Présentée a 1'Université de Lille I
pour 1'Obtention du Titre de:
Docteur es Sciences de La Vie et de La Santé, Option Immunologie

par

Sophie MOLET

INTERACTIONS DES CELLULES ENDOTHELIALES HUMAINES
AVEC LES MEDIATEURS DE L'INFLAMMATION:
APPLICATION A LA PATHOLOGIE RESPIRATOIRE.

Présentée le 12 Décembre 1996 devant la commission d'examen:
Président: Professeur A. DHAINAUT
Directeur de Thése: Professeur A.B. TONNEL

Rapporteurs: Professeur J. BOUSQUET
Professeur B. WALLAERT

Examinateurs: Professeur M. CAPRON
Docteur M. PRETOLANI

e
#,

U



Miguel de Unamuno
"Le tens bragigue de la vie”

'Taawwmem@w,pmmw,
G douder ef a ctre ignorant”




i ke

A mon prosident de thede, Mandjemle/)m{a/w«ﬂﬂ. Dhainaul,

Vous avey acceple de juger ce bravail et de présiden ce jury. 2ue ce momsire doil
le lemoignage de mon projond respect el de foude ma reconnaitsance.

A med rapporfew:d el juges,

Monsiown le Professewn ). Bouiguet,

Clesl un tres grand honnewr gue vaud me jaites d'accepler de juger ce bhavail,
Vewilleg Drouuven ici L'expression de ma Hés sincere reconnaisdance.

Monsiew le Professenr B. Wallaert,

Powr wotre doutien constant et powr L'intinét gue vons avey porké a ce bavail en
acceplani d'en shre le rapporfewr, toyey asswne de mon projond respect.,



A mon directewr de these, Monsiowr le Professenr A.B. Tonnel,

Je voud suis particulicrement reconnaissante de m'avoin accueillie dans votre
laboraloine powr y effectuer ma thete. Veuilley brouver ici l'expression de ma tres
profonde gratitude pour la confiance et l'atlention gue vous m'avey accordées fout
au long de ce biavail,

ﬂMM&mMW&W,

Meadame le ﬂ'lo/edde«a M. eafmm,

Lors de nos rencontres, vous m'avey fail bonéficier de uod conmaitsanced
dcientifigued ol vous m'avey apponts le dens critique di Diauail de rechernche.
2u'i me 10it permis, en celtle accasion, de vous tmaigner de ma Dres dincere

Madame le Docleur M. Prelolasi,

C'est hes spondanément gue voud auey accepls de juger ce bavadl. Vohre
enthousicime el ustre dynamisme m'ont apporls une aide préciende. Veuilley
&W,Mwmm,lamw&mmmmd&m



M%WWWWM&Z'M&J%W&
laéomlahecﬂ'imwm-aﬂwc;oquecfel'ﬂmf Paslewr de Lille:

W le Docteun Philippe Lasialle
Wmmewmm,ml'mdﬂaﬁew&w%%aw&h
lecture de ce manuicrit.

W le Docteun Philiape Gossel,
pour m'aucir guidee au cowrd de celle thele ef m'auotr fait réaliser gue la recherche est
loin d'étre un long fleuve branguile.

Melle Aune 74(2:0@%[04, Mme Jichelle Fillie- Leblond, Mri /ael
Pestel, Michel fMep/z el Dominigue Vanhee,
s louns conedls of lewn gendillesse,

Melles Hihumat Aosum, Agnis Roitelle, Catherine Degaos,
Calherine ."Zueg,, Sa,:/ue Q’alcmcf et Odile pa/zmenim,
WM'WWMMMW,MWWWW%JM

Mmes Cathenine Powmean, Guensla Kervsage, Genevieve
/Wa/zc/zancﬂide, Clistine Meﬂc&f, Salbine 3;%@%#@, Mna Han
Waw;el‘/)/ullippe Mmgmﬂiei,

pown L'enthousiasme el la bonne humewr gu'ils apporient au laboratoine; pounr leunr

*

Mencé a Chwistel, Lawrence, Michel, Nicolas poun lown soution et lewr
amilié incore; Qalnice, /ean-/)iauw, /oel/e el P'tt Mcmu,mmlem
vitiles foujowns pleines de bonne humewn.

Mes plus tincenes remenciements 1'adnessent égaloment ¢ Meidames les infirmicres de
la Consultation du Service de Prewmologie et d'Immuna-allergologie du CHRYU de
[%,WW'WFMM&MWMJ%MWSWJ/W&
Blandres pour lewr contribution essentielle dans cetle clude.




G la memoine de ma Grand-mene,

G med parents el ma doewnr,
panr wehre confiance, vod encouragements el wobre affection, vous m'avey
comme le lomoignage de mon immenie reconnaisiance et de ma plus

él‘ofdem{aﬂdﬂe,

poun les joied el le soudien gu'elle m'apporte en toude circonslance.




Biblioonanl

Puddicationd:

- Jeannin, P., Delneste, Y., Gosset, P., Molet, S., Lassalle, P., Hamid, Q., Tsicopoulos, A.
and Tonnel, A.B. (1994). Histamine induces IL-8 secretion by endothelial cells. Blood 84:
2229-2233.

- Lassalle, P., Molet, S., Janin, A., Van der Heyden, J., Tavernier, J., Fiers, W., Devos, R.
and Tonnel, A.B. (1996). ESM-1: a novel human endothelial cell-specific molecule expressed
in lung and regulated by cytokines. J. Biol. Chem. 271 (34): 20458-20464.

- Vanhée, D., Molet, S., Gosset, P., Tillie-Leblond, I., Boitelle, A., Wallaert, B., and
Tonnel, A.B. (1996). Expression of leukocyte-endothelial adhesion molecule is limited to
intercellular adhesion molecule-1 in the lung of pneumoconiotic patients: role of tumor necrosis
factor-o.. Clin. Exp. Immunol. (sous presse). |

- Tonnel, A.B., Gosset, P., Molet, S., Tillie-Leblond, I., Jeannin, P. and Joseph, M.
(1996). Interactions between endothelial cells and effector cells in allergic inflammation. Ann.
NY Acad. Sc. (sous presse).

- Tonnel, A.B., Jeannin, P., Molet, S., Gosset, P., Delneste, Y., Wallaert, B. and Joseph,
M. (1996). Endothelial cells in allergy. Allergy and allergic diseases édité par A.B. Kay;
Blackwell Scientific Publications. (sous presse).

- Molet, S., Gosset, P., Lassalle, P., Czarlewski, W. and Tonnel, A.B. (1996). Inhibitory
activity of loratadine and descarboxyethoxyloratadine on histamine-induced activation of human
endothelial cells. Clin. Exp. Allergy (en cours d'acceptation)

- Molet, S., Gosset, P., Vanhée, D., Tillie-Leblond, 1., Wallaert, B., Capron, M. and
Tonnel, A.B. (1996). Modulation of cell adhesion molecules on human endothelial cells by
eosinophil supernatants. J. Leukoc. Biol. (en cours de soumission).

- Molet, S., Gosset, P., Vanhée, D., Boitelle, A., Tillie-Leblond, 1., Wallaert, B., Capron,
M. and Tonnel, A.B. (1996). Amplification of cytokine release by human endothelial cells
stimulated by eosinophil supernatants. (en préparation).




Comwmumicalions:

- Molet, S., Gosset, P., Czarlewski, W. and Tonnel, A.B. (1995). Inhibition by loratadine of
histamine-induced activation of human endothelial cells. ATS International Conference, 20-24
May 1995, Seattle, Washington. Am. J. Resp. Crit. Care Med. 151: A380.

- Molet, S., Gosset, P., Vanhée, D., Tillie-Leblond, 1., Wallaert, B., Capron, M. and
Tonnel, A.B. (1995). Modulation of cell adhesion molecules expression on human endothelial
cells by eosinophil supernatants. ATS International Conference, 20-24 May 1995, Seattle,
Washington. Am. J. Resp. Crit. Care Med. 151: A216.

- Vanhée, D., Molet, S., Gosset, P., Boitelle, A., Joseph, M., Wallaert, B. and Tonnel, A.B.
(1995). Alveolar macrophage-derived TNFo induced adhesion molecule expression in the lung
of pneumoconiotic patients. ATS International Conference, 20-24 May 1995, Seattle,
Washington. Am. J. Resp. Crit. Care Med. 151: A52.

- Molet, S., Gosset, P., Vanhée, D., Tillie-Leblond, 1., Wallaert, B. Capron, M. and Tonnel,
A.B. (1995). Implication des éosinophiles dans leur propre recrutement tissulaire par le biais de
I'amplification de l'expression de molécules d'adhérence et la production de cytokines par
I'endothélium. Journée des Jeunes Chercheurs, 20 Octdbre 1995, Institut Pasteur de Lille.

- Molet, S., Gosset, P., Tsicopoulos, A., Czarlewski, W. and Tonnel, A.B. Inhibitory
activity of loratadine and descarboxyethoxyloratadine on histamine-induced activation of human
endothelial cells. AAAAI International Conference, 15-20 March 1996, New Orleans,
Louisiana. J. Allergy. Clin. Immunol. 97: 38S.




PLAN

A. Bioloq,ie de 'endothélium

I. Différenciation et diversité de I'endothélium.
II. Identification des cellules endothéliales en culture.
III. Morphologie des cellules endothéliales en culture.
1. Le noyau.
2. Le cytoplasme.
3. Le cytosquelette.
4. La membrane plasmique.
IV. Endothélium et hémostase.
1. L'endothélium: surface naturellement anti-thrombogeéne.
2. L'endothélium face a une agression.
a. I'agrégation plaquettaire.
b. les facteurs de coagulation: facteurs thrombogenes.
c. la fibrinolyse.
d. la recolonisation vasculaire.
V. Endothélium et tonus vasculaire.
1. Synthese de substances vasodilatatrices.
2. Synthése de substance vasoconstrictrices.
VI. Endothélium et réaction inflammatoire.
1. Le recrutement des leucocytes dans les tissus.
a. Implication de différentes familles de molécules d'adhérence.
. famille des Sélectines.
B. famille des Intégrines.
y. superfamille des Immunoglobulines.
b. Participation de molécules chémoattractantes.
c. Facteurs activant les cellules endothéliales ou les leucocytes.
d. La cascade des interactions leucocytes/cellules endothéliales.
. rolling.
B. arrét-activation-adhérence.
Y. diapédese.
0. migration subendothéliale.
e. Recrutement leucocytaire sélectif.
2. Les médiateurs endothéliaux participant 2 la réaction inflammatoire.
a. Les cytokines.
b. Les chémokines.
c. Les dérivés de I’acide arachidonique et le PAF.
3. La cellule endothéliale en tant que cellule présentatrice d'antigeéne.

pl18
pl9
p21
p23
p23
p24

p33
p37
p38

p42
p44

p48




VII. Participation de Pendothélium dans la réaction inflammatoire
immunoallergique: exemple de I’asthme.
1. les réactions allergiques asthmatiques immédiate et tardive.
a. la réaction immédiate.
b. la réaction tardive ou retardée.
2. les médiateurs cellulaires impliqués dans I’asthme.
a. les mastocytes
b. les macrophages
c. les lymphocytes T
d. les éosinophiles
e. les neutrophiles
f. les plaquettes
g. les fibroblastes

A. 7mmpwomh

I. Interactions entre les cellules endothéliales et les mastocytes.

II. Interactions entre les cellules endothéliales et les éosinophiles.
PREMIERE PARTIE: expression de molécules d'adhérence endothéliales.
DEUXIEME PARTIE: sécrétion de différentes cytokines endothéliales.

III. Etude de la régulation d'ESM-1, une nouvelle molécule spécifique
des cellules endothéliales humaines.

C. Discusdion-Conclusion

D. /)e/zd«/zedw%
E. Annere

4. Reforences bibliographigues

pS0
pSl

p54

p64
p71
p74

p8S

p91
p98
p112

pl117

p136



ABREVIATIONS

ADP: adénosine diphosphate

ARNm: acide ribonucléique messager

ATP: adénosine triphosphate

BB: biopsie bronchique

CAM: cell adhesion molecule

CD: cluster of differenciation

CNP: C-type natriuretic peptide

CPA: cellule présentatrice d’antigéne

Da: Dalton <
DARC: Duffy antigen/receptor for chemokine
ECP: eosinophil cationic protein

EDCEF: endothelium-derived contracting factor
EDHF: endothelium-derived hyperpolarising factor
EDN: eosinophil derived neurotoxin

EDREF: endothelium-derived relaxing factor
EGF: epidermal growth factor

EPO: eosinophil peroxidase

ET: endothéline

FGF: fibroblast growth factor

fMLP: formyl méthionine leucine phénylalanine
FvW: facteur von Willebrand

GAG: glycosaminoglycanes

(GM-)CSF: (granulocyte macrophage-) colony stimulating factor
GMPc: guanosine monophosphate cyclique
gp: glycoprotéine

HS: héparanes sulfates

HUVEC: human umbilical vein endothelial cell
ICAM: intercellular cell adhesion molecule
IFN: interferon

Ig: immunoglobuline

IL: interleukine

LBA: lavage bronchoalvéolaire

LFA: lymphocyte function-associated antigen
LPS: lipopolysaccharide

LT: leucotri¢ne

MBP: major basic protein

MCP: monocyte chemoattractant protein
MEC: matrice extracellulaire

MIP: macrophage inflammatory protein

NK: natural killer

NO: monoxyde d’azote

PAF: platelet activating factor

PDGF: platelet derived growth factor
PECAM: platelet endothelial cell adhesion molecule
PG: prostaglandine

PLC: phospholipase C

PMA: phorbol myristate acétate

RANTES: regulated on activation normal T expressed and secreted
(S)Le: (sialyl) Lewis

TGF: transforming growth factor

Th: T helper

TNF: tumor necrosis factor

TX: thromboxane

VCAM: vascular cell adhesion molecule

VLA: very late antigen




RESUME

La réaction inflammatoire immunoallergique résulte d'un réseau d'interactions complexes entre
les cellules inflammatoires (mastocytes, éosinophiles, macrophages, lymphocytes) et les cellules
appartenant, dans le cas des pathologies respiratoires, a la structure pulmonaire elle-méme 2 savoir les
cellules endothéliales, les fibroblastes ou les cellules épithéliales bronchiques. Par sa localisation,
I'endothélium vasculaire joue un réle majeur dans la régulation du développement de la réaction
inflammatoire: (i) il contrdle la migration transvasculaire des leucocytes, du sang vers les tissus, par
lI'intermédiaire de molécules d'adhérence exprimées a la surface des cellules endothéliales; (ii) il est
également capable d'activer les leucocytes et d'amplifier la réaction immunoallergique par la sécrétion
de médiateurs proinflammatoires comme les cytokines (IL-1, IL-6, ...), les leucotriénes et par la
libération de facteurs chémoattractants comme les chémokines (IL-8, MCP-1...).

Le premier th¢me de notre recherche a consisté a étudier les interactions entre les cellules
endothéliales humaines (issues de veine ombilicale) et l'histamine, un des principaux médiateurs
mastocytaires libérés a la suite d'une activation dépendante de I'IgE. Nous avons montré que
I'implication du mastocyte, généralement attribuée a la phase immédiate de la réaction allergique,
pouvait s'étendre a la phase tardive.en incitant la cellule endothéliale a exprimer la P-sélectine, I'IL-6 et
I'TL-8. Nous avons également mis en évidence l'activité anti-inflammatoire de la Loratadine, un anti-
histaminique couramment utilisé dans le traitement de l'asthme. Ces résultats laissent entrevoir de
nouvelles possibilités d'utilisation de certains anti-histaminiques en thérapeutique, notamment dans des
états inflammatoires persistants d'origine immunoallergique.

Le deuxieme théme de notre recherche a concerné 1'étude des coopérations cellulaires pouvant
avoir lieu entre les cellules endothéliales et les éosinophiles lors de la réaction allergique. Nous avons
montré que le polynucléaire éosinophile, a c6té de son rdle effecteur, est capable de réguler et de
favoriser, par l'intermédiaire de I'endothélium vasculaire, le recrutement d'autres éosinophiles. En effet,
nous avons mis en évidence que des médiateurs libérés par les éosinophiles (TNF, IL-18 et les
protéines cationiques) induisent l'expression de molécules d'adhérence (ICAM-1, E-sélectine et VCAM-
1) & la surface des cellules endothéliales et augmentent la sécrétion de cytokines (IL-6) et chémokines
(IL-8 et MCP-1) par ces mémes cellules. L'expression de ces différents facteurs (molécules d'adhérence,
cytokines et chémokines) peuvent favoriser 1'adhésion et le recrutement cellulaire.

La derniére partie de notre travail a été d'approfondir nos connaissances sur une nouvelle
molécule, spécifique des cellules endothéliales pulmonaires humaines, appelée ESM-1. Nous avons
démontré que l'expression et la distribution cellulaire de cette molécule étaient influencées par les
cytokines habituellement présentes dans la réaction inflammatoire immunoallergique comme le TNFq,
I'TL-18 et I'TFNy.

L'ensemble de ces travaux apporte des éléments nouveaux sur la participation active de la cellule
endothéliale dans les mécanismes mis en jeu lors de la réaction inflammatoire immunoallergique,

notamment en pathologie respiratoire.



INTRODUCTION

L'endothélium vasculaire est une monocouche cellulaire qui tapisse la face endoluminale
de différents types de vaisseaux sanguins de l'organisme, constituant ainsi une interface critique
et stratégique entre le sang et la paroi vasculaire. Il y a encore peu de temps, I'endothélium
vasculaire €tait considéré comme une sorte de gigantesque "tuyau" de dialyse bordant le
vaisseau, empéchant les protéines plasmatiques de diffuser dans le compartiment extravasculaire
et présentant une surface hémocompatible permettant de prévenir la coagulation sanguine. Des
découvertes plus récentes ont mis en évidence la participation des cellules endothéliales a des
activités plus larges comme l'induction ou la prévention de la coagulation sanguine, la
participation au métabolisme plaquettaire et granulocytaire, la recirculation lymphocytaire, la
réponse immunitaire, la prolifération musculaire lisse, la régulation lipidique, la sécrétion des
facteurs de croissance hématopoiétiques et le contrdle du tonus vasculaire. Parallelement,
l'implication de I'endothélium dans de nombreuses pathologies (athérosclérose, angiogenése
tumorale, maladies auto-immunes...) est maintenant bien documentée, surtout en ce qui

concerne son role dans le développement de la réaction inflammatoire.

L'intérét porté a la compréhension des processus dynamiques qui autorisent la mise en
place de l'inflammation, et qui sont largement dépendants de la fonction de filtre de
I'endothélium vasculaire entre le flux sanguin et les tissus environnants, amene les recherches
concernant la pathogenese de 1'asthme bronchique a se concentrer sur les cellules endothéliales.
Non seulement ces cellules représentent une cible pour les différents types cellulaires impliqués
dans l'allergie mais elles peuvent aussi étre considérées comme des participants actifs dans le
développement de la réaction inflammatoire immunoallergique: par la production de médiateurs
proinflammatoires possédant des propriétés activatrices ou inhibitrices (phospholipides,
cytokines, chémokines) et a travers l'expression de molécules d'adhérence a sa surface
(molécules qui supportent 1'adhésion des leucocytes sanguins et leur migration vers les sites
inflammatoires). De cette maniere, les cellules endothéliales empéchent ou autorisent 1'influx de

leucocytes sanguins dans les tissus.
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L'unité de recherche dirigée par le Professeur TONNEL est particulierement axée sur la
compréhension des mécanismes cellulaires et moléculaires de la réaction inflammatoire en
pathologie immunoallergique respiratoire, et dans ce contexte 1'asthme représente un des poles
d'intérét. Ainsi a été entreprise, depuis quelques années, I'étude des coopérations entre les
cellules endothéliales et les leucocytes dans l'initiation et la pérennisation de la réaction
inflammatoire décrites dans les asthmes allergiques.

Le travail de recherche qui a été mené lors de ma theése a consisté a étudier, a différents
niveaux, la contribution des cellules endothéliales dans I'asthme:

1) nous avons testé, directement au niveau de 'activation endothéliale, 1'efficacité d'un
anti-histaminique couramment utilis€ dans le traitement de 1'asthme;

2) I'analyse des mécanismes cellulaires d'activation de la cellule endothéliale lors de la
réaction allergique bronchique a ét€ abordée par I'étude des coopérations entre cette cellule et
I'osinophile, cellule clé de la pathologie asthmatique;

3) la mise en évidence récente dans notre laboratoire d'une molécule spécifique des

cellules endothéliales nous a amenés a étudier la régulation de son expression par des

médiateurs intervenant dans la réaction inflammatoire associée a I'asthme.
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Figure 1: Différenciation des cellules endothéliales. Les cellules souches
endothéliales potentielles migrent, proliferent et se différencient lors de processus de vasculogenése et

d'angiogengse, de maniére a former les nombreux phénotypes de cellules endothéliales qui sont -

retrouvés dans les différents lits vasculaires. La stimulation de cellules endothéliales (EC) entraine une

expression spécifique de molécules qui constituent la caractéristique du phénotype "activé" des.
cellules endothéliales. Le phénotype constitutif des cellules endothéliales est contr6lé spécifiquement

par le milieu environnant; et de la méme maniére, la transdifférenciation des cellules endothéliales
caractérise le processus a travers lequel un phénotype constitutif est altéré en réponse a un changement
du microenvironnement. (Extrait de "Differentiation of endothelial cells: Analysis of the constitutive and

activated endothelial cell phenotypes". H.G. Augustin, D.H. Kozian and R.C. Johnson. (1994).
Bioassays 16: 901-906.)




A. Bislogie de l'endothelivm

I. Différenciation et diversité de 1'endothélium.

L'hypothése selon laquelle les cellules endothéliales et les cellules hématopoiétiques
dérivent d'un précurseur commun lors de l'embryogenése a été émise (Risau, 1988) puis
confirmée apres que l'on ait découvert, a la surface des cellules endothéliales de 1'aduite,
I'expression de marqueurs de différenciation de cellules hématopoiétiques (Favaloro, 1993). La
différenciation de novo des cellules endothéliales primaires, processus défini sous le terme de
vasculogenese, est suivie dans les étapes ultérieures du développement embryonaire par
l'angiogenése, qui correspond au "bourgeonnement” de nouveaux vaisseaux a partir de
vaisseaux sanguins préexistants (Figure 1). Ces deux processus, étroitement contfélés dans le
temps et dans l'espace, subissent l'influence du microenvironnement notamment par
l'intermédiaire de facteurs de croissance exogenes (Fibroblast Growth Factor (FGF) acide,
FGF basique, Transforming Growth Factor alpha (TGFoa), TGFB) mais aussi d'autres

composés tels 1'angiogénine, I'héparine et le cuivre (Folkman, 1987).

En effet I'arbre vasculaire peut étre divisé en différents systémes ayant chacun leur
spécificité (revu par Caen, 1987): - le systéme artériel composé des arteres et des artérioles,
- le systéme capillaire,
- le systéme veineux constitué par les veinules et les
veines.
L'hétérogénéité phénotypique des cellules endothéliales est la conséquence d'une adaptation des

territoires vasculaires a leur fonction (Bicknell, 1993):

Ainsi I'endothélium au niveau du systéme artériel se présente comme une monocouche
de cellules endothéliales, de forme polygonale et reposant sur une membrane basale

discontinue. La morphologie "monocouche" joue un réle majeur dans la conception de




I'endothélium en tant que "barriere continue". On estime la surface de cet endothélium 4 environ

28 m? (Wolinsky, 1980).

Au niveau du systéme capillaire, trois situations sont envisageables: (i) dans la plupart

des cas, I'endothélium est formé d'une simple couche de cellules endothéliales extrémement
proches les unes des autres, les membranes plasmiques de deux cellules adjacentes n'étant
séparées que par une fente trés étroite constituant la jonction (ex: capillaires des muscles
cardiaques et squelettiques, du poumon et de la peau...); (ii) dans certains cas, la couche
endothéliale est traversée par de nombreux pores, encore appelés fenestrations, donnant ainsi
naissance a un endothélium discontinu fenestré (capillaires fenestrés retrouvés au niveau des
glandes endocrines et des glomérules rénaux); (iii) dans la moelle osseuse et les sinusoides du
foie ou de la rate, les cellules endothéliales sont alignées avec des cellules de type réticulo-
endothélial, formant un endothélium discontinu non-fenestré. L'endothélium capillaire a été

estimé comme représentant une surface d'environ 1500 m2 (Wolinsky, 1980).

L'endothélium situé au niveau du systéme veineux, évalué & une surface de plus ou
moins 90 m2 (Wolinsky, 1980) est assez semblable 2 celui retrouvé au niveau du systéme

artériel, les différences concernant davantage les couches plus internes de la paroi vasculaire.

Le phénotype constitutif des cellules endothéliales est assez instable et peut étre perdu
dés lors que les cellules sortent de leur environnement. Néanmoins cette possibilité de
transdifférenciation illustre parfaitement la capacité de ces cellules a s'adapter au mieux aux
besoins locaux par la mise en place de fonctions structurelles et métaboliques complexes. Les
modifications morphologiques des cellules endothéliales peuvent également étre associ€es a une
activation cellulaire (phénotype d'activation): l'induction de l'expression de molécules
d'adhérence a la surface des cellules endothéliales lors de I'inflammation en est I'un des

meilleurs exemples (se reporter au paragraphe VL.).



II. Identification des cellules endothéliales en culture.

L'isolement des cellules endothéliales a partir des différents vaisseaux est une étape
délicate qui él nécessité plusieurs années de mise au point afin d'obtenir des cultures d'une assez
grande pureté. En effet, de part les techniques d'isolement, des cellules périvasculaires
(péricytes, cellules musculaires lisses, fibroblastes) contaminaient fréquemment les cultures de
cellules endothéliales. Ceci a conduit les auteurs a rechercher l'existence de marqueurs
métaboliques et ultrastructuraux certifiant l'origine endothéliale des cellules en culture
(néanmoins ils ne permettent pas d'identifier la provenance (petits ou grands vaisseaux) des

cellules). Parmi ces marqueurs, on distingue:

* le facteur VIIl/Facteur de Willebrand (von willebrand factor ou yYWF): antigéne

intracellulaire considéré comme éfant le marqueur le plus fiable, le facteur de Willebrand se
présente sous la forme d'une glycoprotéine multimérique composée de plusieurs sous-unités de
225000 Daltons. Stocké dans les corps de Weibel-Palade, il est libéré par la cellule endothéliale
en réponse a divers stimuli (dont la thrombine) constituant le facteur VIIIVWF plasmatique. Il
peut également s'associer au facteur VIIIc (coagulant) (facteur anti-hémophilique A) pour
former le complexe (FVIII/FvW+FVIIIc). La fonction du VIIIVWF sera présentée
ultérieurement (se reporter au paragraphe IV.2.b). Cet antigéne a été décrit dans des cultures de
cellules endothéliales d'origines diverses: veine ombilicale (Jaffe, 1977), aorte (Booyse,
1975a), artere et veine pulmonaires (Johnson, 1980), capillaires surrénaux (Folkman, 1979),
capillaires de la peau (Davison, 1980), du cerveau (Phillips, 1979) et de la rétine (Bruzney,

1979). Le facteur VIII existe également sur les mégacaryocytes et les plaquettes (Jaffe, 1977).

* l'enzyme de conversion de l'angiotensine (Angiotensin Converting Enzyme ou

ACE): cette enzyme (transformant l'angiotensine I en angiotensine II) est exprimée de fagon
constitutive au pdle luminal de la cellule endothéliale (Ryan, 1976). Cette localisation lui permet
de participer a la régulation du tonus vasculaire (se reporter au paragraphe V.). Elle a été

détectée sur des cellules endothéliales d'aorte (Hayes, 1978), de veine ombilicale (Johnson,



1977), d'artere et de veine pulmonaires (Johnson, 1980), de cerveau (Bowman, 1981) et de
capillaires surrénaux (Folkman, 1979). Toutefois il semble important de préciser que I'ACE est
également exprimée par les macrophages et certains épithélia (Caldwell, 1976) de telle sorte que
sa présence sur une cellule ne garantit pas 'origine endothéliale de cette derniére (néanmoins

son absence dans une culture supposée d'origine endothéliale doit attirer l'attention).

* les corps de Weibel-Palade: décrits comme des baguettes d'environ 0,1 pm de
diametre et 3 um de long (Weibel, 1964), ils forment un faisceau de tubules paralléles a 1'axe
longitudinal de la cellule. Bien que leur fonction reste inconnue, ils constituent un excellent
marqueur endothélial. In vivo, les corps de Weibel-Palade sont abondants dans les grands
vaisseaux et les capillaires en croissance et, A un degré moindre, dans les capillaires matures
(Kumar, 1980). IIs ont été mis en évidence dans des cellules endothéliales isolées & partir de
veine ombilicale (Haudenschild, 1975) ou de capillaires surrénaux (Folkman, 1979). En plus de
leur spécificité endothéliale, ils pourraient refléter une spécificité humaine puisqu'il semble plus

difficile de les mettre en €vidence sur des cellules endothéliales bovines, murines ou de rat.

* une surface non-thrombogéne: par définition, le role de 'endothélium est

d'assurer le maintien d'une surface a laquelle les plaquettes et autres cellules ne peuvent pas
adhérer. Sa position de filtre entre le sang et les vaisseaux rend implicite sa participation dans la
régulation de l'activation de la coagulation sanguine et les processus d'infiltrats cellulaires. Il a
été démontré que les cellules endothéliales d'aorte (Booyse, 1975b), de veine ombilicale
(Curwen, 1980) et de capillaires cervicaux (Bowman, 1981) en culture maintenaient une surface

non-thrombogéne.

* production de prostacycline (encore appelée Prostaglandine I5 ou PGI3): ce

dérivé de l'acide arachidonique est connu pour sa puissante activité inhibitrice de I'agrégation
plaquettaire (Moncada, 1976) ainsi que pour son action vasodilatatrice (Dusting, 1977). Son

action dans ces processus sera développée respectivement dans les paragraphes IV.1. et V.1.

-
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La synthése de prostacycline a été évaluée sur des cellules endothéliales de capillaires

(Coughlin, 1980), d'aorte et de veines ombilicales (Weksler, 1977; Coughlin, 1980).

Les cellules endothéliales humaines les plus accessibles sont celles isolées a partir de la
veine ombilicale (couramment appelées HUVEC pour Human Umbilical Vein Endothelial Cell)
De fait, ces cellules représentent le modele d'étude de référence de 1'endothélium vasculaire
humain. Néanmoins le faible index mitotique de ces cellules, décrit in vivo pour l'endothélium
(Wright, 1972), est également observé in vitro et rend impossible la culture & long terme et a
grande échelle. Bien qu'il ait été établi que le sérum fournit une multitude d’hormones et de
facteurs mitogenes pour la croissance in vitro de cellules mammiferes, les HUVEC comme les
cellules endothéliales isolées a partir d'aorte bovine présentent une densité de saturation qui est
indépendante de la concentration de sérum contenu dans le milieu de culture (Haudenschild,
1976): ceci rend la cellule endothéliale humaine unique parmi les cellules impliquées dans la
biologie du vaisseau. De plus, une fois la confluence atteinte, les cellules stoppent leur
croissance (phénomene décrit sous le terme d'inhibition de contact ou topoinhibition) et ceci
méme si des facteurs de croissance sont ajoutés au milieu de culture (Haudenschild, 1976).
Néanmoins la croissance in vitro des HUVEC peut €tre stimulée par un facteur de croissance
(Endothelial Cell Growth Factor ou ECGF), protéine d'environ 75000 Daltons isolée & partir
d'hypothalamus bovin (Maciag, 1979).

III. Morphologie des cellules endothéliales en culture.

Les cellules endothéliales in vivo s'organisent en monocouche aplatie et uniforme de
cellules polygonales et allongées, longues de 25 4 50 pm, larges de 10 & 15 pm, orientées dans
le sens du flux sanguin. Le versant supérieur des cellules endothéliales est en contact avec le
sang (pdle luminal ou apical) et le versant inférieur est exposé au fluide interstitiel et la matrice
extracellulaire du sous-endothélium (pble_subluminal ou basal). Il apparait évident qu'une fois

les cellules isolées de leur vaisseau et mises en culture in vitro cette définition ne peut plus étre



Figurc 4
Représentation schématique et simplifiée d’unc cellule endothéliale.

. Ce schéma montre les communications possibles entre la lumiére du vaisscau ct la membrane basale du
sous-cndothélium par les jonctions interendothéliales () ct des canaux trans-endothéliaux («”). Une
vésicule d’endocytose (<) et différentes vésicules || cytoplasmiques sont également visibles.

n = noyau; m

wp n m

lumiére

= mitochondriec ; WP = corps de Weibel Palade ; mb = membrane basale.




utilisée comme critére morphologique majeur. Néanmoins cette polarité est également
fonctionnelle puisque les composés qui doivent se retrouver dans le sang circulant sont sécrétés,
par la cellule endothéliale, par le pole luminal et que les produits destinés a rejoindre la matrice
(constituée de collagéne, fibronectine, élastine...) sont sécrétés par le pdle basal. Une
représentation shématique d'une cellule endothéliale est proposée sur la Figure 2: ony

distingue:
1. Le noyau.

La cellule endothéliale présente un noyau rond légerement elliptique entouré d'un

cytoplasme périnucléaire dense et riche en organites cellulaires.

2. Le cytoplasme.

* les fibrilles: dans des cultures post-confluentes, on peut observer la mise en
place, dans la zone de contact entre le substrat et la membrane basale des cellules, d'un réseau
circulaire complexe fait de fibrilles périphériques de 60 Angstroms et qui s'oriente de fagon
paralléle aux fibrilles extracellulaires. Cette orientation préférentielle semble constituer

I'évidence morphologique d'une certaine polarité des cellules endothéliales en culture.

* les corps de Weibel-Palade: ces organites cellulaires ont déja été décrits dans le

paragraphe II.. Bri¢vement, ces corps en forme de baguette sont entourés d'une membrane
unique. Leur matrice homogene renferme de nombreuses structures tubulaires. Outre le fait

d'étre le réservoir naturel du facteur de Willebrand, leur fonction reste relativement mal connue.

* les vésicules: si I'endothélium.constitue une véritable barrieére entre le sang et
les tissus, il ne doit pas pour autant étre un obstacle au passage de nutriments et autres solutés
entre ces deux compartiments. Ainsi plusieurs mécanismes d'endocytose peuvent intervenir

selon la taille des composés a incorporer. La captation de microgoutelettes extracellulaires peut




se faire par simple invagination de la membrane. L'ingestion de fluides et de solutés est réalisée
au niveau de puits de clathrine (encore appelés puits recouverts) par l'intermédiaire de petites
vésicules (diametre inférieur &4 150 nm) véritables morceaux de la membrane plasmique des
cellules. L'incorporation de ces vésicules dites recouvertes dans le cytoplasme constitue la
pinocytose. Leur nombre varie fortement avec les conditions de culture. Les vésicules de
pinocytose sont localisées & la base et au sommet des membranes ainsi que le long des
membranes en contact avec des cellules adjacentes. Un autre mode plus spécifique d'endocytose
permet a la cellule d'incorporer des macromolécules. Ces dernicres se fixent a des récepteurs
complémentaires exprimés a la surface cellulaire au niveau de puits recouverts. Ces complexes

récepteur-macromolécule sont internalisés dans les vésicules d'endocytose.

* les jonctions serrées et jonctions ouvertes: non seulement les cellules

endothéliales communiquent avec le milieu environnant (sang, tissu) mais elles assurent
également des échanges entre elles par l'intermédiaire de jonctions intercellulaires. Parmi celles-
ci on distingue des jonctions serrées ou imperméables (tight junctions) ainsi que des jonctions
ouvertes (gap junctions), les deux types ayant été mis en évidence dans des cultures primaires
de cellules endothéliales (Larson, 1982). Apres plusieurs passages ces jonctions sont moins

fréquentes et moins développées que dans les cultures primaires mais ce déficit semble étre

compensé par un réseau complexe d'invaginations cytoplasmiques. Ces jonctions participent au

maintien de la polarité cellulaire, de l'intégrité tissulaire ainsi qu'a la régulation des échanges

transvasculaires.

3. Le cytosquelette.

11 est composé des trois systémes fibreux décrits ci-dessous:

* les microfilaments: constitués d'actine, de myosine et de tropomyosine, ces

filaments, dont la taille peut atteindre jusqu'a 50 um (soit toute la longueur de la cellule

endothéliale) s'associent pour former des faisceaux de 6 nm de diamétre qui sous-tendent la




membrane plasmique (Goldman, 1979; Giacomelli, 1970). De ce fait, ils sont préférentiellement
retrouvé€s au site d'attachement de la cellule a son substrat (pdle basal in vivo) (Gimbrone,
1974). 11 a été démontré que I'histamine engendrait la formation des filaments d'actine (Carson,
1992). La thrombine peut se fixer au récepteur de la vitronectine exprimé a la surface des
cellules endothéliales et induire la réorganisation du cytosquelette (Bar-Shavit, 1991; Phillips,
1994). Le TGFB, décrit pour diminuer la prolifération des cellules endothéliales, modifie
également 1'agencement des microfilaments d'actine (Coomber, 1991) tout comme le TNF,
I'hyperthermie, le 12 (S) HETE (un métabolite de la lipooxygénase) (Lin, 1992; Tang, 1993).
La redistribution des filaments d'actine dans les cellules endothéliales est un des événements
cellulaires treés précoces ayant lieu en réponse aux forces de cisaillement que subissent les

cellules endothéliales (Ookawa, 1992).

* les filaments: coxﬁposés essentiellement de vimentine (Franke, 1978), ces
filaments de 10 nm de diametre (Lazarides, 1980) mais de longueur variable se regroupent en
faisceaux ou restent sous forme de simples filaments autour du noyau ou bien encore dispersés
au sein du cytoplasme (Blose, 1979; Blose, 1976). Des études in situ de cellules endothéliales
montrent une association de ces filaments avec des organites intracellulaires tels que les
mitochondries (Franke, 1979), les lysosomes (Asmussen, 1975), les corps de Weibel-Palade
(Gimbrone, 1974), les phagosomes (Frank, 1977) ou encore le noyau (Blose, 1979). 11 a été
démontré in vivo que ces filaments intervenaient lors de la mitose en assurant le maintien aux
vaisseaux des cellules filles issues d'une cellule en division, les empéchant ainsi d'étre

emportées par le flux sanguin (Blose, 1981).

* les microtubules: d'un diametre de 24 nm, ils correspondent au regroupement

autour d'une cavité, laissée creuse, de treize protofilaments, hétérodimeres des tubulines alpha
et béta associées a des protéines dites MAPs (Microtubules Associated Proteins) (Snyder,
1976). Dispersés dans le cytoplasme (Ausprunk, 1978), ils participent aux processus de

morphogenése et de mouvements cellulaires (Gotlieb, 1981). Associés aux filaments de 10 nm,
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ils assurent le transport des organites cellulaires et des produits de sécrétion a travers le

cytoplasme (Wang, 1978).

4. La membrane plasmigue.

Les cellules endothéliales sont recouvertes d'un manteau péricellulaire, encore
appelé glycocalyx, constitué au pdle apical de protéoglycanes (PG) et de glycosaminoglycanes
(GAG) (Roth, 1984). Les cellules endothéliales synthétisent et sécrétent ces composés parmi
lesquels on distingue des héparanes sulfates (HS) essentiellement localisés a la surface de la
cellule, alors que des chondroitines sulfates (CS) et des dermatanes sulfates (DS) occupent une

position plus extracellulaire (Simionescu, 1981).

IV. Endothélium et hémostase.

L'hémostase se définit comme 'ensemble des mécanismes assurant a la fois le

maintien et la fluidité du sang dans les espaces vasculaires.

1. L’endothélium: surface naturellement anti-thrombogéne.

A T’état physiologique, la cellule endothéliale produit des substances qui

maintiennent la fluidité sanguine. Parmi ces différents facteurs, on peut citer:

o les prostaglandines (PG): Les cellules endothéliales ainsi que les
cellules musculaires lisses ont la particularité de sécréter des prostaglandines en quantité élevée
(Wolinsky, 1980; Pelikan, 1979). Ces molécules (PGD3, PGE; et PGI,) sont issues du
catabolisme de I'acide arachidonique (Marcus, 1978). La PGI; ou prostacycline a été décrite
comme étant un puissant agent vasodilatateur et anti-agrégant plaquettaire jouant un réle capital

dans la prévention de la thrombose. La sécrétion la plus importante de PGI; a été mise en
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évidence dans les cellules endothéliales de veine ombilicale et d'aorte bovine et porcine, la
source de cellules endothéliales semblant étre un déterminant majeur pour la capacité de ces
cellules a produire la PGI (Moncada, 1977). Plusieurs groupes d'agents sont capables de
stimuler les cellules endothéliales et d'induire leur production de PGIy: on peut citer la
thrombine, I'angiotensine, l'acide arachidonique, le calcium ionophore, la trypsine, la
bradykinine, les nucléotides de 1’adénosine et le facteur de croissance dérivé des plaquettes
(Platelet Derived Growth Factor ou PDGF) (Weksler, 1977; Weksler, 1978; Coughlin, 1980;
Moncada, 1977; Czervionke, 1979).

* le svstéme protéine C - protéine S - thrombomoduline: Les cellules

endothéliales synthétisent et expriment a leur surface une protéine de 74 kDa: la
thrombomoduline. Cette protéine se comporte comme un récepteur pour la thrombine. Ce
complexe thrombine-thrombomoduline active la protéine C (inhibiteur physiologique de la
coagulation), la thrombomoduline jouant le r6le d'un cofacteur accélérant considérablement la
réaction (Levin, 1979). La protéine C passe donc d'une forme inactive 2 une forme active
(protéine Ca) et le complexe thrombine-thrombomoduline est internalisé et dégradé a l'intérieur
des cellules endothéliales. La protéine Ca a pour but d'inactiver les facteurs Va et VIIIa, réaction

également potentialisée par un cofacteur: la protéine S (Esmon, 1983).

* les "heparin like molecules”: mises en évidence a la surface des cellules
endothéliales de capillaires en culture (Marcum, 1984), ces molécules correspondent
essentiellement a des héparanes sulfates (HS) dont le role (semblable a celui de I'héparine mais
a un degré moindre (Tg:ien, 1976)) consiste a fixer de l'anti-thrombine III (ATIII) et
probablement de la thrombine. Une fois fixée aux HS, I'ATIII accélére l'inhibition de la
thrombine et des facteurs IXa et Xa (Hatton, 1978). Des produits de sécrétion plaquettaire tels
I'héparinase et le polypeptide platelet factor 4 (PF4) peuvent influencer ces réactions et initier
I'hémostase: en dégradant 'héparine et les HS pour I'héparinase (Wasteson, 1976) ou en
entrant en compétition avec I'ATIII (en raison de sa trés forte affinité pour I'héparine) pour la

fixation aux HS membranaires dans le cas du PF4 (Busch, 1980). Il existe donc a la surface de
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I'endothélium au moins deux syst¢mes d'inhibition de la thrombine: le syst¢éme protéine C-

protéine S-thrombomoduline et le complexe ATIII-HS.

* les GAG (glycosaminoglycanes): L'importance des GAG et surtout des

héparanes sulfates se traduit a plusieurs niveaux: (i) de part leur encombrement stérique et leurs
propriétés polyanioniques, les GAG sont en partie responsables de la sélectivité du transport
transcellulaire des macromolécules et des ions. Ils participent au contrdle de la perméabilité
endothéliale (Shirahama, 1972); (ii) les interactions des GAG avec les cellules sanguines ou
leurs dérivés occupent une place capitale lors des différentes étapes de I'hémostase. En effet ils
influencent I'adhésion puis l'agrégation plaquettaire (Busch, 1973) ainsi que le systéme de
coagulation (Kirk, 1959). En effet I'ajodit in vitro d'héparanes sulfates, de chondroitines

sulfates ou de dermatanes sulfates entraine 'inhibition de ces deux phénomeénes (Busch, 1973).

De plus, en s'associant avec d'autres produits de la cellule endothéliale comme la prostacycline,’

les GAG seraient capables de créer une véritable barriere repoussant les plaquettes et inhibant
toute adhésion (Hoak, 1981). Les GAG participent ainsi a la limitation et la focalisation de

I’agrégation plaquettaire au foyer lésionnel.

2. L’endothélium face a une agression,

Dans une situation d’agression (traumatique, inflammatoire, toxique...), la
surface anti-thrombogene peut étre rompue. Se déclenche alors toute une série de phénomenes
qui a pour objectif la réparation de la l€sion et la restauration de 1’intégrité de la surface anti-
thrombogene. Ces phénomeénes sont divisés en plusieurs étapes successives tres liées (revu par
Crutchley, 1987):

o I'hémostase primaire (2 a 5 min) correspondant a 1'adhésion, l'activation puis

I'agrégation des plaquettes sanguines,

* la coagulation (5 a 10 min) qui aboutit & la formation d'un caillot. La

coagulation met en jeu un grand nombre facteurs,




Tableau 1: Les facteurs de la coagulation

Numéro Nom Rdole
I Fibrinogene Substrat
I1 Prothrombine Enzyme
I11 Thromboplastine tissulaire "Cofacteur"
Iv Calcium Cofacteur
A\ Proaccéréline Cofacteur
VII Proconvertine Enzyme
VIII Anti-hémophilique A Cofacteur
IX Anti-hémophilique B Enzyme
X Facteur Stuart Enzyme
XI Facteur Rosenthal Enzyme
XII Facteur Hageman Enzyme
XIII Facteur stabilisant la fibrine Enzyme
aucun Prékallicréine (Facteur Fletcher) Enzyme
aucun Kininogene (de haut PM) "Cofacteur”

(Facteur Fitzgérald)

Le facteur VI n'existe pas.




* la fibrinolyse (>24 h), processus de réparation, aboutit  la dissolution du
caillot,

* la recolonisation vasculaire.
a..L'agrégation. plaquettaire.

En cas de Iésion, la surface vasculaire anti-thrombogéne est rompue. La
1ésion est alors exposée aux plaquettes circulantes. Les plaquettes sanguines adhérent de fagon
trés rapide soit au collagéne (par un phénomene encore mal connu) soit 4 la membrane basale et
aux microfibrilles. Cette adhésion nécessite la présence d'ions calcium et fait interagir la
glycoprotéine plaquettaire Ib (gpIb) avec le FvW endothélial. Cette étape déclenche l'activation
des plaquettes qui se manifeste par un changement de forme (émission de pseudopodes) et la
libération de produits métaboliques issus de réactions enzymatiques (dégradatién de 'acide
arachidonique en thromboxane Aj ou TXAj qui est également un puissant vasoconstricteur;
ADP; thrombine). L'étalement des plaquettes rend accessible la glycoprotéine gpIIb/Illa au
fibrinogéne qui, en présence d'ions Ca2*, permet la formation de pontages entre les plaquettes:
il y a agregation plaquettaire. Le thrombus augmente par apposition de couches successives de
plaquettes. L'agrégat plaquettaire est renforcé par l'action de la thrombine qui transforme le

fibrinogene en un réseau de fibres de fibrine insoluble, initiant ainsi la réaction de coagulation.

La coagulation a pour objectif de renforcer la solidité du caillot sanguin.
Elle fait intervenir de nombreux facteurs qui sont présentés dans le Tableau 1. A cté des
facteurs anti-thrombogenes, la cellule endothéliale produit également différents facteurs
thrombogenes. De cette fagon I'endothélium vasculaire limite de maniere trés active I’extension

de la thrombose (Figure 3):
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Figure 3: Shéma récapitulatif des principaux facteurs mis en jeu lors de la coagulation.

mb: membrane basale; gplb: glycoprotéine Ib (plaquette); VIII/VW: facteur de Willebrand (cellule endothéliale); PGI2: prostaglandine 12;
TXA2: thromboxane A2; gpllb/Illa: glycoprotéine IIb/IIla (plaquette); V, VII, VIII, IX, X: facteur de la coagulation sous leur forme inactive

ou active (a); Xa + V + Ca2+: complexe prothrombinasique.
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* le_facteur de Willebrand (FvW): il ne posséde pas d’activité

thrombogene intrinséque mais, lorsqu’il est sécrété, il s’associe au facteur VIII de la coagulation
et le complexe ainsi formé a un role a jouer dans la formation initiale du thrombus. Briévement,
le facteur VIII/FvW réalise un pontage entre la gpIb des plaquettes et les microfibrilles du sous-
endothélium (Bé.rzu, 1986) permettant ainsi 1'adhésion des plaquettes. Le facteur vW est libéré
par la cellule endothéliale en réponse a de nombreux stimuli dont 1'un des plus puissants est la

thrombine.

* l'inhibiteur de l'activateur du plasminogene (PAI): cette protéine de 50

kDa a été isolée a partir de surnageants de culture de cellules endothéliales d'aorte bovine et de
veine ombilicale (Hoyer, 1981). Cet inhibiteur est sécrété en exces par rapport a l'activateur
tissulaire du plasminogéne (t-PA) connu pour son action fibrinolytique et auquel il s'associe
formant ainsi des complexes t-PA/PAI inactifs dans les surnageants de culture (Van Mourik,
1984). La thrombine inhibe la sécrétion du PAI ainsi que la protéine C qui interagit avec les

complexes t-PA/PAI (Levin, 1983).

» 2 tvpes d'activité procoagulante: formation de la thrombine

0 la_thromboplastine tissulaire est une lipoprotéine constituée de
phospholipides et de l'apoprotéine 3. N'existant pas a I'état basal, elle n'apparait dans les
cellules endothéliales qu'aprés stimulation par la thrombine, l'endotoxine bactérienne,
l'interleukine-1 (IL-1), le phorbol-myristate-acétate (PMA) ou a la suite d'une coopération
cellulaire (lymphoblastes, plaquettes) (Lyberg, 1983; Galdal, 1984). La thromboplastine
tissulaire active, par la voie extrinseque de la coagulation, le facteur VII en VIIa qui, a son tour,
induit I'activation du facteur X, permettant ainsi au complexe prothrombinasique actif de

transformer la prothrombine en thrombine.
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Figure 4: Shéma récapitulatif des principaux facteurs mis en jeu lors de la fibrinolyse.

t-PA: activateur tissulaire du plasminogéne; PAI: inhibiteur de l'activateur du plasminogéne; PDF: produits de
dégradation de la fibrine.




0 le systéme prothrombinasique met en jeu plusieurs facteurs de la

coagulation (V, IXa et Xa): soit ils sont synthétisés et exprimés a la surface des cellules "

endothéliales (V) (Nawroth, 1985), soit ils viennent s'y fixer de maniére spécifique (IXa et Xa)
(Rodgers, 1983). Le facteur X est activé par le facteur V membranaire et le facteur IXa en
présence de facteur VIII (Stern, 1983). Le facteur IX est activé soit par le systéme de contact
soit par le facteur VIIa de la voie extrinseque (Stern, 1984a). Le complexe prothrombinasique
ainsi constitué va donc permettre de transformer la prothrombine en thrombine. 11 est intéressant
de noter qu'une boucle de régulation des activités procoagulantes peut avoir lieu lors des états

inflammatoires par le biais de 1'TL-1 sécrétée par les monocytes/macrophages (Stern; 1984b).

L'hémorragie ayant été jugulée par la formation d'un caillot, ce dernier doit étre dissous
afin que la circulation sanguine, transitoirement interrompue dans le vaisseau 1ésé, reprenne.
Consécutive a la phase de coagulation débute alors la phase de réparation qui peut se subdiviser

en deux étapes: la fibrinolyse et la recolonistion vasculaire.

¢..La_fibrinolyse.

Le caillot est formé de fibrine (composé insoluble) qui sera découpée en
de nombreux fragments solubles par I’intermédiaire de la plasmine (Figure 4). Comme la
thrombine, la plasmine est issue d’un précurseur glycoprotéique appelé plasminogene, dont

I’activation nécessite I’intervention de cofacteurs enzymatiques. Parmi ces-derniers on trouve:

* U'activateur tissulaire du plasminogéne (1-PA): synthétisée et stockée

dans les cellules endothéliales, cette glycoprotéine de 66 kDa n’est libérée en quantité importante
que sous I’influence de divers stimuli dont la thrombine (Rijken, 1984) mais aussi dans
certaines conditions physiopathologiques telles le stress, I’acidose et 1’anoxie. Considéré
comme le principal activateur de la fibrinolyse physiologique, le t-PA posséde une affinité trés
élevée pour la fibrine et, de ce fait, forme avec celle-ci et le plasminogéne un complexe ternaire

permettant la transformation du plasminogéne en plasmine (Bachmann, 1984). Dans les cultures



de cellules endothéliales de veine ombilicale, la majeure partie du t-PA est couplée au PAI, son

inhibiteur (Bachmann, 1984).

.....

démontré que les surnageants de culture de cellules endothéliales de veine ombilicale humaine
contenaient une protéine semblable présentant des propriétés identiques a celles de I’urokinase
urinaire (Peunica, 1983). Contrairement au t-PA, 1’urokinase est sécrétée sous la forme d’un
précurseur (la pro-urokinase) et ne forme pas de complexe avec la fibrine mais agit directement

sur le plasminogeéne (Gurevitch, 1984).

Une fois le plasminogéne dégradé en plasmine, cette protéine a activité
enzymatique va digérer la fibrine (pour laquelle elle présente une forte affinité) en petits
- fragments qui seront ensuite éliminés dans la circulation. Ces produits de dégradation possédent
des activités anti-thrombinique, anti-polymérisation de la fibrine et anti-agrégation plaquettaire.
Un équilibre physiologique existe entre les inhibiteurs et les activateurs de la fibrinolyse. C’est

la Iésion vasculaire qui, en modifiant cet équilibre, déclenche le processus fibrinolytique.

d..La_recolonisation vasculaire,

Afin qu'il n'y ait jamais perte de la continuité cellulaire, les cellules
endothéliales migrent et se divisent de maniére & recouvrir la zone dénudée (Reidy, 1981). La

croissance des cellules endothéliales peut étre favorisée par différents facteurs tels que:

- les facteurs de croissance fibroblastique (FGF ou fibroblast growth factor)
acide (FGFa) ou basique (FGFb) (Jaye, 1986; Vlodavski, 1987);

- des facteurs de croissance liés a I'héparine (HBGF ou heparin-binding growth
factor) (Shing, 1984);

- I'angiogénine (Shapiro, 1986);
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- le facteur de croissance de 1'épiderme (EGF ou epidermal growth factor) dont
l'action est potentialisée par la thrombine, l'insuline et des molécules dites
"insulin-like"” (Gospadorowicz, 1978);

- le facteur de croissance pour 'épithélium (ECGF ou epithelial cell growth
factor);

- le facteur dérivé des plaquettes (PDGF ou platelet derived growth factor) qui

peut agir de maniere autocrine sur les cellules endothéliales (King, 1984).

Le taux de renouvellement des cellules endothéliales (estimé a 0,01 2 0,1 % par
24 heures) est relativement faible en raison d'un processus d'inhibition de contact qui inhibe le
cycle prolifératif d'une cellule lorsque celle-ci entre en contact avec une cellule voisine
(Haudenschild, 1976). Cependant les cellules endothéliales peuvent constamment se
repositionner les unes par rapport aux autres. Si la surface dénudée est trop importante, un
pseudo-endothélium non fonctionnel, constitué de cellules musculaires lisses modifiées, se met
en place. Dans ce cas, I'inhibition de contact a lieu entre les cellules musculaires lisses et les

cellules endothéliales.

V. Endothélium et tonus vasculaire,

L’endothélium est également une source de puissants agents modulateurs du tonus
vasculaire ainsi que de la croissance des cellules musculaires lisses. Ceci inclut les produits
relaxants tels que le facteur relaxant dérivé de I’endothélium (Endothelium-derived relaxing
factor ou EDRF) identifié maintenant comme étant le monoxyde d'azote (NO), le facteur
hyperpolarisant dérivé de I’endothélium (endothelium-derived hyperpolarising factor ou
EDHF), un composé apparenté au NO, mais aussi la prostacycline (PGIz) et un peptide
natriurétique de type C (C-type natriuretic peptide ou CNP). A I’opposé, on distingue des
facteurs entrainant une contraction vasculaire comme 1’endothéline-1 (ET-1) mais probablement

d’autres endothélines ainsi que le facteur contractant dérivé de I’endothélium (endothelium-
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Figure 5: Contrdle du tonus vasculaire par les médiateurs endothéliaux

*EDRF/NO: monoxyde d'azote dérivé de 1'endothélium

*PGI2: prostaglandine 12
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derived contracting factor ou EDCF) (Figure 5). Il est intéressant de noter que ces facteurs ont
€galement des actions antagonistes pour la croissance cellulaire: la plupart des agents
vasoconstricteurs sont de puissants mitogenes alors que les substances vasodilatatrices sont

plut6t des inhibiteurs.

1. Synthése de substances vasodilatatrices.

* PGI: a coté de son action anti-agrégante plaquettaire décrite ci-dessus,
la prostacycline participe aussi au contrdle du tonus vasculaire. Les propriétés de la PGIp
semblent étre médiées par I'induction de I’activité adénylate cyclase plaquettaire et musculaire
lisse aboutissant & la génération d’ AMP cyclique (AMPc) (Tateson, 1977; Hopkins, 1981), ce
dernier stimulant les systemes protéiques intracellulaires de séquestration du calcium dans les
compartiments membranaires non métaboliques. Le manque de calcium dans le cytosol ne
permet plus d’initier les phosphorylations nécessaires a I’interaction actine-myosine et par
conséquent la contraction musculaire est inhibée. La biosynthése de la PGI; par la cellule
endothéliale vasculaire est initée soit par un transfert transmembranaire d’endopéroxydes-
prostaglandines d’origine plaquettaire, soit par la génération intracellulaire d’acide
arachidonique libéré a partir des phospholipides endothéliaux par I’action d’une phospholipase
activée (phospholipase C ou PLC) (Moncada, 1979). Les substances responsables du relargage
de la prostacycline sont également capables d’entrainer la libération d’autres facteurs

vasodilatateurs par les cellules endothéliales.

* facteurs de reldchement dérivés de l'endothélium: en 1980, deux auteurs

mettent en évidence que 1’acétylcholine n’entraine le relachement du muscle lisse artériel que si,
et seulement si, I’endothélium est présent (Furchgott et Zawadski, 1980): on parle alors de
facteur relaxant dérivé de I’endothélium ou EDRF (endothelium derived relaxing factor). Cet
agent a été identifié plus tard comme étant le NO (Palmer, 1987). Plus récemment, d’autres
facteurs sont venus s’ajouter 2 la liste comme I’EDHF (endothelium-derived hyperpolarising

factor) ou le CNP (C-type natriuretic peptide).
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0 PTEDRF=NO: ce vasodilatateur trés labile a une demi-vie trés
bréve (6 a 50 sec). Ce n’est pas un produit spécifique a la cellule endothéliale puisque les
macrophages, les plaquettes, les cellules musculaires lisses du cerveau ou du foie sont
également capables de le synthétiser. Ce composé nitrique est issu de la transformation de la L-
arginine par une enzyme: la NO synthase (Palmer, 1988). Les NO-synthases des cellules
endothéliales (Marsden, 1992) ou du cerveau (Bredt, 1991) sont constitutives et calcium-
calmoduline-dépendante alors que I’enzyme des macrophages est inductible par I’interféron
gamma (IFNYy) et le LPS (Xie, 1992) et ne nécessite pas I’implication du syst¢éme calcium-
calmoduline (Lyons, 1992). Les forces de cisaillement, 1’acétylcholine, la bradykinine, la
sérotonine (récepteurs S1), I’angiotensine II, I’histamine (récepteurs H1), I’arginine (récepteurs
VP1), la noradrénaline et adrénaline (récepteurs 0.2), I’ADP et I’ ATP (récepteurs purinergiques
P2), la substance P et la thrombine sont tous des agents potentiellement inducteurs de la
production de NO. Le NO libéré de la cellule endothéliale se dirige vers les cellules musculaires
lisses sous-jacentes ou il stimule la guanylate cyclase cytosolique (Forstermann, 1986). Cette
activation génere la libération d’un second messager, la guanosine monophosphate cyclique
(GMPc), qui sera responsable du relachement musculaire lisse a plusieurs niveaux: (i) sur les
canaux membranaires en diminuant 1’influx calcique; (ii) sur la libération de calcium
intracellulaire; (iii) sur I’activité ATPase dépendante du calcium; (iv) sur la sensibilité des
myofilaments au calcium (Lincoln, 1991). Tous ces événements ayant pour conséquence
I’impossibilité pour I’actine d’interagir avec la myosine et donc I’inhibition de la contraction des

cellules musculaires lisses.

0 'EDHF (endothelium-derived hyperpolarising factor): a été

mis en évidence par Vanhoutte en 1989. La structure comme la pertinence physiopathologique
de cet agent demeurent encore mal connues. Cependant il pourrait agir par I’intermédiaire soit de
canaux potassiques sensibles a I’ ATP (Standen, 1989) soit de canaux potassiques activables par

le calcium (Adeagbo, 1993).
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0 le CNP (C-type natriuretic peptide): découvert plus récemment

comme €tant un autre agent vasodilatateur produit par I'endothélium vasculaire (Suga, 1992). Il
appartient a la famille des peptides natriurétiques, produits par les cellules endothéliales, qui
comprend déja ' ANP (Atrial Natriuretic Peptide ou peptide natriurétique atrial) et le BNP (Brain
Natriuretic Peptide ou peptide natriurétique du cerveau). La production endothéliale de CNP est
augmentée par I'ANP, le BNP (Nazario, 1995), le TGF-B8 (Suga, 1992) et les forces de
cisaillement qui sont capables d'induire I'expression du géne codant pour le CNP dans les
cellules endothéliales humaines (Okahara, 1995). Le CNP agit, de fagon paracrine et
probablement endocrine, en tant que veinodilatateur et vasodépresseur chez le chien (Wei,
1993) et inhibe la prolifération in vitro des cellules musculaires lisses associées aux vaisseaux

(Porter, 1992).

2. Synthése de substances vasoconstrictrices.

0 endothélines: L'endothéline-1 (ET-1) fut la premiére de ces
substances a étre découverte dans des cultures de cellules endothéliales bovines en 1988 et
décrite comme étant le plus puissant agent vasoconstricteur (Yanasigawa, 1988). En réalité,
I'endothéline exerce tout d'abord un effet vasodilatateur bref qui est immédiatement suivi d'un
effet vasoconstricteur et hypertenseur trés puissant (Masaki, 1993). Les endothélines existent
sous trois isoformes: ET-1, ET-2 et ET-3 (peptides de 21 acides aminés ayant des métabolismes
similaires) mais seule 'ET-1 est synthétisée par les cellules endothéliales (Inoue, 1989) en
réponse 2 différents stimuli tels 'hypoxie, I'angiotensine II, la vasopressine, I'adrénaline, la
bradykinine, la thrombine, le calcium ionophore, I'endotoxine, les esters de phorbol, certains
facteurs de croissance (PDGF, EGF) et le TGF-81. La sécrétion des endothélines est également
contrdlée par des agents dilatateurs (EDRF, ANP). Comme beaucoup d'autres facteurs,
'endothéline-1 est synthétisée sous la forme d'un précurseur (la préproendothéline) qui est
ensuite transformé en proendothéline (ou big endothéline) pour donner naissance, sous I’action

de I'enzyme de conversion de 1'endothéline (endothelin converting enzyme ou ECE), a la forme
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active a savoir I'endothéline-1 (Okada, 1990). Cette enzyme est située dans la membrane
plasmique des cellules endothéliales (Ohnaka, 1990) suggérant que la maturation de
'endothéline se fait juste avant son relargage hors de la cellule endothéliale. La sécrétion de
I'endothéline semble étre polarisée puisqu’elle se localise préférentiellement au pdle basal. Dans
la mesure ou l'endothéline va agir sur les cellules musculaires lisses vasculaires, on peut
avancer I'hypothese que cette localisation préférentielle traduit un mode d'action paracrine entre
les cellules endothéliales et les cellules musculaires sous-jacentes. On décrit deux types de
récepteurs pour l'endothéline: I'ET A et I'ETB (Liischer, 1993a; Liischer, 1993b). L'ETA est
situé sur les cellules musculaires lisses alors que I'ETp est exprimé par les cellules endothéliales
et entraine, apres interaction avec l'endothéline, la libération d'EDRF responsable du
reldchement des vaisseaux sanguins. Il est intéressant de noter que dans ces conditions
l'interaction ET-1/récepteur ETB induit également la sécrétion de NO qui s'ajoute a la production
basale de cet agent participant au maintien d'un tonus vasculaire, ainsi que la libération de la
prostacycline (De Nucci, 1988). L'ET-1 est donc un médiateur & effet paracrine et partiellement

autocrine.

0 EDCF: probablement issu du métabolisme de l'acide
arachidonique, ce facteur est sécrété par l'endothélium de rats souffrant d’hypertension
(Vanhoutte, 1989) ou de diabete (Tesfamariam, 1990) mais n'a pas été mis en évidence au

niveau des vaisseaux sanguins humains.

La compréhension des mécanismes de contrdle du tonus vasculaire passe par
l'intégration des différents types possibles de réponse de 'endothélium & des agonistes souvent
proches sur le plan fonctionnel. Cependant deux types de seconds messagers semblent
prépondérants: les médiateurs labiles entrainant une durée de réponse bréve (quelques secondes)
comme les EDREF, et les médiateurs exerc¢ant un effet durable (de 1'ordre de I'heure) et ayant un
temps de réponse long tels 'endothéline. L'endothélium par les EDRF modulerait le diametre

des vaisseaux en fonction des variations du flux sanguin (Rubanyi, 1986) alors qu'en sécrétant
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I'endothéline il contr6lerait la réponse des cellules musculaires lisses induisant une réponse
vasoconstrictrice locale qui limite le flux et permet I'autorégulation.

En plus de leur action vasoconstrictrice, les endothélines pourraient exercer un effet
mitogene (Hirata, 1989; Chua, 1992). L'endothéline agit en augmentant la mobilisation du
calcium intracytosolique soit en libérant le calcium de ses sites de stokage (voie des inositols
triphosphates IP3) soit en activant des canaux calciques membranaires (Van Renterghem,
1988). En présence de calcium et de calmoduline, la protéine kinase C peut entrainer la
phosphorylation des chaines légeres de myosine qui interagit alors avec l'actine provoquant la

contraction des cellules musculaires lisses (Resink, 1988).

VI. Endothélium et réaction inflammatoire.

1. Le recrutement des leucocytes dans les tissus.

Les interactions des leucocytes avec 1’endothélium et la matrice extracellulaire
(MEC) au cours des réactions immunes et inflammatoires ne sont pas des phénomenes
aléatoires mais, bien au contraire, correspondent a des processus complexes et finement
régulés. Les maitres d’ceuvre sont représentés par des chémokines, des molécules d’adhérence,
des intégrines et des mucines. Les molécules d’adhérence sont celles qui ont été le plus
étudiées. Elles ont été regroupées en familles et, parmi celles qui participent au recrutement des
leucocytes a I’intérieur des tissus, on peut citer: les sélectines, les intégrines et certains membres
de la superfamille des immunoglobulines. Les sélectines jouent un role important dans la phase
initiale de contact entre les leucocytes et I’endothélium alors que les intégrines et les membres de
la superfamille des immunoglobulines sont impliqués dans les phases suivantes a savoir la

migration transendothéliale et les interactions avec la MEC.
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o. famille des Sélectines: elle se compose des trois protéines

suivantes: la E-sélectine (E=Endothélial), la P-sélectine (P=Platelet ou Plaquette) et la L-
sélectine (L=Leukocyte ou leucocyte). Ces trois glycoprotéines transmembranaires ont une
structure commune 2 savoir: - une extrémité N-terminale apparentée a celle des lectines

de type C (dépendante du Ca2+);

- un domaine homologue a celui du facteur de croissance

pour I’épiderme ou EGF (epidermal growth factor);

- de petites séquences consensus répétées (CRP ou

complement regulatory proteins) comme celles des

protéines régulatrices du complément;

- un domaine transmembranaire;

- une extrémité cytoplasmique (revu par McEver, 1994).
Les génes codant pour ces molécules sont localisés sur le chromosome 1 (q21-24) (Watson,

1990).

* la E-sélectine (CD62E, ELAM-1 ou endothelial leucocyte
adhesion molecule-1): cette molécule, dont le poids moléculaire peut varier de 64 a 115 kDa
selon le degré de glycosylation, comporte 6 CRP. Elle requiert une synthese de novo d’ ARN
messager et de protéine. Elle est induite a la surface de cellules endothéliales stimulées par
I’interleukine-1 (IL-1), le facteur nécrosant pour les tumeurs (TNF ou tumor necrosis factor) et
le lipopolysaccharide (LPS) (Bevilacqua, 1987). L’induction par le TNFo pourrait étre inhibée
par ’action du TGF-8 (Gamble, 1993). In vitro son expreésion a la surface de la cellule
endothéliale est détectable environ 1 heure apreés la stimulation, maximale entre la quatriéme et la
huitiéme heure, le niveau basal étant retrouvé a la vingt-quatriéme heure. L’extrémité N-
terminale du domaine lectinique ainsi qu’un épitope de la région homologue a I'EGF jouent un

role important dans la liaison de la E-sélectine a son ligand (Erbe, 1992). Les neutrophiles, les
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€osinophiles, les cellules NK (natural killer), une sous-population de cellules T mémoires, les
monocytes et certaines cellules tumorales se lient a ’endothélium par I’intermédiaire de cette
sélectine (Walsh, 1990; Carlos, 1991; Leeuwenberg, 1992; Bevilacqua, 1993). En absence de
ligand, la E-selectine est rapidement internalisée et dégradée dans des lysosomes (Smeets,
1993). Néanmoins une forme soluble de la E-sélectine a été mise en évidence dans le plasma

(Lobb, 1991a).

Les sélectines reconnaissent des déterminants carbohydratés. En ce qui concerne la E-
sélectine, son ligand a été identifi€ comme étant un tétrasaccharide fucosylé: le sialyl Lewis X
(SLe* ou CD135s) ainsi que des structures trés apparentées comme 1’antigéne lymphocytaire
cutané ou CLA (cutaneous lymphocyte antigen) (Phillips, 1990; Tiemeyer, 1991, Berg, 1992).
Ces ligands sont exprimés par les neutrophiles et les monocytes (Munro, 1992), les cellules NK
(Pinola, 1994), les lymphocytes T et B activés ex vivo (Ohmori, 1993). L’interaction des
cellules tumorales avec la E-sélectine se fait plutdt par I’intermédiaire d’un ligand retrouvé de
fagcon moins fréquente sur les leucocytes (donc peut-€tre moins impliqué dans le recrutement
leucocytaire): le sialyl Lewis A (SLed) (Bevilacqua, 1993). La P-sélectine est également capable
de se fixer a une autre sélectine: la L-sélectine (Picker, 1991). A c6té de ces sucres, certaines
protéines comme le CD66 (Kuijpers, 1992), les intégrines 82 (Kotovuori, 1993) ou une
glycoprotéine de 150 kDa (Lenter, 1994) peuvent participer a la reconnaissance des sélectines
par I’intermédiaire d’un résidu sucré, donnant lieu  des interactions de plus forte affinité entre

les sélectines et leur ligand (Lasky, 1992).

* la P-sélectine (CD62P): cette protéine comporte 9 CRP et
posséde un poids moléculaire compris entre 86 et 122 kDa suivant son degré de glycosylation.
Initialement observée dans les plaquettes sous le terme de PADGEM (platelet activation-
dependent granule-external membrane protein) (Hsu-Lin, 1984) ou GMP-140 (granule
membrane protein) (McEver, 1984), la P-sélectine a également été décrite dans les cellules
endothéliales (McEver, 1989; Bonfanti, 1989). Dans les deux cas, cette protéine est synthétisée

et stockée a I’intérieur des cellules dans les granules o des plaquettes (Stenberg, 1985) ou les
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corps de Weibel-Palade des cellules endothéliales (McEver, 1989; Bonfanti, 1989). La P-
sélectine est mobilisée trés rapidement (dans les minutes suivant la stimulation) et de fagon
transitoire (quelques minutes) a la surface membranaire aprés activation des cellules
endothéliales par 1’histamine, la thrombine (Lorant, 1991) ou le C5a (Foreman, 1994). L’IL-3
et le TNFo peuvent €également entrainer son expression mais de maniére plus durable (Khew-
Goodall, 1996). La P-sélectine entre en jeu dans les interactions avec les neutrophiles, les
monocytes et certains lymphocytes (Larsen, 1989a; Zimmerman, 1992; Lorant, 1993). Une
forme soluble a été€ mise en évidence dans le plasma d’individus normaux mais son origine
(plaquettaire ou endothéliale) reste incertaine. Par contre cette molécule peut venir. se fixer sur
les neutrophiles, inhibant ainsi I’interaction des neutrophiles avec les molécules de P-sélectine

exprimées 2 la surface de 1’endothélium (Dunlop, 1992).

Les SLeX, SLe2 et la L-sélectine font également partie des ligands potentiels de la P-
sélectine (Handa, 1991; Picker, 1991) ainsi que le trisaccharide Lewis X (LeX ou CD15) mais
ce dernier avec une moindre affinité (Larsen, 1990). La P-sélectine se lie aussi a des
glycolipides sulfatés (Handa, 1991) et certains polysaccharides sulfatés comme 1’héparine
(Skinner, 1989). Concernant les ligands protéiques de la P-sélectine, il a été récemment
démontré I’existence d’une glycoprotéine de 220 kDa dénommée PSGL-1 (P-selectin
glycoprotein ligand) dont Ia liaison est dépendante du calcium (Moore, 1992). Certains auteurs

la classent également dans la nouvelle famille des molécules dites “mucine-like”.

* la L-sélectine (CD62L): encore appelée LAM-1, LECAM-1,
Leu-8, TQ1, gp% MEL oy Mel-14 chez la souris, cette molécule posséde 2 CRP et un poids
moléculaire différent selon le type cellulaire sur lequel elle est exprimée: 75 kDa pour les
lymphocytes, 95 a 105 kDa pour les neutrophiles et 110 kDa pour les monocytes. La L-
sélectine est exprimée constitutivement et a 1’état fonctionnel sur la plupart des leucocytes et, de
ce fait, est impliquée dans le trafic leucocytaire (McEver, 1994). Un clivage protéolytique
faisant immédiatement suite a I’activation des leucocytes, la L-sélectine est rapidement libérée

dans le plasma (Jung, 1990) constituant ainsi la forme soluble de la protéine, cette derniére
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ayant la capacité d’inhiber I’adhésion des leucocytes a I’endothélium au cours de I’inflammation
(Gearing, 1993; Schleiffenbaum, 1992). En effet la L-sélectine, en plus de ces fonctions de
“homing receptor” (récepteur de domiciliation) dans la recirculation lymphocytaire, est

impliquée dans I’émigration des neutrophiles vers les sites inflammatoires.

La L-sélectine reconnait les SLeX, SLe? (Berg, 1992), les polysaccharides sulfatés et
I’héparine (Handa, 1991; Green, 1992). Deux glycoprotéines sulfatées (appartenant aux
sialomucines) ont été décrites comme étant des ligan-ds spécifiques de la L-sélectine (Lasky,
1992): une glycoprotéine majeure de 50 kDa appelée GlyCAM-1 (glycosylation-dependent cell
adhesion molecule-1), la seconde de 90 kDa ayant ét€ identifiée comme étant le CD34 molécule
également exprimée par les précurseurs hématopoiétiques et les cellules endothéliales

(Baumhueter, 1993).

| B. famille des Intégrines: cette famille est constituée

d’hétérodimeres (o) glycoprotéiques transmembranaires, les deux sous-unités étant liées de
maniére non covalente (Springer, 1990). Les intégrines sont classées en sous-familles portant le
nom de la sous-unité B (intégrines 81, By ... Bg), chaque sous-unité B pouvant s’associer avec
différentes sous-unités o (1 a 8 possibilités parmi les 15 sous-unités existantes). Les deux
sous-unités sont impliquées dans la fixation du ligand et ont une structure similaire :

- un grand domaine extracellulaire;

- une région transmembranaire hydrophobe;

- une petite région intracytoplasmique nécessaire aux changement d’avidité de la

molécule.
La sous-unité o comprend une répétition de 7 domaines homologues (I 2 VII) d’environ 60
acides aminés, les 3 ou 4 derniers constituant la zone de liaison aux cations. En effet les cations
divalents (Ca2+, Mg2+) sont nécessaires 2 la fonctionnalité de la molécule et a 1’association o/8
de certaines intégrines. Quant a la sous-unité B, son domaine intracytoplasmique est impliqué

dans la liaison aux protéines du cytosquelette telles la fibuline, la taline, la vinculine,
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I’actine...(Burridge, 1988). Trois sous-familles d’intégrines sont principalement impliquées
dans I’adhésion des leucocytes a I’endothélium: il s’agit des intégrines By (Arnaout, 1990), 8,

(Elices, 1990), et 37 (Berlin, 1993)

* intégrines B2: a cette chaine commune 8 ou CD18, on peut y

trouver associées trois sous-unité o donnant ainsi naissance aux intégrines suivantes:
CD11a/CD18 (082, LFA-1 ou lymphocyte function-associated antigen-1), CD11b/CD18
(oomB2, Mac-1, Mo-1, CR3) et le CD11c/CD18 (axB82, p150, 95). L’expression de ces
intégrines B est restreinte aux leucocytes néanmoins elle différe selon la nature de ces
leucocytes. Si les neutrophiles, les monocytes, les cellules NK expriment les trois intégrines 85,
il n’en est pas de méme pour les lymphocytes qui expriment principalement le CD11a/CD18
(Arnaout, 1990). Les molécules CD11b/CD18 et CD11¢/CD18 sont stockées a 1’intérieur des
monocytes, des neutrophiles, et leur expression a la surface cellulaire peut €tre induite trés
rapidement par différents agonistes tels le calcium ionophore, les esters de phorbol, le fMLP, le
TNFa, le GM-CSF (granulocyte macrophage colony stimulating factor), le C5a ou le
leucotriene B4 (LTB4) (Carlos, 1990a). A I’opposé le CD11a/CD18 n’est pas stocké et le
nombre de molécules CD11a/CD18 en surface n’apparait pas modulable. Il a été¢ démontré que
la grande affinité que possédaient ces intégrines pour leurs ligands respectifs était associée a un
changement conformationnel de la molécule sous la dépendance d’une liaison avec des cations
divalents (Dransfield, 1989). Ainsi les intégrines 87, présentes a la surface des leucocytes,
posseédent une affinité qui peut étre modulable. En ce qui concerne le LFA-1, spontanément,
I’affinité pour son ligand est faible mais, en présence de Ca2+/Mg2+* ou lorsque le LFA-1 est
engagé avec son ligand ou bien encore en présence de cytohésine-1 fixée a la partie
cytoplasmique de la chaine B; (notion de signalisation “inside-out”), I’affinité de I’intégrine

augmente sensiblement (Kolanus, 1996).
Les ligands des intégrines B correspondent & des molécules appartenant a la

superfamille des Immunoglobulines comme I'ICAM-1 (intercellular cell adhesion molecule-1 ou

CD54) qui se lie aux CD11a/CD18 et CD11b/CD18; I'ICAM-2 et I'ICAM-3 qui interagissent



avec le CD11a/CD18 (de Fougerolles, 1992). Parmi les protéines solubles qui reconnaissent les
intégrines B2, on distingue le fibrinogeéne, le facteur X pour le CD11b/CD18, et les fragments

du complément pour les CD11b/CD18 et CD11¢/CD18 (Arnaout, 1990).

* intégrines B7: la chaine commune de cette sous-famille
d’intégrines est le CD29 (Hemler, 1990). Les intégrines B; représentent des récepteurs
cellulaires pour un grand nombre de protéines de la MEC dont la fibronectine, le collagéne, la
laminine et la vitronectine. La principale intégrine 8; impliquée dans les phénoménes d’adhésion
des leucocytes a I’endothélium correspond au CD49d/CD29 (0481, VLA-4 ou very late antigen-
4). Elle est exprimée a la surface des lymphocytes (Elices, 1990), des monocytes (Carlos,
1991), des éosinophiles (Dobrina, 1991), des basophiles (Bochner, 1991; Schleimer, 1992),
des cellules NK (Allavena, 1991) mais pas des neutrophiles (Hemler, 1990), son rdle éventuel
dans la sélectivité des infiltrats cellulaires sera évoqué ultérieurement. L’expression de cette

intégrine atteint des niveaux plus élevés sur les cellules hématopoiétiques.

Parmi les ligands de I’0i4B81, on trouve un autre membre de la superfamille des
Immunoglobulines a savoir le VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1) qui est le ligand

principal (Elices, 1990) mais aussi une protéine de la MEC comme la fibronectine (Wayner,

~ 1989), la thrombospondine (Yabkowitz, 1993) ainsi que l’invasine, une protéine de la

membrane externe de la paroi bactérienne (Ennis, 1993).

« intégrines B7: cette sous-unité peut se lier a la sous-unité o4 et

former ainsi un récepteur de domiciliation pour I’adressine vasculaire muqueuse MAdCAM-1
(mucosal addressin cell adhesion molecule-1) (Berlin, 1993). Cette intégrine 0,487 peut
également interagir avec la fibronectine et le VCAM-1 (cette interaction nécessitant une

activation préalable) (Chan, 1992), par contre 1’0481 ne se lie pas au MAACAM-1 (Berlin,
1993).



Y. superfamille des Immunoglobulines: cette derniére
famille est représentée par des protéines localisées a la surface des cellules qui ont la particularité
d’exprimer une extrémité extracellulaire organisée en domaines ayant des homologies avec les
immunoglobulines (Ig). Ces molécules d’adhérence sont spécialisées dans la reconnaissance de
I’antigeéne, la liaison aux molécules du complément ou encore 1’adhésion cellulaire. C’est
surtout sur cette derni¢re fonction que nous porterons notre intérét. Ainsi cinq membres de cette
famille sont exprimés sur les cellules endothéliales et sont impliqués dans 1’adhésion des
leucocytes: 'ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1, CD54), 'ICAM-2 (CD102), le
VCAM-1 (vascular cell adhesion molecule-1, CD106), le PECAM-1 (platelet endothelial
adhesion molecule-1, CD31, EndoCAM) et le MAdCAM-1.

* ICAM: trois ICAM différentes sont & dénombrer.

L’ICAM-1 est une glycoprotéine transmembranaire de type I. Elle comporte un core
protéique de 55 kDa organisé en cinq domaines de type Ig (Staunton, 1988). Son poids
moléculaire varie de 76 a 114 kDa selon le type de glycosylation et selon le type cellulaire sur
lequel elle est exprimée a savoir les cellules endothéliales mais aussi les leucocytes, les
fibroblastes et les cellules épithéliales (Dustin, 1988a). L’ICAM-1 se lie spécifiquement aux
CD11a/CD18 et CD11b/CD18 et se trouve par conséquent impliquée dans les interactions

cellulaires et le recrutement leucocytaire au site de I’inflammation.

Comme I'ICAM-1, 'ICAM-2 est également exprimée a la surface de I’endothélium et
impliquée dans 1’adhésion des leucocytes par la reconnaissance du CD11a/CD18 (Staunton,
1989) néanmoins ' ICAM-2 semble jouer un rdle plus important dans le trafic des leucocytes
dans les zones non-inflammatoires ainsi que dans la recirculation lymphocytaire. L’ICAM-2 est
une protéine de 46 kDa comportant deux domaines extracellulaires de type Ig (Staunton, 1989).
L’ICAM-1 et 'ICAM-2 sont exprimées de maniére constitutive a la surface des cellules
endothéliales in vivo et in vitro mais leur expression peut étre augmentée par le TNFo, ainsi que

par le LPS, I'IL-1 et I'IFNYy pour I'ICAM-1 (Dustin, 1986).
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SUSVON SO

En ce qui concerne 'ICAM-3 (CD50), cette molécule d’adhérence de 124 kDa est
exprimée exclusivement sur les leucocytes (monocytes, lymphocytes T) et de maniére
constitutive. Il est intéressant de noter que ces trois molécules participent aux interactions
spécifiques des cellules T avec I’antigene en tant que facteur de costimulation pour la

prolifération (Vazeux, 1992; de Fougerolles, 1994).

* VCAM-1: cette molécule d’adhérence a un poids moléculaire
d’environ 102 a 110 kDa selon qu’elle posséde six ou sept domaines extracellulaires de type Ig,
conséquences d’un épissage alternatif (Hession, 1991), I’isoforme de plus haut poids
moléculaire €tant celle qui est exprimée préférentiellement a la surface de I’endothélium activé
(Carlos, 1990b). L’expression du VCAM-1 est induite par le TNFa, 'IL-1, I’'IL.-4 et le LPS a
la surface des cellules endothéliales (Wellicome, 1990; Thornhill, 1991). Comme d’autres
molécules d’adhérence, le VCAM-1 peut subir un clivage protéolytique et donner naissance a
une molécule soluble dans le plasma (Lobb, 1991b).

Le VCAM-1 a pour ligands les intégrines o481 et & un degré moindre o487 (Chan,
1992) ce qui I’implique dans les processus d’adhésion avec les monocytes, les lymphocytes T,

les basophiles et les éosinophiles (Hemler, 1990; Schleimer, 1992).

* PECAM-1: cette molécule d’adhérence suscite un intérét
grandissant ces dernieres années puisqu’elle semble jouer un role important dans la migration
des leucocytes a travers 1’endothélium. Le PECAM-1 est une glycoprotéine d’envifon 130 kDa
(six domaines extracellulaires de type Ig) (Stockinger, 1990) exprimée de fagon constitutive a la
surface des cellules endothéliales mais également sur d’autres cellules telles les plaquettes et
certains leucocytes (monocytes, neutrophiles et certaines sous-classes de lymphocytes T),
(Simmons, 1990; Albelda, 1991; Stockinger, 1990). La localisation préférentielle du PECAM-1
aux jonctions intercellulaires (Simmons, 1990) suggeére que cette molécule joue un role clé dans
les liaisons homotypiques entre les cellules endothéliales adjacentes (Albelda, 1991). Par
ailleurs le PECAM-1 contribue 2 assurer la fonction de "barriere" de I'endothélium puisque des

anticorps dirigés contre cette molécule entrainent une fuite vasculaire (Ferrero, 1995).
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Initialement considérée comme une molécule non modulable (Simmons, 1990), il a été
démontré trés récemment, pour des cellules endothéliales d’origine bovine, que le TNFa et/ou
I'TFNY entrainaient une déstabilisation des ARN messagers codant pour le PECAM-1, ce qui a
pour conséquence la diminution du taux de protéines stockées puis exprimées en surface
(Stewart, 1996). Néanmoins d’autres auteurs avaient démontré antérieurement, sur des cellules
endothéliales humaines, que la transcription du PECAM-1 n’était pas altérée par le TNFa. et/ou
I'IFNY mais que ces deux cytokines étaient plutot responsables d’une redistribution du
PECAM-1 sur toute la surface des cellules endothéliales (Romer, 1995). L’origine des cellules
endothéliales (bovine ou humaine) ainsi que les différences de culture qui en découlent semblent
étre les principales causes de ces résultats contradictoires. Dans le domaine de 1’adhésion
cellulaire, la migration des neutrophiles et des monocytes entre des cellules endothéliales
adjacentes peut étre inhibée par la forme soluble du PECAM (Muller, 1993). De plus il a été
démontré récemment que l'engagement du PECAM-1 des monocytes, des neutrophiles
(Berman, 1995) et des cellules NK (Berman, 1996) augmentait le nombre des intégrines 37 a la

surface de ces cellules ainsi que leur capacité a adhérer aux cellules endothéliales.

* MAdCAM-1: correspond a une adressine de la muqueuse,
impliquée dans la recirculation des lymphocytes, décrite initialement sur les veinules
endothéliales des plaques de Peyer mais également exprimée sur d’autres veinules (Streeter,
1988). La structure particuliere du MAdCAM-1 nous amene a considérer cette molécule
d’adhérence de 66 kDa, membre de la superfamille des Ig (présence de trois domaines
extracellulaires de type Ig), comme un ligand pour les intégrines mais aussi comme un ligand
pour les sélectines. En effet il existe un domaine de type mucine entre deux domaines de type Ig
(Briskin, 1993). Il est intéressant de noter que cette structure mixte incite certains auteurs a la
classer dans la nouvelle famille des molécules dites “mucines-like”. Néanmoins MAdCAM-1 est
unique dans la mesure ol cette molécule est capable de se lier a I’intégrine oi4B7eta la L-
sélectine et de participer a la fois aux étapes de rolling et d’adhésion (Berlin, 1993, Berg,

1992).

32



b.. Participation.de. molécules chémoattractantes.

L’importance que jouent les molécules chémoattractantes dans I’induction
du pouvoir d’adhésion des intégrines ou dans la direction de migration des leucocytes a été mise
en évidence ces derniéres années. Ces molécules polypeptidiques correspondent a des cytokines
dotées d’un pouvoir chémoattractant et ayant des spécificités vis-a-vis de sous-classes de
leucocytes (Oppenheim, 1991). Comme d’autres cytokines, leur poids moléculaire est compris
entre 6 et 15 kDa. Leur classification est basée sur une homologie de séquence, a savoir la
conservation de quatre résidus Cystéine (C) formant des ponts disulfures a I’intérieur de la
molécule, et la position relative de deux de ces résidus. En effet, si les deux Cystéines sont
séparées par un autre acide aminé, la chémokine appartient au groupe des C-X-C chémokines
(encore appelées o chémokines) alors que si les deux Cystéines sont ’une a c6té de 1’ autre, la
chémokine fait partie de la famille des C-C chémokines (encore appelées 8 chémokines). La
différence qui oppose ces deux familles est aussi fonctionnelle puisqu’il semble que les
membres de la famille des chémokines o. agissent préférentiellement sur les neutrophiles et les
cellules non-hématopoiétiques impliquées dans les phénomenes de réparation, alors que I’action
des chémokines [ est plut6t portée sur les monocytes et dans certains cas sur les éosinophiles et
quelques sous-populations lymphocytaires. De nombreuses études in vitro suggerent que les
chémokines participent au moins a trois étapes du recrutement leucocytaire:

- en activant les intégrines exprimées a la surface des leucocytes circulants, elles
favorisent ces derniers a adhérer plus fermement a I’endothélium;

- grice a leurs propriétés chémoattractantes, les chémokines guident les leucocytes
jusqu’au site inflammatoire a travers les jonctions endothéliales et le tissu sous-jacent;

- enfin, les chémokines activent les fonctions effectrices des leucocytes comme la
production de métabolites dérivés de 1’oxygene.ou I’exocytose d’enzymes de dégradation.
Exception faite des quelques chémokines contenues dans les granules o des plaquettes, les
chémokines ne sont généralement pas stockées a I’intérieur des cellules mais libérées apres

néosynthése induite par divers stimuli tels le LPS ou les cytokines proinflammatoires (IL-1a et
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8, TNFa). Les chémokines peuvent étre sécrétées par une grande variété de types cellulaires
mais ce sont les monocytes/macrophages qui produisent la majeure partie des chémokines o et 8

bien que I’endothélium vasculaire participe amplement  la synthése de la plupart d’entre-elles.

Les chémokines peuvent modifier I’expression et I’affinité des intégrines
a la surface des leucocytes circulants (revu par Carlos et Harlan, 1994). En effet, les intégrines
présentent une affinité extrémement faible pour leurs ligands respectifs: un changement
conformationnel est nécessaire pour augmenter leur affinité et rendre les intégrines
opérationnelles (Smyth, 1993). L’implication des chémokines a ce niveau a été démontrée
(Butcher, 1991). Ainsi il a été rapporté que plusieurs chémoattractants (fMLP, C5a, LTB4) et
certaines chémokines o (IL-8, NAP-2, GROq) entrainent une augmentation du nombre de
molécules CD11b/CD18 a la surface des neutrophiles (Detmers, 1991; Huber, 1991). De la
méme manicre, certaines chémokines 8 (MCP-1, MIP-1a,, RANTES) sont capables
d’augmenter I’expression des intégrines By CD11b/CD18 et CD11¢/CD18 a la surface des
monocytes et de les engager dans une liaison avec 1’endothélium (Vaddi, 1994a; Shyy, 1993).
Le MIP-1a, le MIP-18 (Taub, 1993a) et I'IP-10 (Taub, 1993b) augmentent également
I’adhésion des lymphocytes T aux cellules endothéliales. Néanmoins la démonstration in vitro
du pouvoir stimulateur des chémoattractants sur les intégrines ameéne a se demander comment
cela est réalisable in vivo dans la mesure ot les chémokines risquent d’étre emportées par le flux
sanguin. Ainsi il a été suggéré in vitro que des chémokines (IL-8, MIP-18, RANTES, protéines
GRO) peuvent se fixer a I’héparine et donc aux protéoglycanes héparanes sulfates exprimés a la
surface des cellules endothéliales pour former un syst¢me de présentation stable (Huber, 1991;
Tanaka, 1993a; Gilat, 1994; Schwartz, 1994). Néanmoins cette activation des intégrines
leucocytaires entrainant une adhésion plus stricte avec 1’endothélium ne doit étre que transitoire
afin de permettre aux leucocytes leur migration a travers 1’endothélium et le tissu sous-jacent.
Cette notion correspond a ce que I’on observe puisque I’activation du CD11b/CD18 apres
stimulation par les chémokines o est maximale & 30 minutes pour décroitre ensuite (Detmers,

1991). De maniere plus générale, les chémokines o ainsi que d’autres chémoattractants

34



Chémokines Origine Cellules cibles
LceT Mo Ne Eo Ba Autres
Classiques

f-MLP bactérienne + + + +
CSa voie du Complément + + + +
LTB4 métabolisme de 1'acide + + +

arachidonique
PAF métabolisme de la + + +

phosphatidylcholine
IL-5 LcT, Eo +

C-X-C (ou a)

IL-8/NAP-1 LcT, Mo, CE, Fibro, CMéso, + + +* +

Kératino, Chondro
NAP-2 Plaquettes + + Fibro
gro/MGSA Mo, CE, Fibro,mélanomes + + Fibro,

mélanomes
ENA-78 Epithélium +
PF4 Plaquettes + Fibro
1P10 LcT activés, Mo, CE, Kératino ss-pop +
C-C (ou B)

MCP-1 LcT, Mo, CE, Fibro, CML ss-pop + + NK, Masto
MCP-2 Mo ss-pop + + +
MCP-3 Mo $s-pop + + +
MIP-1 LcT, Mo, Ba $s-pop + + + + NK (MIP-1¢1)
RANTES LcT, Plaquettes ss-pop + + + NK
Eotaxine CE +

Tableau 2: Tableau récapitulatif des différentes molécules a activité chémotactique. (Oppenheim, 1991; Devreotes,
1988; Springer, 1994; Taub, 1993b). f-MLP: formyl-Met-Leu-Phe; LTB4: leucotritne B4; PAF: platelet activation factor; NAP-:
neutrophil-activating peptide-; MGSA: melanoma growth stimlulatory activity; ENA: epithelial-derived neutrophil attractant; PF:
platelet factor; IP: IFNy-inducible protein; MCP-: monocyte chemoattractant protein; MIP: macrophage inflammatory protein;.LeT:
lymphocytes T; Mo: monocytes; Ne: neutrophiles; Eo: éosinophiles; Ba: basophiles; CE: cellules endothéliales; Fibro:
fibroblastes; CMéso: cellules mésothéliales; Kératino: kératinocytes; Chondro: chondrocytes; CML: cellules musculaires lisses;
NK: cellules natural killer; Masto: mastocytes. +: molécule chémoattractante pour; +*: molécule chémoattractante si les
éosinophiles sont préalablement activés par 1'IL-3, I'IL-5 ou le GMCSF (Warringa, 1991; Desreumaux, 1992); ss-pop: molécule

chémoattractante pour une sous-population cellulaire.




pourraient induire le clivage de la L-sélectine exprimée a la surface des neutrophiles (Huber,

1991).

Consécutivement a 1’adhésion, les leucocytes vont devoir traverser
I’endothélium, pénétrer le sous-endothélium pour rejoindre le site inflammatoire. Cette
migration ne se fait pas au hasard mais est imposée par les chémokines qui s’organisent en
gradient. Deux processus de chémoattraction peuvent intervenir: (i) la chémotaxie proprement
dite qui correspond a la migration des cellules vers des concentrations croissantes d’un
chémoattractant, généralement une molécule soluble qui diffuse a partir de son site de
production ou se trouve la concentration la plus élevée (Devreotes, 1988); (ii) 1’ haptotaxie ol
les cellules se déplacent a la surface d’autres cellules ou dans la MEC et migrent vers la région
de plus forte adhésivité, autrement dit, les cellules tendent & s’accumuler dans la zone ou le
ligand est présent a sa plus forte deﬁsité (Tanaka, 1993b). Cette derniére notion est a rapprocher
du fait que les chémokines fixées a la surface des cellules endothéliales par le biais des
héparanes sulfates pourraient constituer un gradient haptotactique pour les leucocytes (Tanaka,
1993b). En ce qui concerne la spécificité d’attraction, la distinction entre les deux familles de
chémokines parait moins évidente excepté pour une chémokine murine, I’éotaxine, qui semble
agir spécifiquement sur les éosinophiles (Griffiths-Johnson, 1993; Jose, 1994). Son
homologue humain vient d’étre cloné (Ponath, 1996) ainsi que son récepteur (Daugherty,
1996). Comme dans le modele murin, I'éotaxine humaine est un chémoattractant spécifique des
éosinophiles (Garcia, 1996). Un tableau récapitulatif (Tableau 2) est proposé et résume la

complexité et la redondance fonctionnelle de toutes ces chémokines.

A coté de leur fonction d’attraction, les chémokines posseédent d’autres
propriétés biologiques: (i) elles participent & la défense de I’héte; (ii) elles peuvent aussi
contribuer au développement des processus inflammatoires (Strieter, 1994; Baggiolini, 1994).
En effet, les chémokines o (I’IL-8 étant la plus efficace dans ce contexte) stimulent les
neutrophiles a libérer par exocytose des enzymes de dégradation ainsi que des dérivés

métaboliques de 1’oxygeéne toxiques pour le tissu environnant (Walz, 1991 Geiser, 1993).
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Stimulés par le MCP-1, les monocytes libérent des enzymes lysosomiales et des dérivés
métaboliques de I’oxygene, le relargage de ces derniers étant également induit par le MIP-1ct et
le RANTES (Vaddi, 1994b). Ces observations ont aussi été rapportées pour les éosinophiles
activés par le RANTES ou le MIP-1a (Rot, 1992). De plus, les chémokines peuvent amplifier
les processus inflammatoires en incitant leurs cellules cibles a produire et sécréter davantage de
médiateurs pro-inflammatoires qui ont pour but I’entretien de I’inflammation. Ainsi le MCP-1
est capable d’induire la production d’IL-1 et d’IL-6 par les monocytes humains (Jiang, 1992); et
le MCP-3, I’exocytose de molécules d’histamine par les basophiles (Dahinden, 1994). Chez la
souris, les macrophages péritonéaux co-stimulés par les MIP-1a et 8 produisent du TNFa., de

I'IL-10 et de 'IL-6 (Fahey, 1992).

Pour rétablir un équilibre, plusieurs mécanismes limitant 1’expression
et/ou I’activité des chémokines peuvent étre mis en jeu: (i) la synthése de certaines chémokines
(IL-8, MIP-1a) peut &tre inhibée par I’IL-4 (Standiford, 1990; Standiford, 1993) et I'IL-10
(Cassatella, 1993a). L’IFNYy serait également capable dans certains cas de réduire la production
de chémokines (IL-8, MCP-1) (Cassatella, 1993b; Ohmori, 1994); (ii) la présence dans le
sérum humain normal d’autoanticorps polyclonaux dirigés contre I’'IL-8 ou le MCP-1 suggere
que ces chémokines pourraient former des complexes avec ces auto-anticorps et ainsi voir leur
activité neutralisée (Sylvester, 1993). Cette hypothése a été démontrée dans le cas d’un choc
septique ol I'IL-8 et le MCP-1, qui s’étaient accumulés dans le sérum des patients, en
disparaissaient de fagon concomitante & I’augmentation de production des auto-anticorps anti-
chémokines (Sylvester, 1993). A I'heure actuelle, ce processus n’a pas encore été décrit pour
d’autres chémokines; (iii) il existe, a la surface des érythrocytes, un récepteur (scavenger
receptor ou récepteur “éboueur”) qui éliminerait du sang les chémokines circulantes, limitant de
cette maniére leur activité. Ce récepteur est identique a 1’antigéne Duffy qui reconnait le parasite
malarial Plasmodium vivax (Horuk, 1993) et de ce fait a été dénommé DARC (pour Duffy
antigen/receptor for chemokines). C'est le premier récepteur ayant été décrit pour ces capacités a
fixer les chémokines des deux familles a et B (IL-8, NAP-2, GROa, RANTES, MCP-1, PF4)

(Horuk, 1993; Neote, 1993). Récemment I’expression constitutive du DARC a été décrite sur



Expression | IL-1 | TNF | LPS | Thrombine| Esters de Inducteurs plus Inhibiteurs
phorbol spécifiques
constitutive
ICAM-1® + + + + + + IFNy, TNFB, GM-CSF,
hypoxie
ICAM-2() + aucune modulation par le TNF, I'IL-1, I'IFNY ou le LPS sur les cellules endothéliales vasculaires.
PECAM-1( + aucune modulation connue a 1'heure actuelle. TNFo, IFNY entrainent une
redistribution du PECAM-1
sur toute la surface cellulaire
VCAM-1(c) - + + + + + IL-4, TNFB, hypoxie
E-sélectine(d) - + + + + + IFNY si stimulation préalable| IL-4, TGFB si stimulation
par le TNFa ou le LPS; IL-3 | préalable par le TNFa ou le
LPS
P-sélectine(®) synthése - + + + + histamine, C5a, IL-3,
constitutive Calcium ionophore, thrombine

Tableau 3 : Tableau récapitulatif des différents médiateurs capables de moduler 1'expression des principales molécules d'adhérence endothéliales
impliquées dans le recrutement leucocytaire (®): Dustin, 1986; ®): Simons, 1990; Stewart, 1996; Romer, 1995; ©: Wellicome, 1990; Thornhill,
1991; (d): Bevilacqua, 1987; Gamble, 1993; (®): Lorant, 1991; Foreman, 1994; Khew-Goodall, 1996).




I’endothélium de veinules post-capillaires sans que 1’on sache s’il fonctionne de la méme
maniere que son homologue érythrocytaire (Hadley, 1994). Le role inhibiteur de ce récepteur
DARC demande encore a étre approfondi dans la mesure ou 1) il ne lie pas toutes les
chémokines (ex: MIP-1a et B), 2) il existe des individus immunologiquement normaux qui
n'expriment pas l'antigéne Duffy érythrocytaire mais pour qui 'expression du récepteur DARC
endothélial est normale (Peiper, 1995) suggérant un réle clé du DARC dans I'inflammation et le
trafic leucocytaire. Ceci est corroboré par le fait qu’a la différence d’une injection intradermique,
I’injection intravasculaire d’IL-8 inhibe 1’émigration des neutrophiles (Hechtman, 1991); (iv)
enfin, en fonction de leur localisation par rapport a I’endothélium, les chémokines peuvent
initier ou inhiber elles-mémes leurs différentes actions. Ainsi si elles sont présentes en quantités
plus importantes au pdle basal des cellules endothéliales les chémokines auront tendance a initier

la diapédése des leucocytes cibles, alors que la migration sera plutdt diminuée si elles

s’accumulent préférentiellement au pdle luminal.

¢.. Facteurs_activant les cellules endothéliales ou les.

leucocytes. pour._ l'expression. de molécules_ d'adhérence,

o: les cellules endothéliales: les cellules endothéliales sont
particulierement sensibles a 1’action de cytokines et autres médiateurs. Certains de ces facteurs
induisent de maniére plus .ou moins spécifique une molécule d’adhérence ’particuliére alors que
d’autres ont une action plus pleiotrope en induisant plusieurs molécules d’adhérence mais avec
des niveaux d’expression variables. Ce paragraphe a été résumé sous la forme d'un tableau
(Tableau 3), en ne présentant que les principales molécules d'adhérence intervenant dans le

recrutement leucocytaire.

B: les leucocytes: la situation concernant ces cellules differe
légérement. En effet, la plupart des intégrines B, est exprimée spontanément a la surface des

leucocytes. Ces molécules d'adhérence sont également présentes au sein des vésicules
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monocytaires et granulocytaires et, de ce fait, de nombreux stimuli (PMA ou phorbol myristate
acétate, LTB4, PAF, C5a et chémokines) sont capables d'entrainer rapidement leur mobilisation
et leur translocation a la surface cellulaire. Ainsi le PAF, synthétisé et exprimé 2 la surface des
cellules endothéliales, augmente 1'adhésion des neutrophiles a ces cellules non seulement en
augmentant le nombre d'intégrines CD11/CD18 mais aussi en augmentant leur affinité (Lorant,
1991). L'interaction des P- et E-sélectines endothéliales avec leur ligand neutrophilique a les
mémes conséquences (Forsyth, 1989). De maniére similaire, la liaison des lymphocytes T au
PECAM-1 endothélial accroit les fonctions adhésives des intégrines 81 (Tanaka, 1992) comrhe
I’ogBq ddnt le changement de conformation est également initi€ par le MIP-18 lié aux
protéoglycanes de la surface endothéliale (Tanaka, 1993a). Il est intéressant de noter que la
plupart des stimuli qui entraine une augmentation du CD11b/CD18 a la surface des neutrophiles
est également responsable de la diminution rapide et concomitante de la L-sélectine (Kishimoto,

1989a).

De I’ensemble de ces travaux, il apparait que I’implication des
intégrines leucocytaires soit plutot liée a un changement d’affinité inductible et réversible. Cette
modification d’affinité semble dépendre des chémokines mais aussi de maniere plus indirecte de
I'engagement d'autres récepteurs de surface. Ainsi l'interaction de molécules telles que le CD2,
CD3, CD43 ou CD44 avec leur ligand induit le changement de conformation du CD11a/CD18
(Shimizu, 1992). De ces résultats est née la notion de signalisation “inside out” qui traduit le
contrdle intracellulaire de la fonctionnalité des molécules de surface destinées a la messagerie

extracellulaire.

d. La. cascade des. interactions leucocytes/cellules..

La transmigration endothéliale est représentée par cette cascade composée

de trois étapes séquentielles (qui se chevauchent dans certaines phases du recrutement
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leucocytaire) avant d’aboutir a la migration subendothéliale mettant en jeu des interactions
leucocytes/protéines de la matrice extracellulaire. Ces trois étapes correspondent au rolling, a

Parrét puis I’adhérence des leucocytes sur I’endothélium et enfin la diapédese.

o . le rolling a une définition expérimentale issue d’études de
I’adhésion des leucocytes aux cellules endothéliales dans des conditions de flux dynamique
contrdlé. Il a pour effet de ralentir les leucocytes marginés afin de favoriser les étapes
d’adhésion ultérieures. Cette étape initiale implique la présence locale de médiateurs et
I’activation préliminaire de I’endothélium a proximité du site inflammatoire. Elle est médiée par
les molécules d’adhérence appartenant a la famille des sélectines, leurs ligands respectifs; toutes

ces molécules étant exprimées par les cellules endothéliales et les leucocytes.

Ainsi il a été démontré, in vitro et in vivo, que si la fonction
adhésive de la L-sélectine était bloquée (par des polysaccharides ou des anticorps neutralisants),
alors le rolling des leucocytes était inhibé et le recrutement des leucocytes a I’intérieur des tissus
fortement diminué (Tangelder, 1991; von Adrian, 1991). De plus, un clivage précoce de la L-
sélectine ou la déglycosylation de cette molécule a pour conséquence I’inhibition du rolling (von
Adrian, 1993). De la méme maniere, d’autres études ont mis en évidence, a I’aide d’anticorps
bloquants ou de souris déficientes pour la P-sélectine, 1’implication de cette molécule dans le
processus de rolling (Bienvenu, 1993; Mayadas, 1993). Concernant la E-sélectine, on peut
supposer que cette molécule intervient 2 la fin de 1’étape de rolling puisque son expression,
nécessite une néosynthése d’ ARN messagers puis de protéines. Elle n’est maximale que dans
les 4 4 6 heures suivant la stimulation de I’endothélium mais détectable dés la deuxi¢éme heure
d’activation ce qui est suffisant pour médier le rolling. Néanmoins le rolling faisant intervenir la
E-sélectine semble plus efficace que celui mettant en jeu la P-sélectine (Lawrence, 1993). Les P-
et E-sélectines influencent le rolling dans la mesure ol toutes deux reconnaissent le SLe*
exprimé par la L-sélectine; cependant il a été démontré que la P-sélectine possede d’autres
ligands de plus forte affinité (PSGL-1) (Moore, 1992). Ceci suggere que ces deux sélectines

reconnaissent des ligands différents a la surface des cellules en contact.
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B. Darrét-Dactivation-l’adhérence: cette étape peut se
décomposer en trois phases: (i) immédiate au rolling, la premiére phase correspond 4 I’arrét
des leucocytes a la surface de I’endothélium;

(i) fixées a leur récepteur endothélial DARC, les chémokines sont
présentées aux leucocytes et vont s’engager dans une interaction avec leurs récepteurs respectifs
exprimés a la surface des leucocytes. Cette étape de présentation initie une autre cascade (encore
mal connue) qui est celle des seconds messagers intracellulaires (signal “inside out™) générés
par I’activation de protéines G couplées a la partie cytoplasmique des récepteurs pour les
chémokines (Wu, 1993). Cette cascade est responsable, au final, de ’expression d’intégrines a
la surface des leucocytes.

(iii) la derniére phase correspond aux interactions entre les
molécules d’adhérence endothéliales et leurs intégrines respectives. L’ activation des leucocytes
par des médiateurs de type chémokine entraine un changement conformationel des intégrines,

les rendant plus avides vis-a-vis de leurs ligands respectifs.

Cette étape d’adhésion peut €tre inhibée par différents facteurs
comme I’'IL-8 (décrit alors comme le LAI ou leukocyte adhesion inhibitor et entrainant une
déactivation) (Gimbrone, 1989), le monoxyde d’azote (Kubes, 1991) ou le TGF-8 (Gamble,
1988; Gamble, 1991). Une déficience ou une absence des intégrines CD11/CD18 (décrit
comme le syndrome LAD (Leucocyte Adhesion Deficiency) de type I) a pour conséquence
I’absence de migration de neutrophiles et de monocytes a travers 1’endothélium alors que ces
cellules participent au rolling (Anderson, 1985). Cependant la migration de lymphocytes,
d’éosinophiles et le maintien d’une immunité cellulaire (Anderson, 1985) indiquent qu’un autre
mécanisme d’adhésion vient compenser le premier (détaillé dans le prochain paragraphe). Un
autre syndrome LAD a été décrit et dénommé de type II (Etzioni, 1992). Dans ce cas, une
anomalie du métabolisme du fucose ne permet pas de former des sélectines normales et
engendre un rolling défectueux. L’adhésion ferme et 1’émigration des leucocytes pourront

quand méme étre réalisées lors de circonstances particuliéres, a savoir la réduction du flux
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sanguin ou le rétrécissement des vaisseaux, qui favorisent ainsi un contact plus intime entre les
leucocytes et la barriere endothéliale. Ces deux types de syndrome LAD illustrent la complexité
des interactions lors de la migration transendothéliale. Ils montrent 1’existence d’une relative
redondance fonctionnelle entre les différentes molécules d’adhérence; cette redondance pouvant

avoir une signification importante.

Y. la diapédése, dernicre étape de la cascade. La plupart des

leucocytes ayant adhéré a I’endothélium est stimulée par un gradient chémotactique et migre a

travers la monocouche de cellules endothéliales.

L’expression transitoire des intégrines leucocytaires et de leurs
ligands endothéliaux respectifs permet leur désactivation et rend possible la migration entre deux
cellules endothéliales adjacentes. Les chémokines, déja impliquées dans I’activation des
intégrines, jouent ici encore un role important puisqu’elles imposent aux leucocytes la direction
a suivre. Elles peuvent également sélectionner les sous-populations leucocytaires qui migreront.
Des études in vitro ont montré que les monocytes (Muller, 1992), les lymphocytes
(Oppenheimer-Marks, 1991) et les cellules NK (Bianchi, 1993) étaient capables spontanément
de migrer a travers une monocouche de cellules endothéliales non activées alors que les
neutrophiles (Huber, 1991) et les éosinophiles (Morland, 1992) ont b_esoin d’une stimulation
chémotactique. Dans tous les cas, le nombre de leucocytes en migration augmente lorsque les
cellules endothéliales sont stimulées par le TNFo ou 'IL-1.

Compte tenu de la redondance fonctionnelle, il est difficile
d’attribuer a une molécule d’adhérence donnée un rdle exclusif dans telle ou telle étape de la
transmigration endothéliale. En effet, les trois étapes que nous venons de décrire étant trés liées,
I’éventuelle perturbation de I’une d’entre-elles n’est pas sans conséquence sur les suivantes.
Toutefois une exception peut étre envisagée pour la molécule d’adhérence PECAM-1 décrite
pour son implication directe dans la diapédeése (Muller, 1993). Les anticorps monoclonaux
dirigés contre le PECAM-1 (endothélial ou leucocytaire) inhibent la transmigration des

leucocytes. Ils confinent également ces derniers a la surface des cellules endothéliales,
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démontrant ainsi I’implication du PECAM-1 dans le passage entre les cellules endothéliales
adjacentes. Il est important de signaler que certains lymphocytes n’expriment pas cette molécule
d’adhérence et que, par conséquent, un autre systéme doit exister afin de permettre la diapédése

de ces cellules.

0. la migration subendothéliale: la diapédése achevée, les
gradients chémotactiques dirigent les leucocytes jusqu’au site de I’inflammation. Pour cela ils
sont amenés a interagir avec des composants de la MEC, probablement par le biais des
intégrines 81 (Hemler,1990) ou du CD11b/CD18 qui reconnait le fibrinogéne (Wright, 1988).
Ces interactions avec les protéines de la MEC pourraient également préactiver les leucocytes de

telle sorte qu’ils arrivent sur le site de I’inflammation dans un état de “compétence”.

e.. Recrutement leucocytaire . sélectif.

La mise en place de modeles expérimentaux d’inflammation chez les
animaux ont permis de mettre en évidence, au site de I’inflammation, 1’existence d’un
recrutement sélectif visant certaines sous-populations leucocytaires. Ainsi I’injection
intradermique de molécules chémoattractantes ou de LPS a pour conséquence une émigration
massive de neutrophiles a partir du sang; cette infiltration est déja pratiquement maximale 4
heures apres I’injection etbperdure jusque 24 heures (Issekutz, 1980). Par contre, a la douzi¢me
heure, ce sont les monocytes qui sont présents en plus grand nombre. Leur recrutement est
maintenu pendant au moins 24 heures. L’infiltrat cellulaire, 48 heures aprés ’injection, est
composé entiérement de leucocytes mononucléés (Issekutz, 1980). Ajoutée a ces différences
quantitatives et temporelles de recrutement, une sélection qualitative peut également intervenir.
En effet, dans certaines pathologies comme les rhinites allergiques ou 1’asthme, on observe une
accumulation marquée d’éosinophilés respectivement dans les muqueuses nasale et bronchique
alors que cette sous-population de leucocytes n’est que tres faiblement représentée par rapport

aux leucocytes circulants.
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La transmigration dépend principalement de trois événements:
I’expression précoce de molécules d’adhérence (les sélectines), la participation de facteurs
d’activation (chémokines, cytokines, chémoattractants) et les interactions entre molécules
d’adhérence dépendantes d’une activation (intégrines/Ig). Les molécules d’adhérence existant en
nombre relativement limité, la spécificité et la diversité des infiltrats cellulaires reposent sur les
molécules potentiellement activatrices et surtout sur la pléiotropicité de leurs effets aux
différentes étapes de la transmigration endothéliale et sur les différents types cellulaires qui y

sont impliqués.

Ainsi des cytokines peuvent moduler différemment 1’induction des
molécules d’ahérence exprimées a la surface des cellules endothéliales selon qu’elles sont seules
ou en combinaison. 1l existe des inducteurs communs pour I’induction de plusieurs molécules
adhésives (IL-1, TNFa, LPS) alors que d’autres sont plus spécifiques d’une molécule (IFNYy
pour P'ICAM-1, IL-3 pour la E-selectine ou IL-4 pour le VCAM-1). La combinaison de
certaines cytokines (IL-4 + TNFa) peut avoir des effet additifs ou synergiques pour une
molécule d’adhérence (VCAM-1) et antagonistes pour une autre (E-sélectine). Ceci suggere
qu’une modulation plus fine peut étre exercée par une combinaison de cytokines. A ces actions
différentielles doivent étre ajoutées des différences de cinétique d’expression de ces molécules
d’adhérence a la surface des cellules endothéliales. Ainsi la E-sélectine a une expression
maximale 4 heures aprés une stimulation par le TNFa et retrouve son niveau de base a 24
heures alors que dans les mémes conditions d’activation le VCAM-1 et 'ICAM-1 ont un

maximum d’expression respectivement 6 et 24 heures apres la stimulation (Pober, 1986).

L’expression d’une combinaison particuliere de molécules d’adhérence a
la surface des leucocytes ou des cellules endothéliales pourraient également participer a la
sélectivité de ce recrutement celluilaire. Les neutrophiles et les monocytes utilisent
principalement leurs intégrines CD11a/CD18 et CD11b/CD18 pour adhérer 4 1’endothélium (le
CD11¢/CD18 ne jouant qu’un role mineur) (Arnaout, 1988), alors que I’intégrine CD11a/CD18
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est la plus impliquée dans I’adhésion des lymphocytes (Dustin, 1988b). A la différence de tous
les autres leucocytes et des cellules NK, les neutrophiles ne peuvent pas traverser ’endothélium
en utilisant la voie dépendante du VCAM-1 dans la mesure ol ils n’expriment pas son récepteur:
I'intégrine 04B (Hemler, 1990). De la méme maniére, le PECAM-1 n’étant exprimé que sur
une sous-population de lymphocyte T, I’implication d’autres molécules dans la diapédése est

suggérée.

La participation des chémoattractants, des médiateurs lipidiques, des
cytokines et des chémokines n’est pas a négliger puisqu’ils sont capables d’activer et d’ attirer de
maniere préférentielle certains types de leucocytes: I'IL-8 agit plut6t sur les neutrophiles et les
lymphocytes, le RANTES sur les monocytes, les éosinophiles et les lymphocytes T mémoires;

le MCP-1 sur les monocytes; I'IL-5 et I’éotaxine sur les éosinophiles.

Nous pouvons donc dire, en conclusion, que le recrutement préférentiel
d’un type cellulaire donné est la somme de plusieurs événements distincts plutt que 1’effet
unique d’un chémoattractant spécifique d’une cellule ou d’une voie d’adhésion pour un type

cellulaire particulier.

2. Les médiateurs endothéliaux participant a la réaction

inflammatoire,

Les chapitres précédents ont largement contribué a nous faire comprendre que les
cellules endothéliales étaient la cible de nombreux médiateurs; or I’endothélium en constitue
également une source importante. Les cellules endothéliales sont capables de synthétiser et de
relarguer des cytokines, des chémokines et des dérivés lipidiques qui régulent le recrutement
des leucocytes vers les sites inflammatoires mais aussi d’autres processus comme la

différenciation des lymphocytes B et T, I’hématopoiese ou la coagulation.




* IL-1: cette cytokine existe sous deux formes: 1’une, majoritaire, est
membranaire (IL-1a), I’autre est sécrétée (IL-18). L’IL-1 a des effets pléiotropiques agissant
sur le métabolisme de I’acide arachidonique, les processus de coagulation, le recrutement
leucocytaire ou encore la prolifération des cellules endothéliales. Produite par de nombreux
types cellulaires et notamment par les monocytes/macrophages (Oppenheim, 1986), I’'TL-1 est
également synthétisée par les cellules endothéliales en réponse a une stimulation par le TNFa, le

LPS ou I’'IL-1 elle-méme (Libby, 1986; Locksley, 1987).

* IL-6: cette ‘cytokine présente de nombreuses similitudes fonctionnelles
avec I'IL-1. Comme elle, I’'IL-6 est considérée comme une cytokine pro-inflammatoire jouant
un réle important dans I’activation lymphocytaire, la synthese des protéines de la phase aigiie de
la réaction inflammatoire et I’hématopoiése (Kishimoto, 1989b). Les cellules endothéliales
produisent spontanément 1I’IL-6, néanmoins cette production peut étre augmentée par le TNFa.,
le LPS, I’IL-1, I'TFNy et I'histamine (Jirik, 1989; Leeuwenberg, 1990; Delneste, 1994). L’IL-4
seule active plus faiblement la syntheése d’IL-6 mais amplifie 1’action des stimuli classiques

(Howell, 1991; Colotta, 1992).

* TGF-B: des trois isoformes connues pour le TGF, c'est la premiére,
soit le TGF-B1, que les cellules endothéliales sécrétent sous l'effet de divers stimuli (Kojima,
1995; Ribeiro, 1995). Cette cytokine exerce de multiples activités aussi bien stimulatrices
qu'inhibitrices sur de nombreux types cellulaires dont les cellules endothéliales (Chen, 1996).
Cette action autocrine sur les cellules de l'endothélium peut se traduire par l'induction de
'angiogeneése in vivo ou par l'inhibition de la prolifération et de la migration de cellules
endothéliales en culture (Frank, 1996). Ce rdle autocrine prend également de l'importance dans
le recrutement cellulaire puisque le TGF-B1 inhibe 1'adhésion des lymphocytes T aux cellules

endothéliales vasculaires (Rhodes, 1995).
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* CSFs (colony stimulating factors): les CSFs représentent des
facteurs de croissance importants pour 1’accomplissement et la régulation de 1’hématopoiése.
Les cellules endothéliales liberent des facteurs spécifiques de la prolifération des granulocytes
(G-CSF ou granulocyte-CSF), des monocytes (M-CSF ou monocyte-CSF) ou communs 2 ces
deux types cellulaires (GM-CSF) et ceci sous I’effet des cytokines classiques (TNFa, LPS, IL-
1) (Pober, 1990). Toutefois il a été envisagé que les cellules endothéliales, possédant les
récepteurs pour les G- et GM-CSFs, puissent produire ces facteurs de croissance de maniére
autocrine ou paracrine. Le GM-CSF est également une cytokine clé pour la pré-activation et le

recrutement des €osinophiles au sein des tissus.

* JL-8: cette chémokine o est synthétisée par les cellules endothéliales
stimulées par le TNFa, I’IL-1, le LPS ou l'histamine (Strieter, 1989; Jeannin, 1994). Groq.,
une chémokine de la méme famille, est également synthétisée par les cellules endothéliales en
réponse au TNFa, IL-1 et LPS (Strieter, 1989). Outre ses activités de stimulation des intégrines
leucocytaires et de chémotactisme, I’'IL-8 est également capable de stimuler la libération de
médiateurs basophiliques (White, '1989). Bien qu’une forme associée a la membrane
cytoplasmique ait été mise en évidence a la surface des cellules endothéliales, aucune preuve
d’activation autocrine de 1’IL.-8 n’a pu étre relatée (Smith, 1993). Or si I'on suppose que I'TL-8
détectée a la surface des cellules endothéliales correspond a l'interaction de la chémokine au
récepteur DARC, I'absence d'activation ne doit pas surprendre puisqu'il a ét€ démontré, pour
son homologue érythrocytaire (1'antigéne Duffy) que la liaison des chémokines au récepteur

n'entrainait pas d'activations cellulaires (Neote, 1993).
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* MCP-1: cette cytokine chémoattractante pour les monocytes fait partie
de la famille des chémokines B. Sa synthese par les cellules endothéliales est initiée par le
TNFa, I'IL-1, le LPS, I'IFNYy et, a un degré moindre, I’'IL-4 (Rollins, 1990; Sica, 1990;
Rollins, 1991; Colotta, 1992). Le MCP-1 est aussi capable d'entrainer le changement de

conformation des intégrines ainsi que l'activation de certaines sous-populations leucocytaires.

* RANTES: le RANTES est une chémokine B spécifique des cellules T
mémoires, des monocytes et des €osinophiles (Schall, 1990; Alam, 1993). Les cellules

endothéliales ne produisent pas de fagcon spontanée le RANTES dont la synthése nécessite

I'action conjointe de 1'IFNy et du TNFa, 1'TFNY sensibilisant les cellules endothéliales a la
stimulation par le TNFo. (Marfaing-Koka, 1995). LTFNY seul n'a aucun effet sur la production
de RANTES par les cellules endothéliales, I'IL-1 ou le TNFa n'induisant qu'une trés faible
augmentation. L'effet synergique puissant de I'IFNy et du TNFa s'observe au niveau de
I'ARNm et de la synthése protéique, et peut étre inhibé partiellement par I'IL-4 ou I'TL-13
(Marfaing-Koka, 1995). Ces observations ont été faites dans le cadre d'une réaction retardée
associée a une granulomatose ou le TNFa et I'TFNYy sont produits de fagon concomitante et en
quantités importantes; ce qui pourrait expliquer que dans un contexte ol ces deux cytokines ne
sont pas présentes en méme temps, la production de RANTES par les cellules endothéliales

n'ait pu €tre mise en évidence.

Parmi les médiateurs immunologiques libérés par la cellule endothéliale,
on trouve également les eicosanoides, produits du métabolisme oxydatif de l'acide

arachidonique. La dégradation de ce produit peut se faire de deux manicres:

- par la voie des lipooxygénases donnant naissance aux leucotrienes (LT) Bg4, C4, D4,
E4 ainsi qu'a I'acide hydroperoxyeicosatétranoique (5 HETE). Les cellules endothéliales ne

possédant pas la 5 lipooxygénase (I'enzyme convertissant le LTA4 en LTB4 puis LTCy) elles



synthétisent ces LT a partir du LTA4 d'autres cellules comme les neutrophiles (Feinmark,
1986). Le LTB4 est considéré comme agent chémoattractant pour les granulocytes et les
monocytes alors que le LTCy4, en plus de ses puissants effets broncho- et vaso- constricteurs,

agit sur la contraction des cellules musculaires lisses et sur la perméabilité microvasculaire

(Samuelsonn, 1983).

- par la voie de la cyclooxygénase aboutissant & la formation d'endopéroxydes,
précurseurs des prostaglandines (PG) et du thromboxane Ay (TXAj). Les cellules endothéliales

synthétisent des taux élevés de PG dont la PGD3, PGEj, PGF;, et PGI; (prostacycline).

A partir du méme précurseur phospholipidique dont sont issus tous ces
médiateurs, les cellules endothéliales synthétisent et relarguent un autre facteur: le PAF
(Prescott, 1984). Outre sa fonction activatrice des plaquettes, le PAF est connu pour étre un
agent chémoattractant pour les granulocytes et les monocytes (Tableau 2). Co-exprimé avec la
P-sélectine 2 la surface endothéliale, il favoriserait 1'adhérence des neutrophiles a I'endothélium

(Lorant, 1991).

3. La cellule endothéliale en tant que cellule présentatrice
d'antigene.

Pour qu’une cellule soit considérée comme cellule présentatrice d’antigéne
(CPA), elle doit au minimum &tre capable de réaliser les trois processus suivants:

- capter I’antigéne par pinocytose ou phagocytose;

- dégrader I’antigéne de fagon partielle grice a des enzymes contenues dans les

compartiments lysosomiaux;

- exprimer, & sa surface, des molécules du complexe majeur d’histocompatibilité

(CMH) de classe II auxquelles sont associés les fragments de I’antigéne dégradé.
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Les cellules endothéliales interagissent avec les leucocytes circulants dans des conditions
normales (homing ou recirculation lymphocytaires) ou pathophysiologiques (émigration des
leucocytes jusqu’au site inflammatoire). L’intérét porté a la cellule endothéliale comme
¢ventuelle CPA provient de I’observation que bon nombre des désordres immunologiques
implique les vaisseaux sanguins (Nossel, 1982) et par conséquent suggére que les cellules

endothéliales puissent servir de CPA aux lymphocytes T helper (Th).

Dans un premiers temps, il a ét€ démontré que les cellules endothéliales
possédaient effectivement les deux premieres qualités requises a savoir les capacités a
phagocyter I’antigéne et a le dégrader (Langner, 1995). D’autre part des études antérieures
avaient montré 1’induction de molécules du CMH de classe II (essentiellement HLA-DR et 4 un
degré moindre HLA-DP et -DQ) sous I’effet de I’IFNy (Pober, 1983). A la suite de ce
traitement, les cellules endothéliales sont capables d’initier la prolifération de cellules T
allogéniques CD4+ et CD8* (Brooks, 1993), prouvant ainsi qu’en plus de présenter I’antigene
elles expriment également un facteur costimulateur nécessaire a la prolifération lymphocytaire
(probablement une interaction LFA-3/CD2 entre cellules endothéliales et cellules T) (Savage,

1995).

Plus récemment, des arguments supplémentaires sont venus renforcer ces
démonstrations. En effet, les nombreuses CPA (cellules B, monocytes, cellules dendritiques,
fibroblastes, basophiles et cellules épithéliales) ont toutes en commun le fait d’exprimer a leur
surface le CD40 (Clafk,1986; Alderson, 1993; Freudenthal, 1990; Yellin, 1995a; Valent, 1990;
Galy, 1992). L’interaction de cette molécule avec son ligand (gp39) entraine I’activation, la
différenciation ou la prolifération de ces cellules. Il a été mis en évidence que les cellules
endothéliales normales d’origine tissulaire diverse exprimaient faiblement le CD40 a leur
surface, cette expression pouvant étre augmentée par différentes cytokines telles le TNF, I'IL-1,
les IFNy et 8, le LPS (Karmann, 1995). L’interaction du CD40 endothélial avec son ligand
induit I’expression de la E-sélectine, de 'ICAM-1 (Karmann, 1995, Hollenbaugh, 1995) et du

VCAM-1 (Yellin, 1995b) a la surface des cellules endothéliales: les cinétiques d’expression de
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ces trois molécules d’adhérence étant similaires a celles établies pour le TNFo, ou I'IL-1 (Yellin,
1995b). Ces résultats suggerent que le CD40 pourrait participer au développement de la réponse
inflammatoire. Cette idée est d’ailleurs renforcée par 1’observation d’une augmentation de
I’expression du CD40 2 la surface des cellules endothéliales dans certaines maladies dermiques
inflammatoires comme le psoriasis ou la dermatite allergique (Hollenbaugh, 1995) indiquant
ainsi I’éventuelle implication du CD40 endothélial in vivo dans I’inflammation. Des expériences
in vitro ont apporté plus de renseignements quant a la fonctionnalité du CD40 endothélial: en
effet, I’adhésion des neutrophiles aux cellules endothéliales est augmentée apres que celles-ci

aient été activées par le gp39 soluble (Hollenbaugh, 1995).

Toutes ces observations suggerent fortement qu’il puisse exister un mécanisme
de présentation d’antigéne par les cellules endothéliales aux lymphocytes T activés, ces derniers
amplifiant les réponses inflammatoires in vivo par le biais d’une augmentation de I’expression

des molécules d’adhérence.

VII. Participation de I’endothélium dans la réaction inflammatoire

immunoallergique: exemple de I’asthme.

L’asthme est une maladie fréquente caractérisée par I’obstruction réversible des
voies aériennes et des bronches ainsi qu’une intense infiltration des muqueuses bronchiques par
des cellules inflammatoires. Le syndrome asthmatique est déclenché par des facteurs multiples:
les allergénes, les infections, la pollution atmosphérique, les irritants chimiques, 1’exercice
physique, les allergies alimentaires ou bien encore les médicaments. Les lésions

anatomopathologiques sont constituées d’:

- un épaississement de la membrane basale par dépot de collagene;
- une destruction et une desquamation de I’épithélium;

- une formation d’un cedéme et une hypersécrétion de mucus;
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- une hyperplasie des cellules glandulaires productrices de mucus;
- une hypertrophie et une constriction des fibres musculaires lisses;
- un infiltrat inflammatoire constitué essentiellement de lymphocytes de type Thy,
d’éosinophiles, de mastocytes et peut-tre de plaquettes.
(Laitinen, 1985; Barnes, 1988; Brewster, 1990; Kay, 1991a).
Ces troubles sont généralement réversibles. Néanmoins dans certains cas ils peuvent persister,
donnant lieu & une hypertrophie musculaire lisse et glandulaire associée a une infiltration

cellulaire inflammatoire (dominance de polynucléaires) qui se pérennise dans le temps

L’épithélium bronchique joue un rdle important dans 1’asthme dans la mesure ot
il peut réguler 1’accés des facteurs déclenchants a leur cible (acceés des allergénes aux cellules
porteuse d’IgE de la muqueuse et de la sous-muqueuse). Les principaux agents allergéniques
inhalés sont: - les poussieres de maison, les acariens dont Dermatophagoides pteronyssinus et

Jarinae;

- les pollens;

- les phanéres, squames et autres composés animaux;

- les moisissures atmosphériques agissant sous forme de spores (Alternaria,

Penicillium, Aspergillus, Mucor).
L’inhalation d’un allergéne par un sujet sensibilisé peut provoquer deux types de réactions

bronchiques dénommées “réaction immédiate” et “réaction tardive ou retardée”.

1. les réactions allergiques asthmatiques immédiate et

tardive.

Elle apparait trés rapidement (dans les minutes qui suivent le contact
allergénique) et se manifeste par une diminution des débits respiratoires et 1’apparition des

symptdmes d’asthme (dyspnée, oppression thoracique, bronchospasme). Ces observations
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cliniques sont la coﬁséquence d’une augmentation de la perméabilité vasculaire et donc d’un
cedeme de la muqueuse, d’une sécrétion de mucus et d’une contraction des muscles lisses
bronchiques, le tout étant engendré majoritairement par les médiateurs mastocytaires (Scott,
1993). L’obstruction des voies aériennes s’estompe généralement dans 1’heure de maniére

naturelle ou par I’intermédiaire de 87 mimétiques bronchodilatateurs (Booij-Noord, 1972).

L’implication de l’endothélium dans la réaction précoce est de tout
premier ordre. En effet, 1a formation de 1’ cedéme dans la muqueuse est due & une augmentation
de la perméabilité capillaire, accompagnée d’une fuite des protéines sériques dans les espaces
interstitiels et la muqueuse bronchique. Cette perturbation de I’endothélium vasculaire s’effectue
en réponse a divers médiateurs mastocytaires tels I’histamine, le PAF, les prostaglandines E, les
leucotriénes C, D et E. Sous I’action de ces médiateurs, les cellules nerveuses peuvent libérer la
substance P, un neuropeptide également responsable d’une augmentation de la perméabilité

vasculaire (Kowalski, 1988).

b. la_réaction tardive ou retardée.

Cette réaction n’est pas une constante puisqu’elle n’apparait que chez
certains certains sujets 3 a 4 heures apres I’exposition a 1’allergéne, I’obstruction des voies
aériennes étant maximale entre 4 et 8 heures (O'Byrne, 1987). Les symptomes d’obstruction
peuvent perdurer jusque 24 heures voire au-dela. On observe alors une inflammation de la
muqueuse qui se traduit par:
- la présence de médiateurs d’origines diverses;
- un dysfonctionnement vasculaire amenant 2 une augmentation du flux sanguin
et a I’aggravation de 1’cedéme;
- une destruction de la barri¢re épithéliale et de son environnement proche;
- mais surtout un infiltrat cellulaire composé majoritairement d’éosinophiles et de
lymphocytes T.

(Persson, 1986; Laitinen, 1985; Frew, 1990).
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Chez les sujets présentant les deux types de réactions aprés une simple exposition a I’allergéne,
I’intensité et la durée de I’obstruction des voies aériennes en phase tardive est plus sévére que

lors de la réaction immédiate.

La sécrétion de mucus est réalisée principalement par des glandes situées
sous la muqueuse et par les cellules de Goblet, dont I’hyperplasie représente en fait une des
caractéristiques de 1’asthme. Les déces inhérents & une crise d’asthme réveélent des sécrétions
diffuses de mucus qui ont probablement causé I’obstruction des voies aériennes (Messer,
1960). On dénombre plusieurs sécrétagogues potentiels (i) mastocytaires: LTD4, LTC4,
HETE, PGF,, PGD;, PGIy, PGE;, PGA», histamine (Shelhamer, 1981); (ii) issus du systéme
nerveux autonome avec entre autres la substance P (Shelhamer, 1980); (iii) €osinophiliques
avec les protéines dérivées des granules; (iv) macrophagiques comme le MMS (macrophage-

derived mucus secretagogue ou sécrétagogue muqueux dérivé du macrophage) (Marom, 1985).

Le passage des fluides constitutifs de 1’cedéme vers la lumiére des voies
aériennes vient perturber I’édifice épithélial et contribue fortement & la desquamation de
I’épithélium. Ce phénomene est amplifié en particulier par I’action de radicaux libres oxygénés
formés apres la dégranulation mastocytaire (Henderson, 1978). Les cellules de Goblet prennent

peu a peu la place des cellules épithéliales détachées, initiant ainsi le processus d’hyperplasie.

Nous nous intéresserons davantage a l’infiltrat cellulaire et plus
particuliérement aux cellules qui le composent. La mise en évidence de ces éléments cellulaires a
été réalisée dans les liquides de lavages bronchoalvéolaires (LBA) ou sur des biopsies
bronchiques (BB). Ainsi il a été démontré, dans les LBA et les BB d’asthmatiques, une
augmentation du nombre d’éosinophiles et de lymphocytes T (Djukanovic, 1990; Bousquet,
1990; Corrigan, 1992). Ces cellules contribuent a 1’hyperréactivité bronchique et a la
destruction épithéliale (Boushey, 1980). De plus, un infiltrat constitué d’éosinophiles, de
neutrophiles, de macrophages, de monocytes et de plasmocytes a pu étre mis en évidence dans

les muqueuses de patients décédés d’un asthme (Kaliner, 1989). Il est important de signaler que



les cellules inflammatoires impliquées dans 1’asthme sont toutes capables de relarguer des
facteurs capables de perpétrer la dégranulation mastocytaire et ainsi d’engendrer une boucle

responsable de I’aggravation de I’état général du sujet asthmatique.

L’implication de 1’endothélium dans cette phase tardive est double: (i) les
leucocytes, retrouvés au niveau des tissus, sont recrutés a partir du sang. Ils doivent, par
conséquent, effectuer une transmigration endothéliale nécessitant la mise en place des molécules
d’adhérence, la libération de cytokines et chémokines....; (ii) par la sécrétion de différents
médiateurs (LT, PG, IL-1, IL-6, IL-8, MCP-1, RANTES...), les cellules endothéliales peuvent

contribuer a I’amplification des processus inflammatoires.

2. les médiateurs cellulaires impliqués dans ’asthme.

L'examen des voies aériennes de sujets décédés d'un asthme réveéle une
importante infiltration de cellules inflammatoires. M&me si les éosinophiles semblent étre le type
cellulaire prédominant, on peut noter la présence d'un nombre variable d'autres cellules telles
les neutrophiles, les lymphocytes T et les plasmocytes (Dunnill, 1969). Toutefois en absence de
toute autre maladie pouvant étre associée a une éosinophilie, la présence massive d'éosinophiles
dans les voies aériennes constituera un critére diagnostic pour l'asthme (Dunnill, 1969), la
sévérité de l'asthme étant corrélée au nombre d'€osinophiles présents dans les voies aériennes

(Bousquet, 1990). -

a._les _mastocytes: ce sont les premilres cellules a avoir été associées
a la pathologie immunoallergique grice a leur capacité d'activation par un mécanisme dépendant
de I'IgE. Les mastocytes sont abondants dans la peau, les tractus respiratoires supérieur et
inférieur, les muqueuses gastro-intestinale et reproductive. Ils représentent 2% du pool

cellulaire pulmonaire se situant sous la membrane basale des muqueuses bronchiques et
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| bronchiolaires (Fox, 1981), néanmoins leur nombre peut étre 3 a 5 fois supérieur chez les sujets
‘1 asthmatiques (Tomioka, 1984). Leur localisation, au sein du tissu pulmonaire, fait des
\ mastocytes l'une des cellules les plus accessibles a l'allergéne, facteur déclenchant la

dégranulation mastocytaire. Les médiateurs ainsi relargués sont tenus pour responsables des

manifestations cliniques observées lors de la réaction immédiate (Lai, 1988).

Les mécanismes de dégranulation du mastocyte dépendants de I'IgE sont
| liés a la présence, a la surface de ces cellules, d'un récepteur de forte affinité pour le fragment
Fc des immunoglobulines E (IgE) (Conrad, 1975). Ultérieurement ce récepteur a été identifié a
la surface d'autres types cellulaires comme les basophiles/mastocytes (Kinet, 1987; Kinet,
1988), les éosinophiles (Soussi-Gouni, 1994), les monocytes/macrophages (Maurer, 1994;

Taborda, 1995) et les plaquettes (Soussi-Gouni, 1995). A cdté de ce FceRI, les mastocytes

| comme d'autres cellules (éosinobhiles, lymphocytes, monocytes/macrophages, neutrophiles,
plaquettes) expriment a leur surface des récepteurs de plus faible affinité pour les IgE ou FceRII
(Capron, 1981; Joseph, 1983; Spiegelberg, 1984). L'allergene exerce un pontage entre les

molécules d'IgE, plus nombreuses chez les sujets allergiques; ces dernieéres entrainant la

dégranulation des mastocytes en se fixant a leurs récepteurs membranaires (Ishizaka, 1972).
L'activation mastocytaire a pour conséquence la libération de deux types de composés: (i) les
médiateurs préformés (histamine, ECF-A, NCF-A) contenus dans les granules sécrétoires et
immédiatement disponibles; (ii) les médiateurs secondaires ou néoformés nécessitant une
synthése a partir de composés de la membrane cellulaire comme les radicaux libres
(LTB4,LTC4, LTD4, LTE4, PG, HETE, TX, PAF) ou encore des médiateurs stockés comme

! les cytokines.

Par le biais de récepteurs de type H1, I'histamine stimule la contraction

du muscle lisse bronchique (Rosenthal, 1977) et augmente la perméabilité vasculaire et la

formation de 1'cedéme (Wasserman, 1980). Elle participe également & la sécrétion de mucus en

SR SO

interagissant avec ses récepteurs de type H2 (White, 1987). L'interaction histamine/récepteur de



type H3 permet d'exercer un rétrocontrle négatif de la production d'histamine (Ichinose,
1989). Parmi les autres médiateurs libérés, citons:

- le PAF, bronchoconstricteur puissant, qui intervient dans toutes les
phases de la réaction asthmatique (bronchoconstriction, formation de I'ccdéme, sécrétion du
mucus et infiltration cellulaire);

- les PGFq, PGD; et TXAj qui participent au bronchospasme alors que
les PGE; et PGI; ont, au contraire, une activité bronchodilatatrice. Les PG en général
potentialisent la sécrétion de mucus, et la PGE; agit plus spécifiquement dans la formation de
I'cedeme.

- a I'image du PAF, les LT interviennent & de multiples niveaux.

Des études récentes tendent 2 montrer, que non seulement les mastocytes
jouent un rdle prépondérant dans la réaction immédiate par la libération de facteurs broncho- et
vasoactifs, mais qu'ils pourraient également intervenir dans la phase retardée par le relargage de
facteurs chémotactiques (ECF-A ou eosinophil chemotactic factor of anaphylaxis, NCF-A ou
neutrophil chemotactic factor of anaphylaxis, LTB4) et de cytokines (GM-CSF, IL-3, IL-4, IL-
5, IL-6); influencant la mobilisation, 1'attraction et I'activation des éosinophiles, monocytes et

neutrophiles (Plaut, 1989).

b..les. macrophages: I’examen des cellules récupérées dans les LBA et

les lavages bronchiques montre que les macrophages représentent la majorité des cellules a la
fois aux étages alvéolaires, bronchiques et bronchiolaires (Eschenbacher, 1987). La présence
d'un récepteur pour I'IgE a la surface des macrophages suggeére sa participation dans la réaction
inflammatoire immunoallergique. En effet, il a été démontré in vitro que les macrophages
alvéolaires humains, en présence d'allergéne et d'IgE spécifiques, sont capables d'étre activés et
de sécréter des métabolites proinflammatoires, notamment des enzymes lysosomiaux, des
anions superoxydes mais aussi des cytokines (TNF, IL-1, IL-6...) (Joseph, 1980).

Dans le cadre des manifestations allergiques, il a été mis en évidence que

des macrophages de sujets asthmatiques étaient capables, in vitro et a la suite d’une activation
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par 'IgE, de relarguer différents médiateurs tels la glucuronidase B, le LTB4, la PGF2q, le
TXB; et le PAF (Fuller, 1986; Nathan, 1987). Ces composés apparaissent dans les 15 minutes
suivant la stimulation, ce qui est compatible avec leur implication dans la phase précoce de la
réaction asthmatique. De plus, le LTB4 et le PAF étant des agents chémoattractants puissants, la
participation des macrophages s’étend €galement jusqu’a la réaction retardée ou ils favorisent le
recrutement cellulaire (Gosset, 1984). Cette notion est renforcée par le fait que ces cellules
sécretent des médiateurs et des cytokines pro-inflammatoires comme I'IL-1, I'IL-6, le GM-
CSF, le PDGF, le TNFa, et des facteurs de libération de I’histamine (Kelley, 1990). Ceci a
également été observé au niveau des macrophages alvéolaires de patients présentant une
réaction tardive (Gosset, 1991). L'addition de tels surnageants de macrophages alvéolaires sur
des cultures de cellules endothéliales a pour conséquence une augmentation de l'expression des
molécules d'adhérence ICAM-1 et E-sélectine. Cet effet est compleétement aboli par I'ajout
d'anticorps anti-TNFa, les anticorps dirigés contre 1'IL-6 étant sans effet sur 'expression
d'ICAM-1 et de la E-sélectine (Lassalle, 1993). Ces résultats suggerent la participation active
des macrophages alvéolaires dans I'induction de la réaction inflammatoire locale au niveau des
bronches de sujets asthmatiques et plus précisément par leur capacité & induire 'expression de

molécules d'adhérence a la surface de I'endothélium situé dans leur environnement proche.

Les interactions privilégiées entre les cellules endothéliales et les macrophages
alvéolaires ne sont pas limitées 2 la pathologie immunoallergique. En effet, les macrophages
alvéolaires issus de patiénts porteurs d'une pathologie pulmonaire interstitielle, comme par
exemple la pnehmoconiose du mineur de charbon (CWP ou Coal Workers Pneumoconiosis),
sont capables d'induire et d'augmenter de maniére significative I'expression de 'ICAM-1, de la
E-sélectine et du VCAM-1 2 la surface des cellules endothéliales . Cet effet est dépendant du
TNFaq, cytokine libérée en quantité beaucoup plus importante par les macrophages alvéolaires

de sujets avec CWP par rapport aux sujets sains (Vanhée, 1996 (sous-presse)).

Tous ces médiateurs relargués par les macrophages agiraient en synergie

avec les produits mastocytaires afin d’amplifier la réaction asthmatique. Toutefois il apparait



important de noter que les macrophages pourraient également moduler de fagon négative cette
réaction en libérant des facteurs inhibiteurs (Gosset, 1988). Des cytokines lymphocytaires (ex:
IFNY) peuvent potentialiser la libération de certaines de ces cytokines, démontrant ainsi la
possibilité d’interactions entre les macrophages et des lymphocytes T présents dans les voies

aériennes.

¢..les lymphocytes T: leur role dans la réaction asthmatique est plutdt
attribué a la phase tardive dans la mesure oii cette derniere s’accompagne de leur mobilisation.
Les lymphocytes T sont divisés en deux sous-types principaux: les lymphocytes T auxilliaires
de type 1 (Thl ou T helper 1) et les Th2. On les distingue par la spécificité des cytokines qu’ils
relarguent. Ainsi les Thl sont responsables de la sécrétion de I’IL-2 et de ’IFNY alors que les
Th2 libérent I’IL3, I'IL-4, I'IL-5 et le GM-CSF (Plaut, 1989; Gerblich, 1984; Robinson,
1992).

Il a été mis en évidence, chez des sujets atteints d’asthme séveére, un
recrutement pulmonaire sélectif de lymphocytes T CD4%; ces cellules présentant une
augmentation d’expression des molécules HLA-DR, a18; lymphocytaires et des récepteurs
pour 'IL-2 (IL-2R) qui correspondent & des marqueurs d’activation (Gerblich, 1984). De plus,
par la diversité des médiateurs qu’ils relarguent, les lymphocytes T peuvent intervenir dans le
développement de la réaction asthmatique tardive. Ainsi, ils participent a:

- la différenciation des mastocytes et des basophiles par la sécrétion d’IL-3, d’IL-4 et
d’IL-5 (Thle, 1983; Hamaguchi, 1987);

- la régulation de la production d’IgE par les lymphocytes B par le biais de 'IFNy
(inhibiteur) ou de I'IL-4 (stimulateur) (Leung, 1987);

- la maturation, I’activation, le recrutement et la survie des éosinophiles grace a I'IL-3,

I’IL-5 et le GM-CSF (Sanderson, 1985; Metcalf, 1986; Campbell, 1987; Kay, 1991b).

Par leurs nombreux champs d’action, les lymphocytes T peuvent

constituer un lien nécessaire entre I’initiation de la réaction asthmatique et sa propagation




ultérieure. Ainsi il a été démontré que des surnageants de lymphocytes T périphériques (issus de
sujets asthmatiques sensibles aux acariens et ayant été exposés a des cellules présentatrices
d'antigéne fixées), ajoutés a des cultures de cellules endothéliales, induisaient une augmentation
de l'expression des molécules d'adhérence ICAM-1 et VCAM-1, I'expression de la E-sélectine
n'étant pas modulée (Delneste, 1995). La sécrétion d'IL-6 par les cellules endothéliales
stimulées par ces surnageants de lymphocytes T est également augmentée. Les lymphokines
impliquées dans ces effets sont au nombre de deux: I'TFNYy qui est responsable de I'induction de
I'expression de I'TCAM-1 ainsi que de la sécrétion d'IL-6, et I'lL.-4 qui induit spécifiquement

I'expression du VCAM-1.

d.. les.. éosinophiles: toutes les connaissances concernant les capacités
cytotoxiques des éosinophiles dérivent de I’étude de ces cellules dans le cadre des défenses anti-
parasitaires. La présence d’éosinophiles dans le sang périphérique est souvent associée aux
désordres immunologiques. Initialement, il avait été attribué un role protecteur aux éosinophiles
dans les manifestations allergiques, ces cellules ayant la capacité de dégrader et d’inhiber la
libération de 1’histamine, d’inactiver les leucotriénes et le PAF (Bass, 1979). Des études
ultérieures ont montré que, 4 I’image des mastocytes, les éosinophiles activés pouvaient libérer
des médiateurs préformés et néoformés: dans ce cadre, ces cellules possédent d’importants
pouvoirs pro-inflammatoires (Frigas, 1981; Fukuda, 1985). La présence, a leur surface, des
récepteurs de haute et de faible affinité pour I’IgE font des éosinophiles des cellules de I’allergie

a part entiére (Capron, 1986; Soussi-Gouni, 1994).

Six heures aprés un challenge allergénique, on observe a partir de
numération sanguine une éosinopénie transitoire qui peut étre suivie, chez les sujets présentant
une réaction tardive, d’une éosinophilie progressive jusque 24 heures apres le challenge
(Durham, 1985). Chez ces sujets, I’analyse des LBA démontre la présence d’éosinophiles
activés ainsi que des produits de sécrétion éosinophiliques (Kay, 1991c). En effet les

éosinophiles ont la capacité de libérer de nombreux médiateurs responsables des destructions



cellulaires et tissulaires observées dans I’asthme. Les granules de 1’éosinophile contiennent 4
protéines riches en arginine et possédant des propriétés cytotoxiques pour 1’épithélium

respiratoire:

- la protéine basique majeure (MBP ou major basic protein): localisée spécifiquement
dans le core cristalloide des granules des éosinophiles, elle posséde un poids moléculaire
d'environ 10 kDa. Elle a été retrouvée en quantité abondante dans la sous-muqueuse, le
mucus et I’épithélium de sujets décédés a la suite d’un asthme (Filley, 1982). Elle
possede d’autres propriétés: sécrétagogue pour les basophiles humains (Heutlin, 1985),
elle entraine aussi la libération d’IL-8 par les éosinophiles humains ainsi que sa propre

libération (Kita, 1995);

- la protéine cationique éosinop_hile (ECP ou eosinophil cationic protein): c'est une
protéine basique, d'un poids moléculaire de 21 kDa, localisée dans la matrice des
granules. Elle partage avec la MBP une action cytotoxique et de I'ECP sécrétée a été
détectée a proximité d'éosinophiles activés dans la peau, le tractus gastrointestinal, le
ceeur, la rate (McLaren, 1981). Parmi ses autres fonctions, on note la capacité a inhiber

la prolifération lymphocytaire (Peterson, 1986);

- la neurotoxine dérivée de |’éosinophile (EDN ou eosinophil-derived neurotoxin): c'est
une protéine d'environ 17 kDa qui présente une certaine homologie avec 'ECP (70%).
Néanmoins elle ne semble pas étre fortement impliquée dans la destruction de

I’épithélium bronchique lors de la réaction asthmatique;

- la péroxydase éosinophile (EPO ou eosinophil peroxidase): cette enzyme est fortement
basique et posséde un poids moléculaire allant de 71 4 77 kDa (Carlson, 1985). En
présence d’HpO» et d'iode, de chlore ou de brome, I'EPO est capable d'éliminer
diverses cibles telles que des virus, des bactéries, des parasites, des champignons et des

cellules tumorales. Toujours en présence d’HO», elle agit comme sécrétagogue pour les
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mastocytes et les basophiles humains et participe a la destruction du tissu pulmonaire

(Davis, 1984).

Chez 'homme, la participation des éosinophiles dans la destruction des tissus est
uniquement suggérée de manicre indirecte par la présence de protéines cationiques aux sites de
'agression. Des concentrations élevées de ces protéines peuvent étre détectées dans les
expectorations et les LBA de patients asthmatiques (Gleich, 1986). De plus, des infiltrats riches
en éosinophiles et des niveaux importants d'ECP et d’'EDN ont été détectés dans les liquides de
lavages nasaux ou dans les sécrétions lactimales de patients allergiques aprés challenge

allergénique.

A coté de ces protéines cytotoxiques, les éosinophiles sont capables de synthétiser et de
relarguer d’autres composés parmi lesquels on distingue des médiateurs lipidiques (LTB4,
LTC4, PAF), et des cytokines qui peuvent étre réparties en 3 groupes selon leur activité:

- les facteurs de croissance comme I'IL-3, le GM-CSF (Kita, 1991), I'IL-5

(Desreumaux, 1992) et les chémokines comme le MIP-1a (Costa, 1993), le
RANTES, I'IL-16 (Lim, 1996), I'lL-8 (Braun, 1996; Yousefi, 1995) et
|'éotaxine (Garcia-Zepeda, 1996);

- les cytokines impliquées dans I'inflammation et le développement de la
fibrose comme I'IL-1 (Weller, 1993), I'lL-6 (Hamid, 1992), I'TL-8 (Braun,
1996; Yousefi, 1995), le TNFo (Beil, 1993), les TGF-a (Elovic, 1994) et -81
(Wong, 1991);

- les cytokines impliquées dans la régulation de la réponse immune comme
I'IL-2 (Levi-Schaffer, 1996), I'1L-4 (Nonaka, 1995), I'TFNy et I'IL-10
(Lamkhioued, 1995).

Ainsi, 2 la possibilité qu’ont les éosinophiles de participer a la destruction de leur

environnement tissulaire, s’ajoute leur capacité a produire des facteurs bronchoconstricteurs,
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vasoactifs et chémotactiques impliqués dans les processus de la réaction inflammatoire

immunoallergique.

asthmatique est beaucoup plus contreversée. Bien que ces cellules soient capables de synthétiser
différents médiateurs dont le role dans I’asthme est clairement établi (PG, TX, LTB4, PAF), la
mise en évidence de leur participation n’est pas claire. Toutefois, par la mise en place de
nombreux modeles animaux présentant une réaction asthmatique retardée apres inhalation d’un
allergene, il a pu étre mis en évidence I’existence d’un infiltrat cellulaire dans les voies aériennes
avec les neutrophiles comme population leucocytaire prédominante (Marsh, 1985; Murphy,
1986). Des expériences réalisées chez des primates ont montré que l'influx de neutrophiles était
dépendant de I'expression de la E-sélectine (Gundel, 1991) alors que la molécule d'adhérence
ICAM-1 était impliquée principalement dans l'infiltrat des éosinophiles et I'hyperréactivité
bronchique (Gundel, 1992). Néanmoins les neutrophiles ont été mis en cause dans certains cas
de réaction asthmatique allergénique, dans certains types d’asthme professionnel, aprés effort
(O’Byme, 1995) ou encore en présence de polluant atmosphérique comme 1’ozone (Seltzer,
1986). De plus la présence de neutrophiles dans les biopsies bronchiques d’asthmatiques laisse

supposer qu’ils puissent contribuer aux réactions asthmatiques.

f..les. plaquettes: la fonction des plaquettes semble s’étendre au-dela
de leur role dans I’hémostase. En effet, dans la mesure ol ces cellules présentent a leur surface
les récepteurs FceRI et FceRII et que la stimulation par les IgE engendre la libération de facteurs
(PF4, PAF, HRF ou histamine-releasing factors) largement impliqués dans 1’asthme (Knauer,
1981; Benveniste, 1982; Knauer, 1984), la participation des plaquettes dans I’allergie peut étre
suggérée (Joseph, 1988), d’autant plus que ces cellules sont retrouvées dans.les LBA aprés
challenge allergénique au bout d’une période correspondant a la phase retardée. La contribution
relative des plaquettes par rapport aux autres cellules de 1’allergie reste difficile car les
médiateurs précédemment cités (PAF, HRF) sont également sécrétés par d'autres types

cellulaires (macrophages, éosinophiles, neutrophiles).
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bronchique chez 1’asthmatique. En effet, suite au processus inflammatoire, diverses
modifications morphologiques de la paroi bronchique ont été constatées. Suite a la
collagénisation de la paroi et I’hypertrophie du muscle lisse, une hyperréactivité€ bronchique peut
se mettre en place de fagon irréversible. On observe une fibrose sous-épithéliale qui a
principalement pour origine le dépot de collagenes de type I, I1I, V et de fibronectine synthétisés
et sécrétés par les myofibroblastes résidant dans la paroi bronchique (Roche, 1989; Roche,
1991). Ces modifications bronchiques peuvent étre a 1’origine des modifications du tonus

bronchomoteur, de la réponse bronchique aux stimuli et de la réaction des voies aériennes.
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B. Travaux perdonnels

I._Interactions entre les cellules endothéliales et les mastocytes.

Données actuelles:

L'un des événements majeurs de la réaction inflammatoire immunoallergique est
représenté par une infiltration leucocytaire dans les tissus. Ces phénomenes impliquent 2 la fois
la libération de chémoattractants ainsi que l'intervention des molécules d’adhérence a la surface
de ces cellules (cellules endothéliales et leucocytes). Le mastocyte constitue une des cellules clés
des manifestations allergiques par les médiateurs qu’il libere apres engagement de ses récepteurs
a I'IgE. Le principal médiateur mastocytaire relargué correspond a I’histamine, qui est aussi un
puissant activateur de la cellule endothéliale. L'action de I’histamine sur la cellule endothéliale
est largement reconnue dans la phase précoce de la réaction allergique ol on la sait responsable
de: - la vasodilatation;

- I’augmentation de la perméabilité vasculaire a I’origine de la formation de I’ cedeme;

- ’expression transitoire de la P-sélectine.

Par contre, son action dans la phase tardive de la réaction allergique est mal connue.
Dans ce but, une étude a été menée, au sein de notre laboratoire, sur I’'implication éventuelle de

I'histamine dans cette phase tardive.

La participation des cellules endothéliales dans la phase tardive a été envisagée par le

biais de leur sécrétion de cytokines et en particulier I'IL-6 et I'TL-8. 11 a été démontré que:

1) I’histamine induit la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 par les cellules endothéliales de
maniére dépendante de la dose, les concentrations d’histamine utilisées allant de 10-7 2 10-3M et
la dose optimale étant la plus efficace;

2) I’augmentation de la sécrétion des cytokines est également dépendante de la durée de

la stimulation par 1’histamine: significativement augmentée apres 4 heures d’activation (pour

64




I'IL-8) ou 6 heures (pour I'IL-6), la sécrétion d’IL-6 et d’IL-8 devient maximale aprés 24
heures;

3) I’histamine est capable d’induire une augmentation d’expression des ARN messagers
codant respectivement pour I’IL-6 et I'TL-8 (analyse par Northern blot);

4) le TNFo., un autre médiateur mastocytaire préformé, peut agir en synergie avec
’histamine au niveau de la sécrétion des cytokines étudiées;

5) les effets observés sont la conséquence de I’interaction de 1’histamine avec les
récepteurs de type H1 et H2 exprimés i la surface des cellules endothéliales, les récepteurs de
type H3 ne semblant pas intervenir dans ces processus;

6) I’absence d’induction d’expression par I’histamine des molécules d’adhérence telles
PICAM-1, la E-sélectine ou le VCAM-1 est en accord avec la littérature.

Ces travaux ont fait I’objet de deux publications (Delneste, 1994 et Jeannin, 1994).

But de I'étude:

Ces résultats font des cellules endothéliales un modele intéressant dans 1’étude de la
régulation de la réaction immunoallergique ‘compte tenu du fait qu’elles participent aux phases
précoce et tardive de cette réaction. Ainsi pour contrecarrer les manifestations allergiques,
I’emploi d’anti-histaminiques est couramment préconisé. Forts de ses informations, nous avons
évalué, sur I’activation des cellules endothéliales, I’effet d’un antagoniste des récepteurs de type
H1 pour I’histamine, la Loratadine (commercialisée sous le nom de Clarityne®) ainsi que I’un
de ses métabolites actifs, la déséthoxycarboxyloratadine (DCL). La DCL est considérée comme
étant 4 fois plus puissante que la Loratadine elle-méme dans sa liaison au récepteur H1 de

I’histamine (Barenholtz, 1989).

La Loratadine, active aprés administration orale, est couramment utilisée dans le
traitement de désordres allergiques. Il a été démontré in vitro que la Loratadine avait des
propriétés anti-allergiques. En effet, elle est capable d’inhiber la libération mastocytaire de

leucotriénes et d’histamine (Temple, 1988; Kreutner, 1987) ainsi que la libération d’histamine



par le basophile (Miadonna, 1994). La Loratadine affecte également les fonctions
éosinophiliques en inhibant a la surface la chémotaxie induite par le PAF, la libération de
dérivés oxygénés (Eda, 1993) ainsi que I’expression de certains marqueurs membranaires tels
ICAM-1, CDl1a, CDl11b, CDl1lc, CD18, Mac2, CD23 (Dugas, 1994). Cette action anti-
anaphylactique a €té mise en évidence dans des modeles animaux (cobayes, rats) ou la
Loratadine bloquait I’anaphylaxie bronchique (Kreutner, 1987), I’accumulation d’éosinophiles
et la vasoperméabilité (Cuss, 1990). Dans le cadre de rhinites allergiques, des études in vivo ont
confirmé le role bénéfique de la Loratadine dans la mesure oul cette substance, administrée une
semaine avant ’exposition a I’allergeéne, diminue le relargage d’histamine et de PGD; dans les
sécrétions nasales (Bousquet, 1988; Anderson, 1991). L’activation des cellules épithéliales
nasales par I’histamine, et en particulier ’expression des marqueurs membranaires ICAM-1 et

HLA-DR, est inhibée par la Loratadine (Vignola, 1995).

Par conséquent, le but de notre étude a été d’évaluer et de comparer, dans notre modele
d’activation des cellules endothéliales par l'histamine, la capacité relative de ces deux
antagonistes H1 a modifier I’activation endothéliale. Les critéres d'activation ont été fondés sur

la mesure de I’expression de la P-sélectine, de I'TL-6 et de I'TL-8.

Matériel et méthodes: se reporter a I’annexe (page 116).

L'expression de la P-sélectine 2 la surface des cellules endothéliales a été réalisée par
ELISA (n=5). La sécrétion d'IL-6 et d'IL-8 a été quantifiée, dans les surnageants de cellules
endothéliales récupérés aprés 24 heures de culture (n=6), au moyen d'ELISA commerciaux.
L'expression de I'ARN messager codant pour 1'IL-8 a été abordée par une technique de RT-

PCR semi-quantitative.
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Résultats:

1) expression de la P-sélectine a la surface de la cellule endothéliale:

* I’expression de la P-sélectine a été évaluée 10 minutes aprés la stimulation des cellules
endothéliales par de I’histamine (His) & 10-5M et 10-4M, la concentration la plus forte étant la

plus efficace.

* Antérieurement a la stimulation par I’histamine, des cellules endothéliales de veine
umbilicale humaine (HUVEC) ont été préincubées 1 heure avec des concentrations croissantes
de Loratadine (10-8 2 10-5M), cette période de préincubation ayant été déterminée préalablement
et étant désormais considérée comme optimale pour les expériences d’évaluation de I’expression
de la P-sélectine. Ainsi nous avons mis en évidence que la Loratadine inhibait, significativement
et de maniere dépendante de la dose, I’expression de la P-sélectine a la surface des HUVEC
(Figure 6A: p<0,01 pour les concentrations de 10-3 2 10-7M et p<0,05 pour la concentration de
10-8M).

* des résultats similaires sont obtenus avec la DCL, utilisée aux mémes doses. Toutefois
la DCL semble étre moins efficace que la Loratadine a inhiber I’expression de la P-sélectine
induite par I’histamine (p<0,05 uniquement pour les concentrations de 10-5 et 10-6M) (résultats

non présentés).

* les doses d’antagonistes responsables d’une inhibition de 50% de I’expression de la P-
sélectine induite a la surface des HUVEC, a la suite d’une stimulation par de I’histamine a
10-4M sont (Figure 6B):

- 13nM pour la Loratadine;

- 23nM pour la DCL;
ce qui confirme I’apparente efficacité de la Loratadine versus la DCL sur le parametre

d’activation qu’est I’induction de I’expression de la P-sélectine.
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2) production d’IL-6 par les cellules endothéliales:

* 3 doses d’histamine (10-6, 103 et 10-4M) ont été utilisées et nous ont permis de
confirmer I’effet dépendant de la dose d’histamine sur la sécrétion d’IL-6 par les HUVEC. Cette
sécrétion a €été dosée dans des surnageants d’HUVEC aprés 24 heures de culture. Pour
I’évaluation des cytokines, la période optimale de préincubation des HUVEC avec les anti-

histaminiques a été fixée a 3 heures.

* quelle que soit la concentration d’histamine employée, la Loratadine ainsi que son
métabolite actif inhibent significativement la sécrétion d’IL-6 induite par I’histamine d’une fagon
dépendante de la dose (respectivement les Figures 7A et 7B). La concentration la plus forte de
Loratadine utilisée (10-5M) est également la plus efficace (p<0,01 avec de I’histamine a 10-6M
et 10-3M; p<0,05 avec de I’histamine 4 10-4M). Néanmoins une diminution significative est
observée pour d’autres conditions d’activation (Figure 7A):

- Loratadine/histamine 10-6M: p<0,01 sauf pour la Loratadine a 10-8M (NS);

- Loratadine/histamine 10-5M: p<0,01;

- Loratadine/histamine 10-4M: p<0,05 sauf pour la Loratadine & 10-3M (NS).

* les premieres évaluations de I’effet de la DCL sur la sécrétion d’IL-6 par les cellules
endothéliales activées par de I’histamine ont été effectuées avec des doses similaires a celles de
la Loratadine. Or il est apparu que ces doses étaient trop fortes (résultats non présentés) et qu’il

était nécessaire de réajuster les concentrations de DCL 4 employer a savoir 1076 2 10~12M.

* utilisée a des concentrations inférieures, la DCL semble étre plus efficace que la
Loratadine a inhiber la sécrétion d’IL-6 induite par I’histamine (Figure 7C). Cette inhibition est
significative pour la plupart des conditions (Figure 7B):

- DCL/histamine 10-6M: NS sauf pour une concentation de DCL égale a 10-10M

(p<0,05);

- DCL/histamine 10-5M: p<0,05;

- DCL/histamine 10-4M: p<0,05.
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* les doses de Loratadine et de DCL entrainant 50% d’inhibition de la production d’IL-6
a la suite de I’activation des HUVEC par de I’histamine 2 10-4M sont (Figure 7C):

-0,3 10°°M pour la Loratadine;

- 2,6 10-12M pour la DCL.

3) production d’IL-8 par les cellules endothéliales:

* nous avons étendu 1'étude de l'action de la Loratadine sur la sécrétion d'IL-8 sur la
cellule endothéliale. Nous avons montré que 1’histamine avait un effet dépendant de la dose sur
la sécrétion d’IL-8 par les cellules endothéliales. Les doses d’histamine et d’anti-histaminiques

utilisées sont similaires a celles décrites pour 1’évaluation de la sécrétion de 1’IL-6.

* la Loratadine et la DCL inhibent significativement la sécrétion d’IL-8 par les HUVEC
stimulées par I’histamine, I’effet étant dépendant de la dose (Figure 8A: quelle que soit la dose
d’histamine: p<0,01 avec la Loratadine 2 1075 ou 10-%M et p<0,05 pour la Loratadine 4 1077 ou
10-8M). Concernant la DCL, les résultats sont les suivants (Figure 8B):

- DCL/histamine 10-6M: p<0,05 sauf pour la concentration de DCL égale 4 10-12M

(NS);

- DCL/histamine 10-SM: p<0,05 excepté pour la concentration de DCL égale 2 10-M

10712M (NS);

- DCL/histamine 10-4M: p<0,01.

* ]a DCL semble également agir de fagon plus efficace que la Loratadine pour inhiber la
sécrétion d’IL-8 par les HUVEC activées par I’histamine. Ceci est confirmé par I’évaluation de
la dose respective d’anti-histaminique entrainant 50% d’inhibition & savoir, pour une stimulation
d’histamine de 10-4M, (Figure 8C):

- 0,2 10-5M pour la Loratadine

- 10-M pour la DCL.
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4) expression de I’ARN messager codant pour I’IL-8:

L’évaluation de cette expression a été appréciée par une technique de RT-PCR semi-
quantitative. L’analyse de la Figure 9A nous montre que I’ ARN messager codant pour I’IL-8 est
détectable en base (piste 1) et qu'une stimulation des cellules endothéliales par de I’histamine a
10-4M en augmente fortement la quantité (piste 2). Le prétraitement des cellules avec les
différentes doses de Loratadine (1073, 1076 et 10~7M pour les pistes 3, 4 et 5 respectivement )
confirme, au niveau transcriptionnel, I’effet inhibiteur de 1’anti-histaminique. Cette inhibition
transcriptionnelle apparait aussi dépendante de la dose de Loratadine utilisée. La densité optique
de chaque spot a été lue et les résultats relatant les niveaux d'expression de ' ARNm codant
pour I'IL-8 ont été exprimés en pourcentage de la densité optique obtenue pour la GAPDH

(Figure 9B). Des résultats similaires ont été obtenus avec la DCL (résultats non présentés).

Conclusions:

* nos résultats concordent avec les travaux antérieurs démontrant que la stimulation des
cellules endothéliales par I'histamine entraine:

- une expression transitoire de la P-sélectine (Lorant, 1991);

- la synthése d'ARN messagers codant pour 1'IL-6 et I'lL-8 ainsi que la sécrétion de ces

deux cytokinés (Delneste, 1994; Jeannin, 1994).

* l'expression de la P-sélectine induite par l'histamine a la surface des cellules
endothéliales ainsi que la sécrétion d'IL-6 et d'IL-8 par ces mémes cellules sont inhibées
efficacement par la Loratadine, un anti-histaminique de type H1, et par 'un de ses métabolites

actifs, la DCL.

* la Loratadine inhibe de fagon plus efficace I'expression de la P-sélectine alors que
l'action inhibitrice de la DCL s'exerce préférentiellement sur la sécrétion des cytokines.

L'activité de ces deux composés est dépendante de la dose employée.



* la Loratadine et la DCL inhibent également le taux d'ARN messager codant

respectivement pour 1'TL-6 et I'TL-8.

Ce travail (Article I) a ét€ soumis pour publication dans la revue Clinical Experimental
Allergy (Inhibitory activity of Loratadine and Descarboxyethoxyloratadine on histamine-induced

activation of human endothelial cells. Molet et al).

1I. Interactions entre les cellules endothéliales et les éosinophiles.

Les travaux menés au sein de notre laboratoire s'intéressent aux interactions entre les
cellules endothéliales et les leucocyte impliqués dans la réaction inflammatoire
immunoallergique. 11 a notamment ét€ mis en évidence des interactions privilégiées entre les
cellules endothéliales et les macrophages alvéolaires (Gosset, 1991; Lassalle, 1993; Vanhée,
1996 (sous-presse)) ou les lymphocytes T issus de patients allergiques (Delneste, 1995). Plus
récemment, nous nous sommes intéressés aux relations éventuelles entre €osinophiles et cellules

endothéliales.

Données actuelles:

De nombreuses maladies comme les allergies, les infections parasitaires a
helminthes ou encore le syndrome hyperéosinophilique (HES) sont caractérisées par une
éosinophilie a la fois sanguine et tissulaire. La particularité de I'infiltrat observé dans certaines
de ces pathologies, comme 1'asthme ou la pneumonie chronique & éosinophiles, consiste en la
présence majoritaire d'éosinophiles mais surtout en I'absence de neutrophiles. Il est clairement
établi que les éosinophiles sont fortement impliqués dans la réaction inflammatoire par la
libération de différents médiateurs tels les protéines cationiques contenues dans les granules
(ECP, EDN, EPO, MBP) qui démontrent toutes des propriétés cytotoxiques importantes
(Gleich, 1986; Wardlaw, 1988; Corrigan, 1992). De plus les éosinophiles possédent la capacité

a synthétiser et 2 relarguer diverses cytokines contribuant 2 la réaction inflammatoire comme le
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GM-CSF, I'IL-1a, I'IL-3, I'IL-5, I'IL-6, 1'IL-8, le TNFa, le MIP-1a, les TGF-o et -8

(Mogbel, 1994), I'TL-4 (Nonaka, 1995) et le RANTES (Ying, 1996).

Les mécanismes responsables de cet infiltrat sélectif d'éosinophiles sont encore
mal connus. La transmigration endothéliale des éosinophiles, comme les autres leucocytes, met
en jeu de nombreux mécanismes, ce qui rend trés difficile la détermination de I'étape ou des
étapes responsable(s) de cette sélectivité d'infiltration. Cependant, la participation active de

I'endothélium dans le recrutement des éosinophiles a été évoquée.

L'interaction des €osinophiles avec les cellules endothéliales est initiée in vitro
par le PAF, le GM-CSF, le TNF, I'IL-1 ou I'IL-4 (Lopez, 1986; Kimani, 1988; Lamas, 1988;
Ebisawa, 1992; Moser, 1992). Les mécanismes qui concourent a l'infiltrat sélectif des

éosinophiles s'appuient sur trois notions:

1) un mécanisme de chémoattraction sélectif. La transmigration endothéliale fait
intervenir d'autres molécules possédant des propriétés chémotactiques et qui attirent les
leucocytes vers le site inflammatoire. L'infiltration des €osinophiles a l'intérieur des tissus est
favorisée par l'exposition de ces leucocytes aux chémoattractants suivants: PAF (Wardlaw,
1986; Casale, 1993), C5a, LTB4 (Hakansson, 1987), MIP-1a, RANTES (Rot, 1992), IL-8
(Warringa, 1993) et éotaxine (Griffiths-Johnson, 1993);

2) un mécanisme d'adhésion sélectif des éosinophiles aux cellules endothéliales (Moser,
1992). En effet, en présence d'IL-4, la cellule endothéliale peut exprimer a sa surface le VCAM-
1 dont le ligand (l'intégrine a4B1) existe sur les éosinophiles mais pas les neutrophiles
(Schleimer, 1992). Mais a c6té de ces mécanismes sélectifs, d'autres voies non sélectives
participent également au recrutement. Les éosinophiles comme les neutrophiles expriment a leur
surface les intégrines By LFA-1 (CD11a/CD18) et Mac-1 (CD11b/CD18) ainsi que le récepteur
pour la E-sélectine; toutefois seule I'adhésion des éosinophiles a des cellules endothéliales non

stimulées peut &tre augmentée par I'IL-3 et I'TL-5 (Walsh, 1990), ce qui distingue encore une
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fois les éosinophiles des neutrophiles. Les éosinophiles peuvent se lier a I'endothélium par
I'intermédiaire d'une interaction LFA-1/ICAM-1, cette derniére molécule d'adhérence étant
exprimée de fagon constitutive (Marlin, 1987). Une autre voie d'adhésion indépendante du
CD18 peut étre empruntée par les osinophiles et les neutrophiles: elle nécessite I'expression de
la E-sélectine, molécule d'adhérence exprimée a la surface des cellules endothéliales uniquement

sous l'effet d'une stimulation (Bevilacqua, 1987; Weller, 1991, Dobrina, 1991);

3) une survie tissulaire des éosinophiles prolongée dans le temps et dépendante de la
présence de cytokines comme I'IL-3, I'IL-5 et le GM-CSF et dont certaines peuvent étre
exprimées par la cellule endothéliale (Hart, 1992). De plus I'IL-3, I'IL-5 et le GM-CSF, trois
cytokines sécrétées par une sous-population de lymphocytes T (CD4*), sont capables d'induire
la maturation, I'activation et une augmentation de la survie des éosinophiles suggérant ainsi la

participation des lymphocytes T dans l'infiltration de ces leucocytes (Robinson, 1993).

But de 1'étude:

Dans les conditions normales, les éosinophiles représentent environ 2 8 3% de la
population leucocytaire sanguine. Dans certaines pathologies, I'augmentation de cette
éosinophilie sanguine préceéde l'apparition des symptdmes cliniques et l'infiltration des
€osinophiles dans les tissus. Les mécanismes qui gouvernent l'infiltration tissulaire des
éosinophiles demeurent encore obscurs. Nous avons émis I'hypothése qu'elle pourrait tre le
résultat d'une boucle d'auto-amplification, réalisée par les éosinophiles eux-mémes, et ayant
pour cible l'endothélium: les éosinophiles favoriseraient leur propre recrutement. Dans ce but
nous avons évalué les effets des surnageants d'éosinophiles d'une part sur l'expression de
molécules d'adhérence endothéliales et d'autre part sur la sécrétion de différentes cytokines par

ces cellules endothéliales.
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PREMIERE PARTIE: expression de molécules d'adhérence endothéliales.
@ Intervention des médiateurs spontanément relargués par les éosinophiles sur

I'expression de molécules d'adhérence a la surface des cellules endothéliales:

Matériel et méthodes: se reporter a I'annexe (page 122).

Les éosinophiles ont été purifiés a partir du sang périphérique de patients
présentant une éosinophilie sanguine supérieure a 5% en association avec un asthme (n=4), une
pneumonie chronique a éosinophiles (n=6), une angéite de Churg et Strauss (n=1) ou un
syndrome hyperéosinophile (HES) (n=10). La purification a été effectuée par un systéme
immunomagnétique (systeme MACS). Les éosinophiles purifiés sont maintenus en culture a
37°C, 5% CO; pendant 1 heure et 18 heures.

L'expression des molécules d'adhérence (ICAM-1, E-sélectine, VCAM-1) 4 la
surface des cellules endothéliales a été évaluée par ELISA.

La quantification des médiateurs libérés par les €osinophiles a été réalisée par

dosage biologique (IL-6), ELISA (TNFq, IL-18, IL-8) ou RIA (ECP).

Résultats:

1) modulation de l'expression des molécules d'adhérence a la
surface des cellules endothéliales activées par les surnageants d'éosinophiles:

* les surnageants d'éosinophiles (dilués au 1/2) ont été mis en contact avec les
cellules endothéliales pendant 6 heures (pour 1'évaluation de I'expression de la E-sélectine et du
VCAM-1) ou durant 24 heures (pour I'évaluation de I'expression de 'ICAM-1). Ces temps
correspondent aux conditions optimales d'expression de ces molécules et sont en accord avec

les nombreuses données de la littérature.

* Dans tous les cas (n=21), 'expression des trois molécules d'adhérence étudiées
est augmentée lorsque les surnageants d'éosinophiles sont ajoutés aux culture de cellules

endothéliales par rapport a l'expression mesurée sur les cellules endothéliales non stimulées;
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toutefois selon la durée pendant laquelle les éosinophiles ont été maintenus en culture (1 heure

ou 18 heures) cette augmentation est plus ou moins importante (Figure 10A)

* Les surnageants d'éosinophiles collectés aprés 1 heure de culture induisent une
augmentation faible et non-significative de l'expression d'ICAM-1, de la E-sélectine et du
VCAM-1. A l'inverse, les surnageants collectés aprés 18 heures augmentent fortement
I'expression de ces trois molécules d'adhérence a la surface des cellules endothéliales. Les
valeurs observées et exprimées en pourcentage d'augmentation sont trés supérieures 2 celles

obtenues avec les surnageants d'une heure, les différences €tant tres significatives (Figure 10B):

surnageants d'éosinophiles collectés apres

1h 18h
ICAM-1 5;5i7,8% 233,5+40,1% *
E-sélectine 7,946,2% 223,9+35,8% *
VCAM-1 4,8+6,2% 128,3£37,2% *

(n=21, Moyenne+SEM. *: p<0,0001 en comparaison avec les cellules endothéliales mises en
présence des surnageants d'€osinophiles collectés aprés 1 heure ou mise en présence du milieu
de culture seul). :

* nous avons pu également montrer que, dans les conditions optimales
d'activation (c'est-a-dire avec les surnageants collectés a 18 heures), I'augmentation
d'expression des trois molécules d'adhérence était dépendante de la dilution des surnageants

d'éosinophiles (Figure 11).

2) modulation de l'expression des molécules d fadhe’rence a la
surface des cellules endothéliales qg{iyées par les surnageants de neutrophiles:

* les neutrophiles ont été récupérés et maintenus 1 heure et 18 heures a 1'étuve
dans les mémes conditions que les éosinophiles (n=5). Le but était de voir si l'effet engendré

par les surnageants d'éosinophiles sur I'expression des molécules d'adhérence endothéliales
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était spécifique de ces cellules ou si, au contraire, les polynucléaires neutrophiles libéraient eux

aussi des médiateurs capables d'activer les cellules endothéliales.

* les surnageants de neutrophiles collectés aprés 1 heure n'induisent aucune
augmentation d'expression dICAM-1, de la E-sélectine ou du VCAM-1 i la surface des cellules

endothéliales, lorsqu'ils sont testés a la dilution minimale (1/2) (résultats non présentés).

* les surnageants, récupérés au bout des 18 heures de maintien en culture,
n'affectent que trés légeérement et de maniere non significative I'expression de la E-sélectine et
du VCAM-1 (21,2+25,0% et 8,0+7,0% d'augmentation respectivement) (résultats non

présentés).

3) caractérisation des médiateurs éosinophiliques impliqués dans
l'activation des cellules endothéliales:

* il est maintenant établi que les éosinophiles synthétisent et liberent des
composés lipidiques de petit poids moléculaire (produits de dégradation de l'acide
arachidonique), des cytokines et des protéines cationiques. La poursuite de notre travail a donc
consisté a déterminer lesquels de ces médiateurs pouvaient &tre responsables de I'augmentation

de I'expression des trois molécules d'adhérence étudiées.

* dans un premier temps, nous avons fractionné les surnageants d'éosinophiles
par filtration sur des membranes 2 limite d'exclusion prédéterminée. Nous avons choisi une
colonne dont la limite d'exclusion correspondait 4 10 kDa. Des surnageants d'éosinophiles
collectés aprés 18 heures ont été déposés sur ces colonnes, centrifugés et fractionnés en deux
parties:

- I'échantillon concentré (se situant dans le compartiment supérieur de la colonne) est
repris dans un volume identique 2 celui initialement déposé et renferme les molécules dont le

poids moléculaire est supérieur a 10 kDa;
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- le filtrat (se trouvant dans la partie inférieure de la colonne) contient les molécules
possédant un poids moléculaire inférieur a 10 kDa.
Ces deux fractions (diluées au demi) sont incubées avec les cellules endothéliales pendant 6 et
24 heures dans le but d'évaluer I'expression de la E-sélectine, du VCAM-1 et de I'ICAM-1.
Dans ces conditions, seule la fraction renfermant les molécules de poids moléculaire supérieur a
10 kDa est capable de reproduire I'effet engendré par les surnageants d'éosinophiles non-
fractionnés (résultats non présentés). Ainsi on peut écarter les facteurs solubles dont le poids
moléculaire est inférieur a 10 kDa, cependant l'intervention des molécules de petit poids
moléculaire n'est pas a exclure totalement compte tenu du fait qu'elles peuvent toujours se fixer

a des protéines de haut poids moléculaire.

* dans un deuxiéme temps, nous avons passé les surnageants d'éosinophiles sur
des colonnes d'affinité réalisées avec de la protéine G sépharose complexée a différents
anticorps capables de neutraliser spécifiquement 'action de cytokines comme 1'1L-18, I'[L-3,
I'IL-4, I'IFNYy, le GM-CSF, ou le TNFa. Afin de neutraliser 1'action des protéines
éosinophiliques, nous avons utilisé le fait qu'elles présentent une forte charge positive,
propriété qui les rend adhésives a I'héparine. Ainsi les surnageants d'éosinophiles ont pu étre

déplétés en protéines cationiques apres passage sur gel d'héparine.

* la déplétion des surnageants d'éosinophiles en GM-CSF, IFNy ou IL-3
n'entraine aucune diminﬁtion significative de l'expression dICAM-1 i la surface des cellules
endothéliales, en comparaison avec les surnageants non-déplétés (Figure 12a). Le traitement des
surnageants d'€osinophiles par un anticorps anti-TNFa n'a qu'un effet inhibiteuf modeste sur
I'expression de 'ICAM-1 (35,0+7,8% d'inhibition), le passage sur gel d'héparine ayant un
effet similaire (24,2+5,9% d'inhibition). L'inhibition maximale (72,31£9,6%) de l'expression
de I'TCAM-1 2 la surface des cellules endothéliales est observée dans le cas ou les surnageants
ont été déplétés en IL-1B. Des déplétions supplémentaires (en TNFa ou TNFo+protéines
cationiques) n'ont pas permis d'améliorer ce niveau d'inhibition (72,5%£5,5% et 76x8%

d'inhibition respectivement).




» concernant l'inhibition d'expression de la E-sélectine, les résultats sont

relativement proches de ceux obtenus pour 'TCAM-1 (Figure 12b):

- la déplétion des surnageants d'éosinophiles en GM-CSF, IL-3 ou IFNy n'influence

pas l'expression de la molécule d'adhérence;

- les anticorps anti-IL 1B sont responsables d'une forte inhibition de I'expression de la E-

sélectine a la surface des cellules endothéliales (90,8+11,1% d'inhibition).
Par contre, l'inhibition de I'expression de la E-sélectine apparait ici efficace lorsque les
anticorps anti-TNFo ou le gel d'héparine sont utilisés comme absorbants (59,819,3% et
51,2+9,9% d'inhibition respectivement). De plus, le niveau d'inhibition engendré par les
anticorps anti-IL-18 peut encore étre amélioré par des déplétions supplémentaires en TNFa et

protéines cationiques, générant ainsi une inhibition maximale de 95,4+10,1%.

» comme pour les deux molécules d'adhérence précédentes, aucune inhibition de
I'expression du VCAM-1 a la surface des cellules endothéliales n'est observée apres passage
des surnageants d'éosinophiles sur les anticorps anti-GM-CSF, anti-IL-3 et anti-IL-5 (Figure
12c¢). La déplétion des surnageants en TNFo ou en IL-4 inhibe de facon modérée 1'expression
du VCAM-1 (26,0£14,4% et 31,3£14,9% d'inhibition respectivement). Nous avons pu obtenir
des niveaux d'inhibition a peu pres équivalents lorsque les surnageants d'éosinophiles ont été
soit traités par des anticorps anti-IL-18 (77,7+11,3%) soit passés sur gel d'héparine
(71,7+23,5%). La déplétion concomitante en TNFa et IL-18 permet d'augmenter cet effet
inhibiteur (92,0+4,6%), 'inhibition maximale de l'expression du VCAM-1 a la surface des
cellules endothéliales étant atteinte avec des surnageants d'éosinophiles déplétés en TNFa, IL-

18 et protéines cationiques.

4) quantification de certains médiateurs collectés dans les
surnageants d'éosinophiles aprés 1 heure et 18 heures de culture:
* en vertu des résultats obtenus précédemment, nous avons recherché et dosé les

taux de TNFa et d'IL-18 dans les surnageants d'éosinophiles. Concernant les protéines
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1hr 18hr

ECP (ng/ml) 28.30 + 11.60 119.4 + 53.4°
IL-6 (IU/ml) 3.10 + 0.90 90.4 + 23.4
IL-8 (ng/ml) 0.05 % 0.01 27 +04

TNFo (pg/ml) 16.40 + 2.60 155.0 + 47.7"
IL-18 (pg/ml) 2.50 + 1.40 267.8 + 68.0

Tableau 4: Concentrations d’ECP (n=11), IL-6, IL-8 (n=21), TNFa et IL-18 (n=16)
détectées dans les surnageants d’éosinophiles collectés aprés 1 heure et 18 heures de
culture. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM. *: p < 0.01 et **: p < 0.001 en

comparaison avec les niveaux obtenus dans les surnageants d’une heure.




cationiques, seule I'ECP a ét€ dosée afin d'estimer la dégranulation des éosinophiles, évaluation
renforcée par le dosage de 1'IL-6, cytokine démontrée comme étant synthétisée et stockée dans
les granules cristalloides des éosinophiles. Une autre cytokine, 1'TL-8, a été quantifiée dans les
surnageants d'éosinophiles; ce choix ayant été guidé pour le role de cette molécule dans la

réaction inflammatoire.

* de mani¢re générale, les taux de médiateurs relargués spontanément par les
éosinophiles augmentent de maniére significative dans les surnageants collectés aprés 18 heures

par rapport aux niveaux obtenus dans les surnageants d'une heure (Tableau 4).

Conclusions:

* nos résultats montrent que les médiateurs éosinophiliques impliqués dans
I'activation des cellules endothéliales étaient principalement I'TL-18 et, & un degré moindre, le
TNFa. Ces travaux suggerent également que les protéines cationiques puissent participer a cette
amplification de l'expression des molécules d'adhérence. De plus, il semblerait que 1'action des
protéines cationiques s’exerce préférentiellement sur I’expression de la E-sélectine et du VCAM-

1, ce qui correspondrait, pour les cellules endothéliales, a un nouveau mécanisme.

* ces médiateurs éosinophiliques sont détectés en faibles quantités dans les
surnageants collectés apres 1 heure de maintien en culture, ce qui tend a expliquer la trés faible
induction de I'expression dICAM-1, de la E-sélectine et du VCAM-1 a la surface des cellules
endothéliales mises en contact avec ces surnageants. L'importante augmentation d'expression
de ces trois molécules d'adhérence, par les surnageants d'éosinophiles collectés apres 18
heures, coincide avec la présence en quantités également plus élevées de médiateurs

éosinophiliques au sein de ces surnageants.

* les observations rapportées dans cette étude suggerent que ce processus
d'amplification de l'expression d'ICAM-1, de la E-sélectine et du VCAM-1 a la surface des

cellules endothéliales semble étre spécifique des éosinophiles dans la mesure ou, dans des
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conditions expérimentales identiques, les neutrophiles ne sont pas capables de moduler

I'expression de ces trois molécules d'adhérence.

Ce travail (Article IT) a ét€ soumis pour publication dans Journal of Leukocyte Biology
(Modulation of cell adhesion molecules on human endothelial cells by eosinophil supernatants.

Molet et al).

€ Effets de l'activation des éosinophiles sur I'expression de molécules
d'adhérence a la surface des cellules endothéliales:

Initialement, nous avons mis en évidence 1'existence d'interactions entre les cellules
endothéliales et les éosinophiles médiées par des facteurs libérés spontanément par 1'éosinophile
(IL-18, TNFo et protéines cationiques). Le second point de notre étude a été d'analyser la

participation de médiateurs libérés seulement apres stimulation pertinente de I'éosinophile.

Les éosinophiles expriment a leur surface deux types de récepteurs spécifiques pour la
partie Fc des immunoglobulines de type E (IgE): le FceRI ou récepteur de haute affinité
(Soussi-Gouni, 1994) et le FceRI/CD23 ou récepteur de faible affinité (Capron, 1986); ainsi
qu'un récepteur spécifique pour la partie Fc des 1gG: le FcyRII/CD32 (Hartnell, 1990).
L'engagement de ces récepteurs avec des complexes immuns a pour conséquence l'activation
des éosinophiles et la libération de différents médiateurs. Le déclenchement de cette activité
sécrétoire des €osinophiles a surtout été démontré dans les phénomenes de cytotoxicité cellulaire
médiée par les anticorps (ADCC ou antibody dependent cell mediated cytotoxicity) contre les
parasites. Néanmoins la libération de médiateurs éosinophiliques consécutive & une stimulation
médiée par des immunoglobulines intervient également dans la physiopathologie de la réaction
inflammatoire immunoallergique (Tomassini,1991). Dans ce contexte, les mécanismes
impliquant les IgE apparaissent jouer un rle majeur dans l'initiation et le développement de la
réaction inflammatoire. C'est pourquoi nous avons tenté de déterminer si une dégranulation

éosinophilique médiée par les IgG ou les IgE pouvait augmenter I'expression de molécules



d'adhérence (ICAM-1, E-sélectine et VCAM-1) a la surface des cellules endothéliales et, de ce

fait, favoriser 1'adhérence et l'infiltration des éosinophiles.

Ainsi deux types de complexes activateurs ont ét€ utilisés pour stimuler nos préparations
d'éosinophiles: le premier, un systéme d'activation dépendant de 1'IgG, correspondait & des
globules rouges humains associés & un anticorps IgG anti-rhésus D (CRTS, Lille) (Chou,
1985). Le second, un systeme d'activation dépendant de I'IgE, était r