’inflammation.  Une  dysrégulation  de  sa  production  pourrait  conduire  à 

l’expression  de  pathologies  inflammatoires  et/ou  dysimmuntaires.  Les  modèles  animaux 

invalidés pour le gène de l’IL-10 sont sujets à la survenue de pathologies dysimmunitaires 

et/ou inflammatoires (Chapitre II.5). La littérature rapporte de nombreuses études cliniques 

évaluant les taux d’Il-10 au cours de pathologies le plus souvent infectieuses, auto-immunes, 

dans  les  hémopathies  lymphoïdes  ou  au  cours  de  grossesses  pathologiques.  Par  ailleurs 

Westendorp RGJ et al (19) montrent que les variations inter-individuelles de production d’IL-

10 sont essentiellement imputables à des déterminants génétiques. D’après leur étude, 75% de 

la  production  d’IL-10  serait  génétiquement  déterminée.  L’expression  d’un  gène  étant 

contrôlée  en  partie,  par  son  promoteur,  les  nombreux  polymorphismes  génétiques  du 

promoteur du gène de l’IL-10 sont de potentiels facteurs de variation de la production d’IL-

10.

Dans ce contexte nous avons déterminé cinq polymorphismes génétiques situés dans le 

promoteur  du  gène  de  l’IL-10  de  20  témoins  caractérisés  par  l’absence  d’antécédents 

personnels et  familiaux de maladie thrombo-embolique,  de thrombophilie  et de pathologie 

dysimmunitaire.  Nous avons déterminé en parallèle la capacité de leurs cellules,  mises en 

culture, à produire de l’IL-10 afin de corréler les polymorphismes à un phénotype « bon » ou 

« mauvais » producteur. Au total nous avons identifié trois polymorphismes de substitution 

d’acide nucléique situés respectivement aux positions –592, -819 et –1082 du promoteur et 

deux microsatellites formés de répétitions de CA nommés IL-10G et IL-10R. Nous avons 

étudié la production d’IL-10 dans plusieurs modèles de culture cellulaire. Nous avons étudié 

la production d’IL-10 par des cellules mononucléées sanguines isolées ou cultivées en sang 

total en présence de deux types d’activateurs : du LPS ou un anticorps anti-CD3 (OKT3). 
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III.2.1.2 Matériel et méthode

III.2.1.2.1Population recrutée

La population de l’étude est constituée de 20 témoins, ayant donné leur consentement 

éclairé, recrutés parmi le personnel du laboratoire d’Hématologie du CHU de Reims. Ces 20 

témoins  sont  caractérisés  par  l’absence  d’antécédents  personnels  et  familiaux  de  maladie 

thrombo-embolique,  de  pathologie  dysimmunitaire  et  de  pathologie  infectieuse  aiguë  ou 

chronique.

III.2.1.2.2Etude moléculaire des polymorphismes du promoteur de l’IL-10

Extraction de l’ADN et détermination des ADN témoins par séquençage du promoteur de  

l’IL-10

Nous  avons  utilisé  la  technique  de  relargage  des  protéines  par  du  NaCl  6M pour 

extraire l’ADN à partir de 10 ml de sang recueillis sur tube EDTA (229).

Nous avons déterminé les allèles de deux microsatellites formés de répétitions de CA, 

IL-10G et IL-10R, et de trois polymorphismes de substitution d’acide nucléique (SNP) situés 

aux positions –1082, -819 et –592 du promoteur du gène de l’IL-10. Nous avons séquencé 

trois régions encadrant respectivement le microsatellite IL-10G, le microsatellite IL-10R et les 

trois  SNPs  –1082G>A,  -819C>T  et  –592C>A.  Les  amorces  utilisées  pour  amplifier  ces 

régions  étaient  5’-aatccaagacaacactactaagg-3’  (amorce  sens)  et  5’-ttccattttactttccagaga-3’ 

(amorce anti-sens) pour la région des SNPS, 5’-agatcttgtcaactgtagaatgc-3’ (amorce sens) et 

5’-ggtaaagtccaaaggtttaa-3’  (amorce  anti-sens)  pour  la  région  du  microsatellite  IL-10R, 

5’-ttccccaggtagagca-3’ (amorce sens) et 5’-ggctggagtctaaagtttaa-3’ (amorce anti-sens) pour la 

région du microsatellite IL-10R. Chaque PCR a été réalisée à partir de 100 ng d’ADN dans un 

volume final de 50 µL. Les réactifs et leurs concentrations finales étaient les suivants : Tris 

HCl  pH 8,8 à 50 mM ; KCl à 25 mM ; les 4 types de dNTP (Pharmacia-Amersham, France) à 

125 µM chacun ; les amorces à 30 pM et une unité de Taq Polymérase (Invitrogen, France). 

La concentration de MgCl2  a été optimisée pour chacune des trois PCR : 1,5 mM pour les 

deux  microsatellites  et  2,5  mM  pour  la  région  encadrant  les  trois  SNPs.  Le  cycle 

d’amplification comprenait une étape initiale de 3 minutes à 92°C. Cette étape était suivie de 

35 cycles comprenant chacun les étapes suivantes : 30 secondes à 94°C, 40 secondes à 55°C, 
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40 secondes à 72°C. Cette série de cycles était suivie d’une dernière étape de 7 minutes à 

72°C. Le thermocycleur utilisé était un 9700 Applied Biosystems. Le produit de PCR était 

ensuite séquencé dans les deux directions (5’3’ et 3’ 5’) sur le séquenceur ABI Prism 

377  ABI  à  l’aide  du  kit  ABI  PRISM  Dye  Terminator  Cycle  Sequencing  (PE  Applied 

Biosystems, USA) et des gels Long Ranger gel (FMC Corporation, USA). La nomenclature 

utilisée concernant la numérotation des allèles des microsatellites était celle d’Eskdale J (21) 

(22). 

Détermination des allèles des SNPs –1082G>A, -819C>T et –592C>A par PCR ASA ou 

Amplification Spécifique d’Allèle

Cette  technique  a  nécessité  de  réaliser  deux  PCR  par  SNP.  Les  PCRs  ont  été 

effectuées à partir de 100 ng d’ADN et dans un volume final de 50 µL. Les réactifs et leurs 

concentrations finales étaient les suivants : du Tris HCl  pH 8,8 à 50 mM ; du KCl à 25 mM ; 

les  4  types  de  dNTP  (Pharmacia-Amersham,  France)  à  125  µM  chacun ;  les  amorces 

(spécifique  et  consensus)  à  30  pM  chacune,  du  MgCl2 à  1,5  mM  et  une  unité  de  Taq 

Polymérase (Invitrogen, France). Le cycle d’amplification comprenait une étape initiale de 3 

minutes à 92°C. Cette étape était suivie de 35 cycles comprenant chacun les étapes suivantes : 

30 secondes à 94°C, 40 secondes à 54°C (pour les SNPs –1082G>A et –592C>A) ou 61°C 

(pour le SNP –819C>T), 40 secondes à 72°C. Cette série de cycles était suivie d’une dernière 

étape de 7 minutes 72°C. L’amplification au cours du même cycle de PCR du gène du facteur 

IX de la coagulation servait de contrôle interne de qualité de l’ADN (230).

Détermination des allèles des microsatellites IL-10G et IL-10R par analyse de taille 

Les deux PCR permettant d’amplifier les régions encadrant les deux microsatellites 

IL-10R et IL-10G ont été réalisées à partir de 50 ng d’ADN et dans un volume final de 15 µL. 

Les amorces sens ont été marquées par le fluorophore 6-FAM (Applied Biosystems, USA) en 

5’. Les réactifs et leurs concentrations finales étaient les suivants : du Tris HCl  pH 8,8 à 50 

mM ; du KCl à 25 mM ; les 4 types  de dNTP (Pharmacia-Amersham, France) à 100  µM 

chacun ; les amorces à 15 pM chacune, du MgCl2 à 1,5 mM et 0,25 unités de Taq Polymérase 

(Invitrogen, France). Le cycle d’amplification comprenait une étape initiale de 3 minutes à 

92°C.  Cette  étape  était  suivie  de  30  cycles  comprenant  chacun  les  étapes  suivantes :  30 

secondes à 92°C, 40 secondes à 65°C, 40 secondes à 72°C. Une dernière étape de 7 minutes à 

72°C était réalisée. Deux microlitres des produits de PCR dilués au 1/20ème étaient ensuite 
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mélangés avec 5  µL de formamide (95%) et du tampon de charge (bleu dextran à 5% et 

EDTA à 25 mM) contenant 0,5 µL de marqueur de taille (ROX-350, Applied Biosystems, 

USA). Après une étape de dénaturation de 5 minutes à 95°C, nous avons déposé 1,5 µL de ce 

mélange sur un gel d’électrophorèse à 5% d’acrylamide (Long Ranger , FMC Corporation, 

USA). Les électrophorèses ont été réalisées sur le séquenceur ABI PRISM 377 à 1600V 

pendant une heure. Les logiciels Genescan 3.1 et Genotyper ont permis de déterminer la 

taille des fragments d’ADN amplifiés. La corrélation entre la taille des fragments et le nombre 

de répétitions de CA a été déterminée grâce aux ADN contrôles séquencés auparavant.

III.2.1.2.3Dosage  de  l’IL-10  par  technique  ELISA  (Enzyme  Like  

Immunosorbant  Assay)  dans  le  surnageant  de deux modèles de  

culture cellulaire

Préparation du sang total mis en culture

Le sang total a été dilué au 1/5ème dans du RPMI 1640 1X W/O L-glutamine (Gibco-

BRL, USA). Nous avons ajouté de la L-glutamine, de la pénicilline et de la streptomycine 

aux concentrations finales respectives de 300 mg/L, 100 UI/mL et 100 µg/mL.

Préparation des cellules mononucléées isolées mises en culture

Les cellules mononucléées sanguines (PBMC) ont été isolées à l’aide d’un gradient de 

densité (Lymphoprep, densité 1,77 ; Nycomed ; Norvège). Les cellules mises en culture 

ont  été  ajustées  à  la  concentration  finale  de  1.106/mL dans  du  RPMI  1640  1X W/O L-

glutamine (Gibco-BRL, USA). Nous avons ajouté de la L-glutamine, de la pénicilline, de la 

streptomycine et du sérum de veau fœtal (Fœtal Bovine Serum, Origine Australie, Gibco-BRL

, Ecosse) aux concentrations finales respectives de 300 mg/L, 100 UI/mL, 100 µg/mL et 5% 

dans le milieu de culture.

Activateurs utilisés pour stimuler les cellules

Nous  avons  testé  deux  activateurs :  le  LPS  (Lipopolysaccharide,  Sigma from 

Escherichia coli  serotype O111 : B4, USA) et l’OKT3 (Pelicluster CD3, clone CLB-CD3, 

CLB-T3/4.E, TEBU, USA). L’OKT3 est un anticorps monoclonal de souris d’isotype IgE 
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dirigé contre le CD3 des lymphocytes T. Le LPS et l’OKT3 ont été utilisés aux concentrations 

finales respectives de 1 et 0,37 µg/mL.

Protocole de culture et dosage de l’IL-10

Les prélèvements sanguins ont été recueillis sur des tubes contenant de l’héparinate de 

lithium et certifiés sans endotoxine. Le sang total et les cellules mononucléées ont été mis à 

incuber (séparément) dans une plaque de 24 puits (NUNC, Danemark), 24 heures à 37°C 

dans  une  atmosphère  à  5% de  CO2 et  99% d’humidité  en  présence  soit  du  LPS soit  de 

l’OKT3.  Chacun  des  quatre  modèles  de  culture  (Sang  total/LPS ;  sang  total/OKT3 ; 

PBMC/LPS ; PBMC/OKT3) a été effectué en double.

L’IL-10 a été dosée dans le surnageant des cultures à l’aide du kit Quantikine (R&D 

systems,  USA) par  la  technique ELISA.  Le fabricant  précisait  que le  seuil  minimal  de 

détection de ce kit était de 3,9 pg/mL et que les anticorps utilisés ne reconnaissaient pas l’IL-

10 virale.

Statistiques

La comparaison de la sécrétion de l’IL-10 en fonction des quatre types de conditions 

de  culture  a  été  réalisée  à  l’aide  d’un  test  non paramétrique  T de  Wilcoxon pour  séries 

appariées.  En raison du faible  nombre de témoins identifiés  par  sous-type  allélique,  nous 

n’avons pas fait  l’analyse  statistique comparant  la sécrétion d’IL-10 en fonction des sous 

types alléliques.

III.2.1.3 Résultats

Fréquences alléliques des polymorphismes génétiques du promoteur de l’IL-10

Le séquençage a permis d’identifier d’une part des témoins de référence pour chacun des 

allèles des SNP et d’autre part des témoins pour l’identification des allèles des microsatellites 

par analyse de taille. En effet, grâce au séquençage nous avons pu attribuer un nombre de 

répétitions de CA aux tailles de produits de PCR obtenus lors de l’amplification des régions 

encadrant  les microsatellites  IL-10G et  IL-10R. Les fréquences alléliques que nous avons 

déterminées sont comparables à celles de la littérature (Figure 7, Tableaux XVII et XVIII).
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Figure 7. Fréquences alléliques des polymorphismes -592C>A, -819C>T, -1082G>A, IL-10R et IL-
10G déterminées chez 20 témoins.
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Tableau XVII Correspondance entre la nomenclature des allèles du microsatellite IL-10G d’après Eskdale 
J (21) * et la nomenclature utilisée au cours de la thèse. 

Dénomination Nombre de répétitions 
de CA d’après 

Eskdale J*

Nombre de 
répétitions de CA 
après séquençage

Taille des produits 
de PCR d’après 

Eskdale J*

Taille des produits 
de PCR après 

séquençage
G1 14 13 124 123
G2 15 14 126 125
G3 16 15 128 127
G4 17 16 130 129
G5 18 17 132 131
G6 19 18 134 133
G7 20 19 136 135
G8 21 20 138 137
G9 22 21 140 139
G10 23 22 142 141
G11 24 23 144 143
G12 25 24 146 145
G13 26 25 148 147
G14 27 26 150 149
G15 28 27 152 151
G16 29 28 154 153

Tableau  XVIII Correspondance  entre  la  nomenclature  des  allèles  du  microsatellite  IL-10R  d’après 
Eskdale J (22) * et la nomenclature utilisée au cours de la thèse. 

Allèles Nombre de répétitions de 
CA

Tailles des produits de 
PCR 

d’après Eskdale J*

Tailles des produits de 
PCR après séquençage

R0 11 ND 107
R1 12 ND 109
R2 13 114 111
R3 14 116 113
R4 15 118 115

(ND : non déterminé)
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Modèles de cultures cellulaires et synthèse d’IL-10 

L’étude de la sécrétion d’IL-10 par des cellules mononucléées sanguines stimulées a 

été réalisée à partir des cellules de 19 témoins. Au total quatre modèles de culture ont été 

testés pour chaque témoin : Sang total/LPS ; sang total/OKT3 ; PBMC/LPS ; PBMC/OKT3. 

Les taux d’IL-10 dosée dans les surnageants ont été rapportés à 1.106 cellules mononucléées 

(Figure 8). Les taux d’IL-10 obtenus en présence de sang total étaient significativement plus 

bas que ceux obtenus par les cultures de PBMC. D’autre part l’utilisation de LPS permettait 

d’obtenir  des  taux  d’IL-10  significativement  plus  élevés  que  ceux  obtenus  en  présence 

d’OKT3, que la culture soit effectuée en sang total ou en PBMC. En absence d’activateur 

(données  non  montrées),  les  taux  d’IL-10  étaient  inférieurs  au  seuil  de  détection  du  kit 

commercial utilisé (3,9 pg/mL).
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Figure 8. Production d’interleukine 10 dans quatre modèles de culture par les cellules de 19 témoins. 

(Cercle : une valeur de dosage ; barre : médiane ;* p<0,05; test test U de Mann-Whitney)
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Sécrétion d’IL-10 et variations alléliques

Nous n’avons pas fait l’analyse statistique de la corrélation de la production d’IL-10 

en fonction des allèles en raison du faible nombre d’individu par sous-groupe d’allèle. La 

sécrétion d’IL-10 ne semble pas corrélée aux allèles du microsatellite IL-10G (Figure 9).

L’allèle IL-10R3 du microsatellite IL-10R semble associé à une plus faible synthèse 

d’IL-10 (Figure 9). Les cellules des témoins homozygotes pour cet allèle (R3R3) sécrètent 

moins d’IL-10 que les témoins hétérozygotes (R3R2) qui eux-mêmes sécrètent moins d’IL-10 

que les témoins ne portant pas d’allèle R3 (R2R2).

La comparaison de sécrétion d’IL-10 en fonction des allèles des SNP met en évidence 

une diminution de sécrétion d’IL-10 en présence de l’allèle –1082A. Cette régulation semble 

être dose dépendante puisque les homozygotes –1082A/A sécrétent moins d’IL-10 que les 

hétérozygotes, ces derniers sécrétant moins d’IL-10 que les témoins ne portant pas cet allèle 

(-1082G/G) (Figure 10).
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Figure 9. Production d’interleukine 10 mesurée sur sang total après 24 heures de stimulation 
par LPS en fonction des haplotypes des microsatellites IL-10G (en haut) et IL-10R (en bas) 
déterminé chez 19 témoins. 

(Cercle : une détermination ; barre : médiane des valeurs obtenue pour l’haplotype)
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Figure 10. Production d’interleukine 10 mesurée sur sang total après 24 heures de stimulation par LPS en 
fonction des polymorphismes –592C>A, -819C>T, -1082G>A déterminé chez 19 témoins. 

(Cercle : une détermination ; barre : médiane des valeurs obtenue pour l’haplotype)
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III.2.1.4 Discussion

Fréquences alléliques des polymorphismes génétiques IL-10G, IL-10R, -1082G>A, -819C>T 

et –592C>A déterminées chez 20 témoins sains

Le séquençage nous a permis de sélectionner nos témoins de référence pour la PCR-

ASA et l’analyse de taille des microsatellites IL-10R et IL-10G. Nous avons utilisé la PCR-

ASA (Amplification  Spécifique  d’Allèle)  pour  l’identification  des  allèles  des  SNP.  Cette 

technique est facilement réalisable dans un contexte d’étude épidémiologique. L’analyse de 

taille est d’interprétation plus facile que celle des électrophorégrammes obtenus au cours des 

séquençages directs. Concernant les nomenclatures, nous avons choisi les plus couramment 

utilisées pour la dénomination des allèles des microsatellites et des SNP. Ainsi nous avons 

appliqué la nomenclature d’Eskdale J et al (21) (22) aux allèles des microsatellites IL-10R et 

IL-10G et la nomenclature de Turner DM et al (23) aux allèles des trois SNPs que nous avons 

étudiés.  Après  avoir  identifié  nos  contrôles  de  PCR  par  séquençage,  nous  avons  relevé 

plusieurs  discordances  concernant  la  nomenclature  des  allèles  du  microsatellite  IL-10G 

(Tableau  XVII)  et  nous  avons  du  « réinterpréter »  nos  résultats  pour  nous  adapter  à  la 

nomenclature  d’Esdale  J  et  al (21).  En effet  ils  attribuent  au microsatellite  IL-10G de la 

séquence  de  référence  X78837  (GenBank)  vingt  deux  répétitions  de  CA au  lieu  des  21 

présentes. Par ailleurs ils  attribuent une taille de 140 paires de bases à la séquence qu’ils 

amplifient  et  qui  contient  le  microsatellite  IL-10G.  Après  vérification,  la  taille  réelle  du 

fragment amplifié avec les amorces qu’ils ont déterminées est de 137 paires de bases. Ils 

déterminent  les  allèles  du  microsatellite  IL-10G  par  analyse  de  taille  sur  gel  de 

polyacrylamide. Ils n’utilisent pas la technique de séquençage, technique de référence pour la 

caractérisation d’ADN témoins, pour la détermination du nombre exact de répétitions de CA. 

Nous avons donc attribué la dénomination G9 à l’allèle qui comporte 21 répétitions de CA 

déterminées par séquençage et 22 répétitions de CA dans la description initiale d’Eskdale J 

(21) en nous basant sur la comparaison des fréquences alléliques. La difficulté engendrée par 

cette erreur est l’interprétation de la littérature. En effet la majorité des auteurs identifient les 

allèles du microsatellite IL-10G par analyse de taille des fragments amplifiés sans déterminer 

le nombre de répétitions de CA par séquençage. Ils attribuent ensuite un nombre de répétitions 

de CA à une longueur de fragment en se basant sur la publication d’Eskdale J  et al (21). 

Eskdale J et  al utilisent  également  une  technique  d’analyse  de  taille  pour  déterminer  les 
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allèles du microsatellite IL-10R. Après le séquençage des produits de PCR obtenus avec les 

mêmes amorces, nous avons identifié une différence de 3 paires de base dans la longueur des 

fragments  d’ADN  amplifiés  (22)  (Tableau  XVIII).  Cette  erreur  rend  également 

l’interprétation des fréquences alléliques du microsatellite IL-10R décrites dans la littérature 

difficiles. En effet la majorité des auteurs décrivent les allèles du microsatellite IL-10R par 

leur taille respective.

J Eskdale  et al (16), DM Turner  et al (23) et D Kube et al (15) ont publié les premiers 

articles  concernant  les  polymorphismes  de  substitution  d’acide  nucléique  –1082G>A, 

-819C>T  et  –592C>A,  en  se  basant  sur  la  même  règle  de  nomenclature  pour  leurs 

dénominations : les trois polymorphismes de substitution d’acide nucléique sont dénommés 

en fonction de leur position dans le promoteur. Cette position est déterminée à partir du codon 

« start » ATG. Les acides nucléiques se situant en amont de ce codon ont une numérotation 

négative, le premier acide nucléique en amont du codon « start » ayant la position –1. Ces 

trois auteurs ont décrit les trois polymorphismes de substitution d’acide nucléique (SNP ou 

single nucléotide polymorphisme) à partir de la séquence X78437 du promoteur déposée dans 

GenBank.  Malgré  cela,  la  dénomination  attribuée  par  les  trois  auteurs  est  différente  de 

quelques bases.  La nomenclature officielle de ces polymorphismes de substitution d’acide 

nucléique est décrite sur le site http://snp500cancer.nci.nih.gov (Tableau III).

Après avoir adapté nos résultats aux nomenclatures utilisées dans la littérature nous avons 

pu comparer nos résultats de fréquences alléliques à ceux publiés. Les fréquences alléliques 

des trois SNPs et des deux microsatellites (Figure 7) que nous avons déterminées sur 20 

témoins sont proches de celles de la littérature (Tableau IV) et plus particulièrement de celles 

décrites par Kube D  et al (18) qui ont travaillé dans une population caucasienne d’origine 

allemande (Cologne).
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Polymorphismes génétiques et synthèse d’IL-10

Les  témoins  participant  à  cette  étude  étaient  indemnes  de  pathologie  thrombo-

embolique, de pathologie dysimmunitaire et de pathologie infectieuse aiguë ou chronique. Ils 

n’avaient  pas  d’antécédents  familiaux  de  pathologies  de  type  thrombo-embolique  ou 

dysimmunitaire. Nous avons déterminé ces critères de sélection car la littérature montre une 

variation  de  production  d’IL-10  chez  les  patients  atteints  de  maladie  infectieuse  ou  de 

pathologie dysimmunitaire. Par ailleurs la physiopathologie de la maladie thrombo-embolique 

et l’hypothèse que nous avons émise d’un possible rôle de l’IL-10 dans la physiopathologie de 

cette maladie nous a fait exclure les personnes ayant des antécédents personnels ou familiaux 

de thrombose.

Nous  avons  testé  quatre  modèles  de  culture  cellulaire :  sang  total/LPS,  cellules 

mononucléées  sanguines  PBMC/LPS,  sang  total/OKT3 et  PBMC/OKT3.  Les  modèles  de 

culture cellulaire décrits dans la littérature sont réalisés à partir de sang total ou de PBMC. 

L’activateur le plus décrit est le LPS. In vitro les lymphocytes T activés par des anticorps anti-

CD3 tel que l’OKT3 produisent de l’IL-10 (44). Nous avons mis les cellules 24 heures en 

culture car cette durée d’incubation est nécessaire pour obtenir la production maximale d’IL-

10 (196).  Plusieurs  concentrations  de  LPS et  d’OKT3 ont  été  testées  afin  d’optimiser  la 

production d’IL-10. Les concentrations de 1 µg/mL et de 0,37 µg/mL respectivement pour le 

LPS et l’OKT3 ont été retenues. La concentration utilisée de LPS est classiquement décrite 

dans les modèles de culture cellulaire.

Les  cultures  cellulaires  à  partir  de  cellules  mononucléées  sanguines  purifiées 

permettent une sécrétion d’IL-10 plus importante (à activateur identique) que celle obtenue en 

sang total (Figure 8). La présence d’hématies, de plaquettes et de polynucléaires modifie les 

interactions cellulaires  du modèle purifié  et  diminue la  synthèse d’IL-10. Par ailleurs des 

facteurs  plasmatiques,  bien  que le  sang total  soit  dilué  au 1/5ème dans  du RPMI,  peuvent 

également  participer  à  la  régulation  de  la  synthèse  d’IL-10.  Les  concentrations  d’IL-10 

obtenues en présence du LPS sont plus élevées que celles obtenues avec l’OKT3, anticorps 

anti-CD3. Le LPS est capable d’activer toutes les cellules exprimant le CD14 (récepteur du 

LPS) alors que l’OKT3 active exclusivement les lymphocytes T, seules cellules à exprimer le 

CD3 (récepteur de l’OKT3). L’activation de plusieurs catégories de cellules en même temps 

provoque une synthèse d’IL-10 plus importante.

118



Le  modèle  de  culture  en  sang  total  nous  a  semblé  plus  adapté  pour  analyser  la 

production d’IL-10 en fonction des allèles des polymorphismes génétiques du promoteur de 

l’IL-10. En effet ce modèle est plus représentatif des interactions cellulaires physiologiques. 

Par ailleurs De Groote D  et al (231) ont montré  que ce modèle, comparé à la culture de 

PBMC, était sujet à peu de variations intra-individuelles ce qui le rend plus adapté à notre 

étude. De plus la culture en sang total ne nécessite pas d’étape de purification, cette dernière 

pouvant potentiellement activer les cellules et constituer un facteur de variation de production 

d’IL-10. L’utilisation du LPS, composant des parois bactériennes, permet de se rapprocher 

d’un modèle d’activation classique de type infectieux. De plus cet activateur met en évidence 

de plus grandes différences de sécrétions inter-individuelles ce qui est plus adapté à notre 

étude d’analyse génétique. 

Nous avons ensuite observé les taux d’IL-10 obtenus en fonction des génotypes des 

cinq polymorphismes génétiques que nous avons déterminés. Nous n’avons pas fait d’analyse 

statistique de corrélation entre  la  production d’IL-10 et  la  présence d’un génotype  car  le 

nombre  de  témoin  inclus  dans  chaque  groupe  était  réduit.  Nous  avons  observé  que  les 

variations inter-individuelles  de sécrétion d’IL-10, à génotype  identique,  sont importantes. 

Deux allèles semblent  corrélés à une capacité diminuée de sécrétion d’IL-10. Ce sont les 

allèles IL-10R3 et –1082A (Figures 9 et 10). Pour ces deux allèles la corrélation semble être 

dose dépendante puisque leur présence à l’état homozygote chez un individu est corrélée à 

une sécrétion plus basse que leur présence à l’état hétérozygote. De plus leur présence à l’état 

hétérozygote est corrélée à des taux d’IL-10 plus bas que les taux d’IL-10 mesurés chez les 

individus non porteurs de ces allèles. Ces résultats sont en adéquation avec les observations 

décrites dans la littérature. Dans la littérature, une seule étude analyse la corrélation entre les 

allèles des microsatellites IL-10R et IL-10G et la sécrétion d’IL-10 (45). Ces travaux, publiés 

par Eskdale J et al (45), sont réalisés à partir du même modèle cellulaire que notre étude (sang 

total/LPS/culture pendant 24 heures).  Ils montrent que la sécrétion d’IL-10 dosée chez 44 

individus porteurs de l’allèle  R3 est  significativement  plus basse que celle dosée chez 39 

individus non porteurs de cet allèle. Dans cette étude la corrélation de l’allèle R3 à des taux 

d’IL-10 plus bas est également dose dépendante de manière significative. Le microsatellite 

IL-10R se situe environs 4000 paires de bases en amont du site de transcription (16). De 

nombreux sites de fixation de facteurs de transcription, et notamment ceux de NF-ΚB et de 

l’interféron,  ont  été  décrits  dans  cette  région.  Il  paraît  vraisemblable  qu’un  allèle  du 

microsatellite IL-10R puisse modifier la capacité d’interagir d’un facteur de transcription avec 

son site de fixation et induire diminution de la transcription du gène de l’IL-10. 
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Nous avons mis en évidence une diminution de sécrétion d’IL-10, dose dépendante, 

chez  les  patients  porteurs  de l’allèle  –1082A.  L’étude de  Turner  DM  et  al,  publiée  dans 

European Journal of Immunogenetics en 1997 (23), analyse la corrélation possible entre les 

taux d’IL-10 sécrétés et la présence des allèles des trois SNP que nous avons étudié. Pour cela 

les auteurs mettent en culture les lymphocytes activés par de la phytohémagglutinine (PHA) 

de 37 témoins sains. Ils montrent une diminution significative de sécrétion d’IL-10 par les 

lymphocytes des témoins porteurs au moins d’un allèle –1082A. Crawley E et al (196), dans 

un modèle de culture sang total/LPS et par transfection, corrèlent des taux bas de sécrétion 

d’IL-10 à  des  haplotypes  comportant  l’allèle  –1082A.  Ce polymorphisme se  situe  à  côté 

(environ 150 pb) d’un site  de fixation du facteur  de transcription  ETS.  La fixation de ce 

dernier pourrait être modifiée en fonction de l’acide nucléique présent en position –1082 et 

diminuer la capacité de ce facteur à induire la transcription du gène de l’IL-10.

Westendorp RGJ et al (19) ont analysé la production d’IL-10 de 190 membres de la 

famille  au  premier  degré  de  61  patients  atteints  d’une  infection  sévère  méningococcique 

nécessitant une réanimation et de 26 paires de jumeaux homozygotes. Ils ont utilisé un modèle 

de culture en sang total et l’activation des cellules était provoquée par du LPS. L’analyse 

statistique des résultats a montré que 75% des variations inter-individuelles de production 

d’IL-10 étaient imputables à des facteurs génétiques, 25% de variation étant certainement liés 

à l’environnement.  Les modifications de production d’IL-10 que nous avons observées en 

présence des allèles IL-10R3 et –1082A ont également été décrites dans la littérature. Ces 

deux polymorphismes semblent être des facteurs génétiques de modification de la production 

d’IL-10. 
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III.2.2Modèle de la thrombose veineuse

III.2.2.1 Introduction

L’IL-10  est  capable  de  moduler  un  grand  nombre  d’évènements  cellulaires  (voir 

chapitres précédents) impliqués dans le développement de la formation du thrombus et depuis 

quelques années le rôle de cette cytokine dans la pathologie thrombotique est évoqué. Les 

études se sont plus particulièrement focalisées sur le choc septique, pathologie caractérisée 

par une activation de la coagulation (170). Cependant les études cliniques évaluant le rôle de 

l’IL-10  dans  la  pathologie  thrombotique  sont  rares  (Tableau  XVI) et  concernent 

exclusivement la thrombose artérielle. Aucune étude n’a été publiée sur la corrélation de ces 

polymorphismes  et  la  survenue  de  thrombose  veineuse.  Le  rôle  anti-inflammatoire  et 

régulateur de l’expression du facteur tissulaire de cette cytokine,  principal  initiateur de la 

coagulation, autorise l’hypothèse d’un possible rôle de l’IL-10 dans la physiopathologie de la 

maladie  thrombo-embolique.  Il  a  été  montré  l’existence  de  différences  individuelles  à 

produire de l’IL-10. Ces différences ont été attribuées à des différences génétiques qui ont 

permis de classer les individus en forts ou faibles producteurs (19). Nous avons donc décidé 

d’analyser les fréquences alléliques de cinq polymorphismes génétiques du promoteur de l’IL-

10,  -1082G>A,  -819C>T,  -592C>A,  et  les  microsatellites  IL-10G  et  IL-10R,  dans  une 

population de patients ayant fait au moins une thrombose veineuse. 
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III.2.2.2 Résultats

III.2.2.2.1Publication

Cochery-Nouvellon E, Vitry F, Cornillet-Lefebvre P, Hezard N, Gillot L, Nguyen P.

Interleukin-10 promoter polymorphism and venous thrombosis: a case-control study. 

Thromb Haemost 2006; 96: 24-8
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III.2.2.2.2Principaux résultats

Les allèles IL-10G10 et G13 sont significativement plus fréquents dans la population 

de  cas.  De  plus  la  fréquence  de  l’allèle  IL-10G10  est  significativement  élevée  dans  la 

population de patients ayant fait des thromboses veineuses récidivantes que dans la population 

ayant fait une seule thrombose.

III.2.2.3 Discussion

Nous avons conduit une étude clinique prospective comparant la fréquence allélique 

de cinq polymorphismes du promoteur du gène de l’IL-10 dans une population de patients 

(n=74) ayant fait au moins une thrombose veineuse et dans une population de témoins sains 

(n=100) sans antécédent familial ou personnel de maladie thrombo-embolique, recrutés parmi 

le personnel du laboratoire d’Hématologie du CHU de Reims. Les patients et  les témoins 

étaient tous d’origine caucasienne. Les patients inclus dans l’étude n’avaient pas de déficit en 

antithrombine, protéine C ou protéine S. Parmi ces patients, 48,65% avaient fait au moins 

deux thromboses.  Le sexe ratio et  le  nombre de femmes  prenant  une contraception orale 

n’étaient pas significativement différents entre le groupe de témoins et le groupe de patients. 

Le  groupe  de  cas  avait  une  moyenne  d’âge  significativement  plus  élevée  que  le  groupe 

témoin.  La  mutation  facteur  V  Leiden  étant  le  facteur  de  risque  constitutionnel  le  plus 

fréquent de la maladie thrombo-embolique veineuse, nous avons déterminé sa fréquence et 

l’avons inclus dans notre analyse statistique.  Les fréquences alléliques de la mutation FV 

Leiden,  déterminées  dans  nos  groupes  patients  et  témoins,  sont  proches  de  celles 

classiquement décrites dans les populations caucasiennes générales ou dans les populations de 

patients caucasiens ayant fait une thrombose veineuse (232) (233). Les patients et les témoins 

recrutés n’avaient pas de particularité concernant ce facteur de risque constitutionnel. 

Les  fréquences  des  allèles  –592A,  -819T  et  –1082A  de  nos  témoins  étaient 

respectivement de 29, 26 et 42%. Les fréquences des allèles –592A, -819T et –1082A décrites 

dans la littérature chez des témoins sains varient respectivement de 21 à 38%, 21 à 23% et 36 

à 94% (Article, Tableau 2). Nos fréquences sont proches de celles de la littérature quand 

elles sont déterminées dans des populations caucasiennes. En effet les fréquences de 38% 

pour l’allèle –592A et 94% pour l’allèle –1082A ont été observées respectivement dans une 

population africaine du Gabon et dans une population chinoise dont la région n’a pas été 

précisée (Thèse, Tableau IV). Les fréquences des allèles des microsatellites IL-10G et IL-
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10R sont également très variables. Les différences les plus marquées pour les microsatellites 

IL-10R  et  G  concernent  les  fréquences  observées  chez  les  Ecossais  de  Glasgow  et  les 

Gabonais (Thèse, Tableau IV). L’origine ethnique des patients et des témoins recrutés dans 

les études doit être impérativement précisée afin de pouvoir comparer des résultats. De plus la 

nomenclature  utilisée  dans  les  articles  n’étant  pas  toujours  clairement  déterminée  (voir 

chapitre I 1.16.4.), l’interprétation des résultats des études peut être erronée.

Nous  avons  ensuite  inclus  dans  notre  analyse  statistique  (analyse  univariée  suivie 

d’une analyse multivariée) les fréquences des allèles des cinq polymorphismes étudiés (IL-

10G,  IL-10R, -592A,  -819T et  –1082A) et  de la  mutation  facteur  V Leiden.  Nous avons 

également inclus dans notre analyse l’âge et le sexe qui sont décrits comme des facteurs de 

risque de maladie thrombo-embolique (234) (235). L’âge est un facteur de risque significatif 

de  thrombose  veineuse  dans  notre  étude.  Nos  résultats  montrent  également  que  le  sexe 

féminin est un facteur de risque de survenue de thrombose. Les patients recrutés au cours de 

l’étude  avaient  consulté  indifféremment  pour  des  thromboses  veineuses  spontanées  ou 

survenues après un facteur déclenchant. Parmi ces derniers, nous avons inclus les patientes 

ayant fait une thrombose veineuse à la suite de la prise d’une contraception orale, pendant une 

grossesse ou en post-partum. Au total, soixante quinze pourcents des patients recrutés étaient 

des femmes (versus 68% des témoins) et le facteur sexe féminin a été identifié comme un 

facteur de risque dans l’analyse multivariée bien que le sexe ratio ne soit pas significatif en 

analyse univariée. Cependant la revue des principales études sur le sexe ratio et son incidence 

sur  la  maladie  thrombo-embolique  montre  que  l’incidence  entre  les  deux  sexes  est 

probablement très proche (236).

Nous avons montré que les allèles IL-10G10 et IL-10G13 du microsatellite IL-10G 

étaient  des  facteurs  de risque  significatifs  de survenue  de thrombose veineuse  dans notre 

étude. De plus l’allèle IL-10G10 avait une fréquence plus élevée dans le groupe de patients 

caractérisés par l’expression de thromboses veineuses récidivantes. Ces deux allèles, seuls ou 

sous forme d’haplotype, ont déjà été identifiés dans la littérature comme facteurs de risque de 

pathologies  de  type  dysimmunitaire  le  plus  souvent  (Tableau  XIX  et  XX).  Cependant 

certaines études ayant identifiés le même allèle (IL-10G13) comme facteur de risque (197) 

(237-239) retrouvent des dosages d’IL-10 soit augmentés soit diminués par rapport à leurs 

témoins sains. Cette constatation rend l’interprétation du potentiel rôle physiopathologique 

des allèles du microsatellite Il-10G difficile. Lors de l’analyse de la littérature, on remarque 

cependant que les allèles les plus fréquemment corrélés à la survenue d’une pathologie ont de 

façon homogène un nombre de répétition de CA élevé. Ainsi, trois études ont analysé des 
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allèles du microsatellite IL-10G dans la survenue de réaction du greffon contre l’hôte au cours 

des allogreffes de moelle osseuse (Tableau XX). De façon intéressante, les auteurs ont choisi 

de comparer la fréquence de l’ensemble des allèles de petite taille (moins de 26 répétitions de 

CA, nomenclature d’Eskdale J, Tableaux I) à celle de l’ensemble des allèles de grande taille 

(plus de 26 répétitions de CA). Cette approche facilite l’interprétation de l’impact que pourrait 

avoir le nombre de répétition de CA du microsatellite Il-10G dans la transcription du gène de 

l’IL-10.  En  effet,  trois  sites  de  fixation  de  NFκB  ont  été  identifiés  à  proximité  de  ce 

microsatellite (197). On peut émettre l’hypothèse qu’à partir d’une certaine taille (ou nombre 

de répétitions de CA), les facteurs de transcription ayant leur site de fixation à proximité du 

microsatellite IL-10G auraient leur efficacité modifiée. La seule expérimentation qui permet 

d’évaluer  cette  hypothèse  est  l’analyse  des  modifications  de  l’activité  transcriptionnelle 

induites  sur  un gène rapporteur  par  la  transfection du microsatellite  IL-10G à  différentes 

tailles  dans  un  promoteur.  Cette  approche  expérimentale  est  actuellement  en  train  d’être 

réalisée au laboratoire.
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Tableau XIX Allèles du microsatellite IL-10G et pathologies : revue de la littérature

Auteurs Pathologies Patients Témoins Résultats
Lupus érythémateus

Eskdale J, Tissue 
Antigens
1997 (197)

Lupus érythémateux 
disséminé 56 caucasiens 102 caucasiens

IL-10G9 :
↓ chez les patients

Il-10G13 :
↑ chez les patients

Mehrian R,
Arthritis & Rheum
1998 (198)

Lupus érythémateux 
disséminé

158 américains d’origine 
mexicaine

223 témoins 
d’origine mexicaine

Il-10G10 :
↑ chez les patients

D’Alfonso S, Arthritis 
Rheum
2000 (31)

Lupus érythémateux 
disséminé

159 italiens (65% du 
nord, 35% du sud)

164 Italiens (65% 
du nord, 35% du 

sud)

Il-10G11 :
↑ chez les patients

Polyarthrite rhumatoïde

Eskdale J,
The Lancet
1998 (45)

Polyarthrite rhumatoïde

-103 caucasiens 
originaires de Glasgow

- 148 caucasiens 
originaires d’Oxford

- 94 caucasiens 
originaires de 

Glasgow
- 87 caucasiens 

originaires d’Oxford

Pas de fréquence 
allélique 

significativement 
différente entre les 

patients et les témoins.

Kaluza W,
Arthritis Rheum
2001 (32)

Polyarthrite rhumatoïde 85 finlandais 62 finlandais

Il-10G10 :
↑ chez les patients

IL-10G12 :
↑ chez les patients

Schotte H,
Ann Rheum Dis
2005 (240)

Polyarthrite rhumatoïde 
et réponse au traitement 
par récepteur au TNF rh 

(Etanercept)

50 Caucasien allemands
- 25 bon répondeurs
- 25 partiel ou non 

répondeurs

Il-10G9 :
- ↓ chez les mauvais 

répondeurs

IL-10G13 :
- ↑ chez les mauvais 

répondeurs
Psoriasis

Asadullah K,
J Invest Dermatol
2001 (237)

Psoriasis 80 caucasiens allemands 90 caucasiens 
allemands

Il-10G13 :
↑ chez les patients avec 

des antécédents 
familiaux de psoriasis 
(n=26) / patients sans 
antécédents familiaux 

(n=56)

Hensen P,
Br J Dermatol,
2003 (239)

Psoriasis

137 familles 
indépendantes 

caractérisées par la 
présence de deux 

membres atteints de 
psoriasis, analyse 

statistique à partir des 
parents et du propositus.

Il-10G13 :
Pas de corrélation avec 

le psoriasis familial

Il-10G9 :
Rôle protecteur mineur

(↑ :  Fréquence  augmentée;↓ :  fréquence  diminuée ;  GVHD:  greffon  versus  host  disease ;  SMD :  syndrome 
myélodysplasique ; LNH : lymphome non hodgkinien ; MM : myélome multiple)
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Tableau XX Allèles du microsatellite IL-10G et pathologies : revue de la littérature (suite)

Auteurs Pathologies Patients Témoins Résultats
Réaction du greffon 

contre l’hôte (GVHD) 
(greffe allogénique de 

moëlle osseuse)

(241)

GVH aiguë post 
allogreffe chez des 
patients atteints de 

leucémies aiguës ou 
chroniques, myéloïdes 

ou lymphoïdes, de SMD.

49 patients sans origine 
précisée (Newcastle, 
Grande Bretagne ?)

28 contrôles sans 
origine précisée

Il-10G12 à G15 :
↑ chez les patients 

faisant des GVH stade 
III ou IV (n=9/11) 

versus les autres stades 
(n=18/38)

Cavet J
Blood
1999 (242)

GVH aiguë et chronique 
post allogreffe chez des 

patients atteints de 
Leucémies aiguës ou 

chroniques, myéloïdes 
ou lymphoïdes, de SMD, 

de LNH, de MM ou 
autre (non précisé)

GVH aiguë : 88 paires 
donneurs/receveur

GVH chronique : 55 
paires donneurs/receveur

Pas origine précisée 
(Minneapolis, 
Minnesota ?)

Il-10G12 à G16 :
↑ chez les patients 

faisant des GVH stade 
III (17/76) et IV versus 
IL-10G7 à G11 faisant 
des GVH stade III ou 

IV (n=2/51)

Takahashi,
Bone Marrow 
Transplant
2000 (243)

GVH aiguë et chronique 
post allogreffe 

(hémopathies non 
précisées)

GVH aiguë : 62 paires 
donneurs/receveur

GVH chronique : 54 
paires donneurs/receveur

Pas origine précisée 
(Niigata, Japon ?)

Allèles < Il-10G13 :
Plus fréquents chez les 
donneurs des patients 

évoluant en GVH 
chronique (13/26 

versus 5/28)

Autres

Huang D,
J Neuroimmunol,
1999 (244)

Myasténie gravis 145 caucasiens suédois 109 suédois

Il-10G8 :
↑ chez les patients forts 
producteurs d’anticorps 
anti-récepteur de la N-
acétylcholine (n=21)

Hennig BJW,
Genes Immun
2000 (245)

Maladie péri-odontale
72 caucasiens de 

Newcastle et Birmingham 
(UK)

73 caucasiens
Pas de différence 

significative entre les 
patients et les témoins

Anaya J-M,
J Rheum
2002 (246)

Syndrome de Sjögren

Origine non précisée 
(Colombie ?)

- 20 forts producteurs 
d’IL-10

- 19 faibles producteurs 
d’IL-10

Aucun
Il-10G9 :

↑ chez les patients forts 
producteurs

Zhou Y,
J Rheumatol
2002 (33)

Maladie de Wegener 36 suédois 109 suédois IL-10G8 :
↑ chez les patients

(↑ :  Fréquence augmentée ;  ↓ :  fréquence diminuée ;  GVHD: greffon versus host  disease ; SMD : syndrome 
myélodysplasique ; LNH : lymphome non hodgkinien ; MM : myélome multiple)
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III.2.3Modèle de la pathologie obstétricale vasculo-placentaire

III.2.3.1 Introduction

La  fausse-couche  spontanée  est  un  événement  qui  concerne  environs  15%  des 

grossesses.  C’est  la  complication  la  plus  fréquente  des  grossesses  Aujourd’hui 

approximativement 0,5 à 2% des femmes font des fausses-couches (FC) récidivantes (trois ou 

plus) (247) (248). De plus, aucune étiologie n’est retrouvée dans plus de 40% des fausses-

couches (249). Deux évènements majeurs sont indispensables au maintien de la gestation: la 

tolérance  par  le  système  immun  maternel  du  fœtus  et  du  placenta  ainsi  que  le  bon 

fonctionnement  de  ce  dernier.  Ainsi,  plusieurs  études  ont  montré  qu’une  inhibition  de 

l’immunité maternelle de type Th1 à l’interface fœto-maternel était nécessaire au maintien de 

la  grossesse  (207)  (250).  Par  ailleurs,  certains  facteurs  de  risque  de  thrombophilie, 

constitutionnels ou acquis, entraînent une altération du placenta et sont associés à la survenue 

de  FC (251)  (252).  Dans  ce  contexte  il  nous  a  semblé  intéressant  d’évaluer  le  rôle  des 

polymorphismes du promoteur de l’IL-10 dans la survenue de FC. En effet cette cytokine a la 

propriété d’une part de diminuer l’expression des cytokines de type Th1 et d’autre part de 

diminuer l’expression du FT, principal initiateur de la coagulation.

III.2.3.2 Matériel et méthode

Etude et Population

Nous  avons  fait  une  étude  rétrospective  de  la  fréquence  des  polymorphismes  du 

promoteur de l’IL-10 sur 465 femmes caucasiennes ayant fait des FC. Ces femmes n’avaient 

jamais  eu  d’enfant  et  consultaient  pour  des  FC consécutives  à  des  grossesses  naturelles. 

Toutes les femmes incluses dans cette étude avaient bénéficié d’une exploration biologique 

prescrite par leur médecin. Elles n’avaient, en revanche, pas eu d’expertise hémostatique de 

leur dossier obstétrical (Figure 7). Elles étaient recrutées de 1997 à 2002. Le but de notre 

étude  étant  de  corréler  les  polymorphismes  génétiques  du  promoteur  de  l’IL-10  avec  la 

période de survenue des FC (exprimée en semaines d’aménorrhée),  nous avons classé les 

patientes en deux groupes : le groupe cas constitué de patientes ayant fait toutes leurs FC 
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avant 10 semaines d’aménorrhée (SA) (n=342) et le groupe contrôle constitué de patientes 

ayant fait toutes leurs FC après 10 SA (n=123).

La  recherche  des  principaux  facteurs  de  risque  de  FC  (pathologies  infectieuses, 

désordres  endocriniens  et  métaboliques,  anomalies  anatomiques  utérines,  incompatibilité 

Rhésus, PTI, thrombocytopénie allo-immune foeto-maternelle) était négative. La recherche de 

facteurs  de  risque  biologique  de  thrombophilie  (vitamine  B12  et  B9  intra-érythrocytaire, 

homocystéinémie, protéine C (PC), protéine S (PS), résistance à la PC activée, facteur VIII, 

facteur XII, anticorps anti-phospholipide / cofacteurs) et la réalisation d’un caryotype étaient 

prescrits.  Les  dosages  biologiques  étaient  effectués  à  distance  de  toute  FC  (au  moins  8 

semaines). Ces femmes n’avaient pas d’antécédent personnel de thrombose veineuse. 
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Figure 7. Recrutement de la population (A) de notre étude.

(FCS : fausses-couches ; CS : consultation ; METV: maladie thrombo-embolique veineuse; NOHA : The Nîmes 
Obstetricians and Haematologists Study)
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Analyse statistique

Nous  avons  évalué  les  déséquilibres  de  liaison  des  4  polymorphismes  étudiés 

(microsatellites  IL-10R  et  G,  SNP  –592C>A  et  –819C>T)  par  un  test  du  χ2 de  Hardy 

Weinberg. 

L’indépendance des variables a été testée.

Une  analyse  univariée  a  permis  la  comparaison  des  fréquences  alléliques  des 

polymorphismes génétiques de l’IL-10 et des paramètres biologiques dans les deux groupes 

de patientes. Un test du χ2 ou un test exact de Fisher et un test de t de Student ont été réalisés. 

Des valeurs de P<0,05 ont été considérées comme significatives. Nous avons ensuite réalisé 

une  analyse  multivariée.  Les  variables  (paramètres  biologiques  ou  allèles)  proposées  au 

modèle de régression logistique devaient avoir présenté en univarié un seuil de significativité 

égal ou inférieur à 0,20. Nous avons également proposé au modèle les différents génotypes 

formés  par  les  deux  SNP,  -819C>T et  –592C>A.  On a  réalisé  une  régression  logistique 

ascendante pas à pas. L’Odds Ratio (OR) et l’intervalle de confiance (IC) ont été calculés 

pour chaque variable entrée dans le modèle. Les analyses statistiques ont été réalisées à l’aide 

du logiciel SAS v8.0 (SAS Institute, Cary, NC).

Détermination des allèles des SNPs -819C>T et –592C>A par PCR ASA ou Amplification  

Spécifique d’Allèle et des allèles des microsatellites IL-10G et IL-10R par analyse de taille

Voir chapitre I.1.16.2.2
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III.2.3.3 Résultats

III.2.3.3.1Analyse univariée

Description de la population

Au cours de cette étude rétrospective, nous avons comparé deux groupes de patientes, 

toutes  caractérisées  par  la  survenue  de  FC.  Les  patientes  recrutées  au  cours  de  cette 

consultation ont fait majoritairement des FC récidivantes (Tableau XXI). Le groupe cas était 

composé  de  342  patientes  pour  lesquelles  la  date  de  survenue  de  toutes  leurs  FC  était 

inférieure ou égale à 10 SA. Le groupe contrôle comprenait 123 patientes ayant fait toutes 

leurs FC au-delà de 10 SA. L’âge moyen et le nombre de FC n’étaient pas significativement 

différents entre le groupe cas (FC<10 SA) (32,3  + 4,9 ans et 2,49  + 0,97 FC) et le groupe 

contrôle (FC>10 SA) (32,9 + 4,54 ans et 2,37 + 1,34 FC).

Le nombre total de FC par patientes était réparti de 1 à 9 (Tableau XXI). Lors de 

l’analyse de la répartition des FC par SA, on constatait que toutes les FC des sept femmes qui 

avaient fait plus de cinq FC survenaient à la même période (Tableau XXII) .
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Tableau XXI Répartition du nombre de fausses-couches totales dans le groupe cas (toutes les FC<10 SA) 
et dans le groupe contrôle (toutes les FC>10 SA).

Nombre total de FC Cas (n=342) Contrôles (n=123)
1 26 22
2 184 65
3 88 22
4 33 7
5 8 3
6 - 1
7 2 1
8 1 -
9 - 2

(FC : fausses-couches ; n= nombre de patientes)

Tableau XXII Répartition des patientes caractérisées par un nombre élevé de fausses-couches en fonction 
du nombre de FC et de leur période de survenue. 

Cas Contrôles

Nombre de FC total
Nombre 

de 
patientes

< 4 SA 4 – 8 SA 8 - 10 SA Nombre de 
patientes 10 – 22 SA > 22 SA

6 - - - - 1 1 -
7 2 1 1 - 1 1 -
8 1 - 1 - - - -
9 - - - - 2 1 1

(FC : fausses-couches ; SA : semaines d’aménorrhée)
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Parmi les facteurs de risque biologique explorés (Tableau XXIII), seul le taux en PS 

inférieur  à  65% avait  une  fréquence  significativement  différente  entre  les  deux groupes : 

celle-ci était plus élevée dans le groupe contrôle (FC>10 SA) (23,39% pour les cas versus 

34,15% pour les contrôles). La présence d’au moins un facteur de risque de thrombophilie 

tendait à être plus fréquente dans le groupe contrôle que dans le groupe cas (P<0,20). Par 

ailleurs  2,5%  des  patientes  du  groupe  cas  avaient  des  anomalies  caryotypiques,  alors 

qu’aucune anomalie chromosomique n’avait été retrouvée dans le groupe contrôle (P<0,20).

Tableau  XXIII Caractéristiques  biologiques des  patientes du groupe cas (toutes  les FC<10 SA) et  du 
groupe contrôle (toutes les FC>10 SA). 

Cas
 (n=342)

Contrôles
 (n=123)

Valeur de P

Taux de PC abaissé (<65%) 0.58 % 1.63 % 0.28
Taux de PS abaissé (< 65%) 23.39 % 34.15 % 0.02
RPCA positive 3.25 % 5.85 % 0.26
FVIII >150% 0 % 0.81 % 0.26
Déficit FXII 2.05 % 0.81 % 0.68
Carence en folates 1.46 % 0.81 % 0.99
Hyper homocystéinémie 3.80 % 2.44 % 0.57
Carence en B12 0 % 0.29 % 0.99
Présence d’au moins un des 
facteurs de risque de 
thrombophilie précédents

32.46 39.02 0.18

ANA positifs 20.47 % 21.95 % 0.72
Anti thyroïdien positifs 5.85 % 4.88 % 0.68

LA positifs 7.02 % 5.69 % 0.61
Anti-Annexine V positifs 2.34 % 2.44 % 0.95
Anti-béta 2 GpI positifs 10.53 % 8.13 % 0.48
Anti-cardiolipine positifs 6.73 % 8.94 % 0.41

Anomalie chromosomique 2.05 % 0 % 0.19

(n= nombre de patientes ; caractères gras : P < 0,20 ; PC : protéine C ; PS : protéine S ; RPCA : résistance à la 
protéine C activée ; ANA : anticorps anti-nucléaires ;  LA : anticoagulant lupique ; ) (P<0,05 est significatif ; 
Test du χ2 )
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Analyse  des  polymorphismes  génétiques  du  promoteur  du  gène  de  l’IL-10 :  -819C>T, 

-592C>A, IL-10G et IL-10R

Les fréquences alléliques des deux SNP situés en position –819 et –592 ainsi que du 

microsatellite  IL-10R  n’ont  pas  de  répartition  significativement  différente,  dans  notre 

population totale  de patientes,  de celle  d’une population générale  (p>0,05 ;  χ2 de Hardy-

Weinberg). 

En  revanche  les  fréquences  alléliques  du  microsatellite  IL-10G  ne  sont  pas  à 

l’équilibre de Hardy-Weinberg (p<0,05 ; χ2 de Hardy-Weinberg). 

Nous avons déterminé les fréquences alléliques des deux SNP –819C>T et –592C>A 

et des deux microsatellites Il-10G et IL-10R dans les deux groupes de patientes (Tableau 

XXIV). Aucun des allèles du microsatellite IL-10G n’avait de fréquence significativement 

différente entre les deux groupes. On notait cependant que les fréquences des allèles G8 et 

G11 tendaient à être significativement différentes entre les deux groupes de patientes. L’allèle 

IL-10R3 était significativement moins fréquent dans le groupe de cas (toutes les FC<10 SA) 

(Tableau  XXIV).  Les  allèles  mutés  -592A  et  –819T  étaient  significativement  plus 

fréquemment identifiés dans le groupe de cas (P<0,0001).
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Tableau  XXIV Fréquences  alléliques  des  microsatellites  IL-10G,  IL-10R  et  des  polymorphismes 
génétiques de substitution –592C>A et –810C>T des groupes cas (toutes les FC<10 SA) et contrôle (toutes 
les FC>10 SA). 

Allèle Cas (n=342) Contrôles
 (n=123)

Valeur de 
P

IL-10G microsatellite
G4 0 0.0040 0.26
G5 0 0 -
G6 0.0307 0.0285 0.85
G7 0.0994 0.0976 0.94
G8 0.3055 0.2399 0.051
G9 0.0599 0.0447 0.37
G10 0.1228 0.1422 0.43
G11 0.0950 0.1300 0.12
G12 0.1915 0.1992 0.79
G13 0.0833 0.1016 0.38
G14 0.0087 0.0122 0.70
G15 0.0029 0 0.99

IL-10R microsatellite
R0 0.0014 0 0.99
R1 0.7631 0.7602 0.92
R2 0.2178 0.1992 0.54
R3 0.0175 0.0406 0.04
R4 0 0 -

SNPs
 –592A 0.3260 0.1585 < 0.0001
 –819T 0.3289 0.1626 < 0.0001

(n= nombre de patientes ; caractères gras : P < 0,20 ;  SNP : polymorphisme de substitution d’acide nucléique) 
(P<0,05 est significatif ; Test du χ2 )

141



Nous avons également déterminé les fréquences des génotypes formés par les SNP –

819C>T et –592C>A (Tableau XXV). En raison du faible nombre de l’effectif de certains 

génotypes, nous les avons regroupés en fonction du nombre d’allèles mutés (-592A et –819T) 

présents dans le génotype puis nous avons comparé la fréquence de ces génotypes entre les 

deux groupes  de patientes  (Tableau XXVI).  Les patientes  ayant  fait  des fausses-couches 

avant 10 SA avaient des génotypes qui comportaient significativement un plus grand nombre 

d’allèles mutés.
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Tableau  XXV Fréquence des génotypes identifiés dans le groupes cas (toutes les FC<10 SA) et contrôle 
(toutes les FC>10 SA). 

Génotypes (-819C>T/-592C>A) Cas (n=342) Contrôles (n=123)
CC / CC 128 (37,4 %) 77 (62,6 %)
TC / CC 28 (8,19 %) 12 (9,76 %)
TC / AC 125 (36,55 %) 20 (16,26 %)
CC/AC 17 (4,97 %) 9 (7,32 %)
TT/CC 3 (0,88 %) 0
TT/AC 1 (0,29 %) 0
CC/AA 2 (0,58 %) 0
TC/AA 12 (3,51 %) 2 (1,63 %)
TT/AA 26 (7,6 %) 3 (2,44 %)

(Nombre de patientes et (%)).

Tableau  XXVI Fréquences  des  génotypes  regroupés  en  fonction  du  nombre  d’allèles  mutés  dans  le 
groupes cas (toutes les FC<10 SA) et contrôle (toutes les FC>10 SA). 

Génotype (-819C>T/-592C>A) Cas
(n=342)

Contrôles
(n=123)

Valeur 
de P

2 SNP homozygotes normaux
-819CC / -592CC 128 (37,43 %) 77 (62,6 %) < 0,0001

1 ou 2 SNP hétérozygote
-819TC / -592CC

CC / AC
TC / AC

170 (49,71 %) 41 (33,33 %)

1 SNP homozygote muté et 1 
SNP hétérozygote ou homozygote 
normal

-819TT / -592CC
TT / CA
CC / AA
CT / AA

18 (5,26 %) 2 (1,63 %)

2 SNP homozygotes mutés
-819TT / -592AA 26 (7,60 %) 3 (2,44 %)

(Nombre de patientes et (%) ; P<0,05 est significatif ; Test du χ2)
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III.2.3.3.2Analyse multivariée

Nous avons proposé au modèle les variables significativement différentes (P<0,05) ou 

ayant tendance à être différentes (P<0,2) dans l’analyse univariée entre les deux groupes de 

patientes.  Elles  comprenaient :  le  taux en PS inférieur à 65%, la  présence d’au moins un 

facteur de risque de thrombophilie, les anomalies chromosomiques, les allèles IL-10G8, G11, 

R3, -592A et –819T ainsi que les quatre groupes de génotypes décrits dans le tableau XXVI. 

Le modèle a retenu comme facteur de risque de survenue de fausses-couches avant 10 SA 

(groupe cas) les allèles –819T et IL-10G8 (Tableau XXVII).  De plus le risque associé à 

l’allèle –819T doublait lorsque cet allèle était présent à l’état homozygote comparativement à 

l’état hétérozygote (OR=6,29 versus OR=3,41). L’allèle IL-10R3 était associé à la survenue 

de FC après 10 SA.

Tableau XXVII Variables dont les fréquences sont significativement différentes entre les deux groupes de 
patientes en analyse multivariée. 

Variables OR (95% IC) Valeur de P

Allèle – 819T C/C 1
C/T 3.41 (2.19 – 5.31) < 0.0001
T/T 6.29 (1.86 – 21.26) 0.003

Allèle IL-10G8 Absent 1
Hétérozygote 1.87 (1.292 – 2.699) 0.0009

Allèle IL-10R3 Absent 1
Hétérozygote 0.38 (0.153 – 0.966) 0.042

(OR : Odds Ratio ; IC : intervalle de confiance ; P<0,05 est significatif)
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III.2.3.4 Discussion

Le but de notre étude était de corréler la période de survenue des FC à la présence de 

polymorphismes génétiques du promoteur du gène de l’IL-10. Nous avons émis l’hypothèse 

qu’un  déficit  en  l’IL-10,  cytokine  anti-inflammatoire  de  type  Th2,  pourrait  provoquer  la 

survenue de FC.  En effet  plusieurs  études  ont  démontré  l’importance  de  l’environnement 

cytokinique  à  l’interface  materno-fœtale  (207)  et  ce  dès  l’implantation.  La  tolérance  par 

l’organisme maternel du fœtus, qui constitue une semi-allogreffe, nécessite une immunité de 

type Th2, celle-ci neutralisant une réponse maternelle de type Th1 dirigée contre le fœtus. 

D’autre part, lors de l’apparition de la circulation artérielle ombilico-placentaire, mesurable à 

partir  de  la  10ème SA  (253),  le  rôle  de  l’IL-10  dans  le  maintien  de  l’homéostasie  de 

l’hémostase  placentaire  notamment  via  la  régulation  de  l’expression  du  FT pourrait  être 

primordial. Ainsi, un déficit en IL-10 pourrait entraîner une non tolérance immunitaire par 

l’organisme maternel et également une altération de la circulation ombilico-placentaire. Les 

polymorphismes  génétiques  du promoteur  du gène de l’IL-10 pouvant  être  à  l’origine de 

phénotype  « bon »  ou  « mauvais  producteur  d’IL-10 »,  nous  avons  étudié  les  fréquences 

alléliques  de  quatre  d’entre  eux  (les  deux  SNP  –592C>A  et  –819C>T  et  les  deux 

microsatellites IL-10G et IL-10R) dans une population de 465 patientes qui avaient toutes fait 

une ou plusieurs FC. Le placenta devenant la source essentielle d’approvisionnement sanguin 

à partir de la 10ème SA, nous avons divisé les 465 patientes en deux groupes : un groupe appelé 

« groupe cas » constitué de femmes  ayant  fait  toutes  leurs FC avant  10 SA et  un groupe 

dénommé « groupe contrôle » constitué de femmes ayant fait toutes leurs FC après 10 SA. 

Nous  avons  réalisé  un  test  du  χ2 afin  d’évaluer  si  les  allèles  des  quatre 

polymorphismes  génétiques  analysés  dans  notre  population  de  465  femmes  avaient  des 

fréquences différentes de celle de la population générale selon la loi de Hardy-Weinberg. La 

distribution allélique n’était significativement pas à l’équilibre de Hardy-Weinberg pour le 

microsatellite IL-10G (P<0,0001) et tendait à ne pas l’être pour le SNP –592 C>A (P<0,06). 

Ce  résultat  était  attendu  car  notre  population  d’intérêt  était  par  définition  sélectionnée 

(femmes ayant présenté au moins une FC). Les allèles du microsatellite IL-10R et du SNP –

819C>T n’étaient pas en déséquilibre de liaison par rapport à la population générale, ceci ne 
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préjugeait  pas de la répartition des génotypes de ces polymorphismes dans les deux sous-

groupes de patientes définies par la période de survenue de leurs FC.

L’âge moyen des deux groupes de patientes n’était pas différent et ne constituait donc 

pas, dans notre étude, un facteur de risque corrélé à la période de survenue des FC (FC avant 

ou après 10 SA).

La majorité des patientes de notre étude, caractérisées par la survenue de toutes leurs 

FC avant ou après 10 SA, avaient consulté après deux ou trois épisodes de FC. De plus, ces 

femmes n’avaient jamais eu d’enfant et avait eu une exploration des principaux facteurs de 

risque de FC négative (chapitre matériel et méthode). Ces patientes sont représentatives des 

femmes  susceptibles  de  bénéficier  d’une  exploration  biologique  des  facteurs  de  risque 

hématologiques associés à la survenue de FC. Nous avons également observé, que lorsque le 

nombre  de  fausses-couches  chez  une  même  patiente  était  supérieur  ou  égal  à  six,  ces 

interruptions  de  grossesse  avaient  lieu  à  la  même  période.  Il  se  pourrait  qu’un  même 

mécanisme physiopathologique soit à l’origine de ces FC.

L’analyse des fréquences des anomalies biologiques montrait qu’un taux inférieur à 

65% en PS était  significativement  plus fréquent chez les patientes faisant  toutes leurs FC 

après  10  SA.  Le  test  de  Résistance  à  la  protéine  C  activé  (RPCA)  était  également 

fréquemment anormal dans ce groupe de femmes, mais la différence n’était pas significative 

(5,85%  versus  3,25% ;  P=0,26).  De  plus,  l’identification  d’un  facteur  de  risque  de 

thrombophilie était également plus fréquente parmi les femmes de ce groupe (39,02 % versus 

32,46% ; p<0,2). Ces résultats sont en adéquation avec l’évolution du placenta et l’apparition 

de la circulation artérielle ombilico-placentaire, un facteur de thrombophilie pouvant à cette 

période induire  un état  d’hypercoagulabilité  associé  à  des dépôts  de fibrine inadéquats  et 

aboutir  à  un  infarcissement  du  placenta.  Plusieurs  études  épidémiologiques  ont  corrélé 

significativement les thrombophilies biologiques les plus fréquentes, la mutation Facteur V 

Leiden et la mutation 20210A>G de la prothrombine, à la survenue de perte de grossesse avec 

des valeurs de surrisque plus importantes pour les évènements tardifs (254-256). Dans son 

étude cas-témoin NOHA First avec appariement sur tous les facteurs confondants, Gris JC 

(257) montre un risque accru de FC inexpliquées ne survenant qu’à partir de la 10ème SA chez 

les Caucasiennes porteuses de la mutation facteur V Leiden ou de la mutation 20210A>G de 

la prothrombine. Ce risque a été évalué dans une population de femmes ayant fait une FC au 

cours de sa première grossesse. Notre recrutement, différent de celui de la NOHA car nous 

avons  inclus  de  femmes  ayant  fait  une  ou  plusieurs  FC inexpliquées,  peut  expliquer  les 

différences  non  significatives  des  fréquences  des  facteurs  de  risques  de  thrombophilie, 
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notamment le test de RPCA, entre nos deux groupes. Par ailleurs la recherche de la mutation 

de la prothrombine n’était pas réalisée les premières années du recrutement.

Notre  analyse  des  anticorps  anti-phospholipide  /  cofacteur  n’a  pas  montré  de 

différence significative entre les deux groupes de patientes. Dans notre étude ces paramètres 

ont été codés de façon dichotomique : présence ou absence, les immunoglobulines M et G 

avaient été regroupées. Néanmoins, les fréquences de ces facteurs, similaires dans les deux 

groupes de patientes, sont proches de celles décrites dans la littérature (251). L’absence de 

stratification  des  valeurs  quantitatives  des  dosages  de  ces  anticorps  anti-phospholipide  / 

cofacteur est très certainement un élément limitant à l’interprétation de leur rôle possible ou 

non dans la survenue de FC en fonction du terme et notamment du seuil fixé à 10 SA. Les 

mécanismes  physiopathologiques  de  survenue  de  FC  en  présence  d’anticorps  anti-

phospholipides sont de deux types : ils provoquent des coagulopathies et des thromboses du 

placenta  (258),  mais  ils  sont  également  à  l’origine  de  dysrégulation  du  turn-over  des 

trophoblastes. En effet, il a été montré qu’ils provoquent une augmentation de leur apoptose, 

notamment par activation du complément à la surface des trophoblastes (259), une diminution 

de leurs mitoses et de leur pouvoir invasif (260). Il a également été montré que les héparines 

d’une part diminuent le phénomène apoptotique et l’activation du complément induit par les 

anticoagulants  lupique et  d’autre  part  restaurent  le  pouvoir  invasif  des  trophoblastes.  Ces 

données permettent d’émettre l’hypothèse que les anticorps anti-phospholipides / cofacteurs 

pourraient provoquer des FC très précoces (<4 SA), des FC précoces et des FC tardives. 

La littérature décrivant le rôle des polymorphismes du promoteur du gène de l’IL-10 

dans la survenue de FC n’est pas abondante (Tableau XV). En revanche de plus nombreuses 

études cliniques ont tenté de corréler les taux d’IL-10 à la survenue de fausses-couches (205) 

(250)  (261).  Les  résultats  décrits  dans  la  littérature  sont  discordants.  Les  taux  d’IL-10 

identifiés chez des patientes ayant fait des fausses-couches récidivantes idiopathiques sont soit 

plus élevés (261) (262) soit plus bas (205) (250) que le groupe témoin. Ces discordances dans 

le dosage de l’IL-10 peuvent être imputées aux modèles expérimentaux utilisés qui diffèrent 

très  souvent  (dosage  sérique,  culture  de  cellules  mononucléées  en  présence  d’activateurs 

variables).  Le  statut  infectieux  des  patientes,  hormis  les  sérologies  conventionnelles 

effectuées au cours des bilans de stérilité, n’est pas décrit. Ainsi l’état pré-activé des cellules 

de patientes ayant une infection au moment du prélèvement pourrait fausser les résultats des 

dosages d’IL-10. Enfin, les dates de réalisation des prélèvements sanguins des patientes sont 

très  variables.  Certains  prélèvements  sont  effectués  avant  la  fausse-couche  (études 

prospectives  avec  dosage  à  terme  constant),  sans  précision  du  délai  écoulé  entre  le 
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prélèvement et la fausse-couche (262), parfois ils sont réalisés juste après la fausse-couche 

(261).  Compte  tenu  des  variations  hormonales  et  physiologiques  observées  au  cours  des 

différents trimestres de la grossesse et en post-partum, les dosages doivent être effectués au 

même  terme  pour  être  comparables.  Dans  ce  contexte,  en  émettant  l’hypothèse  que  les 

polymorphismes génétiques du promoteur de l’IL-10 sont corrélés à son taux de synthèse, 

l’analyse de ces polymorphismes devrait permettre une interprétation moins controversée que 

celle des dosages. Le plus souvent les études ne montrent pas de corrélation entre la survenue 

de FC et les allèles des SNP. De plus, les allèles des microsatellites IL-10G et IL-10R n’ont 

jamais  été  analysés  comme  facteurs  de  risques  de  cette  pathologie.  La  description  des 

patientes incluses dans ces études ne montrant pas de corrélation révèle que les types de FC 

analysées sont hétérogènes. Les FC des patientes diffèrent sur au moins deux critères : les FC 

peuvent être primaires, secondaires ou les deux (209), le plus souvent ce critère n’est pas 

précisé, et le terme des FC n’est jamais précisé. Les patientes incluses dans notre étude n’ont 

jamais eu d’enfant, ce critère de recrutement permet de mieux évaluer les facteurs de risque 

génétiques  et  nous  avons  scindé  notre  groupe  en  deux  sous-groupes  en  nous  référant  à 

l’évolution  physiologique  de  la  grossesse.  Nous  avons  d’abord  émis  l’hypothèse  que  les 

polymorphismes génétiques du promoteur du gène de l’IL-10 peuvent, en tant que facteurs de 

risque de thrombose, provoquer des FC à partir de la 10ème SA, date à laquelle le placenta 

devient  la  seule  source  d’apport  sanguin.  Nous  avons  donc  comparé  deux  groupes  de 

patientes, chaque groupe comportant des patientes dont les FC étaient homogènes sur la date 

de survenue. Les patientes avaient eu toutes leurs FC avant ou après 10 SA. Ce critère de 

sélection a permis de mieux évaluer l’impact des polymorphismes sur la grossesse avant et 

après la mise en place de la circulation utéro-placentaire. Seule l’équipe de Zammiti W et al 

(213) a réalisé une analyse « polymorphismes de l’IL-10 et survenue de FC » en catégorisant 

les FC en fonction de leur terme de survenue. L’allèle –819T apparaît comme un facteur de 

risque significatif et dose dépendant de la survenue de FC avant 10 SA dans notre étude. 

Zammiti W et al (213) ont montré une corrélation significative entre la survenue de FC avant 

10 SA et la présence des polymorphismes –592A et –819T. Ils ont regroupé les patientes qui 

portaient ces allèles sous forme hétérozygote et homozygote sans pouvoir montrer de dose-

dépendance.  De plus il  ne semble pas qu’ils aient  comparé les fréquences des haplotypes 

formés par les SNP entre les deux sous-groupes (avant et après 10 SA) alors qu’ils avaient 

effectué cette comparaison entre leur groupe total de patientes et leurs contrôles (Tableau 

XV).  Leur  effectif  ne  leur  permettait  certainement  pas  d’avoir  une  représentation 

statistiquement  interprétable  des  haplotypes  rares.  Nous  avons  également  voulu  observer 
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l’effet coopératif des deux SNP. Pour cela, nous avons préféré analyser les génotypes formés 

au lieu des haplotypes. Ce choix apporte une information plus complète puisque c’est l’effet 

des quatre allèles présents qui est prise en compte et non de deux allèles si on avait choisi une 

analyse par haplotype. Pour pouvoir réaliser l’analyse statistique des génotypes nous avons du 

les  regrouper  afin d’augmenter  les  effectifs  des  groupes  (Tableaux XXV et  XXVI).  Les 

groupes étaient constitués en fonction du nombre d’allèles mutés. Lors de l’introduction dans 

notre  régression  des  trois  génotypes  –819CC,  CT ou  TT et  des  génotypes  formés  par  –

819C>T/-592C>A, l’allèle –592A n’a pas été retenu comme facteur de risque contrairement à 

l’étude  de  Zammiti  W  et  al (213).  Les  deux  allèles  mutés  –819T  et  –592A  semblent 

cependant fréquemment associés,  un effectif  plus important aurait  permis d’évaluer si ces 

deux allèles sont  en déséquilibre  de liaison.  Eskdale J  et  al (16) ont  décrit  trois  sites de 

fixation de facteur de transcription YY1 et un site de fixation pour le facteur de transcription 

STAT1 à proximité  du SNP –819C>T.  Ceci  a  permis  d’émettre  l’hypothèse  que ce  SNP 

pourrait réguler la transcription du gène de l’IL-10 en fonction de l’allèle présent. Cependant 

aucune  étude  n’a  mis  en  évidence  de  corrélation  entre  l’allèle  –819T seul  et  le  taux  de 

sécrétion d’IL-10. En revanche l’allèle –819T associé à l’allèle –592A et à l’allèle –1082A du 

polymorphisme  G>A  situé  en  position  –1082  (haplotype  ATA)  semble  associé  à  une 

diminution de la  sécrétion d’IL-10 (196).  Ce résultat  est  cohérent  avec  nos résultats.  Les 

femmes porteuses de l’allèle –819T, associé à une diminution de capacité de sécrétion d’IL-

10, pourraient présenter un déficit d’immuno-tolérance nécessaire au maintien de la gestation, 

déficit responsable dès les premières semaines de gestation, de fausses-couches.

La répartition des allèles du microsatellite IL-10G, dans notre population totale de patientes, 

n’est pas à l’équilibre de Hardy-Weinberg. La fréquence de l’allèle G9 dans notre population 

totale de patientes, contrairement aux fréquences déterminées à partir de populations saines 

décrites dans la littérature (Tableau IV), n’est pas la plus élevée des allèles du microsatellite 

IL-10G (263). La fréquence allélique la plus élevée déterminée dans notre population totale 

mais également dans nos deux sous-groupes est celle de l’allèle IL-10G8. Cet allèle pourrait 

être un facteur de risque de survenue de FC quel que soit le terme de la gestation. Nous avons 

identifié l’allèle G8 comme facteur de risque de FC avant 10 SA. L’interprétation du rôle des 

allèles  du  microsatellite  Il-10G,  et  des  microsatellites  en  général,  sur  l’activité 

transcriptionnelle d’un gène n’est pas facile à appréhender. Ce problème a déjà fait l’objet 

d’une  discussion  dans  le  chapitre  précédent  lorsque  nous  avons  tenté  de  comprendre  le 

mécanisme de régulation de la synthèse de l’IL-10 par les allèles du microsatellite IL-10G. 

Dans  cette  pathologie  nous  avions  émis  l’hypothèse  que  les  allèles  identifiés  pouvaient 
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diminuer la sécrétion d’IL-10. Les deux allèles identifiés dans notre étude comme étant des 

facteurs de risque de thrombose veineuse (G10 et G13) sont différents de celui que nous 

avons  identifié  comme  étant  un  facteur  de  risque  de  FC  idiopathique.  Leur  nombre  de 

répétitions de CA est plus élevé que celui de l’allèle IL-10G8. Une seule étude, effectuée sur 

une population de suédois atteints de myasthénie (244), a corrélé l’allèle G8 à un phénomène 

physiopathologique.  Les  patients  porteurs  de  cet  allèle  étaient  plus  forts  producteurs 

d’anticorps anti-récepteur de la N-acétylcholine.  Les auteurs émettent  l’hypothèse que ces 

patients  pourraient  être  de  forts  producteurs  d’IL-10 ce  qui  aurait  pour  conséquence  une 

stimulation des lymphocytes B et une sécrétion accrue d’immunoglobuline. Dans le cadre de 

cette hypothèse, une corrélation entre cet allèle, dont la fréquence est augmentée dans nos 

deux groupes de patientes, comparativement à une population de témoins sains, et la présence 

d’un phénomène dysimmunitaire de type anticorps anti-phospholipides / cofacteur pourrait 

être envisagée. Enfin la régression logistique a identifié l’allèle IL-10R3 comme facteur de 

risque de FC survenant après 10 SA. Sa fréquence très faible (1,75% et 4,06%) (Tableau 

XXIV) rend ce résultat  à la  limite de l’interprétation (P=0,042).  Eskdale J  et  al (45) ont 

montré, dans un modèle de culture cellulaire, que les individus porteurs de cet allèle étaient de 

plus faibles producteurs d’IL-10 que les individus porteurs des allèles R2 et R4, allèles qui ont 

respectivement moins et plus de répétitions de CA que R3. Leur étude a cependant été réalisée 

sur un effectif réduit (44 individus porteurs de l’allèle R3 versus 39 individus non porteurs de 

cet  allèle).  De  plus  les  variations  inter-individuelles  de  sécrétion  d’IL-10,  à  génotype 

identique, étaient importantes (1000 à 2000 pg/mL pour les porteurs de l’allèle IL-10R3 et 

1500 à 4500 pg/mL pour les non porteurs).  Ces données rendent l’interprétation de notre 

résultat aléatoire. Seul un modèle de transfection permettra de mettre en évidence le rôle des 

allèles des deux microsatellites  IL-10G, IL-10R et  des deux SNP –592A et  –819T sur la 

sécrétion d’IL-10. Cette approche expérimentale est en cours de réalisation au laboratoire. 

La répartition des fréquences des risques biologiques et des allèles des polymorphismes 

génétiques du promoteur de l’IL-10 confirme que le seuil de 10 SA est pertinent. L’induction 

de l’immuno-tolérance maternelle par l’IL-10 semble être son rôle prédominant. En effet la 

fréquence de l’allèle muté –819T, susceptible de diminuer la sécrétion d’IL-10, est plus élevée 

dans notre groupe de patientes caractérisées par la survenue de toutes leur FC avant 10 SA. 

Une diminution de synthèse d’IL-10 dès le début de la gestation provoquerait la survenue de 

FC précoces. L’effet de l’IL-10 sur la régulation de l’hémostase de la circulation placentaire, 

via le facteur tissulaire,  n’aurait  pas de rôle dans la survenue de FC. Par ailleurs il  a été 

montré que les cellules trophoblastiques, d’origine fœtale, sont capables de synthétisées de 
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l’IL-10 et son récepteur (203) (204). Cette observation rappelle la participation du génotype 

paternel  dans  la  synthèse  de  l’IL-10 par  les  cellules  placentaires  mais  également  dans  la 

synthèse  de  facteurs  de  risques  de  l’axe  thrombo-embolique.  Dans  de  prochaines  études, 

l’identification de facteurs de risques génétique devra être réalisée à la fois sur le génotype 

maternel et le génotype paternel. 
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IV Conclusions et perspectives

L’hypothèse  de  départ  de  notre  travail  était  que  l’IL-10,  cytokine  anti-inflammatoire 

régulant l’expression du FT, pourrait être un acteur de la maladie thrombo-embolique.  De 

plus, il a été décrit dans la littérature des polymorphismes génétiques du promoteur de l’IL-10 

capables de moduler l’expression de cette dernière. Dans ce contexte,  nous avons conduit 

deux études cliniques, l’une concernait la maladie thrombo-embolique veineuse et l’autre la 

pathologie  obstétricale  vasculo-placentaire,  qui  avaient  pour  objectif  de  déterminer  si  ces 

polymorphismes  génétiques  pouvaient  constituer  des  facteurs  de  risques  de  ces  deux 

pathologies. En parallèle, nous avons tenté de corréler, dans une population de témoins sains, 

certains  polymorphismes  génétiques  à  l’expression  d’IL-10  dans  un  modèle  de  culture 

cellulaire. Nous avons également voulu mesurer par un test de génération de thrombine la 

modulation de l’expression du FT par l’IL-10.

Les résultats observés en culture cellulaire étaient d’interprétation difficile. En effet le 

nombre d’individus porteurs d’un génotype identique était faible. D’autre part, à génotype 

identique,  les  variations  inter-individuelles  étaient  importantes.  Ces  deux  écueils  sont 

également rapportés dans les études publiées dans la littérature sur ce sujet. Les modèles de 

culture décrits dans la littérature étant très hétérogènes (type de cellules, d’activateur..), une 

généralisation  des  résultats  obtenus  n’est  pas  souhaitable.  La  corrélation  entre  un 

polymorphisme génétique et la capacité à sécréter de l’IL-10 pourra être prouvée grâce à des 

modèles de transfection analysant les multiples génotypes possibles formés par l’ensemble 

des polymorphismes génétiques. Un modèle de transfection du promoteur du gène de l’IL-10 

en amont d’un gène rapporteur est en cours d’évaluation au laboratoire.

La  régulation  de  l’expression  du  FT  par  l’IL-10  a  été  largement  décrite  dans  la 

littérature.  Cependant,  l’objectivation  de  ce  phénomène  par  un  test  de  génération  de 

thrombine (TGT) n’avait jamais été montrée. Ce test, réalisé à partir de monocytes activés, 

nous  permettait  de  mesurer  l’activité  procoagulante  globale  de  ces  cellules  ainsi  que 

l’inhibition de cette dernière par l’IL-10. Par ailleurs, les études ayant décrit l’effet de l’IL-10 

sur  le  FT  utilisaient  de  l’IL-10  recombinante.  Nous  avons  utilisé  un  modèle  permettant 

d’évaluer l’effet de l’IL-10 endogène. Nos résultats montraient que le test de génération de 

thrombine était sensible à la modulation de l’activité procoagulante des monocytes par l’IL-10 

et que cette modulation était le reflet de la diminution de l’expression du FT induite l’IL-10. 
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Notre  modèle  était  sensible  à  la  modulation  induite  par  l’IL-10 exogène  mais  également 

endogène. En parallèle de ces TGT nous avons évalué l’impact de l’IL-10 sur l’expression du 

FT membranaire et du FT présent dans le surnageant des cultures. Nous avons observé que la 

neutralisation de l’IL-10 endogène provoquait une augmentation du facteur tissulaire dans le 

surnageant. Nous avons donc émis l’hypothèse que l’IL-10 pourrait diminuer le phénomène 

de microvésiculation observé chez les monocytes  activés et  ainsi  avoir  une régulation sur 

l’expression du FT post-transcriptionnelle. L’étude du rôle de l’IL-10 sur la microvésiculation 

n’a jamais été décrite. Elle est en cours d’évaluation au laboratoire notamment à l’aide des 

TGT.

Nous avons conduit une étude prospective cas-témoin portant sur la corrélation de cinq 

polymorphismes  génétiques  du  promoteur  du  gène  de  l’IL-10,  -592C>A,  -819C>T, 

-1082G>A, IL-10G et IL-10R, avec la survenue de thromboses veineuses. L’analyse de ces 

polymorphismes dans cette pathologie n’avait jamais été rapportée. Les résultats montraient 

que les allèles IL-10G10 et G13 étaient associés à la survenue de thromboses veineuse et que 

l’allèle G10 était plus fréquent dans la population de patients caractérisés par la survenue de 

thromboses récurrentes. Ces deux allèles ont été corrélés, dans la littérature, à la survenue de 

diverses pathologies dysimmunitaires. Ils ont également été associés à des taux hauts ou bas 

de  synthèse  d’Il-10.  Encore  une  fois,  l’interprétation  de  ces  dosages  reste  difficile.  Le 

microsatellite IL-10G ayant de multiples allèles caractérisés par des nombres de répétition de 

CA variables, le taux de transcription de l’IL-10 serait modifier en fonction de la taille de ce 

microsatellite. Une meilleure interprétation de ce phénomène nécessiterait de fixer un nombre 

de répétition de CA seuil, et d’analyser les fréquences des allèles en fonction de ce seuil. 

L’étude  clinique  des  polymorphismes  génétiques  du  promoteur  de  l’IL-10 dans  la 

pathologie obstétricale vasculo-placentaire était rétrospective. Elle portait sur la corrélation de 

quatre polymorphismes -592C>A, -819C>T, IL-10G et IL-10R avec le terme de survenue de 

fausses-couches  (FC).  Les  polymorphismes  génétiques  des  promoteurs  IL-10G et  IL-10R 

n’avaient jamais été étudiés dans cette pathologie. Le rôle de l’IL-10 dans le maintien de la 

gestation pourrait être soit l’induction d’une tolérance immune maternelle vis à vis du fœtus, 

dès la phase d’implantation soit  la régulation de l’homéostasie  de l’hémostase placentaire 

notamment via la régulation de l’expression du FT à partir de la 10ème semaine d’aménorrhée 

(SA). En effet, le placenta devient la source essentielle d’approvisionnement sanguin à partir 

de  cette  période  du  développement  foeto-placentaire.  Nous  avons  comparé  les 

polymorphismes génétiques de l’IL-10 dans deux sous-groupes de patientes ayant fait toutes 

leurs FC à la même période, soit avant soit après 10 SA. Les facteurs de risques biologiques 
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de thrombophilie étaient également analysés. L’allèle muté –819T et l’allèle G8 étaient, dans 

cette étude corrélés avec la survenue de FC avant 10 SA alors que l’allèle R3 était corrélé 

avec la  survenue de FC après 10 SA.  La fréquence des  facteurs  de risque biologique de 

thrombophilie était plus élevée chez les patientes caractérisées par des FC après 10 SA. Ce 

paramètre,  associé  aux  différences  de  fréquences  alléliques  entre  les  deux  groupes  de 

patientes nous a confortés dans le choix du seuil de 10 SA, celui-ci semblant corrélé avec la 

physio-pathologie.  La  définition  du  type  de  FC  analysée  est  un  critère  important  pour 

l’interprétation  des  facteurs  de  risques  identifiés.  L’absence  de  définition  claire  de  ce 

paramètre ne permet pas de comparer les études et parfois empêche l’identification de facteurs 

de risques. Le rôle des polymorphismes identifiés sur l’activité transcriptionnelle du gène de 

l’IL-10  est  en  cours  d’évaluation  dans  un  modèle  de  transfection.  Le  génotype  paternel 

participant au phénotype foeto-placentaire, sa détermination est nécessaire à l’identification 

de facteurs de risques de survenue de FC. Il devra être analysé au même titre que le génotype 

maternel lors de l’identification de facteurs de risques génétiques.
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COCHERY-NOUVELLON (Eva).  Régulation de la  génération de thrombine par  l’IL-10 ; 
polymorphismes de l’IL-10 et risque vasculaire. 

RESUME
L’interleukine-10 (IL-10) est une cytokine jouant un rôle primordial dans la régulation des 
réactions immunitaires et inflammatoires. Bien que de nombreux arguments expérimentaux et 
des  modèles  animaux  plaident  en  faveur  d’un  rôle  de  l’IL-10  dans  la  régulation  de 
l’hémostase, l’implication de cette cytokine en pathologie vasculaire est peu appréhendée. 
Des polymorphismes génétiques situés sur le promoteur du gène de l’IL-10 ont été rapportés 
comme influençant son taux de sécrétion. Par ailleurs, certains polymorphismes sont associés 
à un risque de pathologie dysimmunitaire 
Dans  ce  contexte,  nous  avons  mis  au  point  plusieurs  modèles  de  culture  cellulaire  afin 
d’analyser la sécrétion d’IL-10 chez 20 volontaires sains, de génotype connu. L’IL-10 étant 
connue  pour  réguler  l’expression  du  facteur  tissulaire  (FT),  nous  avons  mis  au  point  un 
modèle original  d’étude de l’effet  de l’IL-10 sur la  cinétique de génération de thrombine 
induite par le monocyte activé. Nous avons ainsi montré le rôle modulateur de la sécrétion 
d’IL-10 endogène sur la génération de thrombine. En parallèle, deux études cliniques ont été 
menées. La première étude porte sur le risque de la maladie thromboembolique veineuse et 
montre  que le  polymorphisme IL-10 G13 est  associé  à  un risque de  thrombose  veineuse 
(Thromb  Haemost  2006 ;96 :24-8).  La  seconde  étude  concerne  le  risque  de  pathologie 
vasculo-placentaire. L’étude montre que le polymorphisme de substitution d’acide nucléique 
(-819T) est associé à la survenue de fausses couches précoces. Ces arguments plaident en 
faveur d’un rôle de l’IL-10 en pathologie vasculaire.
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