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Résumé.

Représentant 90% des cellules de I’espace alvéolaire a 1’état normal et situé a I’interface air-
tissu du poumon, le macrophage alvéolaire assure la défense de l'alvéole: il phagocyte les
contaminants organiques et inorganiques qui ont échappé au filtre des voies aériennes supérieures, et
sécrete de nombreux médiateurs immunomodulateurs. Ces substances favorisent le recrutement de
neutrophiles et de monocytes/macrophages, les défenses anti-bactériennes et anti-virales, mais peuvent
aussi conduire a4 une inflammation chronique et a une lésion du tissu pulmonaire. Aussi, le
macrophage alvéolaire est considéré comme une des cellules clés de I'initiation et de la modulation de
la réaction inflammatoire au niveau de I’alvéole. C’est pourquoi, il est important de comprendre les
mécanismes conduisant & son recrutement, ainsi que les facteurs régulant son activité. Le travail qui fait
I’objet de cette these concerne ces deux thématiques: (1) I’analyse des mécanismes de recrutement des
monocytes dans une pathologie interstitielle provoquée par une inhalation prolongée de poussiere de
charbon, la pneumoconiose du mineur de charbon; (2) I'étude de I’importance des interactions entre
le macrophage alvéolaire et le pneumocyte de type II pour la sécrétion de chimiokines et de cytokines

modulant I’inflammation.

(1) La pneumoconiose du mineur de charbon est, par sa fréquence et sa gravité, une des
maladies professionnelles les plus importantes. Cette pathologie interstitielle est associée a une alvéolite
macrophagique et au développement de 1ésions fibrotiques et emphysémateuses. Bien que 1’alvéolite
macrophagique soit considérée comme jouant un réle essentiel dans le développement ultérieur de la
fibrose, aucun médiateur potentiellement impliqué dans sa pathogénése n’a a ce jour été évalué. Notre
étude s’est focalisée sur trois chimiokines actives vis a vis des monocytes, le MCP-1, le MIP-1 et le
RANTES. Nous avons montré que (1) les patients pneumoconiotiques présentent une importante
surproduction de MCP-1 au niveau pulmonaire, sans que ce facteur puisse, seul, rendre compte de
I’alvéolite macrophagique (2) en plus des macrophages alvéolaires, les fibroblastes et les pneumocytes

de type II hyperplasiques sont probablement responsables de cette augmentation.

(2) Au niveau de I’alvéole pulmonaire, les macrophages alvéolaires sont en contact étroit avec
les pneumocytes de type II, dont les propriétés modulatrices de la réaction inflammatoire ont été
découvertes récemment. De fagcon a étudier les mécanismes de coopération macrophage alvéolaire -
pneumocytes de type II pour la sécrétion des cytokines, nous avons développé, in vitro, un modele de
coculture des macrophages alvéolaires humains avec une lignée de pneumocyte de type II d’origine
humaine. Nous avons mis en évidence un effet coopératif des macrophages alvéolaires et des
pneumocytes de type II sur la sécrétion d’IL-6 et de TNFq, et avons démontré qu’il s’exerce, d’une
part, par I’interaction des macrophages alvéolaires avec des composants de la matrice extracellulaire et,

d’autre part, par ’intermédiaire de médiateurs solubles relargués par les pneumocytes de types II.

En plus de préciser certains mécanismes impliqués dans le recrutement et la régulation de
I’activité du macrophage alvéolaire, I’ensemble de ce travail met en évidence la participation des
pneumocytes de types II, classiquement considérés comme des cellules de structure, dans le
développement de la réaction inflammatoire: ces cellules interviennent de facon directe dans le
recrutement des monocytes, via la sécrétion de facteurs chimiotactiques et ont, d’autre part, la capacité

de moduler la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les macrophages alvéolaires.
2



Introduction.

Parce que sa fonction est d’assurer les échanges gazeux entre le sang circulant et I’air
ambiant, le poumon est soumis & de multiples agressions par des agents organiques et
inorganiques variés (pathogénes, allergénes, particules minérales ou gaz...). Si I’on considere
sa surface (70 m?) et le volume d’air inspiré par jour, la fréquence des infections et des
pathologies développées est remarquablement faible. Le poumon dispose de deux systémes de
défense. L’un mécanique, notamment par expectoration, et I’autre dépendant des mécanismes
humoraux et cellulaires, et impliquant en premier lieu le macrophage alvéolaire. Cette cellule,
qui représente 90% des cellules de I’espace alvéolaire a I’état physiologique, phagocyte les
contaminants organiques et inorganiques qui ont échappé au filtre des voies aériennes
supérieures, et produit de nombreux médiateurs (enzymes, composés du complément, radicaux
oxygénés, dérivés de I’acide arachidonique et cytokines). Certaines de ces substances sont
responsables du recrutement et de 1’activation de neutrophiles et de monocytes / macrophages,
ce qui favorise les défenses antibactériennes et antivirales, ainsi que la clairance des particules.
Cependant, I’augmentation du nombre de macrophages activés au niveau de I’alvéole, si elle se
prolonge, peut entrainer une inflammation chronique, provoquer des lésions du tissu
pulmonaire, induire un processus de fibrose ou de destruction, et aboutir a I’établissement
d’une pathologie irréversible. C’est pourquoi il est important de comprendre les mécanismes
conduisant au recrutement des monocytes / macrophages vers I’alvéole, ainsi que les facteurs
régulant son activité au niveau de celle-ci. Le travail qui fait ’objet de cette thése concerne ces

deux thématiques.

Nous nous sommes dans un premier temps intéressés a 1’étude de I'implication de trois
chimiokines actives vis-a-vis des monocytes, le MCP-1, le MIP-1 et le RANTES, dans
I’alvéolite macrophagique associée a la pneumoconiose du mineur de charbon. Cette pathologie
interstitielle fibrosante représente, par sa fréquence et sa gravité, une des maladies
professionnelles les plus importantes. Historiquement importante dans le Nord-Pas-de-Calais,

elle concerne aujourd’hui encore plus de vingt-mille personnes en France. Cette pathologie, qui



a fait I’objet de nombreux travaux au sein de 1'unité de recherche U416 ol a été effectuée cette
thése, constitue de plus un modele d’étude des pathologies interstitielles consécutives a une

Pinhalation prolongée de particules minérales.

Dans un second temps, Nous avons analysé l'importance des interactions entre le
macrophage alvéolaire et le pneumocyte de type II pour la sécrétion de cytokines (IL-6 et TNF) et de
chimiokines (IL-8 et MCP-1) modulant I’inflammation. Un nombre croissant d’arguments suggérent
en effet que le pneumocyte de type II, longtemps considéré exclusivement comme une cellule de
structure, aurait un rdle actif dans la modulation de la réaction inflammatoire. Bien que les
macrophages alvéolaires soient en contact étroit avec les pneumocytes de type II au niveau de
I’alvéole pulmonaire, peu de travaux avaient étudié la coopération entre le macrophage alvéolaire et

le pneumocytes de type II pour la sécrétion des cytokines.

La revue générale a pour but de faire la synthése des principales connaissances actuelles
sur la structure et les composants cellulaires de 1’alvéole, le macrophage alvéolaire et les

mécanismes de défense de I’alvéole, ainsi que sur la pneumoconiose du mineur de charbon.



I - L’alvéole. Structure et composants cellulaires.

Le poumon est 1’organe des échanges gazeux entre le sang circulant et I’air ambiant. Ces
échanges s’effectuent au niveau des alvéoles, dilatations terminales des bronchioles se
présentant sous forme de petites cavités enveloppées par un réseau de capillaires pulmonaires.
L’épithélium alvéolaire est constitué de deux types de cellules, les pneumocytes de type I et les
pneumocytes de type II (figure 1). Ceux-ci reposent sur une membrane basale et sont recouverts
d’un fin film de fluide alvéolaire. Sous la barriére alvéolaire constituée par les pneumocytes se
trouvent les cellules endothéliales capillaires (Crapo et al., 1982). Les cellules endothéliales sont
en contact étroit avec les pneumocytes de type I, les membranes basales de ces deux types
cellulaires se confondant au niveau de la zone d’échange alvéolo-capillaire. Le dioxyde de
carbone et I’oxygene s’échangent par diffusion a travers la barriere air - sang formée par la
cellule endothéliale, le pneumocyte de type I (tous deux trés aplatis), les membranes basales
fusionnées de ces deux types cellulaires et le fluide alvéolaire qui couvre la face apicale des
pneumocytes de type I. Le tissu interstitiel, situé entre les €pithéliums de deux alvéoles, est
composé de polysaccharides glycosaminoglycannes et de protéines fibreuses formant un réseau
dans lequel sont distribuées des cellules, de fagon éparse. Ces cellules sont majoritairement des
fibroblastes qui assurent la synthése de composants matriciels et notamment des collagenes.
D’autres cellules sont plus rarement mise en évidence: des cellules musculaires lisses, des
péricytes, des macrophages interstitiels et des cellules dendritiques. Dans I’espace alvéolaire, au
contact des pneumocytes, se trouvent essentiellement des macrophages, mais aussi des
neutrophiles, des éosinophiles, des lymphocytes, dont le role est d’assurer la défense de

I’alvéole.
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Figure 1: Schéma de I’alvéole

PI: Pneumocyte de type I; PII: Pneumocyte de type II;
F: Fibroblaste; V: Vaisseau; coll: collagéne; e: élastine;
MA: Macrophage alvé€olaire; N: Neutrophile;

S.p: surfactant pulmonaire.



A, La cellule endothéliale.

Les cellules endothéliales capillaires représentent 30% des cellules pulmonaires (Crapo
et al., 1982) et constituent le plus vaste réseau capillaire de 1’organisme humain. A proximité du
noyau, le cytoplasme de ces cellules contient des mitochondries, des appareils de Golgi,
ribosomes et d’autres structures témoignant de leur activité métabolique. A I’inverse, leurs
extensions cytoplasmiques, qui ont une épaisseur inférieure & 1 pm, sont dépourvues en
organelles spécialisées mais contiennent de nombreuses vésicules de pinocytose, ouvertes sur
I’espace vasculaire (Ryan et Ryan, 1977). Les cellules endothéliales sont en contact étroit les
une avec les autres, associées par des jonctions serrées (Tight and gap jonction) (Schneeberger,

1981).

Les cellules endothéliales constituent une barriére physique continue
entre ’air alvéolaire et le sang circulant. Elles assurent la diffusion rapide des gaz, de
facon passive, tout en régulant I’échange des liquides et des solutés. Ce sont de plus des
cellules spécialisées pour le transport de matériel entre le sang et les tissus (Simionescu, 1981).
La cellule endothéliale est trés sensible aux agressions. La 1ésion de I’endothélium pulmonaire
provoque une perméabilité vasculaire accrue qui peut conduire a la formation d’oedémes, a

I’initiation d’une alvéolite et, de fagon plus rare, au développement d’une fibrose.

Les cellules endothéliales produisent des métabolites de phospholipides
membranaires pouvant augmenter la vasoperméabilité: le PAF (Platelet activating
factor), et des dérivés de I’acide arachidonique, les leucotriecnes LTC4 et LTD4, et la

prostaglandine PGE2.

Les cellules endothéliales régulent la vasomotricité. Elles capturent et
dégradent 1’adénosine triphosphate et 1’adénosine diphosphate qui sont de puissants
vasodilatateurs ainsi que la sérotonine et de la norepinephrine qui sont, quand & eux, de

puissants vasoconstricteurs. Elles synthétisent et sécretent des substances vasodilatatrices, telles



I’oxyde nitrique et les prostaglandines PGI2 (prostacycline) et PGE2, et d’autres
vasoconstrictrices, telles I’endothéline et le PAF. Les cellules endothéliales expriment de fagon
constitutive 1’enzyme de conversion de 1’angiotensine, enzyme qui convertie I’angiotensine I en
angiotensine II (puissant vasoconstricteur) et dégrade la bradykinine (puissant vasodilatateur).
Leur activité constrictrice est augmentée dans les conditions d’hypoxie, et diminuée dans les

conditions d’hyperoxie. (Revues. Berlin et Lenfant, 1982; Delneste, 1993).

Les cellules endothéliales peuvent moduler I’inflammation. Sous I’influence
d’endotoxines et de cytokines pro-inflammatoires, notamment IL-1 et le TNFa, elles produisent
des cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6), des chimiokines (IL-8, RANTES) et des
facteurs de croissance (G-CSF, M-CSF, GM-CSF) (Revue. Tonnel et al., 1996). Les cellules
endothéliales produisent d’autre part des phospholipides chimiotactiques pour les phagocytes: le
PAF (Lewis et al., 1988), le LTC4, le LTD4 (Feinmark et Cannon, 1986), le PGF2a et le
PGE?2 (qui est de plus un inhibiteur des lymphocytes Th1 et B) (Johnson ez al., 1981).

Le réseau de capillaires pulmonaires constitue un réservoir important de
leucocytes, constitué essentiellement de neutrophiles. Ces leucocytes forment le pool
marginé pulmonaire qui peut étre rapidement mobilisé afin de répondre aux agressions (Ambrus
et al., 1954). Cette rétention des cellules aux niveau des capillaires est due  la faible pression
sanguine (Karatzas et Lee, 1969), a la taille importante des leucocytes (environ 10 pm de
diamétre) par rapport au diametre des capillaires (4 2 6 pm) (Schmid-Schonbein et al., 1980) et
aussi a ’adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales par I’intermédiaire de molécules
d’adhérence (Bevilacqua et al., 1985). Les cellules endothéliales expriment certaines molécules
d’adhérence de fagon constitutive, comme les molécules de la super-famille des
immunoglobulines telles L’ICAM-1, 'ICAM-2 (ligand des intégrines LFA-1 et Mac-1
exprimées par tous les leucocytes) et, de fagon moins importante, le VCAM-1 (intervenant dans
I’adhérence des monocytes, des lymphocytes T, des €osinophiles et des basophiles) (Schleimer
et al., 1992). L’expression de ces molécules d’adhérence est fortement augmentée par le LPS et

des cytokines pro-inflammatoires, notamment le TNFa et I'IL-18 (Dustin et al., 1988;



Wellicome et al., 1990). D’autres molécules d’adhérence ne sont exprimées par les cellules
endothéliales que lorsqu’elles sont activées. C’est la cas de la E-sélectine (ELAM-1) (dont
I’expression, transitoire, est induite par le LPS, I'IL-1p et le TNFa) (Bevilacqua ef al., 1987),
de la L-sélectine (impliquée dans la localisation des leucocytes dans les organes lymphoides
périphériques) (Revue, Butcher, 1990) et de la P-sélectine (qui médie essentiellement
I’adhérence des neutrophiles) (McEver et al., 1989). L’expression accrue des molécules
d’adhésion, en réponse aux signaux pro-inflammatoires et chimiotactiques, permet une
adhérence plus forte des leucocytes aux cellules endothéliales, indispensable a la diapédése des
leucocytes. Les mécanismes de base de la migration transvasculaire semblent nécessiter
Iactivation des cellules endothéliales (Gundel et al., 1991). Celles-ci, normalement jointives,
vont se disjoindre temporairement, permettant ainsi aux leucocytes de quitter la lumiere des
vaisseaux. Les cellules endothéliales ont donc un réle crucial dans la régulation de la migration

leucocytaire transvasculaire (Revue, Issekutz, 1992)



B, Le tissu interstitiel.

Le tissu interstitiel est constitué d’une matrice extracellulaire dans laquelle des cellules,

majoritairement des fibroblastes, sont distribuées de facon éparse.

1, Les fibroblastes.

L’ interstitium est occupé pour la moitié de son volume par des cellules. Celles-ci ne sont
pas associées entre elles, mais sont entourées de tissu conjonctif. Parmi ces cellules, des
cellules musculaires lisses, des péricytes (cellules aplaties entourant les cellules endothéliales
capillaires et pouvant avoir une fonction contractile) et les cellules effectrices (macrophages,
mastocytes, lymphocytes, cellules dendritiques) peuvent &tre mises en évidence. Toutefois, les

fibroblastes constituent la grande majorité des cellules de I’ interstitium.

Les fibroblastes sont des cellules allongées, contenant un large noyau ovale, et dont le
cytoplasme est riche en organites, réticulum endoplasmique, appareil de Golgi et mitochondries.
Leur fonction principale est la synthése des composants de la matrice extracellulaire:
glycosaminoglycanes, fibronectine et collagénes. Les collagénes de type I et de type III sont les
produits majeurs de sécrétion des fibroblastes et représentent respectivement 80 et 15 a 20% du
collagéne synthétisé par ces cellules. Les fibroblastes sécrétent aussi des enzymes, dont la

collagénase, et des inhibiteurs de métalloprotéases (TIMPs).



2, La matrice extracellulaire.

a, composition.
La matrice extracellulaire est un réseau complexe composé de deux classes
principales de macromolécules, les polysaccharides glycosaminoglycannes et les protéines

fibreuses ( Revue par Alberts et al., 1992).

o, Les polysaccharides glycosaminoglycannes.

A P'exception de I’acide hyaluronique, polysaccharide acide de 4x10° a 8x10°
daltons, les glycosaminoglycannes sont tous li€s de fagcon covalente a une protéine pour former
des protéoglycannes (comme I’héparine et I’héparane sulfate). Ces molécules n’atteignent pas
10% du poids des protéines fibreuses mais remplissent la plus grande partie de I’espace
extracellulaire; trés hydrophiles, elles forment un gel dans lequel sont noyées les protéines
fibreuses. Cette phase aqueuse permet la diffusion des nutriments, des métabolites, des
hormones du sang et des cellules du tissu. Les glycosaminoglycannes permettent a la matrice
extracellulaire de résister aux forces de compression. Ces macromolécules peuvent Etre
dégradées par de nombreuses enzymes dont 1’élastase leucocytaire et, dans le cas de 1’acide

hyaluronique, la hyaluronidase. ( Revue par Alberts et al., 1992).

B, Les protéines fibreuses sont soit structurales (collagéne,
élastine), soit adhésives (fibronectine, laminine).

Les fibres de collagene sont les principales protéines du tissu
conjonctif, représentant 60 a 70% de I’ensemble de la trame conjonctive pulmonaire. Elles
résistent aux forces d’étirement et participent a 1’organisation de la matrice extracellulaire.
L’unité fondamentale du collagéne est le tropocollagéne, protéine formée de trois sous-unités
polypeptidiques de 1050 acides-aminés (chaines o), enroulées I’une sur I’autre pour former une
triple hélice droite maintenue par des liaisons hydrogenes. Dans 1’espace extracellulaire, les
molécules de tropocollagéne se polymérisent pour former des fibres de collagéne, insolubles et

fortement résistantes a la tension. Il existe 20 chaines a différentes mais seulement 12 types de
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collagéne. Les principaux collagénes du tissu conjonctif sont les collagenes de type I et de type
III, qui représentent respectivement 60-70% et 30% du collagene dans le poumon sain. Les
collagénes peuvent étre clivés, au trois quart de leur partie N terminale, par les collagénases.
Les deux composants générés sont spontanément dénaturés a la température corporelle, ce qui
les rend sensibles a I’attaque par des enzymes protéolytiques moins spécifiques et a 1’ingestion

par les macrophages. (Revue Kelley, 1989)

L’élastine, protéine hydrophobe de 830 acides-aminés, est le
composant principal du réseau de fibres élastiques qui conférent son élasticité au tissu conjonctif

pulmonaire. Elle représente 20 & 30% du tissu conjonctif pulmonaire.

La fibronectine est un homodimere dont les deux sous-unités de 2500
acides-aminés, riches en groupes carbohydrés (sucres et acide sialique), sont reliées par un pont
disulfure. La fibronectine existe sous trois formes: (1) Sous forme d’oligomere, elle peut &tre
attachée de fagon transitoire, a la surface des cellules. (2) La fibronectine plasmidique est la
forme circulante dans le sang et les autres fluides corporels, et peut aussi étre incorporée dans la
matrice extracellulaire. Elle favorise la coagulation, la cicatrisation et la phagocytose. Cette
forme est présente dans les fluides de lavage bronchoalvéolaire (LBA) de sujets sains et a des
taux plus élevés dans ceux de sujets fumeurs et de patients atteints de fibrose idiopathique
diffuse. (3) La fibronectine matricielle correspond aux fibrilles insolubles de la matrice
extracellulaire. La fibronectine est une glycoprotéine d’adhérence. Elle présente des sites de
fixation, distincts et séparés, a la fois pour les récepteurs de surface cellulaire et pour d’autres
protéines telles le collagene natif, le collagéne dénaturé (gélatine), la fibrine, les protéoglycannes
(comme I’acide hyaluronique et I’héparine). La fibronectine a un rdle important non seulement
dans I’adhérence, mais aussi dans la migration cellulaire. La dégradation de la fibronectine par
les protéases comme 1’élastase peut rompre I’architecture de la matrice et exposer ainsi le
collagéne et I’élastine a I’attaque d’enzymes moins spécifiques. (Revue par Gee et Walker

Smith, 1983; Ruoslahti, 1988)
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La laminine est une glycoprotéine de 85x10° daltons qui se trouve
majoritairement dans les membranes basales. Elle se lie a la fois aux cellules, notamment les

cellules épithéliales, et au collagénes de type IV, principal collagéne de la membrane basale.

b, Particularités de la membrane basale.

La membrane basale est une mince matrice extracellulaire spécialisée qui se
trouve a I’interface des cellules épithéliales et du tissu conjonctif sous-jacent. Elle exerce un rdle
fondamental dans la régénération tissulaire aprés une lésion. Quand [I’épithélium est
endommagé, la membrane basale constitue une charpente qui guide la migration des cellules en
voie de régénération. La membrane basale sert aussi de barriére sélective, elle empéche les
fibroblastes du tissu conjonctif sous-jacent d’entrer en contact avec les cellules épithéliales mais
laisse passer les macrophages et les lymphocytes. Enfin, la membrane basale détermine la
polarité cellulaire, influe sur le métabolisme cellulaire et induit la différenciation cellulaire.

La membrane basale est composée essentiellement de collagéne de type IV, d’héparane
sulfate et de laminine. Le collagéne de type IV est spécifique des membranes basales.
Contrairement aux autres types de collagene, il ne forme pas des fibrilles mais s’assemble en un
réseau sous forme de feuillet. La membrane basale est constituée de plusieurs couches
distinctes, la lamina lucida, adjacente a la membrane plasmique basale des cellules épithéliales,
la lamina densa située en dessous et la lamina réticularis, contenant des fibrilles de collagene,

qui relie la membrane basale au tissu conjonctif adjacent.
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3, Interaction cellule - protéines de la matrice extracellulaire;

role prépondérant des intégrines.

Les cellules possedent différents domaines de liaison a la matrice extracellulaire: la
membrane plasmique des cellules est composée de fagon intrinséque de protéoglycanes qui se
lient a la plupart des composants de la matrice extracellulaire. De plus les cellules expriment a
leur surface des récepteurs glycoprotéiques spécifiques. Parmi ceux-ci, les intégrines sont les
mieux caractérisées. Les intégrines sont des hétérodimeéres formés d’une chaine o et d’une
chaine B associées de fagcon non covalente. Les intégrines sont classées en sous-familles en
fonction de leur sous-unité B. Huit sous-unités  différentes et quatorze sous-unités o ont été
caractérisées a ce jour. Chacune de ces sous-unités est une glycoprotéine transmembranaire
ayant un unique domaine transmembranaire hydrophobe et un domaine cytoplasmique court
(inférieur a 50 acides-aminés), qui interagit avec les protéines du cytosquelette. Le site
d’interaction des intégrines a leur substrat est formé a la fois par le domaine N terminal de la
chaine « et de 1a chaine B.

Toutes les sous-familles d’intégrines n’interagissent pas avec les protéines de la matrice
extracellulaire. La sous-famille B1 des intégrines, aussi appelée VLAs, comprend des récepteurs
pour de nombreux composants de la matrice extracellulaire. La plupart des intégrines
reconnaissent la séquence tripeptidique Arg-Gly-Asp (RGD) qui se trouve sur la fibronectine, le
fibrinogéne, la laminine, la vitronectine et certains collagénes (notamment le collagéne de type
I), mais certaines, comme le VLA4 (0481) et ’04B7 reconnaissent la séquence Glu-Ile-Asp-
Leu-Val (EIDLV) de la région CS-1 de la fibronectine ou le VLA2 qui interagit avec la séquence
Asp-Gly-Glu-Ala (DGEA) du collagene de type I et de la laminine. (Ruoslahti et Pierschbacher,
1987; Revue par Albelda et Buck, 1990; Ruoslahti, 1991).
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C, Les pneumocytes.

1, Le pneumocyte de type L.

Les pneumocytes de type I représentent 8% des cellules de la région alvéolaire mais
couvrent plus de 90% de la surface alvéolaire (Crapo et al., 1982). Ce sont des cellules
quiescentes, aplaties, pauvres en organites. Presque tout le métabolisme énergétique de ces
cellules sert au maintien de leurs structures. Les pneumocytes de type I favorisent un échange
efficace de I'oxygene et du dioxyde de carbone grice a leur amincissement extréme, mais
empéchent en méme temps le passage de la plupart des molécules et de I’eau. Les pneumocytes
de type I, trés sensibles aux agressions, ne peuvent &tre renouvelés apres leur destruction que
par la multiplication des pneumocytes de type II qui se différentient ensuite en pneumocytes de

type I (Mason et al., 1977).

2, Le pneumocyte de type II.

Les pneumocytes de type II représentent environ 15% du total des cellules alvéolaires.
Ce sont des cellules de forme cuboidale, localisées au coin des alvéoles (Crapo et al., 1982). Le
pneumocyte de type II est une cellule polarisée, sa face apicale, alvéolaire, présente de
nombreuses microvillosités. Le pneumocyte de type II est une cellule sécrétoire au métabolisme
actif, son cytoplasme est riche en organites, inclusions lamellaires et granulations de type

sécrétoires.
a, Responsable du maintien de ’intégrité de D’alvéole.

Le pneumocyte de type II est classiquement décrit comme responsable du

maintien de I'intégrité de I’alvéole:
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o, Cellule souche de I’épithélium alvéolaire.

Comme nous 1’avons évoqué précédemment, le pneumocyte de type II est une
véritable cellule souche de I'épithélium alvéolaire. Lorsque les pneumocytes de type I sont
détruits suite & une agression, la membrane basale est mise a nue. Les pneumocytes de type II,
plus résistants que les pneumocytes de type I, proliférent et se différencient en pneumocytes de
type I, assurant ainsi la réépithélisation alvéolaire (Voekler et Mason, 1989). Les pneumocytes
de type II sont moins sensibles aux agressions que les pneumocytes de type I du fait de leur
surface moins importante et de leur contenu riche en enzymes anti-oxydantes (Freeman et al.,
1986). Il semble que la régénération rapide de I’épithélium par les pneumocytes de type II soit
essentielle pour prévenir les processus de fibrose suite a la lésion de I’épithélium (Hascheck et
Witschi, 1979). Le signal de prolifération, simple perte d’inhibition de contact ou facteur plus
spécifique, n’est pas connu. Durant la phase de réparation, le nombre de pneumocytes de type
IT augmente de facon transitoire, puis la proportion de pneumocyte de type I par rapport au
pneumocyte de type II est restaurée. Si la 1ésion est chronique, les pneumocytes de type II se
divisent mais ne se différencient plus en pneumocytes de type I. Dés lors, une partie de I’alvéole
est délimitée par des cellules cubiques de type II, ce qui réduit la surface disponible aux
échanges gazeux. Les pneumocytes de type II isolés en culture perdent leurs caractéristiques et
se différencient en cellules présentant un phénotype semblable a celui des pneumocytes de type I

(Edelson et al., 1989).

B, Controle du volume de fluide alvéolaire.

Le fluide alvéolaire, qui recouvre la surface alvéolaire, résulte de la
combinaison entre le surfactant sécrété par le pneumocyte de type II, I’exsudation plasmatique
des capillaires sous-jacents et les produits de sécrétion du macrophage alvéolaire (lysosyme,
fibronectine). Le pneumocyte de type II contrdle le volume de fluide alvéolaire, de facon a le
maintenir minimal, condition nécessaire a2 un bon échange gazeux. Cette régulation fait
intervenir des mécanismes de transports actifs de sodium (et autres solutés), du fluide alvéolaire
vers I’espace interstitiel, qui créent un gradient de pression osmotique et un mouvement d’eau

passif contre celui-ci (Mason et al., 1982; Sakuma et al., 1994).
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% Renouvellement du surfactant pulmonaire.

Le pneumocyte de type II synthétise, stocke, sécréte et recycle le
surfactant pulmonaire qui tapisse la surface des alvéoles. Le surfactant pulmonaire est composé
a 90% de lipides (majoritairement des phospholipides, du triacylglycérol et du cholestérol),
10% de protéines (au nombre de quatre, les protéines du surfactant SP-A, SP-B, SP-C et SP-
D) et de carbohydrate a I’état de traces (Rooney et al., 1994). C’est une substance tensioactive,
qui abaisse la tension superficielle des alvéoles et empéche ainsi leur collapsus télé-expiratoire

spontané (Goerke, 1974).

8, Renouvellement de la membrane basale.

Le pneumocyte de type II intervient dans la synthese et la dégradation de
certains composants de la matrice extracellulaire, participant ainsi au remodelage de la
membrane basale (Ranels ef al., 1992). Le pneumocyte de type II synthétise et sécrete de la
fibronectine, du collagtne de type IV, de la laminine, des protéoglycanes, de Ila
thrombospondine et de I’acide hyaluronique (Sage et al., 1983; Rannel et al., 1987; Dunsmore
et al., 1995). 11 a été rapporté qu’une lignée cellulaire de 1’épithélium pulmonaire feetal de rat
(FRLE) synthétisait du collagéne de type 1, de type III, et de type V (Federspiel, 1990) mais
aucune preuve n’a été établie a ce jour quand a une activité analogue du pneumocyte de type II
de poumon adulte. Le pneumocyte de type II sécréte deux sortes d’enzymes protéolytiques:
certaines ont la capacité intrinseque de dégrader les protéines de la matrice extracellulaire
(Ranels et al., 1992) alors que d’autres initient une cascade protéolytique conduisant a
Iactivation des métalloprotéases qui peuvent alors dégrader le collagene (Werbs et al., 1977).
Le pneumocyte de type II produit d’autre part des inhibiteurs de protéases, tels 1'al-
antitrypsine, principal inhibiteur des sérines protéases (et en particulier de 1’élastase) (Venembre
etal., 1994), et le PAI-1 (plasminogen activator inhibitor type 1), un inhibiteur des activateurs
du plasminogeéne, sous forme soluble dans I’espace alvéolaire ainsi que sous forme intégrée a la

matrice extracellulaire (Parton et al., 1992).
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g Participation a la réparation tissulaire.

Il a ét€ montré plus récemment que, comme la plupart des autres cellules
épithéliales, le pneumocyte de type II participe, par la synthése de facteurs paracrines, a la
régulation de la prolifération et de la différentiation des cellules avoisinantes aprés les
agressions: en condition d’hyperoxie, qui conduit a la destruction de cellules endothéliales, le
pneumocyte de type II sécréte des taux accrus de VEGF (vascular endothelial growth factor),
facteur de croissance mitogénique spécifique des cellules endothéliales. Il contribue de ce fait a

la restauration de I’endothélium vasculaire et prévient ainsi les processus de fibrose.

b, Pneumocyte de type II et défense pulmonaire.

De nombreuses études in vivo et in vitro suggerent que le pneumocyte de type 11
aurait aussi un role dans la régulation des réponses immunitaires et inflammatoires au niveau de
I’alvéole.

a, Cellule présentatrice d’antigéne.

Le pneumocyte de type II présente toutes les caractéristiques d’une cellule
présentatrice d’antigéne. Il posséde la machinerie nécessaire a la transformation et a la
présentation des antigénes: le pneumocyte de type II est capable de capter les molécules qui se
trouvent a sa surface et de les dégrader grice a ses enzymes lysosomiales (Williams, 1984). 1l
exprime des molécules du complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et de classe
I (Cunningham, 1994) ainsi que 'ICAM-1 (intercellular adhesion molecule-1), qui peut agir en
tant que molécule accessoire lors de la présentation des antigénes au lymphocytes T. Enfin, des
études in vitro ont montré que les pneumocytes de type II peuvent agir comme cellules
présentatrices d’antigéne dans les réactions leucocytaires mixtes, et stimuler la prolifération des

lymphocytes T allogéniques (Armstrong et al., 1992).
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B, Intervention dans la migration des cellules phagocytaires
a la surface de alvéole.

Le pneumocyte de type II peut interagir avec les cellules inflammatoires
via des mécanismes dépendant des contacts cellulaires. I1 exprime des carbohydrates de surface
qui permettent I’adhérence des neutrophiles (Crestani et al., 1993). D’autre part, ' ICAM-1 qu’il
exprime 2 sa surface est le ligand naturel des B2-integrines LFA-1 (leucocyte function associated
antigen-1) (CD11a/CD18) et Mac-1 (CD11b/CD18) exprimées par les leucocytes. Cette
expression d’ICAM-1 par le pneumocyte de type II est différente selon les especes étudiées.
Chez la souris, 'ICAM-1 est exprimé, dans le poumon sain, a la surface apicale des
pneumocytes de type I et de facon beaucoup moins importante a la surface des pneumocytes de
type II. L’expression d’ICAM-1 par les pneumocytes de type II est induite par 1’hyperoxie
(Kang et al., 1993). Chez le rat, 'ICAM-1 n’est pas détecté a la surface des pneumocytes de
type II fraichement isolés, mais apparait apres un jour de culture et est fortement exprimé
lorsqu’ils se différencient en pneumocyte de type I (Christensen et al., 1993). Chez I’humain,
contrairement a ce que 'on observe chez ces rongeurs, 'ICAM-1 est exprimé de fagon
constitutive par les pneumocytes de type II (Guzman et al., 1994). Cette expression favorise
probablement la migration des phagocytes a la surface des alvéoles et les mécanismes

d’adhérence des leucocytes lors des alvéolites inflammatoires.

v, Propriétés immunorégulatrices du surfactant pulmonaire

Les composants du surfactant ont, outre leur propriété tensioactive, des
caractéristiques immunorégulatrices: Il a été montré que le surfactant pulmonaire synthétique
inhibait la sécrétion de cytokines (IL-6, TNFa et IL-1B) par le macrophage alvéolaire
préalablement activé par des endotoxines (Thomassen et al., 1992). Les phospholipides du
surfactant peuvent inhiber la réponse lymphocytaire T (Ansfield et Benson, 1980; Sitrin et al.,
1985) ainsi que la production, par les macrophages alvéolaires, de métabolites de I’acide
arachidonique (Foldes-Folep et al., 1994) et de radicaux libres de I’oxygene (Hayakawa et al.,
1989). La protéine du surfactant SP-A peut participer a 1’opsonisation de cellules infectées par

des virus (Van Iwaarden et al., 1992a) et des bactéries (Mc Neely et Coonrod, 1994). De
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méme, la protéine du surfactant SP-D peut se lier aux bactéries et, a forte concentration, causer
leur agglutination ( Kuan ef al., 1992). La protéine du surfactant SP-A, en interagissant avec
des récepteurs spécifiques de forte affinité exprimés par les macrophages alvéolaires ( Kuroki et
al., 1988), induit leur migration, leur activité phagocytaire (Tenner et al., 1989) et leur sécrétion
d’IL-3 et de GM-CSF (Blau et al., 1994). Enfin, les protéines du surfactant SP-A et SP-D
modulent I’activité oxydative des macrophages alvéolaires (Van Iwaarden et al., 1990,1992b;

Katsura et al., 1993).

8, Synthése des protéines du complément.

Le pneumocyte de type II synthétise et sécréte les protéines du
complément C2, C3, C4, CS5 et le facteur B(Strunck et al., 1988). Lorsqu’elle est activée, la
cascade du complément produit des fragments peptidiques qui sont chimiotactiques pour les
leucocytes, activent les phagocytes, opsonisent les micro-organismes, lysent directement les
cellules, provoquent le catabolisme de I’acide arachidonique membranaire des neutrophiles, et
augmentent le flux sanguin au site d’activation ainsi que la perméabilité capillaire aux molécules
du plasma. En produisant les molécules du complément, le pneumocyte de type II peut servir a

amplifier ces processus.

& Production des dérivés de ’acide arachidonique.

Le pneumocyte de type II génere des dérivés de 1’acide arachidonique,
notamment les prostaglandines PGE2 et PGI2 (Van Overeld et al., 1992). La PGE2 ainsi
produite a des propriétés vasodilatatrices et inhibitrices de I’activation des lymphocytes T, de la
prolifération fibroblastique et de la syntheése de collagéne par ceux-ci. Contrairement aux autres
activités du pneumocyte, il semble que cette synthése augmente lorsque le pneumocyte de type
II se différencie en pneumocyte de type I (Lipchik et al., 1990). De plus, le pneumocyte de type
II contribue a la synthése de métabolites de 1’acide arachidonique par d’autres cellules. L’acide
arachidonique relargué par ce dernier peut étre capté par le macrophage alvéolaire et métabolisé
en différents produits tels le leucotritne B4 (LTB4) et I'acide 12-hydroxyeicosatetraenoique

(Chaucey et al., 1988). De méme, la culture de neutrophiles avec des pneumocytes de type II
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résulte en une production de LTB4 supérieure a celle des neutrophiles seuls (Grimminger e al.,
1992). Ce LTB4 contribue alors au recrutement des neutrophiles, des monocytes et des

éosinophiles, et agit en synergie avec la PGE?2 pour la perméabilité vasculaire.

¢, Sécretion de cytokines.

Les cultures primaires de pneumocytes de type II de rat synthétisent et
sécrétent du GM-CSF, qui active les neutrophiles et les éosinophiles, stimule la prolifération
ainsi que D’activité cytolytique des macrophages, augmente 1’activité immunostimulante des
cellules dendritiques et initie 1’activité des lymphocytes T. Ces mémes cultures produisent de
I’IL-3, qui présente des propriétés communes avec le GM-CSF et est impliqué dans la réponse
éosinophilique (Blau et al., 1994).

D’autre part, le pneumocyte de type II participe vraisemblablement au recrutement des
cellules de I’inflammation. Sous l'effet d'IL-1B et de TNFo, monokines dérivées des
macrophages, la lignée cellulaire de pneumocyte de type II humain A549 sécréte de 1'IL-8, du
MCP-1, respectivement chimiotactiques pour les neutrophiles et les monocytes, et de I'IL-6.
(Standiford et al., 1990, 1991; Crestani et al., 1994). De la méme fagon, la production de
RANTES (chimiotactique pour les monocytes) par les pneumocytes de type II de rat est
inductible par le TNFo (Van Otteren et al., 1995). De facon intéressante, ces chimiokines ne
sont pas directement inductibles par les endotoxines bactériennes, mais par des cytokines de la
réponse immédiate. Cependant, contrairement a2 ce qui est observé pour la lignée humaine
A549, le LPS peut induire la sécrétion de MCP-1 par les pneumocytes de type II de rat en
culture primaire (Paine et al., 1993). Bien que la différence de réponse ne soit pas comprise, ces
observations suggerent que le pneumocyte de type II participe a la réponse inflammatoire contre
les bactéries, soit en amplifiant I’effet des macrophages alvéolaires, soit en répondant
directement aux endotoxines bactériennes. La sécrétion d’IL-8 par la lignée cellulaire A549 peut
aussi étre induite par une infection virale, tout comme la production d’IL-6 et de TNF-RI
(Arnold et al., 1994). De méme, I'infection d’une culture primaire de pneumocyte de type II de

rat par le virus influenza induit le production d’IFN (Hahon et Castranova, 1989).
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n, Activité immunorégulatrice du pneumocyte hyperplasique.

De nombreuses pathologies, telles que celle causée par 1’hyperoxie
(Crapo et al., 1980), le syndrome de détresse respiratoire de 1’adulte (ARDS) (Standley et al.,
1992), les infections virales, la sarcoidose, la pneumoconiose, la fibrose interstitielle diffuse
idiopathique ou secondaire, sont caractérisées par 1’hyperplasie des pneumocytes de type II.
Cette modification morphologique est associée a une activité mitotique accrue. D’autre part, il a
été montré par immunomarquage sur coupes de poumons fibrotiques humains que les
pneumocytes hyperplasiques exprimaient, in vivo, certaines cytokines pro-inflammatoires tels
I’IL-6 (Crestani ef al., 1994) et le TNFoa (Nash et al., 1993), anti-inflammatoires tels le TGFpB
(Khalil, 1991) et I’'IL-1Ra (Smith et al., 1995), chimiotactiques comme le MCP-1 (Antoniade et
al., 1992) et du facteurs de croissance aux propriétés fibrosantes, le PDGF (Antoniades et al.,

1990).

Ainsi, le pneumocyte de type II, et dans une moindre mesure le pneumocyte de type I,
participent vraisemblablement aux mécanismes de défense non-spécifiques dirigés contre les
pathogenes, a la modulation de la réponse immune, au recrutement et a la modulation de

I’activité fonctionnelle des cellules inflammatoires ainsi qu’aux processus de fibrose.
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Il - Le macrophage alvéolaire.

Le macrophage alvéolaire est une grande cellule dont la forme irréguliere, de par la
présence de nombreuses invaginations et la surface riche en microvillosités, traduit la motilité, 1a
phagocytose et la sécrétion. Son noyau excentré, comprenant un ou deux nucléoles et une
chromatine nucléaire diffuse, et son cytoplasme abondant, riche en mitochondries, réticulum
endoplasmique, appareil de Golgi, inclusions cytoplasmiques, granules, vacuoles et vésicules
de pinocytose, reflétent son métabolisme tres actif.

Le macrophage alvéolaire se déplace sur la cellule épithéliale, sous le surfactant. Du fait
de sa situation entre 'air et les tissus sous-jacents, le macrophage alvéolaire est directement
exposé aux particules organiques et inorganiques qui ont échappé au filtre des voies
respiratoires. Le macrophage alvéolaire est une cellule phagocytaire mononucléée, a fort
pouvoir microbicide impliqué dans les mécanismes de défense non-immunitaire. De plus, il
initie et module la réponse immunitaire, joue un rdle central dans I'inflammation locale et
participe 2 la réparation tissulaire. De par ses propriétés, le macrophage alvéolaire est considéré

comme une cellule clé du poumon profond.

A, Origine

Les macrophages sont largement distribués dans les nombreux tissus de I’organisme en
I’absence de toute situation inflammatoire. Les mécanismes de recrutement des monocytes du
sang périphérique vers les tissus en I’absence d’inflammation ne sont pas totalement compris.
Cependant, il est établi que les macrophages sont issus de cellules pluripotentes, localisées dans
la moelle osseuse. Ces cellules souches se différencient successivement en monoblastes puis en
promonocytes et en monocytes. Ceux-ci quittent la moelle osseuse pour la circulation sanguine
ol leur demi-vie est d’environ deux jours. Les monocytes pénétrent ensuite dans les différents
tissus de I’organisme ou ils se différencient en macrophages résidents. Il semble, de plus,
qu’environ 5% des macrophages proviennent de la division locale de monocytes nouvellement

arrivés dans les tissus. La durée de vie des macrophages dans les tissus est de plusieurs mois.
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Ainsi, le maintien du nombre de macrophages au niveau alvéolaire résulte d’un équilibre
entre I’arrivée des monocytes sanguins provenant de la moelle osseuse et le départ ou la mort
des macrophages alvéolaires. L’ origine myéloide des macrophages alvéolaires a été illustrée par
une étude portant sur des sujets ayant subi une greffe de moelle osseuse. Celle-ci montre que,
moins de cent jours apres la greffe, les poumons des receveurs sont peuplés majoritairement par
des macrophages ayant pour origine les cellules mononucléées du donneur (Thomas et al.,
1976). Au cours des processus inflammatoires, I’augmentation du nombre de macrophages
alvéolaires résulte du recrutement accru de monocytes sanguins. Celui-ci est induit par la
production de divers facteurs chimiotactiques comme les chimiokines (MCP-1, RANTES), les
peptides du complément, le leucotriéne B4 et les fibrinopeptides (Ogisho et Yamada, 1993).

De nombreuses études suggerent que, outre leur origine monocytaire, les macrophages
alvéolaires proviennent aussi de leur propre réplication. En effet, leur nombre in vivo se
maintient apres 1’aplasie médullaire (Tarling et al., 1987). De plus, les macrophages alvéolaires
ont la capacité de proliférer in vitro sous ’influence de facteurs de croissance (Tarling et al.,
1987). Le compartiment interstitiel serait un site d’activité proliférative du macrophage (Bowden
et al., 1978). Si le taux de macrophages alvéolaires se divisant semble négligeable chez le sujet
sain (environ 1%), chez les patients présentant une inflammation chronique du poumon cette
proportion est augmentée de 2 a 15 fois (Bitterman et al., 1984; Pforte et al., 1993). Chez les
patients atteint de sarcoidose, non seulement les macrophages alvéolaires immatures ont la
capacité de proliférer in vitro, mais aussi les macrophages alvéolaires matures (Van Hal, 1995).
Ainsi, I’alvéolite macrophagique résulterait non seulement du recrutement accru des monocytes,
mais aussi, pour une moindre part, d’'une augmentation de la réplication locale des macrophages

résidents.
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B, Phagocytose

Le macrophage alvéolaire exprime différents types de récepteurs lui permettant de
reconnaitre des déterminants spécifiques des micro-organismes, les différenciant de 1’hdte: les
récepteurs mannoses, impliqués dans la reconnaissance des résidus mannose, fucose et N-
acétylglucosamine terminaux (Ezekowitz et Stahl, 1982) et les récepteurs scavengers (RS-A, B
et C), présentant une affinité pour des ligands polyanioniques, incluant les LDL acétylés,
certains polysaccharides, 1’acide lipoeichoique et des endotoxines (Krieger et Herz, 1994). De
plus, il a ét¢ montré récemment que le RS-A intervenait dans la capture de particules oxydées
présentes dans I’environnement (Kobzik, 1995).

D’autre part, la phagocytose peut étre favorisée par l’opsonisation préalable du
contaminant. L’opsonisation permet au macrophage de reconnaitre, avec un nombre limité de
récepteurs, une grande variété de particules exogenes présentant des déterminants de surface
tres hétérogenes. Par ces récepteurs Fc (récepteurs pour les IgG, IgE et IgA), le macrophage
alvéolaire peut phagocyter les antigénes reconnus et agrégés par les anticorps. Le macrophage
alvéolaire exprime des récepteurs spécifiques pour les peptides du complément, lui permettant
de reconnaitre les microbes opsonisés par ceux-ci. De nombreux micro-organismes provoquent
I’activation de la cascade du complément et le macrophage est lui-méme une source de facteurs
du complément. Enfin, comme nous I’avons déja évoqué, le macrophage alvéolaire exprime des
récepteurs de forte affinité pour la protéine du surfactant SP-A qui joue également un role
important dans I’opsonisation des particules & phagocyter. Le nombre et I'affinité de ces
récepteurs est modulable part de nombreux facteurs

L’internalisation de la particule fixée au récepteur membranaire nécessite le
réarrangement de I’actine du cytosquette et 1’invagination de la membrane cytoplasmique. Le
macrophage alvéolaire détruit le micro-organisme phagocyté par ses radicaux libres dérivés de
I’oxygéne (superoxyde, hydrogene peroxyde) ou par des mécanismes indépendants de
I’oxygene; la vacuole de phagocytose, le phagosome, fusionne avec les lysosomes qui contient
de nombreuses molécules aux propriétés microbicides, comprenant les défensines (petites
protéines cationiques), le lysozyme, les hydrolases acides et la peroxydase (Elbash et Weiss,

1988). Cette fusion provoque une acidification de la vacuole jusqu’a un pH 4-5, ce qui peut étre
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suffisant pour provoquer la destruction du microbe, et est aussi le pH optimal des hydrolases
acides. Les substances indigestes restent dans les phagolysosomes ol elles forment les corps

résiduels.

C, Le macrophage alvéolaire régule la réponse immune

1, Le macrophage alvéolaire en tant que cellule présentatrice d’antigéne

La fonction de cellule présentatrice d’antigéne nécessite la transformation de 1’antigene et
sa présentation a la membrane en association avec une molécule du complexe majeur
d’histocompatibilité de classe II (CMH II), mais aussi I’expression concomitante de molécules
accessoires appropriées, notamment les récepteurs membranaires B7 (B7-1, CD80 et B7-2,
CD86) et I'IL-1, qui stimule la prolifération des lymphocytes T et leur différenciation
(expression des récepteurs a I’IL-2 et sécrétion d’IL-2).

Le macrophage alvéolaire, comme les autres phagocytes mononucléés, posseéde a priori
plusieurs caractéristique propres aux cellules présentatrices d’antigene: Les protéines endocytées
sont dégradées dans les endosomes, puis transportées vers le réticulum endoplasmique. Les
peptides générés croisent la voie de biosynthése des molécules du CMH de classe II. Ils sont
présentés a la surface des macrophages alvéolaires en association avec ces molécules (HLA DR,
DP, DQ) et peuvent interagir avec les récepteurs des lymphocytes T (TCR). Comme tous les
macrophages, le macrophage alvéolaire exprime un fort taux de molécules du CMH de classe II.
Il assure donc une présentation optimale des peptides antigéniques.

Cependant, le macrophage alvéolaire a une efficacité en tant que cellule accessoire
inférieure a celle des macrophages d’autres tissus et des monocytes sanguins. cette faible
efficacité est probablement due, en partie a leur activité suppressive, mais aussi a un défaut
d’expression de cosignaux d’activation. Contrairement aux cellules dendritiques qui expriment
constitutivement les molécules B7, les macrophages et les monocytes doivent étre activés pour
exprimer ces molécules. Des études récentes ont montré I’importance de I’interaction des
molécules B7 avec les molécules de surface CD28 et/ou CTLA4 des lymphocytes T pour

délivrer un second signal d’activation. L’absence de ce cosignal peut causer !’anergie des
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lymphocytes T interagissant avec une cellule présentatrice d’antigéne uniquement par 1’interface
TCR / peptide - CMH 1I et produire un état de tolérance. Or, contrairement au monocyte
sanguin, le macrophage alvéolaire ne répond pas a la stimulation par I’IFNy par I’expression
des antigénes B7-1 ou B7-2. De plus, ’addition antigenes anti-CD28 dans des cocultures de
macrophages alvéolaires et de lymphocytes T provoque la prolifération des lymphocytes T. Ces
observations suggerent que le macrophage alvéolaire est incapable d’activer les lymphocytes T
parce qu’il ne peut pas fournir le signal de costimulation passant par le CD28 ( Chelen et al.,

1995).

2, Le macrophage alvéolaire et les lymphocytes

Le macrophage alvéolaire supprime la prolifération des lymphocytes T induite par des
mitogeénes ou des antigenes in vitro (McCombs et al., 1982; Holt, 1979). Cet effet semble
médié par la production de prostaglandines, de TGFp, d’IL-1Ra, d’oxyde nitrique et par des
mécanismes dépendant des contacts cellulaires (Monick et al., 1987; Roth et Golub, 1993; More
et al., 1992; Mills, 1991; Rich et al., 1991). In vivo , des expériences de déplétion des
macrophages alvéolaires chez le rat ont montré que, lors de I'inhalation d’un allergene, le
macrophage alvéolaire inhibait la réponse lymphocytaire T et limitait la production d’IgE par les
lymphocytes B. Ces résultats indiquaient de plus que le macrophage alvéolaire inhibait la
réponse immunitaire non seulement en supprimant I’activation des lymphocytes T présents dans
les alvéoles, mais aussi en contrdlant I’influx des lymphocytes vers le poumon (Thepen et al.,

1992; Strickland et al., 1993).

Par ces mécanismes, le macrophage alvéolaire prévient la sensibilisation du poumon aux
antigénes et évite ainsi le développement d’inflammations chroniques. Cependant, dans d’autres
contextes, le macrophage alvéolaire contribue au contraire a I’activation des lymphocytes T et
au développement de la réaction inflammatoire. En effet, une des fonctions majeures du
macrophage alvéolaire est d’initier et de faciliter la réponse immune cellulaire contre les

pathogenes.
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Il semble que l’action du macrophage alvéolaire dépende du rapport macrophage
alvéolaire / lymphocyte T: lorsque ce rapport est élevé, le macrophage alvéolaire a un role
suppresseur et 3 I’inverse, lorsque ce rapport est faible, le macrophage alvéolaire a un effet
inhibiteur (Rich et al., 1987). Ainsi, le nombre relativement faible de réaction d’hypersensibilité
pulmonaire pourrait en partie s’expliquer par le fait que le rapport macrophage alvéolaire /
lymphocyte T au niveau de 1’alvéole d’un sujet sain est de dix. D’autre part, 1’activité
immunosuppressive des macrophages alvéolaires est levée par le GMCSF et, dans une moindre
mesure, par le TNFa, le TGFp et I'IL-4, cytokines produites rapidement en présence

d’endotoxines et dans les premieres phases de la réponse inflammatoire (Bilyck et Holt, 1993).

D, Les médiateurs sécrétés par le macrophage alvéolaire

Le macrophage alvéolaire a la capacité de sécréter plus de cent molécules différentes dont
le poids moléculaire varie de 17 Da (radical hydroxyle) a 720 kDa (alpha2-M) et dont les
activités biologiques vont de la croissance a la mort cellulaire (Sibille et Reynolds, 1990).
Certaines de ces molécules sont synthétisées et sécrétées de facon constitutives, comme le
lysozyme, les facteurs du complément et I’apopoliprotéine E, mais la plupart nécessitent une

stimulation appropriée du macrophage alvéolaire.

1, Enzymes et inhibiteurs d’enzymes

Le macrophage alvéolaire sécréte plusieurs types d’enzymes dont [P’activité
antibactéricide n’a pas été clairement établie contrairement a leur capacité de dégradation du tissu
conjonctif. Le lysosyme est sécrété de fagon constitutive. Si cette enzyme peut digérer la paroi
de certaines bactéries, son efficacité en tant qu’agent bactéricide n’en reste pas moins incertaine.
Les hydrolases acides lysosomiales sont sécrétées en réponse a de nombreux stimuli tels
I’interaction avec les récepteurs Fc ou les récepteurs des composés du complément, des
cytokines et des produits bactériens. Ces hydrolases acides peuvent dégrader le collagene, la
membrane basale, hydrolyser le complément, les immunoglobulines et les kinines. Les

protéases neutres comprennent des collagénases, 1’élastase, la convertase d’angiotensine,
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Pactivateur de plasminogeéne et la protéase cysteine. Alors que les macrophages alvéolaires du
poumon sain sécrétent trés peu de protéases, les macrophages alvéolaires activés en sécrétent de
grandes quantités. Cette sécrétion peut étre induite par les cytokines, les endotoxines, la
phagocytose et les protéases elles mémes. La sécrétion des protéases neutres peut étre inhibée
par I’antiprotéase o2-macroglobuline. Le macrophage alvéolaire sécréte des lipases comme la
lipoprotéine lipase et la phospholipase A2. Le macrophage relargue aussi des inhibiteurs
d’enzymes comme I’antiprotéase o2-macroglobuline, Pinhibiteur de I’al-antitrypsine, de

Pactivateur de plasminogene, de collagénases, et de phospholipases.

2, Composés du complément

Le macrophage sécréte des composés du complément de la voie classique (C1, C2, C3,
C4 et C5) et de la voie alternative (facteur B, facteur D et properdine). 11 génére et sécréte aussi
des composés actifs du complément comme le C3a, C3b, C5a et Bb. La sécrétion des composés
du complément par le macrophage alvéolaire est augmentée lors des infections. En plus de leur
role dans les mécanismes de défense non spécifique, les composés du complément participent
au déclenchement de la réaction inflammatoire: Ils provoquent la vasodilatation et interviennent
dans le recrutement et I’activation des cellules phagocytaires. Par exemple, les anaphylatoxines
C3aetle C5a stimulent la migration du macrophage alors que le Bb I’inhibe. D’autre part, les
anaphylatoxines agissent en synergie avec le LPS dans l'induction de I'IL-1 et du TNF.

(Haeffner- Cavaillon et Cavaillon, ; Roitt et al., 1994)

3, Les dérivés de D’oxygene

Les dérivés de 1’oxygene sont des radicaux libres caractérisés par la présence sur une
orbitale externe d’un électron isolé non apparié. Cette caractéristique lui confeére une réactivité
biologique particuliére, car ce radical va tendre a arracher un électron a une molécule avoisinante
créant de ce fait un nouveau radical libre. C’est 1a le point de départ d’une réaction en chaine
susceptible de perturber le fonctionnement cellulaire. Certains dérivés de 1’oxygene libérés par

le macrophage alvéolaire activé, comme 1’anion superoxyde, sont de piétres oxydants et ne sont
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dangereux que parce qu’ils peuvent engendrer des especes plus oxydantes alors que d’autres,
comme le radical hydroxyle, sont trés oxydants.

Leurs propriétés oxydantes leur permettent de tuer les bactéries, mais peuvent aussi les
conduire a détruire les cellules de I’hdte. Cette cytotoxicité est principalement due a la
peroxydation des acides gras non saturés contenus dans les membranes cellulaires. Celle-ci
altere les propriétés de semi-perméabilité de la membrane et conduit a la mort cellulaire.

Les dérivés de 1’oxygene sont capables d’influencer la balance protéases/antiprotéases
au niveau du poumon: ils inactivent I’al-antitrypsine (olpl), inhibiteur physiologique de
I’élastase leucocytaire, soit directement par oxydation de la méthionine de son site actif, soit
indirectement par I’activation des métalloprotéases qui vont cliver I’alpl. En effet, les dérivés
de l'oxygene activent les métalloprotéases (gélatinases, collagénases) libérées par les
phagocytes sous forme latente et inactivent le PAI-1 (plasminogen activator inhibitor type 1), ce
qui favorise la formation de plasmine qui peut, elle aussi, activer les métalloprotéases latentes.
Enfin, ils diminuent I’activité de la lysyloxydase et de ce fait diminuent la vitesse de resynthése
de I’élastine.

Les dérivés de l'oxygéne interviennent dans le recrutement des neutrophiles: La
peroxydation des lipides membranaires par les dérivés de I’oxygene active la phopholipase A2
provoquant la libération et le métabolisme d’acide arachidonique dans certains systémes
cellulaires. L’exposition d’acide arachidonique a des dérivés de 1’oxygeéne génére, in vitro, un
puissant facteur chimiotactique pour les neutrophiles. D’autre part, le peroxyde d’hydrogene
peut induire la synthése de PAF par les cellules endothéliales et favoriser ’adhérence des
neutrophiles a I’endothélium.

Enfin, outre leur propriétés oxydantes, les dérivés de I’oxygene peuvent, a faible dose,
activer les macrophages et les neutrophiles, et augmenter I’expression de certains de leurs génes

(TNF, IFN, IL-8...) (Housset, 1994).
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4, PAF et éicosanoides

Le PAF et l'acide arachidonique sont dérivés du clivage des phospholipides
membranaires par la phospholipases A2. Ces médiateurs ne sont pas stockés dans les cellules,

mais sont néoformés. (Revue par Revillard, 1994)

Le PAF (platelet activating factor) a une action trés bréve, mais multiple: il entraine la
dégranulation des plaquettes apres leur agrégation et la libération de sérotonine. Il active les
lymphocytes T suppresseurs et stimule ’activité des cellules NK, tout en augmentant leur
libération de TNF. Il provoque la constriction des muscles lisses (ayant ainsi un effet
vasoconstricteur) et augmente la vasoperméabilité. 11 est chimiotactique vis a vis des
éosinophiles et des neutrophiles. Il augmente I’adhérence des neutrophiles a 1’endothélium et
induit leur dégranulation. 1 active la production des dérivés de I’acide arachidonique au niveau

des macrophages et des neutrophiles.

L’acide arachidonique, acide gras insaturé de vingt atomes de carbone, peut &tre
oxydés selon trois voies métabolites. La premiere, celle du cytochrome P450, n’a probablement
qu’une importance secondaire au niveau des cellules de I’immunité. Les deux autres voies (de la
cyclooxygénase et lipoxygénase) produisent des substances a demi-vie bréve, qui sont des
immunorégulateurs locaux et/ou des médiateurs de I’inflammation. Les métabolites de 1’acide
arachidonique, appelés éicosanoides, comprennent les prostaglandines, les thromboxanes
(produits de la voie cyclooxygénase), et les leucotriénes (produits de la lipoxygénase). Le
macrophage produit les prostaglandines PGE2, PGF2a, PGI2 et PGD2, les thromboxanes
TxA2 et TxB2 et les leucotrienes LTB4, LTC4, LTD4, et LTE4. Les éicosanoides modulent la
vasomotricité (le PGE2 est un vasodilatateur alors que le PGD2, les leucotriénes et le TxA2 sont
vasoconstricteurs) et augmentent la perméabilité capillaire. Ils sont de plus chimiotactiques vis a
vis des phagocytes. Enfin, la PGE2 a un effet négatif sur la prolifération des fibroblastes et sur
la synthése de TNF par les macrophages alors que le LTB4 exerce un rétrocontrdle positif sur la

sécrétion de TNF par le macrophage.
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5, Fibronectine

Le macrophage alvéolaire est une source importante de fibronectine. La fibronectine a
une forte activité chimiotactique pour les fibroblastes et son clivage par les enzymes
protéolytiques du macrophage provoque le relargage de fragments eux-mémes chimiotactiques.
Elle stimule la prolifération les fibroblastes et facilite leur attachement a la matrice extracellulaire.
La fibronectine, d’autre part, peut servir d’opsonine non spécifique et faciliter la phagocytose
des particules par le macrophage. Le taux de fibronectine est augmenté dans les lavages

alvéolaires de nombreuses pathologies telles les fibroses idiopathiques.

6, Cytokines

Le macrophage alvéolaire est, avec le lymphocyte, la principale source identifiée de
cytokines. Le macrophage alvéolaire ne sécréte pas de cytokines de fagon constitutive dans le
poumon sain, mais en sécrete, par contre, des taux élevés lors d’agressions pulmonaires et dans
de nombreuses pathologies. Les cytokines, petits polypeptides de 8 a 30 kDa, semblent étre les
plus importants médiateurs multifactoriels du comportement cellulaire et de la communication
intercellulaire. Elles agissent de fagon paracrine et autocrine, en se fixant a4 des récepteurs
spécifiques de forte affinité présents a la surface des cellules. Leur effet individuel dépend de
leur concentration et de 1'état de préactivation de la cellule cible. Leur effet combiné peut &tre
synergique ou antagoniste. Les cytokines régulent de nombreuses fonctions de la cellule,
comme la multiplication, la motilité et l'activité métabolique. Les cytokines sécrétées par le
macrophage alvéolaire vont permettre la production en cascade d’autres cytokines impliquées
dans I’amplification ou I’inhibition de 1a réponse inflammatoire. Sous l'effet de stimuli variés, le
macrophage alvéolaire peut sécréter de nombreuses cytokines, des cytokines pro-
inflammatoires, des facteurs de croissance, des chimiokines mais aussi des cytokines anti-
inflammatoires. (Revue par Kelley, 1990; Borish et Rosenwasser, 1996). Durant ce travail,
nous nous sommes plus particulierement intéressés a deux cytokines de I’inflammation, IL-6 et

TNF-a, et a la plus puissante des chimiokines chimiotactiques pour les monocytes, le MCP-1.
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a, Le TNF-o

Le TNF-a est une protéine de 17 kDa, dont le géne est situé sur le chromosome
6, & proximité du geéne du TNF-B, au sein de la région codant pour le complexe majeur
d’histocompatibilit¢é (CMH). Le TNF existe probablement sous forme monomérique et
multimérique, mais c’est sous forme trimérique qu’il est biologiquement actif. Le TNF-a est
principalement produit par les monocytes / macrophages, mais de nombreux types cellulaires,
tels que les lymphocytes B et T, les neutrophiles, les cellules NK, les cellules endothéliales, les
cellules musculaires lisses, les fibroblastes, (...), peuvent le sécréter aprés une stimulation
appropriée. Une forme membranaire du TNF-o, biologiquement active lors des contacts

cellulaires, a également €té mise en évidence a la surface des cellules activées.

Deux récepteurs du TNF ont été identifiés et clonés. Les TNF RI et le TNF RII sont des
glycoprotéines ayant respectivement un poids moléculaire de 55 et 75 kDa, et présentant 28%
d’homologie. Chacun d’eux fixe aussi bien le TNF-a que le TNF-B, et I’affinité du TNF RII est
supérieure a celle du TNF RI. La plupart des cellules exprime les deux types de récepteurs.
Cependant, le TNF RI est exprimé de facon constitutive et en faible quantité, alors que
I’expression du TNF RII est inductible. Les deux types de récepteurs, TNF RI et TNF RII,
existent également sous forme soluble (30 et 40 kDa respectivement), correspondant aux
domaines extracellulaires des formes membranaires. Leur libération de la surface cellulaire est
induite par divers stimuli. Ainsi les neutrophiles libérent-ils leurs TNF Rs suite a I’activation par
le fMLP, le C5a, le GM-CSF ou le calcium ionophore. Ces formes solubles fixent le TNF, avec
une affinité plus grande pour le TNF-o que pour le TNF-p. A forte concentration, elles inhibent
Pactivité biologique du TNF. 1l semble également qu’elles puissent, a faible concentration,

protéger les molécules de TNF et accroitre leur demi-vie.
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Les macrophages sécrétent le TNF-o sous l’effet de nombreux stimuli: produits
microbiens (endotoxines bactériennes, certains virus, parasites ...), poussiéres minérales,
fragments de fibronectine, fragment C5a, et diverses cytokines telles que I'IL-1, I’'IL-2, I'IL-3,
PIFNy, le GM-CSF, CSF-1, et le TNF lui méme. Les macrophages alvéolaires sécrétent des

taux de TNF-o plus importants que les monocytes (Martinet et al., 1988).

Le TNF (tumor necrosis factor) doit son nom au fait qu’il induit une nécrose
hémorragique et la dépression de certaines tumeurs chez la souris (Carswell et al., 1975). 1l est
a origine d’une lyse cellulaire soit par des mécanismes nécrosants, soit par des phénomenes
d’apoptose. Plusieurs lignées tumorales humaines sont sensibles a cette action in vitro (cellules
de mélanome, de carcinome colique, de carcinome vésical ou de fibrocarcinome) alors que les
cellules normales ne sont pas détruites. En dehors de ces propriétés anti-tumorales, le TNF
possede un large spectre d’activités biologiques, agit sur de nombreuses cellules, immunitaires
ou non, et est considéré comme un médiateur essentiel de la réponse immunitaire et de la

réaction inflammatoire.

Le TNF-a est impliqué dans la phase effectrice de la réponse immunitaire. Cofacteur de
’activation des lymphocytes T, il co-induit la production d’IL-2 et d’IFN-y, I’expression des
récepteurs pour I’IL-2, la prolifération (en présence d’antigénes et d’IL-2), et est aussi impliqué
dans I’acquisition de 1’activité cytotoxique par les lymphocytes T CD8* allospécifiques. Le
TNF-a est sans action sur les lymphocytes B au repos, mais peut néanmoins co-participer a leur
différenciation et a leur prolifération en présence d’activateurs. II accroit en particulier leur
réponse proliférative et leur capacit¢ de sécrétion d’immunoglobulines induite par I'IL-2.
D’autre part, il augmente les propriétés cytotoxiques des macrophages et des neutrophiles, ainsi

que leur capacité de phagocytose.
Le TNF amplifie la réponse inflammatoire en participant au recrutement et a 1’activation

des leucocytes. Il induit la production de facteurs chimiotactiques responsables du recrutement

des monocytes, des neutrophiles et des lymphocytes sur le site de 1’inflammation et serait, de
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plus, chimiotactique pour les monocytes et les neutrophiles (Ming et al., 1987). En réponse au
TNF, I’endothélium vasculaire et les neutrophiles expriment de mani¢re accrue des molécules
d’adhérence a leur surface (Gamble et al., 1985). Cette surexpression favorise 1’adhérence des
cellules sanguines a 1’endothélium, étape précédant 1’extravasation et la migration des cellules
inflammatoires vers le site de I’inflammation. Le TNF entraine aussi une hyper-perméabilité
vasculaire, a I’origine d’oedéme vasculaire et stimule d’autre part 1’activité procoagulante des
cellules endothéliales. Comme I’IL-1 et I'IL-6, il favorise la coagulation, interférant avec la
fibrinolyse, et limite ainsi 1’oxygénation des tissus. Le TNF stimule la multiplication des
fibroblastes, ainsi que leur activité sécrétoire (PGE2, collagénase), et serait ainsi impliqué dans

la cicatrisation tissulaire ainsi que dans les processus de fibrose.

Le TNF augmente la production d’oxydants par les neutrophiles (Klebanoff et al. 1986),
les macrophages (Warren et al., 1988) et les fibroblastes (Meier et al., 1989) tout en induisant
I’expression d’antioxydants. Il induit la dégranulation du neutrophile et la sécrétion de
médiateurs de I’inflammation par le macrophage.

(Revue par Kelley, 1990; Borish et Rosenwasser, 1996; Cavaillon, 1996).

b, L’interleukine-6

L’IL-6, glycoprotéine de 26 kDa dont le geéne est situé sur le chromosome 7,
joue un réle majeur dans la régulation de la réponse immunitaire. Les phagocytes mononucléés
sont probablement la source la plus importante d’IL-6. Toutefois, I'IL-6 est une cytokine
ubiquitaire pouvant étre produite par de trés nombreux types cellulaires lors d’une activation.
Cette production est déclenchée par de multiples signaux: LPS, virus 8 ARN bicaténaire, HIV,
poussieres minérales, PGE2 et diverses cytokines dont le TNF-o, I'IL-1, I’'IL-2, les IFNs, le
PDGEF et ’EGF. Ces signaux ont une certaine sélectivité selon le type cellulaire: Le LPS est
plus efficace sur la lignée monocytaire alors que I'IL-1 est plus efficace sur la lignée
fibroblastique. La production d’IL-6 par les monocytes / macrophages est souvent concomitante

a celle d’IL-1 et le TNF-a. De fait, les études employant les endotoxines comme agent de
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stimulation des monocytes / macrophages ont montré que les mémes phénomeénes

d’amplification et d’inhibition étaient observés lors de la production de ces trois cytokines.

Le récepteur de I'IL-6 est constitué de deux glycoprotéines, I’une, de 80 kDa (I’IL-6 R),
fixe I'IL-6, alors que I’autre, de 180 kDa (la gp130), fourni le signal d’activation cellulaire. En
fait, le complexe IL-6/IL-6 récepteur est un hexamére constitué de deux molécules d’IL-6, deux
d’IL-6 R et de deux gp130. L’IL-6 R existe sous forme soluble (s IL-6 R) et, contrairement aux

récepteurs solubles de I'IL-1 et du TNF, joue un r6le amplificateur de I’'IL-6.

L’IL-6 est une cytokine pléiotrope impliquée dans la régulation de la réponse
immunitaire, de I’hématopoiese et de la phase aigu¢ de la réaction inflammatoire. Au niveau
immunologique, I’'IL-6 agit essentiellement sur la différenciation et I’activation des lymphocytes
B. L’IL-6 est un agent de maturation terminale, elle n’agit que sur les lymphocytes B activés,
les cellules B au repos étant dépourvus de récepteurs. Produite par les cellules présentant
I’antigéne et les lymphocytes T, I'IL-6 agit de concert avec les autres cytokines dans la
différentiation des lymphocytes B et la production d’anticorps. Aprés stimulation par un
mitogene, I’IL-6 accroit la production d’immunoglobulines, aussi bien IgM, IgG ou IgA. Au
niveau de ’hématopoiése, 'IL-6 agit comme I'IL-1 et I'IL-4, en synergie avec les CSF. Elle
induit la production de GM-CSF par les fibroblastes et les cellules hématopoiétiques & deux
niveaux: trés précocement, elle potentialise I’effet de I’IL-3 sur la différenciation des cellules
souches, plus tardivement, elle a des effets comparables & ceux du G-CSF sur la lignée
granuleuse. L’IL-6 médie 1’activation, la croissance et la différenciation des lymphocytes T, et
est le principal facteur impliqué dans la génération des lymphocytes T cytotoxiques a partir de la
population CD8+. Comme I’IL-1, I'IL-6 potentialise l'effet de I'IL-2 en augmentant
I’expression du récepteur de I’'TL-2 sur les lymphocytes T activés. L’IL-6 stimule I’activité des
cellules NK, induit la production d’IFN-y par celles-ci et augmente la génération et I’activité des
cellules LAK préparées en présence d’IL-2. L’induction des cellules T cytotoxiques et

I’activation des cellules NK pourraient rendre compte de I’activité antitumorale attribuée a I'IL-
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6. L’IL-6 stimule la sécrétion de lysozyme, la lactoferrine et de B-gluconidase par les
neutrophiles, et de facteurs B et C3 par les fibroblastes.

L’TL-6 présente des propriétés anti-inflammatoires. Elle induit la production, par les
hépatocytes, des protéines de la phase aigu€¢ inflammatoire, protéines ayant essentiellement un
role anti-inflammatoire par leur capacité a limiter les effets déléteres d’enzymes et de produits
microbiens. Tout comme I'TL-1 et le TNF, I’'IL-6 est a I’origine d’une boucle de rétroinhibition
de la réaction inflammatoire, impliquant 1’axe neuro-endocrinien: Elle induit la production, par
I’hypothalamus, de CRF (corticotropin-releasing factor), qui agit sur les cellules de
I’hypophyse pour leur faire produire de 1’hormone adrénocorticotrope (ACTH). Cette derniére,
agissant sur les surrénales, est responsable de la production de glucocorticoides, puissant
inhibiteur de la synthese de cytokines. Enfin, I’IL-6 réprime la production d’IL-1 et de TNF par
les monocytes / macrophages (Aderka et al., 1989) et induit chez I’homme des taux
plasmatiques accrus d’IL-1 Ra (IL-1 Receptor antagonist) et de récepteur soluble du TNF,
TNFsRpSS5 (Tilg et al., 1994).

(Revue par Kelley, 1990; Kishimoto ef al., 1992; Borish et Rosenwasser, 1996; Cavaillon,
1996)

¢, Le MCP-1 et les chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines basiques de faible poids moléculaire (7-10
kb), présentant 20 2 90% d'homologie entre elles au niveau de leur séquence primaire et ayant
des propriétés chimiotactiques. Trois sous-groupes de chimiokines ont été définis (a, B et y): les
a et les B-chimiokines possedent quatre résidus cystéine (C) en position invariable, les deux
premiers étant respectivement séparés par un acide aminé quelconque (C-X-C, sous-groupe a),
ou adjacents (C-C, sous-groupe B), alors que les y-chimiokines, plus récemment identifiés, ne
posseédent que deux cystéines (aussi appelé sous-groupe C). Les a-chimiokines sont codées par
le chromosome 17 et comprennent I'IL-8, le GROow/B/y, ’ENA 78, I'IP-10, le PF-4 ainsi que le
PBP et ses dérivés. Les B-chimiokines, dont les génes sont localisés sur le chromosome 4,
correspondent au MCP-1/2/3/4, MIP-10/B, RANTES, I1-309, fic, CCF18, MRP-1/2 et

Eotaxine. Le seul membre actuellement connu des y-chimiokines est la lymphotactine, dont le

36



gene est situé sur le chromosome 1. Cinq récepteurs pour les f-chimiokines humaines ont été
clonés (référencés sous les noms de CCR-1 a CCR-5). Le CCR-1 fixe le MIP-1«, le MCP-3 et
le RANTES. Le second, qui existe sous deux isoformes (CCR-2A et CCR-2B), reconnait le
MCP-1 et le MCP-3, et dans le cas du CCR-2B, le MCP-4. Le CCR-3, exprimé exclusivement
pat les éosinophiles, est spécifique de I’éotaxine et du MCP-4. Enfin, le CCR-5 lie les MIP-1a
et B et le RANTES (Garcia-Zepeda ef al., 1996).

Le MCP-1 (Monocyte chemoattractant protein-1), de la sous famille des B-chimiokines,
posséde quatre cystéines qui forment des ponts disulfures (1-3 et 2-4). Les boucles qui en
résultent sont nécessaires a son activité biologique car elles déterminent la configuration requise
pour l'interaction avec ses récepteurs. Il existe deux formes de MCP-1: Le MCP-1a et le MCP-
1B, tous deux composés de la méme chaine de 76 AA. IIs sont codés par un géne unique,
composé de trois exons, situés sur le chromosome 17. Ce géne (JE) posséde un cadre ouvert de
lecture codant pour 99 AA. L'hydrophobicité des 23 premiers acides-aminés est typique des
séquences d'adressage, ce qui est cohérent avec le fait que le MCP-1 soit sécrété. Le MCP-1a
et le MCP-1B, sont des protéines relativement basiques qui devraient faire 8,7 kDa d’apres leur
composition en acides aminés mais qui ont en fait une masse moléculaire de 15 et 13 kDa
respectivement, suite & des modifications post-transcriptionnelles (O-glycosilations et addition

terminale de résidus sialiques).

Différents types cellulaires, outre les macrophages, sont sources de MCP-1 sous !'effet
de divers stimuli, dont en particulier I'IL-1 et le TNF-a. Parmi ces cellules, ont été identifiés,
les fibroblastes, les cellules endothéliales (Streiter et al., 1989), les monocytes (Yoshimura et
al., 1989), les lymphocytes (Kaczmarek B,1985), les cellules musculaires lisses, les
pneumocytes de type II (Standiford et al., 1991), et les cellules mésothéliales (Antony et al.,
1995).

Le MCP-1 est chimiotactique pour les monocytes, tout comme le MIP-1a, MIP-1B, le
MCP-2, le MCP-3, le MCP-4 , le RANTES (Oppenheim et al., 1991, Garcia-Zepeda et al.,

1996). In vitro, il semble étre la plus puissante des chimiokines ayant une activité
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chimiotactique pour les monocytes a faible dose (Uguccioni et al., 1995, Garcia-Zepeda et al.,
1996). In vivo, I’administration de MCP-1 aboutit effectivement a I’accumulation de monocytes
au site d’injection (Zachariae et al., 1990). Outre son effet chimiotactique, le MCP-1 est aussi
un facteur d’activation des monocytes, stimulant leur activité cytostatique dirigée contre
certaines lignées de cellules tumorales (Matshushima et al., 1989), leur métabolisme oxydatif
(Rollins et al., 1991), le relargage d'enzymes lysosomiales, l'expression des molécules
d’adhérence p150,95 (CD11¢c/CD18) et de Macl (CD11b/CD18) de la famille des intégrines-p2,
et la synthése d’IL-6 et d’IL-1 (mais pas de TNF) (Jiang et al., 1992). Plus récemment, il a été
démontré que le MCP-1 agit également sur les basophiles, provoquant leur recrutement sur les
sites inflammatoires et leur libération d’histamine (Fureder et al., 1995), ainsi que sur les
cellules NK, induisant leur migration et leur dégranulation (Allavena et al., 1994; Taub et al.,
1995). Enfin, des études in vitro sur les lymphocytes T humains et in vivo chez la souris et le
rat ont montré que le MCP-1 a un effet chimiotactique sur les lymphocytes T (Huffnagle et al.,
1995; Roth et al., 1995; Taub et al., 1995; Rand et al., 1996). (Revue par Yoshimura et
Leonard, 1992;)
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IIl - Mécanismes de défense de ’alvéole.

A, Les voies aériennes supérieures.

De multiples agresseurs potentiels (particules minérales, gaz toxiques, allergénes,
bactéries, virus) sont véhiculés par I’air que nous inspirons. L’appareil respiratoire dispose de
moyens de protection et d’épuration visant & le protéger contre la pénétration des particules et a
éliminer celles qui s’y déposent. Les particules d’un diametre supérieur a 10 pm se déposent par
impaction dans les voies nasales et sur la paroi postérieure du pharynx. Les particules plus fines
se fixent par sédimentation sur les parois bronchiques. Seules les particules d’un diamétre
inférieur a 2 um parviennent aux structures alvéolaires. Quel que soit leur lieu de dépot, les
particules sont immédiatement prises en charge par des mécanismes chargés d’en assurer
I’élimination. L’épuration mécanique bronchique dépend de 1'épithélium cilié sécrétoire qui
borde les voies aériennes supérieures; le mouvement des cils entraine les sécrétions bronchiques
qui les recouvrent ainsi que les particules qui y sont fixées. Cet ascenseur muco-ciliaire véhicule
les particules vers le carrefour aéro-digestif. La toux peut accélérer la progression des particules

vers le rhino-pharynx, ot elles seront dégluties ou expectorées.

B, Défense de I’alvéole: Une cellule clé, le macrophage alvéolaire.

Les petites particules et les micro-organismes qui ont échappés a ces mécanismes de
défense sont pris en charge, au niveau des alvéoles, par les cellules phagocytaires. Le
macrophage alvéolaire est le phagocyte résidant de I’espace alvéolaire a I’état normal. Chez les
sujets sains, il constitue 90% des cellules de I’espace alvéolaire, contrairement au neutrophile
qui ne représente que 1%. Suite a certains stimuli, les neutrophiles, comme les macrophages,
peuvent affluer vers le poumon, mais les macrophages constituent la premiére et la principale
ligne de défense contre les agressions. Les macrophages survivent plusieurs mois, puis,

remplis de corps résiduels, migrent vers 1’arbre bronchique ol ils sont pris en charge par
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I’ascenseur muco-ciliaire. Ils peuvent aussi retourner vers 1’interstitium et quitter le poumon par

les vaisseaux lymphatiques.

1, Epuration mécanique.

Grace au phénomene de phagocytose, le macrophage alvéolaire débarrasse le poumon
des cellules sénescentes ou endommagées, des débris cellulaires et des particules minérales, et
lutte activement contre les antigénes, les bactéries, les virus et les cellules tumorales. Leur
grande taille facilite la liaison des particules & leur membrane et leur permet une défense efficace
contre les éléments de diameétre important. IIs sont capables d’ingérer les protozoaires,
contrairement aux neutrophiles. La liaison des particules 4 la membrane du macrophage
alvéolaire se fait soit de facon aspécifique par attraction de charge, soit via des récepteurs
membranaires (Van Oss, 1986).

L’activité phagocytaire du macrophage alvéolaire est non seulement impliquée dans la
clearance des particules inhalées et débris cellulaires, et dans la destruction des agents
pathogenes, mais elle intervient aussi dans I’'induction de I'immunité spécifique, puisqu’elle est

essentielle & la présentation de I’antigéne aux lymphocytes.

2, Réponse immunitaire.

La réponse immunitaire se fait en trois temps: (1) lors de la phase afférente, 1’antigéne
atteint 1’alvéole ou il est capté par une cellule phagocytaire qui migre alors vers les ganglions
lymphatiques pulmonaires. (2) La présentation de I’antigéne a une cellule T naive exprimant un
récepteur T (TCR) compatible provoque la phase centrale qui consiste en la multiplication et en
la différentiation des clones lymphocytaires spécifiques. (3) Durant la phase effectrice, les
cellules T et B rejoignent la circulation sanguine et migrent vers le site de 1’agression qui
nécessite une réponse immunitaire spécifique. (Lipscomb er al., 1993). Le macrophage
alvéolaire intervient au niveau de ces trois phases pour empécher une réponse lymphocytaire
inappropriée contre les antigénes et allergénes environnementaux, non pathogenes, auxquels
nous sommes constamment exposés, et contribuer a la réponse immune lors de 1’inhalation

antigénes microbiens, pathogenes.
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3, Le macrophage alvéolaire et les cellules dendritiques.

La fonction de cellule présentatrice d’antigéne au niveau du poumon est assurée par les
cellules dendritiques. Des études histochimiques montrent qu’elles forment de petits amas avec
des cellules lymphocytaires T dans le tissus interstitiel subépithélial bronchiolaire & proximité de
macrophages (Van Haarst ef al., 1994). Elles sont trés peu nombreuses au niveau alvéolaire
mais peuvent étre recrutées rapidement. Les cellules dendritiques sont des cellules accessoires
trés efficaces qui, contrairement aux autres cellules présentatrices d’antigéne, peuvent activer
des cellules T naives. Les macrophages alvéolaires inhibent, in vivo, la fonction cellule
présentatrice d’antigéne des cellules dendritiques pulmonaire par la synthése d’acide nitrique
(Holt et al., 1993). De plus, les macrophages alvéolaires (et les neutrophiles) séquestrent les
antigénes inhalés qui ne sont plus, de ce fait, accessibles aux cellules dendritiques (Mac Lean ef
al., 1995). Ainsi, tant que la défense du poumon peut €tre assurée par la phagocytose, la
réponse immunitaire contre les particules inhalées n’est pas induite. Celle-ci n’est générée que
lorsque la capacit¢ de phagocytose est dépassée et que les antigénes peuvent interagir

directement avec les cellules dendritiques.

C, Initiation et modulation de la réaction inflammatoire.

1, La réaction inflammatoire.

La phase initiale de la réaction inflammatoire est typiquement caractérisée par I’afflux de
neutrophiles. Peu de temps apres cette premiére réponse, qui commence dans les heures suivant
I’inhalation des contaminants, c’est le nombre de macrophages alvéolaires qui augmente.
Contrairement a la réponse neutrophilique, qui est relativement immédiate mais ne dure que
quelques jours, I’alvéolite macrophagique est durable. Ces cellules phagocytaires nouvellement
recrutées vont augmenter la capacité de clearance au niveau alvéolaire. De plus, il semble que
I'inflammation soit nécessaire a la translocation des antigénes vers les ganglions lymphatiques
pulmonaires. Apres avoir phagocyté les particules dans ’alvéole, une partie des neutrophiles et
des macrophages vont migrer vers ces ganglions lymphatiques. Les neutrophiles rejoignent les

ganglions lymphatiques plus rapidement que les macrophages alvéolaires, mais la contribution
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relative de ces deux types cellulaires pour la translocation des antigénes n’est pas connue. Au
niveau des ganglions lymphatiques pulmonaires, les neutrophiles et les macrophages
pulmonaires relarguent vraisemblablement les antigénes qu’ils transportaient. Ceux-ci seront
captés par les cellules présentatrices antigénes résidentes (cellules dendritiques et macrophages
lymphatiques) qui pourront alors initier la réponse immunitaire (Bice, 1993). Suite a la réponse
immunitaire primaire, les lymphoblastes quittent rapidement les ganglions lymphatiques et
entrent dans la circulation sanguine. Leur migration vers le site d’inflammation se fera sous le

contrdle de molécules d’adhérence et de chimiokines (Berman et al., 1990).

2, Synthese de facteurs pro-inflammatoires  par le

macrophage.

Le macrophage alvéolaire est la cellule clé de I’initiation et de la modulation de la réaction
inflammatoire. En réponse 4 de nombreux stimuli, le macrophage alvéolaire synthétise et sécrete
des facteurs qui attirent et activent les neutrophiles et les macrophages. Ce recrutement favorise
la défense antibactérienne et antivirale, et la clearance des particules, lorsque la capacité de
phagocytose des macrophages alvéolaires résidents est dépassée. La synthése et la sécrétion de
facteurs chimiotactiques et de cytokines pro-inflammatoires par le macrophage alvéolaire sont
activées par de nombreux stimuli d’origine diverses, organiques et inorganiques. Une méme
stimulation peut induire la sécrétion de nombreux facteurs et la sécrétion d’'un méme facteur peut
étre induite par plusieurs stimuli différents:

- Les produits bactériens tels les endotoxines activent la sécrétion de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1, IL-6, TNF-a, IFNs) et de facteurs chimiotactiques (Chimiokines,
fibronectine, dérivés de I’acide arachidonique) qui induisent ou régulent le recrutement des
autres types cellulaires (notamment les neutrophiles) et favorisent leur activation.

- Durant les processus de phagocytose, le macrophage alvéolaire libére la plupart des
substances microbicides qu’il élabore (comme les dérivés de 1’oxygene et les enzymes
lysosomales) non seulement dans les phagosomes, mais aussi dans le milieu extérieur

(Johnston et al., 1978).
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- La phagocytose indépendante de 1’opsonisaton ou dépendante de la fixation du C3 a
son récepteur provoque une activation minimale du macrophage alvéolaire. A l’inverse, la
phagocytose médiée par le récepteur Fc (phagocytose de complexes immuns ou de micro-
organismes opsonisés par des immunoglobulines) résulte en une augmentation du relargage de
métabolites de I’oxygene, de dérivés de I’acide arachidonique, d’activateur de plasminogene,
d’enzymes lysosomales, de cytokines pro-inflammatoires et de chimiokines (Kobzik et al.,
1990, 1993; Pestel et al., 1981, 1984).

- Le résultat de la phagocytose est le plus souvent la destruction du micro-organisme
ingéré, mais certains, tels mycobacterium tuberculosis et toxoplasma gondi peuvent survivre
dans le macrophage. La persistance de ces microbes dans le macrophage alvéolaire est aussi un
facteur d’activation.

- En réponse aux infection virales, les macrophages alvéolaires produisent de
I’'IFNo/Biy, de I’'IL-1, du TNF-q, de I’'IL-6 et de I’IL-8 (Acton et Myrvik, 1966; Roberts et al.,
1986; Nain et al., 1990; Dudding et al., 1989).

- L’exposition in vivo a des irritants gazeux comme 1’ozone induit I’augmentation de la
production de cytokines (TNF-a, IL-1-8, IL-6 et IL-8) par les macrophages alvéolaires
humains (Arsalane et al., 1995). Chez le rat, il a été montré que I’ozone induisait la sécrétion,
par les macrophages alvéolaires, de TNF-o et d’IL-1, mais aussi de peroxyde d’hydrogene,
d’oxyde nitrique, et de fibronectine (Pendino et al., 1993, 1994).

- Les particules inorganiques activent elles aussi les macrophages alvéolaires. In vitro, la
silice et les poussieres de charbon activent la synthése d’IL-6, de TNF-o, d'IL-1, de dérivés de
I’acide arachidonique, de fibronectine et de PDGF (Revue par Vanhée et al., 1995).

- Le macrophage présente de nombreux récepteurs aux cytokines (IL-1, TNF, IL-6,
IFN-y, IL-2,...). La synthése de ces cytokines par le macrophage alvéolaire peut donc résulter
en une activation autocrine de celui-ci. Par exemple, I’'IL-8 est produit par le macrophage en
réponse a I’IL-1a, I’'IL-1-B, et au TNF-c.

- D’autre part, les produits de sécrétion du macrophage alvéolaire stimulent les cellules
voisines. Celles-ci vont alors sécréter des facteurs qui pourront a leur tour activer le macrophage

alvéolaire de fagon paracrine.
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3, Conséquences de [D’alvéolite macrophagique.

Lors de la réponse immunitaire et inflammatoire suite a2 une agression, le nombre de
macrophages alvéolaires est accru de facon transitoire ou prolongée. Cette augmentation du
nombre de macrophages alvéolaires activés, bien que nécessaire aux mécanismes de défense,
peut nuire a I’intégrité du poumon. Une libération trop importante de cytokines inflammatoires,
de radicaux oxygénés et d’enzymes lysosomales (hydrolases acides, protéases neutres) peut
entrainer une inflammation chronique, provoquer des lésions du tissu interstitiel pulmonaire et
aboutir a un processus de fibrose. Cette réponse excessive des macrophages alvéolaires est
caractéristique de différentes pathologies pulmonaires comme les l€sions provoquées par les

drogues, la sarcoidose, la fibrose idiopathique et les pneumoconioses.
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IV - La pneumoconiose du mineur de charbon.

La pneumoconiose du mineur de charbon est, avec la silicose et 1’asbestose, une des
maladies professionnelles les plus importantes, a la fois par sa fréquence et sa gravité. Cette
pathologie interstitielle est causée par I’inhalation prolongée de poussi€res de charbon, inhérente
a Pactivité¢ du mineur, mais elle n’est mise en évidence, généralement, que 15 & 20 ans apres
I’arrét de I’exposition. Elle se développe sans réaction inflammatoire fébrile, aigué€ ou subaigug,
mais est caractérisée par des réactions tissulaires lentes et progressives. La pneumoconiose du
mineur de charbon est associ€ée a un dépdt de poussiéres inorganiques au niveau du tissu
pulmonaire (amas coniotiques), une alvéolite macrophagique, une bronchite chronique, et le

développement de Iésions fibrotiques et emphysémateuses. (Voisin et Wallaert, 1992;)

A, Pneumoconiose simple et fibrose massive progressive.

Les patients pneumoconiotiques sont classiquement divisés en deux groupes, en
fonction de leur image radiologique; la pneumoconiose simple (PS), ou les opacités nodulaires
ont un diamétre inférieur a un centimeétre, et la fibrose massive progressive (FMP), caractérisée
par des opacités plus étendues (> 1 cm) (Parkes, 1982; Soutar et Collins, 1984). Cette
classification sur critere radiologique est cohérente avec les observations cliniques, les patients
avec une FMP présentant un bilan fonctionnel respiratoire plus altéré (Morgan et al., 1974) et
une espérance de vie moindre que ceux avec une PS (Cochrane, 1973).

Sur le plan anatomopathologique, ces opacités correspondent a des nodules de fibrose
associés a des dépots coniotiques. Les 1ésions anatomiques se situent préférentiellement dans
les lobes supérieurs. Les macules sont des lésions non ou peu fibreuses, liées a I’accumulation
de poussiéres autour des bronchioles respiratoires et des alvéoles adjacentes. Les nodules
fibroconiotiques sont situés autour des bronchioles respiratoires, dans les zones
péribronchiques sous pleurales. Ce sont des nodules de forme stellaire, pigmentés en
périphérie, ot prédomine le collagéne sans organisation concentrique. Ces nodules sont de

tailles variables, classés en micro et macronodules (<7 mm et 7 2 20 mm). La fibrose massive
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progressive correspond a des masses fibreuses plus ou moins pigmentées, dures, parfois
excavées et de taille supérieure a 2-3 cm. L’emphyséme se développe autour des macules et
nodules et au centre des lobules (Revue par Wastiaux, 1993). 1l existe une relation significative
entre la sévérité des Iésions emphysémateuses et la charge anthracosique du poumon (Cockcroft

et al., 1982).

B, Facteurs de risque de la pneumoconiose.

L’apparition de la maladie dépend de la quantité de particules inhalées, de la durée
d’exposition, de la nature (propriétés physico-chimiques) des particules, mais aussi de facteurs

propres a ’individu.

1, Influence de facteurs génétiques.

Des mineurs ayant travaillé dans les mémes conditions vont développer une PS qui chez
certains va évoluer en FMP, alors que d’autres n’auront aucun symptome. Les différences de
réponse interindividuelle ne sont pas comprises, mais suggérent que le fait de développer ou
non une pneumoconiose est li€ a des caractéres individuels. Il a été constaté une prédominance
de certains groupes HLA chez les mineurs ayant développés une pneumoconiose par rapport
aux mineurs sains, notamment une fréquence moindre du groupe HLA-1 dans la
pneumoconiose du mineur de charbon et une proportion significativement plus élevée du
phénotype HLA-Aw19 chez les pneumoconiotiques par rapport aux mineurs sains ayant été
exposés aux mémes risques (Gualde et al., 1977; Honda et al. 1988, 1993; Heise et al., 1973;
Koskinen et al., 1983). Ces observations laissent supposer I’existence d’un facteur génétique,

lié a la région HLA, conférant une susceptibilité ou une protection pour cette maladie.
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2, Accumulation de la poussiére.

Une partie des poussieres inhalées est retenue dans les alvéoles a chaque inhalation. Ces
poussiéres sont phagocytées par les macrophages qui se dirigent alors vers les voies supérieures
ou ils sont pris en charge par I’ascenseur muco-ciliaire. A I’état physiologique, les mécanismes
d’épuration permettent d’évacuer environ 100g de poussiére par an. Le développement d’une
pneumoconiose suppose que la capacité d’épuration du poumon soit dépassée, entrainant une
accumulation des poussiéres au niveau des tissus. Les premiers dépdts de poussiere s’observent
au niveau péribronchique et périvasculaire, dans les lobes pulmonaires supérieurs. Un poumon
pneumoconiotique, des années apres la fin de I’exposition, contient 38 4 54 g de poussicre.
Toutefois cette explication semble insuffisante car, certaines poussiéres, dites inertes,
n’entrainent pas de fibrose lorsqu’elles sont inhalées isolement. Elles conduisent a un
empoussiérage pulmonaire sans conséquences pathologiques graves, appelé pneumoconiose de
surcharge, alors que d’autres ont des propriétés sclérogénes intrinseéques qui peuvent conduire

au développement d’une fibrose. (Revue par Voisin et Lenoir, 1985).

3, Propriétés sclérogenes de la poussiéere de mine de charbon.

La poussiére de mine de charbon est complexe; elle contient, en plus du charbon, de
nombreux minéraux (Le Bouffant et al., 1987). Sa sclérogénicité est associée a différentes
propriétés : (1) comme de nombreuses poussieres, elle fixe des molécules gazeuses irritantes ou

toxiques présentes dans 1’atmosphere. (2) certains de ses composants (silice, fer) sont capables

de générer des radicaux OH' a partir de I’'H,0, sécrété par les cellules (Dalal ez al., 1995). (3) le
quartz est toxique, provoquant & forte dose des désordres chimiques et enzymatiques dans le
macrophage, notamment par la rupture de la membrane du phagolysosome. La mort des
macrophages alvéolaires entraine la libération des particules et de leur contenu cellulaire
(Wastiaux, 1993). (4) Les poussieres activent les macrophages alvéolaires et entrainent ainsi la
libération de nombreux médiateurs proinflammatoires et profibrosants impliqués dans la

pathologie.
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Ainsi, la poussi¢re de mine de charbon induit une altération des cellules épithéliales et
des vaisseaux, active les macrophages alvéolaires et de provoque, de ce fait, une inflammation
chronique. Les macrophages alvéolaires liberent des facteurs chimiotactiques, des substances
potentiellement 1ésionnelles et des facteurs fibrosants (Revue par Vanhée et al., 1995). La
fibrose enserre les poussieres et les débris cellulaires dans un amas fibroconiotique, ainsi les
poussiéres restent toujours présentes, emprisonnées dans les tissus. Au fur et & mesure de
I’empoussiérage, la maladie s’étend inexorablement. Une fois initiée, la pneumoconiose est

irréversible et progressive.

C, Fibrose.

La fibrose est un élément ultime et non constant du processus inflammatoire d’alvéolite.
Son initiation dépend de la sévérité et de la durée de dénudation de 1’alvéole, de I’importance de
Pinfiltrat inflammatoire et de la non résorption de I’exsudat intra-alvéolaire. La fibrose consiste
en un dépdt extracellulaire exagéré de collagene fibreux et autres protéines de la matrice
extracellulaire. Il est notamment observé un déséquilibre du ratio collagéne de type I / collagéne
de type III, en faveur du collagéne de type I, rigide, qui prévaut alors sur le collagene de type
IT1, plus élastique (Madri et Furthmayr, 1980). Ce processus s’accompagne d’une prolifération
des fibroblastes, d’une rigidification de 1’interstitium, d’un épaississement des structures et
d’une diminution des échanges gazeux alvéolo-capillaires. (Revue par Phan, 1989; Burkhardt et
Cottier, 1989; Carré et Léophonte, 1993; Kovacs et DiPietro, 1994; Bienkowski et Gotkin,
1995).

1, Endommagement de 1’épithélium.

La mort des pneumocytes suite a une agression conduit a la dénudation de 1’alvéole et a
une dégradation partielle de la membrane basale. Le schéma de réaction qui en résulte dépend
plus de la gravité des lésions que de la nature de I’agresseur. Si I’endommagement de
I’épithélium est limité, les pneumocytes de type II proliferent et se différencient en pneumocytes

de type I pour régénérer I’épithélium et reconstituer une architecture pulmonaire normale. De
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tels événements de réparation mineure sont probablement fréquents, mais une fibrose diffuse
peut se développer si le parenchyme pulmonaire subit un dommage important ou répété. Quatre
mécanismes majeurs de formation des lésions fibrotiques ont ét¢ mis en évidence. (1)
L’activation du métabolisme des fibroblastes par divers médiateurs, conduisant a une
augmentation du tissu conjonctif dans I’interstitium. (2) La dénudation de 1’alvéole est suivi du
dép6t d’un exsudat composé de phagocytes, plaquettes, surfactant, débris cellulaires, fibrine et
autres protéines sériques. S’il n’est pas résorbé, les pneumocytes de type II proliferent et
forment un nouvel épithélium sur cet exsudat qui sera alors incorporé & la cloison alvéolaire,
provoquant son épaississement . (3) L’endommagement des pneumocytes peut conduire & une
production de surfactant moindre ou altérée. D’autre part, les protéines plasmatiques, et plus
particuliérement la fibrine monomérique ou dégradée, sont de puissants inactivateurs des
propriétés tensioactives du surfactant. La lésion de 1’épithélium peut donc conduire a un
collapsus spontané de I’alvéole. La fibrine et la fibronectine, protéines adhésives, peuvent
contribuer a maintenir les parois de 1’alvéole ’'une contre 1’autre, et la cicatrisation se fera en
I’état. (4) L’endommagement de la membrane basale peut étre suffisant pour permettre le
passage des fibroblastes interstitiels dans la lumiere alvéolaire. Ces fibroblastes, et le tissu
conjonctif qu’ils sécrétant, formeront une protubérance qui sera ensuite recouverte par les

pneumocytes. (Revue par Burkhardt, 1989; Burkhardt et Cottier, 1989 ).

2, Endommagement de 1’endothélium.

Bien que moins déterminant, I’endommagement de P’endothélium peut lui aussi
participer a I’initiation de ces processus. La cellule endothéliale est, avec le pneumocyte de type
I, la cellule la plus sensible aux agressions. Une conséquence majeure de la lésion de
I’endothélium est I’augmentation de la vasoperméabilité qui permet le passage des protéines
plasmatiques dans I’interstitium. Le contact des protéines plasmatiques avec les €léments de la
matrice extracellulaire provoque ’activation du systéme de coagulation et du systtme du
complément. Des médiateurs vasoactifs et inflammatoires sont alors générés amplifiant

I’alvéolite, dont les conséquences ont été décrites préalablement.
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3, Role des macrophages dans le développement de la fibrose.

Le recrutement, la prolifération et I’activation des fibroblastes, sources du tissus fibreux,
sont modulés par des médiateurs cellulaires, principalement macrophagiques. De nombreuses
études ont montré que les macrophages alvéolaires sont activés in vitro par les poussiéres de
mines de charbon ou de silice (figure 2). Cette observation est corrélée au fait que les
macrophages alvéolaires recueillis a partir de lavage bronchoalvéolaire de patients atteint de
pneumoconiose sécrétent de nombreux médiateurs de fagon accrue par rapport a ceux de sujets

sains (Revue par Vanhée et al., 1994, 1995).

Parmi ces facteurs, la fibronectine a une forte activité chimiotactique pour les
fibroblastes et son clivage par les enzymes protéolytiques du macrophage provoque le relargage
de fragments eux-mémes chimiotactiques. La fibronectine stimule d’autre part la prolifération
les fibroblastes et facilite leur attachement & la matrice extracellulaire. Le PDGF a lui aussi une
puissante activité chimiotactique pour les fibroblastes. Il est de plus le principal facteur de
croissance des fibroblastes au niveau pulmonaire. D’autres cytokines, I'IGF-1 et les IL-1o/B,
stimulent la prolifération des fibroblastes. Le PDGF stimule la syntheése de collagene, tout
comme les IL-1o/f qui augmentent de plus la production d’acide hyaluronique. Des cytokines,
c’est le TGF-B qui a les effets les plus importants sur la production de matrice extracellulaire par
les fibroblastes. Cependant, le rdle du TGF-f dans la régulation des processus de fibrose est
complexe: le TGF-B a une puissante activité chimiotactique pour les fibroblastes, sans doute 1ié
a sa capacité de stimuler la syntheése de fibronectine par les macrophages et les fibroblastes,
mais son action sur la multiplication des fibroblastes n’est pas claire et semble dépendre de sa
concentration. De méme, le TNF-o stimule la prolifération de certaines lignées fibroblastiques a
faible dose et bloque leur croissance a dose élevée. Le TNF-a est de plus décrit, selon les
auteurs, comme stimulateur ou inhibiteur de la synthése de collagéne. Au contraire de I’effet
stimulateur de la plupart des cytokines, les IFNs inhibent la prolifération des fibroblastes ainsi

que leur synthése de collagene.
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Figure 2: Effet de poussiéres inorganiques sur la sécrétion de
médiateurs par le macrophage alvéolaire; conséquences sur les
cellules de I’alvéole.
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Le processus de fibrose est due a un excés de synthése de composant de la matrice
extracellulaire, associé 4 un nombre accru de fibroblastes, mais résulte aussi sGrement, en
partie, d’un déséquilibre de la balance protéases / antiprotéases. Les cytokines précitées régulent
la synthése de collagénases et d’inhibiteurs de métalloprotéinases (TIMPs) par les macrophages
alvéolaires et les fibroblastes. La encore, leur effet semble parfois antagonistes: L’IL-6
augmente la production de TIMPs par les macrophages alvéolaires et les fibroblastes, Le TGF-§
a le méme effet sur les fibroblastes tout en diminuant la synthése de collagénase interstitielle
pulmonaire, L’TL-1 augmente la production de TIMPs par de nombreuses cellules dont les
fibroblastes mais stimule, paradoxalement, leur sécrétion de collagénase et celle des
macrophages alvéolaires. Enfin, le TNF-o stimule la sécrétion de collagénase par les

fibroblastes.

D, Emphyseme.

L’emphyséme est une pathologie pulmonaire caractérisée par un élargissement
permanent et anormal des espaces aériens distaux, associé a la destruction des cloisons
alvéolaires, sans fibrose manifeste (Snider et al., 1985). Dans le cas de la pneumoconiose,
I’emphyséme est associé a la présence de lésions fibrotiques. Il existe de plus une relation
significative entre les lésions emphysémateuses et la charge anthracosique du poumon (Leigh et
al.,, 1993). L’emphyséme du mineur de charbon est focal, il commence au niveau des
bronchioles, dans la portion centrale des lobules, puis s’étend vers la périphérie. Ainsi, la
disposition anatomique des lésions emphysémateuses est soit de type centrolobulaire,
développées au contact des formations fibroconiotiques débutantes, soit de type panlobulaire,
réalisant parfois de volumineuses bulles au voisinage de 1ésions nodulaires ou speudo tumorales
(Ruckley et al., 1984). Le mécanisme sous-jacent de ’emphyseéme semble étre le déséquilibre
de la balance protéase / anti-protéase. La réponse inflammatoire persistante est associée a un
relargage trop important d’enzymes protéolytiques et élastolytiques par les neutrophiles et les
macrophages alvéolaires. D’autre part, la silice inactive, du moins in vitro, I’al-antiprotéinase,

par des mécanismes dépendants du peroxyde d’hydrogeéne (Zay et al., 1995).
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E, Conclusion.

Alors que l'alvéolite est généralement réversible, soit spontanément, soit sous ’action
d’agents thérapeutiques tels les corticoides, la fibrose et I’emphyséme sont le plus souvent
irréversibles, et I’on ne connait pas d’agents pharmacologiques capables de les faire disparaitre.
Les macrophages jouent un important dans [!’induction de la pneumoconiose, par
I’endommagement des tissus, la pérennisation de I’alvéolite inflammatoire et la sécrétion de
médiateurs pro-fibrosants. Une meilleure connaissance des mécanismes de recrutement et de
modulation de la réponse immunitaire reste nécessaire pour mieux appréhender de telles

pathologies pulmonaires,
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I Etude de la production pulmonaire de chimiokines (MCP-1,
MIP-10c et RANTES) chez les patients atteints de

pneumoconiose du mineur de charbon.

Intérét et but du travail

Il a précédemment ét€ démontré, dans le laboratoire, un état d’activation spontanée des
macrophages alvéolaires provenant de patients atteints de pneumoconiose du mineur de
charbon. Ceux-ci présentaient une sécrétion accrue, par rapport aux macrophages alvéolaires de
sujets sains, d’anion superoxyde, de fibronectine, de facteurs chimiotactiques pour les
neutrophiles (Wallaert et al., 1987), de monokines a activité pro-inflammatoire comme le TNFo
et 'IL-6 (Lassalle et al., 1990; Vanhée et al., 1994, 1995b) et de facteurs pro-fibrosants comme
le PDGF et I'IGF-1 (Vanhée et al., 1994b). Ces résultats confirmaient le concept selon lequel,

(1) le macrophage alvéolaire est une cellule clé de I’initiation, de la modulation et de la
pérennisation de la réaction inflammatoire alvéolaire, et

(2) I’alvéolite macrophagique joue un role essentiel dans le développement de la fibrose.

L’accumulation de macrophages au niveau de I’alvéole est principalement le résultat d’un
recrutement actif des monocytes sanguins, suite & une sécrétion accrue de facteurs
chimioattractants par les cellules résidentes (Revue par Furie et Randolph; 1995). Cependant,
peu de travaux ont évalué le role de médiateurs potentiellement impliqués dans la pathogénése
de I’alvéolite macrophagique observée dans les pathologies interstitielles humaines provoquées
par I’inhalation de particules minérales. Dans la continuité du travail réalisé dans le laboratoire,
nous nous sommes intéressés a la production de certaines chimiokines (MCP-1, MIP-1a et
RANTES) participant potentiellement au recrutement des monocytes/macrophages au cours de
la pneumoconiose du mineur de charbon. Nous nous sommes plus particuliérement attachés a
I’étude du MCP-1 (Monocyte Chemotactic Protein-1), car cette protéine est considérée comme
la plus puissante des chimiokines ayant une activité vis-a-vis des monocytes (Uguccioni ef al.,

1995).
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Afin d’établir si les taux de MCP-1, MIP-1a et RANTES étaient augmentés dans le
fluide de l'espace aérien des patients pneumoconiotiques, nous avons dosé ces chimiokines
dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire de patients pneumoconiotiques, aux deux stades
d’évolution de la maladie (pneumoconiose simple et fibrose massive progressive), et de sujets
contrdles.

Nous nous sommes, d’autre part, intéressés aux macrophages alvéolaires (MA), cellule
clé de la réaction I’inflammatoire, et avons cherché a établir s’ils intervenaient dans leur propre
recrutement, via la sécrétion de ces chimiokines. De fagon a évaluer leur activité in vivo, leur
sécrétion spontanée ex vivo de chimiokines a été déterminée.

Enfin, le MCP-1 pouvant étre produit, in vitro, par de nombreuses cellules sous ’effet
d’un stimulus adéquate (Revue par ), nous avons cherché a préciser, pour cette pathologie
interstitielle, quelles cellules étaient responsables de sa production au niveau pulmonaire. Dans

ce but, la protéine MCP-1 a été localisée, par immunohistochimie, sur des coupes de poumon.
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Matériel et Méthodes

Patients inclus dans l’étude.

Dans cette étude ont ét€ inclus vingt-sept patients, ayant travaillé comme mineurs dans
Pindustrie miniére du “bassin houiller du Nord et du Pas-de-Calais”, et étant atteints de
pneumoconiose du mineur de charbon. Le diagnostic de pneumoconiose et la séparation en
deux groupes, pneumoconiose simple (PS) et fibrose massive progressive (FMP), ont été
réalisés selon les critéres radiologiques définis précédemment (Soutar et Collins, 1984), c’est a
dire, en fonction de la taille et de 1’étendue des opacités radiologiques. Les patients atteints de
PS étaient au nombre de seize, leur age était compris entre 55 et 73 ans (avec une moyenne de
63,1 = 1,7 ans) et la durée moyenne de leur exposition a la poussiere de charbon était de 26 + 2
ans (entre 15 et 32 ans). Les onze autres patients, atteints de FMP, étaient 4gés de 60 a 80 ans
(69,4 £ 2,0 ans en moyenne) et avaient ét€¢ exposés a la poussiére de charbon pendant 26 + 4
années en moyenne (entre 20 et 34 ans). Le groupe témoin était constitué de seize personnes en
bonne santé, n’ayant jamais été exposées a la poussiére de charbon et étant dgées de 24 a 72 ans
(51,7 £ 4,0 ans en moyenne). Aucune de ces 43 personnes n’était sous corticothérapie au

moment du lavage, et elles n’avaient jamais fumé ou avaient arrété depuis plus de cinq ans.

Lavage bronchoalvéolaire et macrophages alvéolaires humains.

x Lavage bronchoalvéolaire.

Le lavage bronchoalvéolaire (LBA) est effectué lors d'une fibroscopie bronchique
(Département de pneumologie, HOpital Calmette, Lille). Le LBA est réalisé par injection et
aspiration successives de cinq fois 50 ml de liquide physiologique au niveau d’une bronche
sous-segmentaire. Le liquide de lavage (mis a part la premiere fraction de 50 ml, considérée
comme représentative de I’étage bronchiolaire) est collecté dans des tubes stériles, filtré sur des

gazes chirurgicales stériles puis centrifugé a 400 g, 7 min a 4°C.
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x Liquide du LBA.

Un aliquote (20 ml) du liquide de LBA est lyophilisé et conservé a 4° C. Pour le dosage
des cytokines, il est repris dans 1/10 du volume initial, en eau pour préparation injectable, puis

conservé a -20° C. Le reste du liquide du LBA est conservé a -20° C.

x Cellules du LBA.

Le culot cellulaire est rincé deux fois en RPMI 1640, puis resuspendu dans du RPMI
1640 contenant 5% de sérum de veau feetal (SVF) décomplémenté (Gibco BRL, Paisly,
Ecosse) (milieu de culture appelé RPMI 5%). La viabilité cellulaire est contrdlée par la méthode
d'exclusion au bleu Trypan et tout échantillon cellulaire ayant une viabilité inférieure a 85 % est
exclu du protocole. La numération cellulaire est réalisée a I’aide d’une cellule de thoma. La
formule cellulaire est obtenue apres cytocentrifugation sur lames de verre, fixation en éthanol et
coloration par de 1'éosine puis du bleu de méthyléne (RAL, Paris, France), d'un aliquote de la

préparation. Tout échantillon contenant moins de 80 % de MA est exclu du protocole.

x Purification des macrophages alvéolaires humains.
Les cellules du LBA sont mises en adhérence en boite de pétri (Becton Dickinson,

Franklin Lakes, NJ), 2 h 4 37° C en atmosphere contenant 5 % de CO,, a raison de 2 x 10° MA
par puits de 35 mm de diametre, dans 2 ml de RPMI 5 %. Les cellules non-adhérentes sont
éliminées par trois ringages successifs avec du milieu RPMI 5 %. Les cellules adhérentes,
composées pour plus de 95 % de macrophages alvéolaires, sont incubées 3 h dans 2 ml de

milieu RPMI 5 %. Le surnageant de culture est alors filtré a travers un filtre de porosité 0,22

um (Millipore, Mosheim, France), puis conservé a -20° C sous forme d’aliquotes, jusqu’au

dosage des cytokines.
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Dosage des cytokines

x Dosage protéique de MCP-1.

Nous avons développé un ELISA (Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay) permettant
de détecter des concentrations de MCP-1 comprises entre 50 et 10000 pg/ml (Figure 3). I
présente I’avantage d’étre congu a I’aide de deux anticorps polyclonaux commercialisés et de
nécessiter de faibles volumes d’échantillon pour obtenir des mesures reproductibles. La
réactivité croisée éventuelle vis a vis de cytokines potentiellement contenues dans les liquides
biologiques a été évaluée: aucune des cytokines testées (IL-1p, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,
IFNy, MIP-10, RANTES et TNFo) n’a été détectée.
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Figure 3: Courbe standard de ’ELISA MCP-1.
Moyenne + SEM de treize dosages réalisés en duplicata.
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Les puits d’une plaque de microtitration (Microwell module, NUNC, Danemark) sont
recouverts par un anticorps polyclonal de lapin anti-MCP-1 humain (Genzyme, Cambridge,
MA) (50 pl par puits d’une solution d’anticorps a 4 ug / ml dans du NaHCO; 0,1 mM, pH 8,2).
La fixation se fait pendant une nuit & 4° C, puis la plaque est rincée deux fois avec du PBS
contenant 0,05 % de Tween-20 (tampon identique pour tous les lavages). Les puits sont
incubés 30 min avec 200 ul de PBS contenant 3 % d’albumine bovine (), de fagon a bloquer les
sites de fixation non spécifiques, puis pendant 90 min avec 50 pl d’échantillons ou de
différentes concentrations de MCP-1 humain recombinant (Pepro Tech Inc, Rocky Hill, NJ)
correspondant a la gamme. Chaque dosage est réalisé en duplicata. Toutes les dilutions (des
échantillons, du MCP-1 et ensuite, des anticorps) se font dans de PBS contenant 1 %
d’albumine bovine. Les incubations sont réalisées, sauf indication contraire, & 37° C. La plaque
est rincée quatre fois, et de I’anticorps de chévre anti-MCP-1 (RD System, Abingdom, UK) a 3
ug / ml est ajouté, a raison de 50 pl par puits. Apres 90 min, la plaque est rincée quatre fois et
chaque puits est incubé 90 min avec 50 pul d’anticorps de lapin biotinylé dirigé contre les IgG de

cheévre (au I/500; Sigma, St Louis, MO). La plaque est rincée quatre fois et 50 pl d’une solution

d’avidine peroxydase (CLB, Amsterdam), diluée au 1/10000"™ dans du TBS / Tween, sont
déposés dans chaque puits. Apres 30 min a température ambiante, la plaque est rincée cinq fois
en PBS / Tween et deux fois en TBS avant de répartir la solution substrat (solution de citrate
0,1 M a pH 5 contenant 0,4 mg / ml O-phenylenediamine et 0,03 % d’H,O, ajoutée
extemporanément), a raison de 50 pl par puits. La révélation est arrétée par I’addition de 50 pl
d’HCI 4N et la densité optique est lue & 492 nm a l'aide d’un spectrophotométre. La
concentration en MCP-1 est calculée a partir de la courbe obtenue avec la gamme de dilution du
MCP-1 standard. La valeur de 1 pg / ml est attribuée aux échantillons dont la concentration est

inférieure a la limite de sensibilité.
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x Dosage immunoenzymatique de MIP-1a et de RANTES..

Les dosages de MIP-1a et de RANTES sont réalisés a 1’aide d’ELISA commerciaux
(RD Systems, Oxon, Angleterre) permettant de détecter des concentrations minimales de 2 et
2,5 pg / ml respectivement. Tous les dosages sont réalisés en duplicata. La valeur de 1 pg/ ml a
ét€ attribuée aux échantillons dont la concentration est inférieure a la limite de sensibilité et celle
de 2500 pg / ml a ceux (3 sur 41) contenant des taux de MIP-1a supérieurs au seuil de détection
de ’ELISA (2000 pg / ml) et pour lesquels le dosage n’a pas pu étre fait & nouveau pour des

raisons de quantité de matériel.

Immunohistochimie sur coupe de tissu pulmonaire

Les fragments de tissu pulmonaire sont obtenus & partir de lobectomies réalisées sur des
patients présentant un cancer pulmonaire et (1) n’ayant jamais été exposés a la poussiere de
mine de charbon (n = 2) ou (2) atteints d’une pneumoconiose du mineur de charbon (n = 3). La
biopsie est réalisée dans la région sous-pleurale, a distance de la zone néoplasique. Les
échantillons sont fixés en paraformaldéhyde (4 % dans du tampon phosphate physiologique
(PBS)), déshydratées, et inclus dans de la paraffine. Des coupes sériées de 6-7 pm sont alors
réalisées a I’aide d’un microtome. Les sections réhydratées sont perméabilisées par digestion
pendant 10 min avec de la trypsine de type II (Sigma), lavées en PBS et saturées 1 h en PBS
contenant 4 % de sérum humain (PBS - 4% SH). Les sections sont alors incubées une nuit a 4°
C en présence d’un anticorps polyclonal de lapin anti-MCP-1 humain (6 pg / ml) (Genzyme,
Cambridge, MA) préalablement immuno-adsorbé sur du sérum humain normal fixé sur de la
sépharose. Apres plusieurs lavages en PBS, les coupes sont incubées 90 min avec un anticorps
de chevre anti-IgG de lapin conjugué a la biotine (Sigma, 1/300), lavées, incubées 30 min avec
de P’extravidine phosphatase alcaline (Sigma, 1/200) et lavées a nouveau. Toutes les dilutions
sont réalisés en PBS - 4% SH. La coloration est obtenue par incubation avec une solution Fast-
Red (Sigma). La contre coloration est réalisée avec de I’hématoxyline de Gill.
L’immunomarquage est complétement inhibé lorsque 1’anticorps anti-MCP-1 est préincubé avec

du MCP-1 humain recombinant, ce qui démontre la spécificité de cet anticorps.
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Analyses statistiques.

Les données ayant une répartition Gaussienne sont exprimées en moyenne = SEM (écart
standart a la moyenne). La significavité des différences intergroupes est évaluée par une analyse
de variance. La significavité d’une différence entre deux groupes est estimée par I’utilisation du
test T. p < 0,05 est considéré comme significatif.

Pour les valeurs ayant une distribution non paramétrique, la médiane et I’écart
interquartile (EIQ, différence entre le 75°™ et le 25 *™ percentile) sont indiqués. La significavité
des différences intergroupes est évaluée par le test de Kruskal-Wallis. La significavité d’une
différence entre deux groupes est estimée par le test U de Mann-Withney. p < 0,05 est
considéré comme significatif. Les coefficients de corrélation sont obtenus par I’utilisation du

test de Spearman.
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Reésultats

Analyse cellulaire du lavage bronchoalvéolaire.

Le volume de liquide de lavage bronchoalvéolaire (LBA) récolté était similaire pour les
patients pneumoconiotiques et les sujets sains (Tableau 1). Le nombre total de cellules par
millilitre de LBA était significativement supérieur chez les patients pneumoconiotiques, qu’ils
soient atteints de PS ou de FMP. L’ analyse cytologique indiquait que le nombre de lymphocytes
et de neutrophiles était statistiquement analogue chez les patients pneumoconiotiques et les
sujets sains; seul le nombre de MA était augmenté de facon significative chez les patients
pneumoconiotiques. Il n’apparaisait pas, dans cette étude, de différence significative en ce qui
concerne la cellularité des LBA, entre les patients atteints de SP et ceux ayant développé une

FMP.

Caractéristique du lavage bronchoalvéolaire des populations étudiées

Volume  Cellularité Macrophages Lymphocytes Neutrophiles

Groupe / n (ml) (10*/ mi) (%) (10°/ mi) (%) (10°/ ml) (%)  (10°/ mi)

Témoins 16  127+7,4  11,9t1,4 82,8+2,1 9,9+1,3 13,8+1,8 1,7¢0,3 2,7+0,8 0,310,1

§

PS 16 105,4+11,0 24,7+6,4* 85,6%x1,9 21,8+58+ 10,6+1,9 1,8+0,3 1,940,8 0,9+0,7

$

FMP 11 114,1#11,0 33,846,1 ** 87,3+2,3 30,2£59* * 8,6£1,7 2,6£0,4 2,3t1,2 1,0+0,3

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne + ECM.

* et ** . significativement différent du groupe témoin avec p<0,05 et p<0,001 respectivement.
Sps: Pneumoconiose Simple.

$FMP: Fibrose Massive Progressive.
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Concentration des chimiokines dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire.
Afin de mesurer les concentration de chimiokines, le liquide du LBA a été concentré dix
fois par lyophilisation. Les valeurs indiquées dans le texte (médiane; écart interquartile (EIQ)) et

sur les figures sont celles mesurées dans les liquides concentrés.

MCP-1. Les liquides de lavage bronchoalvéolaire provenant des sujets témoins
contiennent des taux de MCP-1 trés faibles et parfois méme inférieurs au seuil de détection de
IPELISA (médiane = 11 pg/ml; EIQ = 50 pg/ml; n = 14) (Figure 4). Les taux de MCP-1 sont
significativement plus importants dans les liquides de LBA des patients atteints de
pneumoconiose (médiane = 405 pg/ml; EIQ = 1030 pg/ml; n = 20) que dans ceux des sujets
témoins. La différence de taux observée entre les groupes PS (médiane = 370 pg/ml; EIQ = 610
pg/ml; n =10) et FMP (médiane = 555 pg/ml; EIQ = 1060 pg/ml; n =10) n’est pas
statistiquement significative. D’autre part, il n’existe pas de corrélation entre le nombre de

macrophages alvéolaires et le taux de MCP-1 dans les liquides de LBA.
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Figure 4: MCP-1 dans les lavages bronchoalvéolaires concentrés dix fois.
**: gignificativement différent du groupe témoin avec p<0,01.

eme

Ligne horizontale: médiane; boite: 25°™ et 75™ percentile; barre: 10°™ et 90°™ percentile.

PS: Pneumoconiose simple (n=10). FMP: Fibrose massive progressive (n=10). Témoins (n=14).
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MIP-1c. Les liquides de LBA provenant de sujets témoins contiennent des taux faibles
de MIP-1o (médiane = 16,0 pg/ml; EIQ = 18,5 pg/ml; n = 13) (Figure 5A). Les liquides de
LBA provenant de patients pneumoconiotiques contiennent des taux de MIP-1a (médiane = 7,5
pg/ml; EIQ = 4,6 pg/ml; n = 10) statistiquement similaires aux taux des sujets contrdles. II
n’existe pas de corrélation entre le nombre de macrophages et le taux de MIP-1o dans les

liquides de LBA.

RANTES. Les taux de RANTES mesurés dans les liquides de LBA de témoins sont
variables d’un sujet a I’autre (compris entre 1 et 460 pg/ml) (Figure 5B). Aucune différence
statistique n’est mise en évidence entre les taux contenus dans les liquides de LBA de patients
pneumoconiotiques (médiane = 36,0 pg/ml; EIQ = 57,0 pg/ml; n = 5) et dans ceux des sujets
témoins (médiane = 61,0 pg/ml; EIQ = 172,0 pg/ml; n = 14). Il n’existe pas de corrélation entre

le nombre de macrophages et le taux de RANTES dans les liquide de LBA.
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Figure S:
MIP-10 et RANTES dans les lavages bronchoalvéolaires concentrés dix fois.
Te : Sujets témoins; Pn : Patients pneumoconiotiques; O : Sujets Témoins; © : Patteints atteints

de pneumoconiose simple; @ : Patients atteints de fibrose massive progressive; — : médiane.
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Sécrétion de chimiokines par les macrophages alvéolaires mis en culture durant
trois heures.

MCP-1. Les taux de MCP-1 mesurés dans les surnageants de macrophages alvéolaires
de patients pneumoconiotiques (Figure 6) sont, pour des patients ayant le méme statut, trés
différents les uns des autres: Ils varient de 1 & 1350 pg/ml pour les patients atteints de SP
(médiane = 85 pg/ml; n = 15) et de 1 & 4150 pg/ml pour ceux ayant développé une FMP
(médiane = 78 pg/ml; n = 9). Bien que la différence ne soit pas statistiquement significative, les
macrophages alvéolaires de patients atteints de pneumoconiose (médiane = 83 pg/ml; EIQ = 192
pg/ml; n =24) ont tendance a sécréter spontanément plus de MCP-1 que ceux de sujets sains
(médiane = 41 pg/ml; EIQ = 81 pg/ml; n =11). Ainsi, le taux de MCP-1 détecté dans les
surnageants de macrophages alvéolaires de patients atteints de pneumoconiose est au dessus de
la limite supérieure de Pintervalle de normalité (définie comme I’ensemble des valeurs
comprises entre le 5™ et le 95™ percentile du groupe contrdle, soit 0 et 91 pg/ml
respectivement), dans 7 cas sur 15 pour les patients atteints de SP (47 %) et, de fagon similaire,

dans 4 cas sur 9 pour ceux ayant développé une FMP (44 %).
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Figure 6: MCP-1 dans les surnageants de culture de macrophages alvéolaires.
Ligne horizontale: médiane; boite: 25 et 75 percentile; barre: 10™ et 90°™ percentile.

PS: Pneumoconiose simple (n=15). FMP: Fibrose massive progressive (n=9). Témoins (n=11).
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MIP-10. Les taux de MIP-1o dans les surnageants de macrophages alvéolaires sont
hétérogenes, que ce soit au sein du groupe de sujets sains ou ils varient de 1 & 3912 pg/ml
(médiane = 417,5 pg/ml; n = 8), ou dans celui des patients pneumoconiotiques ol ils sont
compris entre 16 et 5000 pg/ml (médiane = 1175,5 pg/ml; n = 10) (Figure 7A). Les taux de
MIP-1a sécrétés par les macrophages alvéolaires de patients pneumoconiotiques ne sont pas

significativement différents de ceux relargués par les macrophages alvéolaires de sujets sains.

RANTES. A l’inverse, les taux de RANTES dans les surnageants de macrophages
alvéolaires sont relativement homogenes au sein de chacun des deux groupes (Figure 7B). Les
macrophages de sujets sains sécrétent des taux de RANTES trés faibles (médiane = 1,0 pg/ml;
EIQ = 0,0 pg/ml; n = 6). Les macrophages alvéolaires de patients pneumoconiotiques sécretent
statistiquement plus de RANTES (médiane = 18,0 pg/ml; EIQ = 76,5 pg/ml; n = 8) que ceux de

sujets sains (p < 0,5).
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Figure 7:
MIP-1a et RANTES dans les lavages bronchoalvéolaires concentrés dix fois.
Te : Sujets témoins; Pn : Patients pneumoconiotiques; O : Sujets Témoins; < : Patteints atteints
de pneumoconiose simple; 4 : Patients atteints de fibrose massive progressive; — : médiane.

* . Significativement différent du groupe témoin avec p < 0,05.
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Corrélation entre les taux de chimiokines sécrétés par les macrophages
alvéolaires en culture et ceux mesurés dans les liquides de LBA.

Les taux de MCP-1 mesurés dans les surnageants de macrophages alvéolaires et ceux
dosés dans les liquides de LBA sont étroitement correlés (rho = 0,47; p < 0,02).

Au contraire, il n’apparait pas de corrélation, pour le MIP-1a ou le RANTES, entre les
taux déterminés dans les surnageants de macrophages alvéolaires et ceux appréciés dans les

liquides de LBA.

Corrélation entre le nombre de macrophages recueillis par lavage
bronchoalvéolaire et les taux de chimiokines sécrétés par ceux-ci.

Il n’existe pas de corrélation entre le nombre de macrophages recueillis par lavage
bronchoalvéolaire et les taux de MCP-1, de MIP-1o, ou de RANTES dosés dans les

surnageants de ces mémes macrophages alvéolaires.

Localisation de la protéine MCP-1 sur les coupes de tissu pulmonaire.

Les sections pulmonaires de patients atteints de pneumoconiose sont caractérisés par la
présence d’amas coniotiques et de masses fibrotiques. Elles présentent, sous la surface pleurale,
dans les espaces alvéolaires et au sein des tissus fibrotiques, des agrégats de macrophages
chargés de poussiere de charbon, ayant I’aspect de micronodules de forme stellaire.
L’observation en microscopie sous lumicre polarisée révele l’existence de particules
biréfringentes disséminées sur toute la surface des nodules. Les micronodules contiennent des
cellules myofibroblastiques qui ne sont pas associées aux vaisseaux ni aux bronches. Ces
sections sont aussi caractérisées par un nombre de macrophages alvéolaires superieur a celui des

sections contrdles et I’hyperplasie de nombreux pneumocytes de type II.

Dans les sections pulmonaires de sujets contrdles, un quart des macrophages alvéolaires
est marqué par I’anticorps anti-MCP-1 (Figure 8A). De plus, dans certaines zones, des
pneumocytes de type II et des cellules musculaires lisses périvasculaires sont positives pour

I’expression du MCP-1.
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Figure 8: Localisation par immunohistochimie de la protéine MCP-1,

sur des coupes de tissus pulmonaires.

8A: Coupe représentative de tissu pulmonaire provenant d’un sujet contrdle, marquée a I’aide d’un
anticorps dirigé contre le MCP-1. Des macrophages alvéolaires (MA) sont positifs pour I’expression de
MCP-1.

8B: Coupe représentative de tissu pulmonaire provenant d’un patient atteint de pneumoconiose du mineur de

charbon. Ces sections sont caractérisées par la présence d’amas coniotiques (ac) et des zones fibrotiques (zf).
8C: Coupe représentative de tissu pulmonaire provenant d’un patient atteint de pneumoconiose du mineur
de charbon. Des macrophages alvéolaires (MA), des pneumocytes hyperplasiques de type II (PH) et des
myofibroblastes (MF) sont marqués par 1’anticorps anti-MCP-1.



Dans les sections pulmonaires des patients pneumoconiotiques, les cellules musculaires
lisses périvasculaires sont positives pour le MCP-1 de la méme facon que dans les coupes
contrdles (figure 8B, 8C). Pour deux des trois patients pneumoconiotiques étudiés, la
proportion de macrophages alvéolaires marqués par 1’anticorps anti-MCP-1 (24 et 26 %) est
identique a celle observée sur les coupes pulmonaires des sujets contrdles (21 et 28 %). Le
troisiéme présente une proportion de macrophages alvéolaires positifs supérieure (47 %). Les
macrophages interstitiels sont positifs, ainsi que les fibroblastes des zones fibrotiques. L’aspect
de ces fibroblastes, ainsi que leur localisation, suggerent que ce sont des myofibroblastes. Les

pneumocytes de type II hyperplasiques expriment fortement le MCP-1.
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Discussion

Dans cette étude, nous avons évalué le taux de MCP-1, de MIP-1a et de RANTES dans
les liquides de lavages bronchoalvéolaires, car ceux-ci donnent une bonne image des

caractéristiques du fluide de I’espace aérien, et donc de I'activité in vivo des cellules de

I’alvéole.

Chimiokines dans les lavages bronchoalvéolaires.

Les taux de MCP-1 et de RANTES dans les liquides de lavage des sujets témoins étaient
relativement hétérogenes, variant respectivement de 1 a 330 pg/ml et de 1 a 460 pg/ml. Cette
observation suggére que:

- la production de MCP-1 et de RANTES au niveau pulmonaire est potentiellement

induite par 1’exposition quotidienne a la pollution urbaine (poussiéres, gaz...);

- il pourrait exister une différence inter-individuelle dans la régulation des génes codant
pour le MCP-1 et le RANTES (ou d’un troisitme médiateur contrdlant 1I’expression
des deux premiers), liée soit & une disparité, déterminée génétiquement, du niveau de
la sécrétion basale, soit a une inégalité de susceptibilité vis-a-vis de stimuli divers,

ces deux propositions n’étant pas nécessairement exclusives I’une de 1’ autre.

Néanmoins, les taux de MCP-1 dans les liquides de LBA étaient significativement
supérieurs pour les patients atteints de pneumoconiose, par rapport aux sujets témoins. Tous les
lavages de sujets sains contenaient des taux de MCP-1 inférieurs a lIa médiane des taux mesurés
dans les lavages des patients pneumoconiotiques. Ainsi, il semble que la chimiokine MCP-1
soit impliquée dans le développement et la pérennisation de I’alvéolite macrophagique associée a
la pneumoconiose du mineur de charbon.

A I’inverse, notre étude indique que les taux de MIP-1a et de RANTES ne sont pas
augmentés dans les liquides de LBA de patients pneumoconiotiques, par rapport a ceux de
sujets sains. Ces deux chimiokines ne doivent donc pas avoir un rdle majeur dans I’alvéolite
macrophagique qui caractérise cette pathologie. Il est intéressant de noter que, contrairement &

ce que nous avons montré dans la pneumoconiose, le taux de MIP-1a est augmenté de fagon
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significative dans les liquides de LBA provenant de patients atteints de sarcoidose ou de fibrose
interstitielle diffuse (FID) (Standiford et al., 1993). Cette chimiokine a donc un rdle plus
important dans d’autres pathologies interstitielles associées a une accumulation, au niveau de
I’alvéole, d’un type cellulaire différent (alvéolite lymphocytaire et neutrophilique,

respectivement).

Absence de corrélation entre le nombre de macrophages et le taux de MCP-1
dans les LBA.

Dans la mesure o aucune corrélation n’a pu étre établie entre le nombre de macrophages
et le taux de MCP-1 dans les lavages, il est vraisemblable que le MCP-1 ne soit pas le seul
facteur responsable de 1’accumulation des macrophages dans I’espace alvéolaire. De fagon
similaire, une étude sur des patients atteints de sarcoidose ou de FID a montré que, dans
chacune de ces deux pneumopathies interstitielles, le taux de MCP-1 ainsi que Iactivité
chimiotactique vis-a-vis des monocytes étaient augmentés dans les LBA, sans qu’il existe une
corrélation entre ces deux parametres (Car ef al., 1994).

Le MIP-1a et de RANTES ne semblent pas intervenir, mais d’autres chimiokines
(MCP-2, MCP-3), les anaphylatoxines C3a et C5a, et plus récemment I'IL-13 et le MCP-4,
sont connues pour avoir une activité chimioattractrice vis-a-vis des monocytes (Oppenheim et
al., 1991; Magazin et al., 1994). Bien que des études récentes aient montré in vitro que le MCP-
1 était la plus puissante des chimiokines actives sur les monocytes (Uguccioni et al., 1995;
Garcia-Zepeda et al., 1996), il est fortement probable que Ieffet combiné de ces
chimioattractants soit primordial dans les processus inflammatoires pulmonaires, et masque
I’action individuelle de chacun d’eux.

De plus, outre I’implication probable d’autres chimioattractants, 1’absence de corrélation
entre le nombre de macrophages et le taux de MCP-1 dans les lavages refléte aussi le fait que le
recrutement des monocytes ne résulte pas uniquement d’un gradient de chimioattractants, mais
implique différentes étapes successives, incluant le roulement (“rolling”), I’adhérence aux
cellules endothéliales, et l’extravasation, régulées par de nombreuses cytokines pro-

inflammatoires (revue par Lukacs et Ward, 1996).
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Effets potentiels de la surexpression de MCP-1 dans la pneumoconiose du
mineur de charbon.

Nous avons récemment mis en évidence que la molécule d’adhérence ICAM-1, qui joue
un role majeur dans la migration des monocytes, était exprimée de facon plus importante dans
les poumons de patients pneumoconiotiques que dans ceux de sujets sains, notamment au
niveau des cellules endothéliales, des cellules épithéliales alvéolaires et bronchiques, et des
macrophages alvéolaires (Vanhée et al., 1996). Le MCP-1 ayant la capacité d’induire, in vitro,
une expression accrue des molécules d’adhérence MACI et p150,95 (ligands naturels de
I'ICAM-1) par les monocytes (Jiang et al., 1992), il est probable que cette chimiokine soit
impliquée dans les étapes d’adhérence durant le recrutement des monocytes.

D’autre part, il a été montré que le MCP-1 induisait, in vitro, une augmentation du flux
calcique, du métabolisme oxydatif et de I'expression d’IL-6 et d’IL-1 par les monocytes
(Rollins et al., 1991; Jiang et al., 1992). Le MCP-1 pourrait donc étre, in vivo, un des
médiateurs responsables de I’état d’activation (ou de préactivation) des phagocytes
mononucléés, observé dans la pneumoconiose. Il apparait, en effet, que les monocytes
sanguins d’anciens mineurs pneumoconiotiques, de méme que les macrophages péritonéaux de
rats ayant inhalé de la silice, sécrétaient un taux accru de TNF en réponse a de faibles doses de
LPS, bien qu’ils n’aient pas ét¢ directement en contact avec les particules inhalées, et donc
n’aient pas pu étre directement activées par celles-ci (Borm et al., 1988; Mohr et al., 1991).

Enfin, outre son role dans I’activation et le recrutement des monocytes qui aboutit a une
alvéolite macrophagique, 1’augmentation du taux de MCP-1 au niveau alvéolaire chez les
patients pneumoconiotiques pourrait avoir un effet plus direct sur la survenue des lésions
fibrotiques. Une étude récente a en effet démontré que le MCP-1 induisait indirectement une
syntheése accrue de collagéne par des fibroblastes de rat en culture primaire, via I’augmentation

de I’expression endogene de TGFp (Gharaee-Kermani et al.; 1996).
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Réle des macrophages alvéolaires dans la production de ces chimiokines.

Le nombre de macrophages alvéolaires positifs pour I’expression de MCP-1 sur les
coupes de tissu pulmonaire provenant de patients pneumoconiotiques était supérieur a celui
observé sur les sections contrdles, mais cette différence n’était due qu’a I’augmentation du
nombre total de macrophages dans I’espace alvéolaire; la proportion de macrophages marqués
était similaire pour les contrles et les patients pneumoconiotiques dans deux cas sur trois.
D’autre part, la sécrétion de MCP-1 par les macrophages alvéolaires, mesurée dans les
surnageants apres trois heures de culture, bien qu’étant augmentée chez 45% des patients,
n’était pas significativement différente entre les patients pneumoconiotiques et les sujets
contrdles. Ces deux observations convergentes indiquent que les macrophages alvéolaires de
patients pneumoconiotiques ne sécrétent pas systématiquement plus de MCP-1 que ceux de
sujets controles. De méme, les taux de MIP-1a sécrétés spontanément par les macrophages
alvéolaires de patients pneumoconiotiques ne sont pas significativement différents de ceux
relargués par les macrophages alvéolaires de sujets sains.

Ces résultats différent de ceux concernant la production de TNFa et d’IL-6 par les
macrophages alvéolaires de patients pneumoconiotiques, puisque ceux-ci produisent des taux
significativement accru de ces deux cytokines pro-inflammatoires par rapport aux contrbles
(Vanhée et al., 1995b). Cette observation suggere que (1) la sécrétion de MCP-1 et de MIP-1a
par les macrophages alvéolaires est dépendante de mécanismes de régulation différents de ceux
controlant la sécrétion de TNFa et d’IL-6, et que d’autre part, (2) le rdle des macrophages
alvéolaires dans le développement des processus inflammatoires, et en particulier dans
I’établissement de I’alvéolite macrophagique, dépend visiblement plus de 1’activation paracrine
d’autres types cellulaires via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, que d’un

autorecrutement via la sécrétion de facteurs chimioattractants vis-a-vis des monocytes.

Les taux de RANTES étaient supérieurs dans les surnageants de culture des
macrophages alvéolaires provenant de patients pneumoconiotiques par rapport & ceux des sujets
controles. Ni notre étude, ni les données de la littérature, ne permettent de comprendre pourquoi

la sécrétion de cette chimiokine par les macrophages alvéolaires est régulée de maniére différente
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du MCP-1 et du MIP-1a (ces trois chimiokines sont classiquement induites par les mémes
médiateurs). Nous pouvons, par contre, observer que les macrophages alvéolaires de sujets
sains ne sécrétent pratiquement pas de RANTES et ceux de patients pneumoconiotiques en
sécrétent significativement plus, alors que les taux de RANTES contenus dans les liquides de
LBA de sujets sains ne sont pas nuls, et ne sont pas significativement différents de ceux des
patients pneumoconiotiques. Ce qui implique que (1) d’autres cellules pulmonaires, mis a part
les macrophages alvéolaires, sécrétent du RANTES et que (2) dans le cas de la pneumoconiose,
I’augmentation de la sécrétion de RANTES par les macrophages alvéolaires n’est pas
suffisamment importante pour influer sur le taux de RANTES au niveau de I’alvéole. Ce dernier
point renforce la réflexion évoquée précédemment selon laquelle I’intervention des macrophages
alvéolaires dans 1’établissement de 1’alvéolite macrophagique ne semble pas étre médi€e par sa

propre sécrétion de facteurs chimiotactique vis-a-vis des monocytes.

Cellules pulmonaires productrices de MCP-1.

Un autre aspect de ce travail a consisté a déterminer les types cellulaires responsables in
vivo de ’expression de MCP-1. In vitro, de nombreuses cellules peuvent produire le MCP-1,
comme les cellules endothéliales (Rollins et al., 1990), les fibroblastes (Rolfe et al., 1992), les
pneumocytes de type II (Standiford et al., 1991), les cellules mésothéliales (Antony et al.,
1995) et les leucocytes mononucléés sanguins (Yoshimura et al., 1989). Dans cette étude, nous
avons mis en évidence, par marquage immunohistochimique, que (1) sur les coupes de tissu
pulmonaire contrdle, seuls quelques macrophages alvéolaires, pneumocytes de type II et
cellules musculaires périvasculaires étaient positifs pour I’expression de la protéine MCP-1, (2)
sur les sections de tissu pulmonaire provenant de patients pneumoconiotiques, en plus de ces
cellules, étaient positifs des fibroblastes présents dans les zones fibrotiques, ainsi que des
pneumocytes de type II hyperplasiques, cellules non détectées sur les coupes contrdles. Cette
évolution du profil d’expression du MCP-1 dans la pneumoconiose est différente de celle
observée dans le cas de la fibrose idiopathique pulmonaire, dans la mesure ou il n’a pas é&
décrit de localisation du MCP-1 dans les fibroblastes pour cette pathologie (Antoniades et al.,

1992).
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Mécanismes conduisant a la surexpression de MCP-1.

L’étude des mécanismes conduisant a la surproduction de MCP-1 au niveau pulmonaire,
chez les patients pneumoconiotiques, n’était pas le but de ce travail. Nous pouvons cependant
remarquer qu’elle est associée a une expression plus importante de la protéine par des
fibroblastes et les pneumocytes hyperplasiques, non détectés chez les sujets sains. Cette
expression est potentiellement la conséquence d’une activation directe par les particules de
charbon. Elle peut aussi résulter d’une communication intercellulaire en partie via des
médiateurs solubles, dans la mesure ol il a été rapporté que les fibroblastes et les pneumocytes
de type II sécreétent du MCP-1 sous I’effet de milieu conditionné par des macrophages activés
(Rolfe et al., 1992; Standiford et al., 1991). De plus, il est concevable que la cascade
d’activation cellulaire soit dépendante d’interactions cellulaires impliquant des récepteurs
membranaires spécifiques. Il a en effet ét€ montré que, d’une part, I’interaction des monocytes
avec 'ICAM-1 exprimé par des cellules endothéliales activées, conduisait & une production
accrue de MIP-1a par les monocytes (Lukacs et al., 1994) et que, d’autre part, la production
d’IL-8 et de MCP-1 était augmentée durant les interactions monocytes - cellules endothéliales,

par des mécanismes en partie dépendants de 1’adhésion aux protéines de la matrice

extracellulaire (Lukacs et al., 1995).
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Conclusion.

Cette étude met en évidence une surproduction pulmonaire de la chimiokine MCP-1 chez
les patients atteint de la pneumoconiose du mineur de charbon, suggérant I’implication du MCP-
1 dans I’alvéolite macrophagique associée a cette pathologie interstitielle. D’autre part, ce travail
fait apparaitre qu’en coopération avec les macrophages alvéolaires, les fibroblastes
(probablement des myofibroblastes) et les pneumocytes de types II hyperplasiques sont
responsables de cette augmentation. L’absence de corrélation entre le nombre de macrophages
alvéolaires et le taux de MCP-1 dans les lavages bronchoalvéolaires est cohérent avec le concept
que le recrutement des monocytes / macrophages au cours de I’alvéolite macrophagique
observée chez les patients pneumoconiotiques dépend vraisemblablement de plus d’un
médiateur, incluant d’autres facteurs chimiotactiques vis-a-vis des monocytes, ainsi que des

cytokines pro-inflammatoires.
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I1 Etude de la coopération entre les pneumocytes de type II et

les macrophages alvéolaires pour la production de cytokines.

Intéret et but du travail.

La premicre partie de ce travail de thése a consisté a étudier I'implication de certaines
chimiokines dans le recrutement des monocytes, au niveau de 1’alvéole, dans une pathologie
interstitielle associée a une alvéolite macrophagique. Nous avons montré une surproduction
pulmonaire de MCP-1 chez les patients pneumoconiotiques. D’autre part, nous avons mis en
évidence que, outre les macrophages alvéolaires, les fibroblastes et les pneumocytes de type 1II
hyperplasiques participaient a cette surproduction, contribuant ainsi a 1’établissement de la

réaction inflammatoire.

Dans la seconde partie de ce travail, nous avons étudié si, en plus de contribuer a
I’alvéolite macrophagique via la sécrétion de chimioattractants, le pneumocytes de type II
pouvaient moduler I’activité des macrophages alvéolaires résidents. En effet, les macrophages
alvéolaires sont en contact étroit avec les pneumocytes de type II au niveau de 1’alvéole (Bilyk et
al., 1996), et bien que le macrophage alvéolaire ait fait I’objet de nombreuses études,
Iinfluence, sur son activité, de son environnement cellulaire alvéolaire, est trés peu

documentée.

Les pneumocytes de type II (PII) sont classiquement considérés comme des cellules de
structure contribuant, de plus, a I’homéostasie de I’alvéole. Cette cellule au métabolisme actif
assure ainsi la syntheése et le renouvellement du surfactant pulmonaire, le transport
transépithélial de solutés, et la reépithélisation de I’alvéole suite aux lésions de I’épithélium
(Mason et al., 1977, Crestani et al., 1995). Cependant, il a été suggéré plus récemment que le
PII participait aussi a la régulation des réponses immunitaires et inflammatoires au niveau de

Palvéole. Ainsi, les protéines du surfactant (SP)-A et SP-D, que le PII sécréte
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physiologiquement, ont des propriétés immunorégulatrices. De plus, sous I’effet de stimuli
appropriés, le PII produit des protéines du complément, des prostaglandines et diverses

cytokines (Crestani et al., 1995; Maitre et al., 1996).

Des études in vitro ont montré que les macrophages alvéolaires pouvaient moduler
I’activité des PII. 1l a en particulier été rapporté que les monokines IL-1B et TNF, dérivées des
macrophages alvéolaires, induisaient la production d’IL-8, de MCP-1 et d’IL-6 par la lignée de
cellules épithéliales pulmonaires de type II «A549» (Standiford 1990, 1991; Crestani 1994).
Cependant, les interactions PII - macrophages alvéolaires (et en particulier la modulation de
I’activation des macrophages alvéolaires par les PII), ainsi que leur répercussion sur la sécrétion
de cytokines impliquées dans les mécanismes de défense pulmonaire ont peu été explorées.
C’est pourquoi nous avons développé un modele de culture in vitro, de maniere a étudier la
coopération entre les pneumocytes de type II et les macrophages alvéolaires pour la sécrétion de
cytokines. Les macrophages alvéolaires ont ét€ obtenus a partir de lavages bronchoalvéolaires
de sujets sains. Les pneumocytes de type II humains étant difficiles & obtenir purs (exempts de
tout macrophage), nous avons travaillé avec la lignée de cellules épithéliales pulmonaires de
type II «A549».

Dans un premier temps, la coopération PII - macrophages alvéolaires pour la sécrétion
d’IL-6 et de TNF a été examinée, du fait de I’importance de ces cytokines dans la réaction
inflammatoire et de leur production accrue au niveau alvéolaire dans de nombreuses pathologies
pulmonaires, infectieuses et interstitielles. De maniére a analyser les mécanismes de cette
coopération, la part respective des contact cellulaires et de 1’échange de médiateurs solubles a été
déterminée. Nous avons ensuite élargi cette étude a d’autres cytokines, I'IL-8 et le MCP-1,
principales chimiokines ayant une activité chimiotactique vis-a-vis des neutrophiles et des

monocytes, respectivement.
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Mateériel et Méthodes.

Sujets inclus dans I’étude.
Dans cette étude ont été inclus 18 sujets sains, ayant pour moyenne d’4ge 43 + 3 ans. Le

nombre de femmes et d’hommes était identique. Parmi ces sujets, 13 étaient des fumeurs.

Lavages bronchoalvéolaires et macrophages alvéolaires humains.
Le lavage bronchoalvéolaire (LBA) est effectué comme décrit précédemment. Les
cellules sont récupérées par centrifugation du liquide de lavage. Tout échantillon contenant

moins de 85% de MA ou dont la vitalité est inférieure a 80 % est exclu du protocole.

Culture de la lignée de cellules épithéliales de type II A549.
x Lignée A549. La lignée de cellules épithéliales de type II A549 provient d'un

carcinome pulmonaire humain et nous a été procurée par 'ATCC (American Type Culture
Collection, Rockville, MD). Nous avons utilisé cette lignée car la purification des pneumocytes
de type II (PII) nécessite des biopsies pulmonaires de taille importante et les préparations sont

difficilement exemptes de macrophages alvéolaires. Les cellules A549 sont cultivées en milieu

Dulbeco supplémenté en SVF (10 %), glutamine (2 mM) et f2-mercaptoéthanol (5 x 10° M) .

Pour les expériences, les cellules A549 sont cultivées dans des plaques 12 puits en RPMI 5%

jusqu'a confluence (7 x 10° cellules / puits).

x Tapis de cellules A549 fixées. Les tapis cellulaires sont rincés trois fois en RPMI

1640, fixés 20 mn par 1% de paraformaldéhyde (PFA) & température ambiante et rincées a
nouveau trois fois par du RPMI 5%. Les tapis de cellules A549 fixées (A549 fixées) sont
conservés dans du RPMI 5%, a 37°C, en atmosphere contenant 5% de CO,. De facon a
permettre le relargage passif des médiateurs intracytoplasmiques préformés, les AS549-fixées

sont laissés au repos au moins 4 h, avant utilisation.
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x Milieu conditionné par les A549. Les tapis cellulaires de A549 a confluence sont rincés

en RPMI 5 % puis incubés 18 h dans 0,7 ml de RPMI 5 %. Le surnageant de culture (milieu
conditionné, MC) est alors filtré a travers un filtre de porosité 0,22 um (Millipore, Molsheim,
France) et conservé a -20° C jusqu’a son utilisation. Afin de séparer les médiateurs sécrétés par
les A549 selon leur poids moléculaires, des aliquotes de ce MC sont filtrés a travers des
membranes présentant la capacité de retenir les molécules de poids moléculaire supérieur a une
limite définie par le fabricant (30 et 100 kDa). Pour chaque filtre, deux fractions de MC sont
obtenues: celle contenant les molécules de poids moléculaire supérieur a la limite de rétention, et
celle contenant les molécules de poids moléculaire inférieur. Du RPMI 5 % est ajouté a chacune
de ces fractions de fagon a ce que leur volume final soit identique au volume initial de 1’aliquote.
Les fractions de MC ainsi préparées sont stérilisées par filtration a travers un filtre de porosité

0,22 um.

Cocultures A549-MA et monocultures.

Les cellules du LBA (106 cellules / ml) sont cultivées en RPMI 5 %, dans différentes
conditions:

- (1) seules (MA),

- (2) sur un tapis de A549 a confluence (A+MA),

- (3) sur des A549 fixées (F+MA),

- (4) en présence de différentes concentrations (50, 10, 2 ou 1 %) de MC (MA+MC),

- (5) dans un insert comportant une membrane en polyester (porosité 0,4 pm, diamétre
12 mm; Costar) les séparant d’un tapis de A549 a confluence (A549/MA),

- (6) en présence de fractions de MC.
Aprés une incubation de 18 h, les surnageants de culture sont centrifugés (10 mn a 500 g) de

facon a éliminer les éventuelles cellules, aliquotés et congelés jusqu’au dosage des cytokines.
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Etude des molécules, exprimées par les A549, induisant activation des MA.

x Evaluation du role de ’ICAM-1. Pour apprécier I’influence des interactions des MA

avec la molécule d’adhérence ICAM-1 (Intercellular Cell Adhesion Molecule-1) exprimée a la
surface des AS549, deux types de culture sont réalisés. D’une part, les tapis de A549 a

confluence sont pré-incubés 1 h a 37° C avec un anticorps monoclonal anti-ICAM-1 bloquant

(clone LB 2, Becton Dickinson, Belgique), aux concentrations de 5 et 10 pg / ml, avant I’ajout

des MA. D’autre part, les A549 sont stimulés 18 h par 200 U / ml de TNF (Genzyme,
Cambridge, MA), de facon a induire une sur-expression d’ICAM-1 (objectivée par ELISA;

Vanhée et al., 1996), avant leur fixation par le PFA et I’addition des MA.

x Evaluation du rdle de la matrice extracellulaire. Pour évaluer I'implication des

protéines de la matrice extracellulaire, les MA sont incubés 45 mn a 37° C avec 30 pg / ml de
collagéne de type I ou de type III (Institut Jacques Boy SA, Reins, France), avant d’étre

déposés sur un tapis de A549 a confluence.

Dosage des cytokines

x Dosage immunoenzymatique de MCP-1. Le dosage de MCP-1 a été réalisé a I’aide de

I’ELISA que nous avons développé, comme décrit précédemment.

x Dosage biologique de I'IL-6. Les taux d'activité biologique en IL-6, contenue dans les

échantillons, sont déterminés grice au test de prolifération de la lignée cellulaire 7TD1
(procurées par le Dr. Van Snick, Institut Ludwig, Bruxelles, Belgique). Les cellules 7TD1 sont
cultivées dans une plaque de microtitration, en présence de dilutions successives des
échantillons ou d'une concentration connue d'IL-6 recombinant (Boehringer Mannheim,
Meylan, France), en duplicata. Apreés quatre jours d'incubation, la prolifération des cellules est

estimée par méthode colorimétrique: une solution de MTT (3-(4,5-diméthyltiazol-2-yl)-2,5-
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diphéyl-tétrzolium) est ajoutée et, apres 4 h d’incubation, les cellules sont lysées par un tampon
(composé de 20 % de sodium dodecylsulfate (SDS) et de 40 % de diméthylformamide)
permettant la dissolution des cristaux de MTT-Formazan. La densité optique est mesurée a 570
nm 2 ’aide d’un spectrophotomeétre (la densité optique a 650 nm est retranchée de fagon a
diminuer le bruit de fond). Pour chaque échantillon, la dilution correspondant & 50 % du
maximum de prolifération est déterminée, et la concentration est calculée par extrapolation a
partir de la courbe standard obtenue avec I'IL-6 recombinant. La spécificité de ce dosage a été
vérifiée: 1’ajout, dans les échantillons, d’un anticorps polyclonal de lapin anti-IL-6 (Genzyme),

provoque une inhibition, supérieure a 90 %, de la prolifération des cellules 7TD1.

x Dosage biologique du TNF. Les taux d'activité biologique en TNF, contenu dans les

échantillons, sont déterminés grice au test de cytotoxicité vis-a-vis de la lignée de fibroblastes
murins L929. Les cellules 1.929 sont cultivées 18 h dans une plaque de microtitration, puis de
l'actinomycine D est ajoutée a la concentration finale de 1 mg / ml dans du RPMI 1640
contenant 10 % de SVF et 2 mM de Glutamine. Des dilutions successives des échantillons ou
d'une concentration connue de TNF recombinant (Genzyme, Boston, MA) sont alors ajoutées
en duplicata. Apres 24 h, la dilution provoquant la mort de 50 % des cellules est estimée par
méthode colorimétrique au MTT, et la concentration correspondante est déterminée a partir de la
courbe standard. La spécificité de ce test a ét¢ contrdlée: I’ajout d’un anticorps de lapin
neutralisant anti-TNF (Genzyme) dans les échantillons résulte en une inhibition de la

cytotoxicité supérieure a 90 %.

% Dosage immunoenzymatique de TNF et d’IL-8. Les dosages de TNF et d’IL-8 sont

réalisés a I’aide d’ELISA commercialisés (Medgenix, Fleurus, Belgique) permettant de détecter
une concentration minimale de respectivement 10 et 5 pg / ml. Tous les dosages sont réalisés en

duplicata.

Analyses statistiques.

Les analyses statistiques ont étaient réalisées comme décrit précédemment.
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Résultats.

Coopération entre les A549 et les macrophages alvéolaires pour la production

d’IL-6 et de TNFa.

IL-6. Les monocultures de macrophages alvéolaires (MA) produisent de I'IL-6 en
absence de stimulation (Figure 9). Cette sécrétion d’IL-6 par les MA est significativement
accrue sous ’effet du LPS, de facon dépendante de la dose (p < 0,05). Les monocultures de
A549 sécretent de faibles taux d’IL-6 en absence de et leur sécrétion n’est pas augmentée en
présence de LPS (médiane / EIQ =25/8, 18/22 et 31 /4 Ul/ml pour 1, 100 et 10000 ng/ml de
LPS respectivement). Les surnageants de cocultures A+MA non stimulées contiennent un taux
d’116 significativement plus élevé que la simple somme des taux observés dans chacune des
monocultures non activées (p < 0,01). La sécrétion d’IL-6 par les cocultures A+MA est
significativement augmentée par le LPS (p < 0,02), avec cependant un effet plateau dés la
concentration de 100 ng/ml. La production d’Il6 par les cocultures stimulées par le LPS est
supérieure a celle des MA activés dans les mémes conditions, pour chaque concentration de

LPS (1, 100 et 10000 ng/ml) (p < 0,05).

TNFo. Les MA sécrétent de faibles taux de TNFo en absence de stimulation (Figure
10). Cette sécrétion est augmentée par le LPS de fagcon dépendante de la dose (p < 0,005). Les
A549 ne sécretent pas de TNFo, en absence comme en présence de LPS. Les surnageants de
cocultures MA/A549 non stimulées contiennent des taux de TNFa significativement supérieurs
a ceux des MA non stimulés (p < 0,001). La sécrétion de TNFa par les cocultures est
augmentée par le LPS de fagon dépendante de la dose (p < 0,005). Contrairement & ce que 1’on
observe pour I’IL-6, la sécrétion de TNFa par les cocultures sous I’effet du LPS aux doses de

100 et 10000 ng / ml n’est pas supérieure a celle des MA stimulés par la méme dose de LPS.
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Figure 9: Production d’IL-6 par les monocultures MA et les cocultures A+MA.
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Figure 10: Production de TNFo par les monocultures MA et les cocultures.

A : Monoculture MA; B : Coculture A+MA. Les monocultures A549 ne sont pas figurées car

leurs sécrétions d’IL-6 et de TNFo étaient trés faibles et non modulées par le LPS. Ligne

eme

horizontale: médiane; boite: 257 et 75°™ percentile; barre: 10°™ et 90°™ percentile; (n = 8).

* et **: différence significative avec p < 0,05 et p < 0,02 respectivement.

82



Part respective des contacts cellulaires et de ’échange de médiateurs solubles
dans cette coopération.

De maniére a déterminer I'importance relative des contacts membranaires versus
I’échange de médiateurs solubles dans la coopération précédemment mise en évidence, les
macrophages alvéolaires ont été cultivés, soit sur un tapis de A549 fixés au PFA (dépourvus, de
ce fait, de métabolisme actif) (F+MA), soit dans un insert comportant une membrane les

séparant des A549 (empéchant ainsi les contacts entre les deux types cellulaires) (A/MA).

Des expériences contrdles ont permis de vérifier que le fait de cultiver les MA sur des
inserts (/MA) ne modifiait pas leur niveau de sécrétion d’IL-6 ni de TNFa, en absence comme

en présence de LPS (Tableau ci-dessous).

n=7 Non stimulé (médiane / EIQ) Stimulé par du LPS (100 ng/ml)
IIMA MA IIMA MA

IL-6 (Ul/ml) 308 /341 220/ 816 22465 /20335 | 22380/20495

TNFa (UI/ml) 36/4,5 521752 440,0 /392,5 | 270,0/307,5

D'autre part, les macrophages alvéolaires ont été cultivés sur un insert au dessus d’un
tapis de A549 fixées (F//MA), afin de contrdler si ces A549 fixées étaient encore susceptibles de
moduler I’activité des macrophages via le relargage de médiateurs solubles. Les F/MA en
absence de stimulation, sécrétaient significativement plus d’IL-6 que les MA (x 5%1 en
moyenne), alors que la production de TNF n’était pas modifiée (médiane / EIQ = 18 / 16 contre
13 / 34 Ul/ml). L’activation de la sécrétion d’IL-6 était cependant négligeable par rapport a celle
observée lorsque les A549 n’étaient pas fixées (A/MA) (x 39+18) ou lorsque les MA étaient en

contact avec les A549 fixées (F+MA) (x 72£3).
Afin de faciliter leur interprétation, les résultats sont exprimés en pourcentage de

sécrétion par rapport aux cocultures A+MA dans les figures 11 et 12, ou sont aussi rappelés les

codes correspondant aux différentes conditions de culture.
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IL-6. En absence de stimulation, les taux d’IL-6 dans les surnageants de A/MA ou de
F+MA sont significativement supérieurs a ceux des MA (p < 0,02) (Figure 11). Cependant,
dans ces cultures ot sont empéchés soit les contacts entre les deux types cellulaires (A/MA),
soit la synthése de métabolites par les A549 (F+MA), la production d’IL-6 est significativement
moins importante que dans les cocultures ot les deux sont autorisés (A+MA) (p < 0,03). Ces
résultats démontrent que les contacts cellulaires et I’échange de médiateurs interviennent tous
deux dans cet effet coopératif, de fagon additive. En présence de 100 ng/ml de LPS, les A/AM
et les F+MA produisent des taux d’IL-6 équivalents a ceux sécrétés par les MA stimulés par une
dose identique de LPS. Cette production est significativement inférieure a celle des cocultures (p
< 0,03). I’action simultanée des contacts entre les A549 et les MA et de I’échange de médiateurs
solubles a donc un effet coopératif sur la sécrétion d’IL-6, mais individuellement, chacune de

ces deux composantes de 1’effet coopératif est inefficace pour potentialiser la réponse au LPS.

% | A+MA
120 ~ MA:
1 | macrophages alvéolaire
100 - | A+MA:
coculture de A549 et de MA
80 - # _ A//MA:
* _ilf_# coculture de A549 et de MA
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60 ## 7 n p p
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7/ -
20 - / /
4 / /
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— o ——
Non stimulé Stimulé par 100 ng/ml de LPS

Figure 11: Part respective des contacts cellulaires et de I’échange de médiateurs
solubles, dans la coopération entre les A549 et les macrophages alvéolaires,
pour la sécrétion d’IL-6.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM du pourcentage de sécrétion par rapport aux
cocultures A+MA (n = 7) selon la formule % / A+MA = 100 x (condition de culture) / A+MA.

* et **: significativement différent de MA avec p < 0,05 et p < 0,02 respectivement.

# et ##: significativement différent de A+MA avec p < 0,05 et p < 0,02 respectivement.
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TNFo. En absence de stimulation, les surnageants de F+MA et de facon moins
importante ceux de A//MA, contiennent des taux de TNFa significativement supérieurs a ceux
des MA (p < 0,05) (figure 12). Les A/MA non stimulés sécrétent significativement moins de
TNFo que les A+MA non stimulés (p < 0,01), & I’inverse des F+MA non stimulés qui ont
tendance a en produire plus, méme si la différence n’est pas statistiquement significative.
Lorsque les cultures sont réalisées en présence de 100 ng/ml de LPS, les taux de TNFa
mesurés dans les surnageants de cultures MA, A+MA et F+MA sont statistiquement similaires,
alors que les surnageants de A/MA contiennent significativement moins de TNFa (p < 0,02).
Ces résultats suggerent qu’en plus d’un effet coopératif globalement positif sur la production de
TNF, des médiateurs ayant une activité inhibitrice de la production de TNF sont libérés lorsque

les deux types cellulaires sont en présence.
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Figure 12: Part respective des contacts cellulaires et de I’échange de médiateurs
solubles, dans la coopération entre les A549 et les macrophages alvéolaires,
pour la sécrétion de TNFoa.

Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM du pourcentage de sécrétion par rapport aux
cocultures A+MA (n = 7) selon la formule % / A+MA = 100 x (condition de culture) / A+MA.

* et **: significativement différent de MA avec p < 0,05 et p < 0,02 respectivement.

# et ##: significativement différent de A+MA avec p < 0,05 et p < 0,02 respectivement.
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Interactions cellulaires dépendantes de I'ICAM-1 et sécrétion d’IL-6 et de
TNFa par les cocultures.

Les macrophages alvéolaires expriment les molécules d’adhérence de la famille des p2-
intégrines (LFA1, Macl et p150,95) ligands naturels des ICAM-1 exprimés par les A549. Nous
avons cherché a déterminer si I’induction de la sécrétion d’IL-6 ou de TNFa étaient dépendante
de I’interaction entre ces molécules d’adhérence.

Pour empécher les interactions cellulaires médiées par 'ICAM-1, les A549 ont été
incubés une heure en présence d’un anticorps anti-ICAM-1 bloquant, avant 1’ajout des
macrophages. Cette procédure n’entraine aucune inhibition de la sécrétion d’IL-6 ni de TNFa
par les cocultures (n = 3; Résultats non présentés).

Dans des expériences complémentaires (n = 5), les A549 ont é¢ incubés 18h en
présence de TNFo, de maniere a induire une d’ ICAM-1, avant d’€tre fixés en PFA. Les MA
cultivés sur des A549 fixés surexprimant 'ICAM-1 ne sécrétent pas significativement plus
d’IL-6 (médiane / EIQ = 8344 / 6534 UIl/ml) ni de TNFa (médiane / EIQ = 89/ 262 ULl/ml) que
les MA cultivés sur des A549 fixés non préactivés (médiane / EIQ = 8990 / 10176 Ul/ml pour
I'TL-6, médiane / EIQ = 92 / 331 UIl/ml pour le TNFa).

Interactions des macrophages alvéolaires avec la matrice extracellulaire et
sécrétion d’IL-6 et de TNFao par les cocultures.

De maniére & bloquer !’interaction des macrophages alvéolaires avec les composants de
la matrice extracellulaire synthétisés par les A549, les macrophages alvéolaires ont été incubés
45 minutes avec du collageéne de type I ou de type I, avant d’€tre cultivés sur un tapis cellulaire
de A549 a confluence. Des expériences contrbles nous ont permis de vérifier que la sécrétion
I'IL-6, de méme que celle de TNFo, par les monocultures de macrophages n’étaient pas
modifiées par le fait de préincuber les macrophages avec du collagéne de type I ou de type 1I

(Tableau ci-dessous).

n=7 MA + collageéne de type I | + collagene de type III
IL-6 (médiane/EIQ) 191/300 1557196 156/214
TNFo (médiane/EIQ) 56/7,5 4,91/28 6,0/3,5
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IL-6. La sécrétion d’IL-6 par les est significativement inhibée lorsque les macrophages
sont préincubés avec du collagéne de type III (inhibition moyenne de 60 + 10 %) (p < 0,05),
alors que la préincubation avec du collagéne type I n’entraine aucune différence significative

(inhibition moyenne de 18 + 5 %) (Figure 13A).

TNFa. La sécrétion de TNFa par les cocultures A+MA est significativement inhibée
lorsque les macrophages alvéolaires sont préincubés avec du collagéne de type 1 (inhibition
moyenne de 53 £ 17 %) ou de type III (inhibition moyenne de 70 + 13 %) (p < 0,02) (Figure
13B).
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Figure 13: Inhibition, par du collagéne soluble, de la sécrétion d’IL-6 et de

TNFao par les cocultures.

: Monoculture de macrophages alvéolaires (MA); M : coculture A+MA; les MA sont incubés

avec du collagéne de type I (El) ou de type III (E) avant d’&tre cultivés sur un tapis cellulaire de
dme

A549 a confluence. . Ligne horizontale: médiane; boite: 25°™ et 75°™ percentile; barre: 10°™ et

90" percentile; (n = 7). * et ** : significativement différent de A+MA avec p < 0,05 et p < 0,02
respectivement.
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Effet du milieu conditionné de A549 sur la sécrétion d’IL-6 et de TNFo par les

macrophages alvéolaires.
Le milieu conditionné 18 h de A549 (MC) induit une augmentation significative de la
sécrétion d’IL-6 et de TNFa par les macrophages alvéolaires, de fagon dépendante de la dose,

et qui reste significative lorsque le CM est dilué au centiéme (p < 0,05) (Figure 14).
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Figure 14: Effet du milieu conditionné de A549 sur la sécrétion d’IL-6 et de TNFo par les
macrophages alvéolaires.

Les macrophages alvéolaires sont incubés avec des dilutions successives de milieu conditionné de
A549 (MA+MC). Les résultats sont exprimés en moyenne *+SEM (n = 6) du pourcentage
d’activation par rapport aux monocultures de macrophages alvéolaires cultivés dans du RPMI 5%
(MA) selon la formule: % MA = 100 x (MA+MC) - MA) / MA. * et ** . significativement
différent de MA avec p < 0,05 et p < 0,003 respectivement.
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De facon a évaluer le poids moléculaires des médiateurs sécrétés par les AS549,
responsables de I’activation des macrophages, le milieu conditionné de AS549 a été filtré a
travers des membranes présentant différentes capacités de rétention (30 et 100 kDa), et les
macrophages alvéolaires ont été incubés en présence des fractions moléculaires résultantes. Les
fractions correspondant au filtrat, pour les deux filtres utilisés, ne modulent pas la sécrétion
d’IL-6 ni de TNFa par les macrophages alvéolaires (Figure 15). Les fractions retenues activent
les macrophages alvéolaires de fagon analogue au milieu conditionné total, ce qui démontre que
les facteurs activateurs solubles sécrétés par les A549 en absence de stimulation ont un poids
moléculaire supérieur & 100 kDa ou se présentent sous la forme d’un complexe de poids

moléculaire supérieur a cette valeur.
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Figure 15: Poids moléculaire des médiateurs sécrétés par les A549, responsables de Pactivation
des macrophages alvéolaires.

Le milieu conditionné 18 h de A549 (MC) est filtré a travers une membrane retenant les
molécules de poids moléculaire supérieur a 30 ou 100 kDa. Les macrophages alvéolaires sont
incubés 18 h en présence de RPMI 5% (MA), avec le MC total (MA+MC), ou avec chacune des
fractions moléculaires (FM) résultantes (MA+FM) (filtrat () ou fraction retenue (H)). Les
résultats sont exprimés en moyenne * SEM (n = 6) du pourcentage d’activation (% act.) induit
par la FM par rapport a celle observée avec le MC total selon la formule: % act. = 100 x (MA+FM
- MA) / MA+MC - MA). * : significativement différent de MA avec p < 0,05.
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Dosage par ELISA du TNF produit par les macrophages alvéolaires et de
cocultures.

De fagon a conforter les résultats obtenus par dosage biologique pour le TNF, la
concentration de TNF dans les surnageants de macrophages alvéolaires et les cocultures a été
déterminée par ELISA. En absence de stimulation comme en présence de 100 ng/ml de LPS,
Ieffet coopératif de la coculture sur la sécrétion de TNF est du méme ordre lorsque I’on

évalue la concentration protéique ou I’activité biologique (Figure 16).
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Figure 16: Activité biologique et concentration de TNF détectée par ELISA dans les
surnageants de cocultures par rapport a ceux de macrophages alvéolaires.

Les valeurs sont la moyenne + SEM (n = 4) du pourcentage d’activation (% / MA) observé
dans les cocultures (A+MA) par rapport aux cultures de macrophages alvéolaires (MA),
d’apres la formule % / MA = 100 x ((A+MA) - MA) / MA.

90



Coopération entre les A549 et les macrophages alvéolaires pour la sécrétion

d’IL-8 et de MCP-1.

IL-8. Les monocultures de A549 produisent peu d’IL-8 en absence de stimulation
(médiane / EIQ = 26 / 20 ng/ml) comparativement aux macrophages alvéolaires non activés
(médiane / EIQ = 260/ 538 ng/ml) (Figure 17A). Les surnageants de cocultures A+MA non
stimulés contiennent un taux d’IL-8 significativement plus €levé que la simple somme
observée dans chacune des monocultures non activées (médiane / EIQ = 1082 / 3912 ng/ml)

(p < 0,05).

MCP-1. Les monocultures de A549, de méme que les macrophages alvéolaires,
sécrétent des taux équivalents de MCP-1 en absence de stimulation (médiane / EIQ =2/ 1
ng/ml pour les A549 et 3 / 5 ng/ml pour les MA) (Figure 17B). Les cocultures A+MA non
stimulés produisent des taux de MCP-1 significativement supérieurs ceux de monocultures

non activées (médiane / EIQ = 34 / 47 ng/ml) (p < 0,05).
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Figure 17: Production d’IL-8 et de MCP-1 par les monocultures MA et les
cocultures A+MA.

A549 : monoculture de A549; MA : culture de macrophages alvéolaires; A+MA : coculture.

(A549)+(MA) : somme des taux mesurés dans chacune des monocultures. Ligne horizontale:

eme
0

médiane; boite: 25°™ et 75°™ percentile; barre: 10°™ et 90°™ percentile; (n = 8).

* . significativement différent de (A549)+(MA) avec p < 0,05.
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Discussion.

1, Mécanismes de la coopérations entre les A549 et

les macrophages alvéolaires.

Dans cette étude, nous avons mis en évidence que le fait de cocultiver des MA et des
A549 conduisait, en absence de toute activation exogene, & une sécrétion de cytokines (IL-6,
TNF, IL-8 et MCP-1) singuli¢rement supérieure a la somme des taux observés dans chacune
des monocultures non activées. Cet effet coopératif accroit, de plus, la réponse a I’activation par
de faibles doses de LPS, en terme de production de cytokines. L’utilisation d’un systeme de
culture ot étaient empéchés soit les contacts entre les deux types cellulaires, soit la sécrétion de
médiateurs par les A549 a permis de révéler que:

- cette coopération dépendaient 2 la fois de 1’échange de médiateurs solubles et de
I’interaction physique entre les cellules épithéliales et les macrophages alvéolaires,

- les mécanismes de cette coopération étaient différents pour I’'IL-6 et le TNF.

La sécrétion d’IL-6 par les cocultures est toujours supérieure a celle des cultures de
macrophages alvéolaires, que ces cultures soit stimulées ou non pas du LPS. En absence de
stimulus exogene, I’échange de médiateurs solubles ainsi que le contact des macrophages avec
le tapis de A549 induisent, chacun, une augmentation de la sécrétion qui est cependant
inférieure a celle observée dans les cocultures. En présence de LPS, la sécrétion d’IL-6 n’est
pas augmentée lorsque seul les contacts cellulaires ou 1’échange de médiateurs sont autorisés,
alors qu’elle I’est lorsque les deux sont simultanément permis. Ainsi, ’échange de médiateurs
solubles et les contacts cellulaires sont chacun suffisants, en absence de stimulus exogene, pour
induire une augmentation de la sécrétion d’IL-6, mais la concomitance des deux est nécessaire
pour aboutir a une coopération maximale entre les cellules pulmonaires et les macrophages

alvéolaires, en absence comme en présence de LPS.
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Dans le cas du TNF, I’effet coopératif entre les A549 et les macrophages alvéolaires
n’apparait que lorsque les cellules sont incubées avec une dose de LPS inférieure a 100 ng/ml.
L’échange de médiateurs solubles ou le contact des macrophages avec un tapis de A549 fixés
sont tous deux capables d’induire un accroissement de la production de TNF en absence de
stimulation. Cependant, alors que cette surproduction est fortement inférieure a celle des
cocultures dans le premier cas, le contact des macrophages alvéolaires avec les AS549 fixés
entraine une sécrétion de TNF qui a tendance & &tre supérieure a celle observée dans les
cocultures. En présence de 100 ng/ml de LPS, ni la culture des macrophages sur un tapis de
A549 fixés, ni le fait de cocultiver les deux types cellulaires, ne présente d’effet potentialisateur
sur la sécrétion de TNF. Au contraire, 1’échange de médiateurs solubles entre les A549 et les

macrophages alvéolaires, en 1’absence de contact, inhibe la production de TNF. La régulation

de la production de TNF par les cocultures apparait donc plus complexe que celle de I'IL-6.

L’ensemble des résultats indique que la coopération entre les A549 et les macrophages
alvéolaires est dépendante du contact entre ces deux types cellulaires, nous avons donc
recherché quelles molécules pouvaient étre impliquées dans les interactions responsables de
cette activation. Ni la préincubation des AS549 avec de I’anticorps anti-ICAM-1, ni la
surexpression de I’ ICAM-1 par ces cellules ne modifie la sécrétion de I'[L-6 ou du TNF par les
cocultures. Ces expériences suggerent que les interactions entre pneumocytes et macrophages
alvéolaires qui aboutissent & la surproduction d’IL-6 et d¢ TNF ne sont pas dépendantes de
I'expression d’ ICAM-1 par les pneumocytes. Par contre, la préincubation des macrophages
avec du collagéne soluble induit une diminution de la sécrétion d’IL-6, et de fagon plus
importante de TNF, par les cocultures. Ce résultats indiquent que la surexpression de ces
cytokines par les cocultures est en partie due a une activation des macrophages alvéolaires au
contact de la matrice extracellulaire synthétisée par les A549. Les macrophages alvéolaires
expriment spontanément certaines B1-intégrines a leur surface (VLA-2, VLA-3 et VLA-5) (Kang
et al., 1995), molécules d’adhésion impliquées dans les interactions cellules - matrice
extracellulaire. Il a ét€ montré que I’engagement des B1-intégrines induisait une augmentation de

la sécrétion de cytokines de I’inflammation (IL-1B et TNF) par les monocytes (Yurocho et al.,
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1992, Fan et al., 1995). Dans le cas du TNF, il a de plus été démontré que cette activation était
dépendante de I’agrégation des Bl-intégrines (Fan et al., 1995). Nous avons nous méme
observé que I’incubation des macrophages alvéolaires avec des anticorps dirigés contre la chaine
B des Bl-intégrines entrainait une surproduction de’IL-6 et de TNF par ces cellules (résultats
non montrés). Il est donc probable que I’effet coopératif entre les A549 et les macrophages
alvéolaires soit la conséquence du contact des macrophages alvéolaires avec la matrice
extracellulaire médié par les p1-intégrines. Le collagene soluble, en occupant les récepteurs sans
provoquer leur agrégation, n’induit aucune activation tout en entrant en compétition avec la
matrice extracellulaire réticulée. Il a également été rapporté que le LPS induisait une diminution
de I’expression par les macrophages alvéolaires du VLA-5 et, plus tardivement, du VLA-2 et du
VLA-3. Cette observation pourrait fournir une explication cohérente au fait que 1’effet coopératif
est moindre en présence de LPS qu’en son absence, en particulier pour le TNF. On peut en effet
penser que le LPS induisant une diminution de I’expression des pl-intégrines, les contacts
médiés par ceux-ci ne sont plus suffisants pour induire une surexpression de cytokines par les
macrophages. Mais il est aussi possible que I’activation induite par le LPS et celle induite par les

contacts n’aient pas d’effet additif.

Afin de mieux appréhender les mécanismes de cette coopération, nous avons étudié
I’effet du milieu conditionné de A549 sur les macrophages alvéolaires, et observé qu’il avait un
effet activateur trés important a la fois sur la sécrétion d’IL-6 et de TNF. Ces résultats suggérent
que D’effet coopératif des cocultures est du, au moins partiellement, & un effet activateur des
A549 sur les macrophages alvéolaires. Elles indiquent en effet que les A549 sécrétent, en
absence de stimulation, des médiateurs qui stimulent la sécrétion d’IL-6 et de TNF par les
macrophages alvéolaires. Vu I’importance de leur poids moléculaire apparent (supérieur a 100
kDa), il est peu probable que ces facteurs soient des cytokines. Nous ne pouvons cependant pas
exclure I’hypothese que ces médiateurs soient multimérisés ou complexés a d’autres molécules,

et soient, de ce fait, retenues par le filtre.
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Dans le cas de I'IL-6, indépendamment de I’activation des macrophages par des
médiateurs sécrétés par le A549, I'effet coopératif des cocultures refléte aussi probablement la
production d’IL-6 par les A549, sous I’effet de médiateurs relargué par le macrophage. Il a en
effet ét€ rapporté que le milieu conditionné de macrophages alvéolaires activés induisait la

sécrétion d’IL-6 par les A549, de par la présence d’IL-1B et de TNF (Crestani et al., 1994).

En ce qui concerne le TNF, I’effet activateur de la coculture est moindre que celui du
milieu conditionné de A549, et la différence est particulicrement nette lorsque 1’on compare les
résultats a ceux des cocultures séparées par un filtre. D’autre part, en présence de LPS, la
sécrétion de TNF évaluée par dosage de I’activité biologique est inférieure dans le systéme de
cocultures séparées par un filtre a celle des macrophages alvéolaires. Nous avons écarté
I’hypothése d’une sécrétion de récepteur soluble du TNF (TNF-Rs), qui masquerait I'effet
biologique de TNF, par le dosage de celui-ci a 1’aide d’un ELISA: Le rapport entre les taux de
TNF mesurés dans les surnageants des macrophages alvéolaires et ceux des cocultures est du
méme ordre pour les deux méthodes de dosage, alors qu’il devrait étre inférieur dans le cas du
dosage biologique si les A549 sécrétaient du TNF-Rs en présence de macrophages alvéolaires.
Ces résultats démontrent donc que lorsqu’elles sont en présence de macrophages alvéolaires, et
donc potentiellement activés par ceux-ci, les A549 libérent un (ou des) facteur(s) inhibiteur(s)
de la sécrétion de TNF par les macrophages. Soit ce médiateur est labile, et son activité dans le
milieu conditionné est devenue nulle suite a la congélation-conservation-décongélation, soit il
n’est sécrété que lorsque les A549 sont activés par des médiateurs relargués par le macrophage,
ce qui constituerait une boucle de rétrocontrdle négatif de I’activation des macrophages

alvéolaires par les A549.

L’ensemble de cette analyse montre que la régulation de la sécrétion de TNF dans les
cocultures est plus complexe que pour I’'IL-6. Le surnageant de A549 non activés de méme que
le contact des macrophages alvéolaires avec la matrice extracellulaire synthétisée par les A549 a
un effet positif sur la sécrétion de TNF par les macrophages, qui se traduit par une

augmentation de la production par les cocultures non activées. Mais le fait de cocultiver les
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macrophages alvéolaires et les A549 a aussi un effet inhibiteur sur la sécrétion de TNF par les
macrophages. Celui-ci est masqué dans le cas des cocultures non activés, car la somme des
effets activateurs prévaut sur I’inhibiteur. Par contre, lorsque le systeme est activé par du LPS,
les deux influences (positives et négatives) s’équilibrent. Notre étude met en évidence une
diminution de I’activation par les contacts, mais nous pouvons aussi supposer une augmentation

de I’effet inhibiteur.

Ainsi, ces résultats posent la question de savoir (1) dans quelle mesure les pneumocytes
de types II stimulent ou inhibent la sécrétion de cytokines par les macrophages, notamment en
ce qui concerne le TNF, et (2) dans quelle proportion ces pneumocytes participent directement a
la production d’IL-6 et de TNF lorsqu’ils sont en présence de macrophages. De manitre a
répondre a ces interrogations, nous avons purifié les ARN des A549 et des macrophages
alvéolaires aprés 3 et 6 heures de cultures dans les syst¢éme de coculture séparée par un filtre,
afin d’analyser par RT-PCR semi-quantitative la présence et la variation du taux d’ARNm
codant pour I’'IL-6 et le TNF, pour chacun des deux types cellulaires. Nous envisageons d’autre
part définir les cellules productrices de ces ARN dans le systtme de culture o les cellules sont
en contact par une hybridation in situ, et de conforter cette expérience par une localisation des
protéine par immunohistochimie.

D’autre part, comme nous 1’avons discuté précédemment, nous ne pouvons pas
totalement exclure hypothése que les médiateurs sécrétés par les A549 qui ont la capacité
d’activer les macrophages soient des cytokines. Nous envisageons donc de doser par ELISA
différentes cytokines (potentiellement contenues dans les surnageants de A549 et susceptibles
d’activer les macrophages, comme 1’IL-1B, I'IL-3 le GM-CSF, et I’'IFNy) aprés filtration de ces
surnageants, dans les deux fractions résultantes. Dans le cas ol la fraction retenue (la seule
capable d’activer les macrophages) contiendrait 1’'une ou l'autre de ces cytokines, nous
évaluerions leur implication dans ’activation du macrophage alvéolaire, en les éliminant du

surnageant a 1’aide d’une colonne d’affinité.
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En conclusion, notre travail met en évidence un I’effet coopératif entre les A549 et les
macrophages alvéolaires pour la sécrétion de protéines proinflammatoires, mais aussi pour la
production des chimiokines IL-8 et MCP-1, suggérant que cette coopération influe sur la
régulation d’autres métabolites. Ce travail démontre que la coopération entre les A549 et les
macrophages alvéolaires dépend a la fois de I’échange de médiateurs solubles et du contact entre
les deux types cellulaires, et ceci de fagon différente pour 1’IL-6 et le TNF. Cette étude souleve

également de nombreuses questions.

2, Intérét et limite du modeéle, perspectives.

En mettant en évidence une coopération pour la sécrétion de cytokines proinflammatoires
entre une lignée de cellule épithéliale pulmonaire de type II et des macrophages alvéolaires,
notre étude conforte le concept selon lequel les pneumocytes de type II participent a la régulation
des réponse immunes et inflammatoires. Le pneumocyte de type II pourrait ainsi moduler la
sécrétion de cytokines proinflammatoires par les macrophages alvéolaires, en absence de
stimulation et lors d’une activation par des endotoxines bactériennes (LPS). Cette observation
est d’autant plus importante que in vivo, les macrophages alvéolaires et les pneumocytes de type
IT sont colocalisés au niveau des septa alvéolaires, rendant possible (et probable) une

communication effective entre ces deux types cellulaires.

Cependant, ces observation ont ét¢ faites a I’aide d’une lignée cellulaire, les A549,
dérivées de cellules épithéliales humaines Cette lignée a été utilisée dans plusieurs travaux
comme modele de cellule épithéliale pulmonaire de type II (Rothman et al., 1989 ; Standiford et
al., 1990, 1991; Paine et al, 1992; Crestani et al., 1994), elle n’en reste pas moins un modele
d’étude comportant certaines limites. Ces cellules ont notamment perdue le caractére polarisé
des pneumocytes de type II, et leur production de protéines du surfactant ne doit pas refléter

celle des pneumocytes de type II normaux.
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Ainsi, notre étude indique que la matrice extracellulaire synthétisée par les pneumocytes
de types II a un effet activateur important sur le macrophage alvéolaire lorsque celui-ci est en
contact avec elle. Or, In vivo, les pneumocytes de types II présentent une sécrétion basale de
composants de la matrice extracellulaire qui s’intégre a la membrane basale et les macrophages
ne sont donc pas en contact avec celle-ci. Ce fait n’est pas en contradiction avec nos
observations puisque de fait, les macrophages alvéolaires provenant de sujet sains ne sécretent
pas spontanément d’IL-6, de TNF, d’IL-8 ou de MCP-1. Par contre, lorsque 1I’épithélium est
lésé lors d’une agression, la membrane basale est dénudée et les contacts macrophages
alvéolaires - matrice extracellulaire sont augmentés. Une telle situation conduit effectivement a
I’activation du macrophage alvéolaire qui s’accompagnent d’une réaction inflammatoire in vivo,

caractérisée par 1’afflux de neutrophiles et de monocytes / macrophages.

Bien que nos résultats soit cohérents avec les observations faites in vivo, cet exemple
démontre que notre systéme, s’il permet d’appréhender les mécanismes de modulation de
Iactivité du macrophage alvéolaire par son environnement alvéolaire, ne refléte pas les
conditions du poumon en situation physiologique. La poursuite de ce travail peut donc
s’envisager selon deux axes, d’une part, I’amélioration du systéme de culture existant, d’autre
part et dans un second temps, 1’utilisation de macrophages alvéolaires et de pneumocytes de

types II d’origine animale ou humaine.

(1) Les cellules en lignée présentent 1’avantage de constituer un matériel facilement
disponible et de manipulation aisée, contrairement aux cultures primaires de pneumocytes
humains qui nécessitent une purification difficile, a partir de pieces anatomiques importantes.
De plus, les préparation de pneumocytes de type II ne sont jamais totalement dépourvues de
macrophages alvéolaires, contrairement au A549, ce qui pose un probleme lorsque 1’on veut
analyser I’effet respectif d’un type cellulaire et de 1’autre. Nous envisageons donc 1’amélioration
du systéme de coculture existant, en cultivant les A549 sur un support (composant de la matrice
extracellulaire) leur permettant de retrouver en partie le caractére polarisé des cellules

épithéliales. Un tel systéme de culture permettra d’analyser les réponses a des cytokines, des
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agressions ou des substances pharmacologiques, en évaluant I’effet de la coopération
macrophage - pneumocyte ainsi que I’implication des pneumocytes de type II. Le fait que les
A549 soient des cellules calibrées donnant des résultats reproductibles permettra de plus
d’étudier si les macrophages alvéolaires se comportent de fagcon identique vis-a-vis de la
modulation par les pneumocytes, qu’ils proviennent de sujets sains ou de patients atteints de

pathologies pulmonaires.

(2) L’utilisation de macrophages et de pneumocytes d’origine animale présenterait
I’avantage d’étre un systéme autologue. D’autres part, en prenant la précaution de les cultiver a
forte concentration sur une matrice extracellulaire adéquate, les pneumocytes de type II auraient
probablement un métabolisme plus proche de la réalité que les cellules en lignée. Les cellules
animales et humaines n’ayant pas toujours les mémes caractéristiques, tant au niveau des
médiateurs sécrétés qu’en se qui concerne les molécules exprimées a leur surface, il serait

intéressant, malgré les difficultés que cela suppose, d’étendre cette étude & ’homme.
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Conclusion générale.

Le travail de cette thése a consisté en 1’analyse des mécanismes de recrutement et de
régulation de I’activité des macrophages alvéolaires, cellules clés de la réaction inflammatoire,

dans un contexte de pathologie interstitielle pulmonaire.

L’étude de la production pulmonaire de chimiokines chez des patients atteints de
pneumoconiose a permis de mettre en évidence que:

- les patients pneumoconiotiques présentent une importante production de MCP-
1, sans que ce facteur puisse seul rendre compte de I’alvéolite macrophagique associée a
cette pathologie interstitielle.

- Les fibroblastes et le pneumocytes de type II, en plus des macrophages
alvéolaires, ont probablement un rdle actif dans 1’augmentation du taux de MCP-1
pulmonaire observée dans cette pathologie.

- Le role des macrophages alvéolaires dans I’établissement de I’alvéolite
macrophagique dépend visiblement plus de Dactivation paracrine d’autres types
cellulaires, potentiellement via la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires, que d’un

autorecrutement via la sécrétion de facteurs chimioattractants vis-a-vis des monocytes.

La mise en évidence d’un effet coopératif des macrophages alvéolaires et des
pneumocytes de type II pour la sécrétion de cytokines, et I’analyse des mécanismes impliqués,
ont permis d’établir que, outre sa capacité a synthétiser des cytokines sous I’influence de
facteurs sécrétés par le macrophage alvéolaire, le pneumocyte de type II module I’activité du
macrophage. La somme des effets activateurs et inhibiteurs aboutit a 1’état physiologique au
maintient de I’homéostasie alvéolaire, et favorise en situation pathologique une réponse

inflammatoire.
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Ainsi, en plus de préciser certains mécanismes impliqués dans le recrutement et la
régulation de I’activité du macrophage alvéolaire, I’ensemble de ce travail met en évidence la
participation des pneumocytes de types II, classiquement considérés comme des cellules de
structure, dans le développement de la réaction inflammatoire: ces cellules interviennent de
facon directe dans le recrutement des monocytes, via la sécrétion de facteurs chimiotactiques et
ont, d’autre part, la capacité de moduler la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par les

macrophages alvéolaires.

Il apparait donc important de poursuivre I’analyse des mécanismes de coopération entre
les pneumocytes de types II et les macrophages alvéolaires. Une telle étude ouvrira de nouvelles
perspectives pour comprendre pourquol des sujets soumis & une méme exposition a un
agresseur pulmonaire répondent de facon polymorphe, comme cela est le cas pour la

pneumoconiose du mineur de charbon.

101



REPRINTED FROM

THE

EUROPEAN

RESPIRATORY

JOURNAL

vyovoveoe

00O
o X222 & o
>

a
o
<
22 eI

OFFICIAL JOURNAL OF THE
EUROPEAN RESPIRATORY SOCIETY




Eur Respir J 1997; 10: 557-562
Printed in UK - all rights reserved

Copyright ©ERS Journals Ltd 1997
European Respiratory Journal
ISSN 0903 - 1936

MCP-1 secretion in lung from nonsmoking patients
with coal worker's pneumoconiosis

A. Boitelle*, P. Gosset*, M.C. Copin**, D. Vanhee*, C.H. Marquette-,
B. Wallaert*, B. Gosselin**, A.B. Tonnel*

MCP-1 secretion in lung from nonsmoking patients with coal worker's pneumoconio-
sis. A. Boitelle, P. Gosset, M.C. Copin, D. Vanhee, C.H. Marquette, B. Wallaert, B.
Gosselin, A.B. Tonnel. ©ERS Journals Ltd 1997.

ABSTRACT: Exposure to coal dust leads to the development of coal worker’s
pneumoconiosis (CWP), a disease associated with an accumulation of macrophages
in the lower respiratory tract. Mechanisms controlling monocyte recruitment are
still poorly understood. Since monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1) is rec-
ognized as a potent chemotactic factor for blood monocytes, we analysed the pres-
ence of MCP-1 in the pulmonary compartment of patients with CWP.

Bronchealveolar lavage fluid (BALF) from 16 nonsmoking control subjects and
27 nonsmoking CWP patients (16 with simple pneumoconiosis (SP) and 11 with
progressive massive fibrosis (PMF)) was analysed. Alveolar macrophages (AMs)
were purified by adherence and BALF was concentrated tenfold by lyophilization.
MCP-1 was measured in BALF and in 3 h AM supernatants using a sandwich
enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA). The localization of MCP-1 in lung
tissue was determined by immunohistochemistry on tissue sections from three
patients with CWP and two control subjects.

MCP-1 levels were significantly higher in concentrated BALF from patients with
SP or PMF (median 370 and 555 pg-mL-1, respectively) than in those from con-
trol subjects (median 11 pg-mL-!) (p<0.001). Released MCP-1 in AM supernatants
was enhanced in patients with CWP (median 83 pg-mL-!) but compared to con-
trols (median 41 pg-mL-) this level did not reach significance. Although signifi-
cantly increased, AM counts in BALF from patients with CWP did not correlate
with MCP-1 levels. MCP-1 levels in BALF correlated with MCP-1 levels in AM
supernatants (p=0.47; p<0.02). In control lung specimens, MCP-1 was expressed
by a few AMs, type II pneumocytes and perivascular smooth muscle cells. CWP
sections were characterized by an increased number of AMs and mainly by the
presence of fibroblasts (in the myogenic area of fibrotic lesions) and hyperplastic
type II pneumocytes, which were strongly immunostained for MCP-1.

Our data demonstrate that: 1) patients with coal worker’'s pneumoconiosis have
a marked pulmonary overproduction of monocyte chemoattractant protein-1; and
2) in addition to alveolar macrophages, fibroblasts (probably myofibroblasts) and
hyperplastic type II pneumocytes may also be responsible for this increased level
of monocyte chemoattractant protein-1 in coal worker’s pneumoconiosis.
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Exposure to coal dust leads to the development of coal
worker's pneumoconiosis (CWP) [1, 2]. CWP is defined
by the presence of coal dust-induced lesions distributed
throughout the lung, and is usually divided into two cat-
egories according to abnormalities on chest radiogra-
phy: simple pneumoconiosis (SP), in which opacities
are smaller than 1 cm, and progressive massive fibrosis
(PMF), in which opacities are more extensive [3]. CWP
is characterized by pulmonary fibrosis, emphysema and
macrophage infiltrates [4, 5]. Although the pathophys-
iological mechanisms of CWP remain incompletely under-
stood, current concepts suggest that alveolar macrophages
(AMs) play a central role in the pathophysiology of this
disease: AMs from pneumoconiotic patients are known
to spontaneously produce several mediators, including
cytokines, such as tumour necrosis factor-o. (TNF-o),
potentially implicated in the induction of the inflamma-

tory response and in the development of a subsequent
extensive fibrosis [6]. AMs are predominantly derived
from differentiated peripheral blood monocytes and, to
a limited extent, from the local replication of these cells
[7, 8].

Recruitment of blood monocytes occurs in response
to a gradient of chemotactic factor(s) produced by the
resident cells. However, the mediators involved in this
process have not been evaluated in CWP. One of the
most potent chemotactic factors for blood monocytes is
the monocyte chemoattractant protein-1 (MCP-1), a 76
amino acid peptide that belongs to the chemokine fam-
ily (which includes the factor regulated upon activation
in normal T-cells, expressed and secreted (RANTES),
macrophage inflammatory protein (MIP), interleukin
(IL)-8 and others) [9]. MCP-1 is produced by a variety
of immune and inflammatory cells, upon activation by
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mediators such as TNF-a [10-15]. MCP-1 can also acti-
vate monocytes, increasing their cytostatic activity against
several tumour cell lines, the generation of respiratory
burst, the release of lysosomal enzymes and proinflam-
matory cytokines (IL-1, IL-6), and the expression of mono-
cyte adhesion molecules (CD11c¢/CD18 and CD11b/
CD18), which play a key role in migration [16, 17].
Taken together, these observations suggest that MCP-1
may be involved in the development of the chronic
macrophagic inflammation observed in CWP.

In the present study, we analysed the presence of
MCP-1 in bronchoalveolar lavage fluid (BALF) from
patients with SP or PMF and from control subjects. We
also determined MCP-1 concentration in 3 h AM super-
natants and the localization of this chemokine in lung
tissue by immunohistochemistry (IHC).

Material and methods

Patients

Twenty seven nonsmoking coal workers from the
"Bassin Houillier du Nord et du Pas-de-Calais" (France)
were studied. The diagnosis of CWP and the separation
into two groups (SP and PMF) were made in accor-
dance with criteria described previously [3]. Sixteen
patients had SP, their ages ranged 55-73 yrs (mean+Sem
63+2 yrs) and their mean duration of underground dust
exposure was 25.9+2.4 yrs (range 15-32 yrs). Eleven
patients had PMF, their ages ranged 60—80 years (mean
69+2 yrs) and their mean duration of underground dust
exposure was 26.0+1.7 yrs (range 20-34 yrs). Healthy
subjects (n=16), never exposed to coal mine dust, were
selected as controls; their ages ranged 24—72 yrs (mean
52+4 yrs). All subjects were lifelong nonsmokers or they
had quit smoking for more than 5 yrs. None of the pati-
ents or controls were treated with corticosteroids at the
time of bronchoalveolar lavage (BAL).

Bronchoalveolar lavage

Oral informed consent was obtained for BAL from
both pneumoconiotic patients and healthy subjects. The
study protocol was approved by the hospital's Ethics
Committee. BAL was performed, as described previ-
ously, by instillation of saline buffer into the broncho-
alveolar tree under fiberoptic bronchoscopy [4]. Cells
were obtained by centrifugation, as described below.
BALF was concentrated tenfold by lyophilization. Cellu-
lar characteristics of the BAL are summarized in table 1.

Cell isolation and alveolar macrophage culture

Macrophages were purified from BAL: the lavage fluid
was filtered through sterile surgical gauze and centrifug-

ed at 400xg for 10 min at 4°C. After two washings, the
pellet was resuspended at a cell concentration of 1.5%
106 cells-mL-! in RPMI 1640, containing 5% heat inac-
tived foetal calf serum (FCS; Gibco Laboratories, Grand
Island, NY, USA) and 200 pg-mL.! of sodic mezlocilline
(Bayer, Germany). Cell viability was assessed by trypan
blue exclusion and was at least 95% in all cases. Differen-
tial cell counts were performed using eosin/methylene
blue (RAL, Paris, France) stained cytocentrifuge prepa-
rations of recovered cells. Cells were allowed to adhere
to plastic Petri dishes (2 mL in 35 mm diameter well;
Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) for 2 h
at 37°C, 5% CO,. The nonadherent cells were removed
by three washings with RPMI medium. Adherent cells
contained more than 95% AMs. AM supernatants were
collected after 3 h culture, filtered through 0.22 pm Milli-
pore filters (Molsheim, France), and frozen in aliquots
at -20°C until quantification of MCP-1.

Sandwich enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)
Jor MCP-1

A sandwich ELISA for MCP-1 was developed with
two polyclonal antibodies. This ELISA could quantita-
tively detect MCP-1 ranging 50-10,000 pg-mL-1. To
assess specificity, several structurally related cytokines,
which may be contained in the biological sources, were
tested for cross-reactivity. None of these control cyto-
kines (IL-B, IL-2, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10, interferon-y
(IFN-y), MIP-10, RANTES and TNF-o) was detected.
This ELISA showed the advantage of using commercial
antibodies and of needing very small volumes of biolo-
gical sample to obtain reproducible measures. Microtitre
plates (Nunc, Denmark) were coated with 50 uL-well-!
of rabbit polyclonal anti-MCP-1 antibody (Genzyme,
Cambridge, MA, USA) (4 pg:mL! 0.1 mM NaHCO,,
pH 8.2) overnight at 4°C. The plates were then washed
twice with phosphate-buffered saline (PBS)/0.5% Tween
(wash-buffer) and nonspecific binding sites were block-
ed with PBS, 3% bovine serum albumin (BSA) for 30
min at 37°C. Plates were rinsed once with wash-buffer.
Duplicates either of MCP-1 standards (Pepro Tech Inc.,
Rocky Hill, NJ) or various dilutions of test samples (50
pL-well-1) were then added.

After 90 min at 37°C, plates were washed four times
and 50 pL-well! of 3 ug-mL-! goat polyclonal anti-
MCP-1 antibody (RD System, Abingdon, UK) in PBS
with 1% BSA was added. After 90 min at 37°C, plates
were washed four times and each well received 50 pL
of rabbit biotinylated anti-goat immunoglobulin G (IgG)
antibody (Sigma, St Louis, MO, USA; 1/500 in PBS/1%
BSA) for 90 min at 37°C. After four washings, 50 uL-well1
of avidin-peroxidase (CLB, Amsterdam; 1/10,000 in
Tris buffered saline (TBS)/Tween) was added for 30

Table 1. - Characteristics of bronchoalveolar lavage from the study population
BAL
volume Total cell count  Alveolar macrophages Lymphocytes Neutrophils
Group n mL x10% cells-mL-! %  x10% cellss-mL-! % x10% cellsmL! % x10% cells:-mL!
Controls 16 127.9+7.4 11.9+1.4 8312 9.9+1.3 1412 1.740.3 3+1 0.3+0.1
Sp 16 105.4+11.0 24.7+6.4* 86x2 21.845.8*% 11£2 1.8+0.3 2x1 0.9+0.7
PMF 11 114.1£11.0 33.846.1%** 8712 30.245.9*** 912 2.6+0.4 2+1 1.0+0.3

All values are expressed as mean+seM. SP: simple pneumoconiosis; PMF: progressive massive fibrosis; BAL: bronchoalveoclar
lavage. *: p<0.05; ***: p<0.001, significantly different from controls.
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min at room temperature. The plates were washed five
times with PBS/Tween and twice in TBS before the
addition of 50 pL-well-! of substrate solution. The reac-
tion was stopped by addition of 50 pL-well-! HCI 4 N
and the absorbance was read at 492 nm on an ELISA
reader. MCP-1 concentrations were calculated by inter-
polation from the standard curve. A value of 1 pg-mL-!
was given to samples below the sensitivity threshold.
A compilation of 13 separate standard curves is pre-
sented in figure 1.

Immunohistochemistry on lung tissue

Lung tissue fragments were obtained by lobectomy
performed either on patients presenting a lung cancer
but never exposed to coal mine dust (n=2), or on pneu-
moconiotic patients with lung cancer (n=3; with SP and
with PMF). Lung specimens were taken in the sub-
pleural region, as far as possible from the neoplastic
area, fixed with PBS/4% paraformaldehyde and embed-
ded in paraffin for serial sectioning (6-7 pm). Rehydra-
ted lung sections were permeabilized by digestion for
10 min at 37°C with type II trypsin (Sigma), washed
in PBS and saturated for 1 h with PBS/4% human serum
(HS). Sections were then overlaid over night at 4°C
with antihuman MCP-1 polyclonal antibody (Genzyme,
6 pg-mL-!) previously immunoadsorbed with sepharose-
coated with normal human serum. Dilutions were per-
formed in PBS/4% HS. After several washes with PBS,
sections marked with the antihuman MCP-1 polyclon-
al antibody were incubated for 90 min with biotin-con-
jugated goat anti-rabbit IgG antibody (Sigma; 1/300),
washed, incubated for 30 min with extravidin-alkaline
phosphatase (Sigma; 1/200) and washed again. Colour
development was obtained with a fast-red solution (Sig-
ma). Gill's haematoxylin was used as counterstain. Im-
munostaining was completely inhibited by the addition
of anti-MCP-1 antibody preincubated with recombinant
human MCP-1, which demonstrated antibody specifi-
city.

1.1
1.0
0.9 1
0.8
0.7 1
0.6
0.5+

Absorbance at 492 nm

0.4-
0 T

T
o
(=3
un

T T
o o
~— wn

5000
10000

T 1
(= (o]
(= o
~— o
-~

MCP-1 pg-mL-1

Fig. 1. — Standard curve of the sandwich enzyme-linked immunosor-
bent assay (ELISA) for MCP-1. Each point represents the mean of
13 separate determinations carried out in duplicate and vertical bars
indicate standard error. MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1.

Statistical analysis

Data are expressed as median and interquartile range
(IQR). Differences between groups were tested for sta-
tistical significance by using the Kruskal-Wallis test and
the Mann-Whitney U-test. A p-value less than 0.05 was
considered significant. Correlation coefficient was com-
puted by using the Spearman test.

Results

Cellular analysis of BAL

The volume of lavage fluid recovered was similar for
pneumoconiotic patients and control subjects. The total
cell count in BAL from patients with SP or PMF was
significantly higher than that from control subjects (table
1). The percentage of AMs, lymphocytes and neutro-
phils did not differ between pneumoconiotic patients
and control subjects. The total number of lymphocytes
and neutrophils per millilitre of recovered fluid was
similar in BAL from patients with CWP and from con-
trol subjects. In contrast, the total number of AMs per
millilitre of recovered fluid was significantly increased
in BAL from patients with SP or PMF as compared with
control subjects. There was no significant difference bet-
ween SP and PMF.

MCP-1 in lavage fluids

MCP-1 was undetectable or at a very low level in
concentrated BALF from control subjects (median 11
pg-mL-1; IQR 50 pg-mL-!; n=14). The MCP-1 level was
significantly higher in concentrated BALF from patients
with CWP (405 pg-mL-1; IQR 1,030 pg-mL-!; n=20)
than in those from controls (p<0.001) (fig. 2). The dif-
ference between SP (370 pg-mL-!; IQR 610 pg-mL1;
n=10) and PMF (555 pg-mL-1; IQR 1,060 pg-mL-!; n=10)
was not significant. There was no correlation between
the number of AM and the MCP-1 level in BALF.

MCP-1 in AM supernatants

There was a trend towards an increased level of MCP-1
in AM supernatants from patients with CWP (83 pg-mL-1;
IQR 192 pg-mL-!; n=24) compared with control sub-
jects (41 pg-mL-1; IQR 81 pg-mL-1; n=11), but the dif-
ference was not significant (fig. 3). Indeed, there was a
large overlap of MCP-1 levels in AM supernatants from
SP (85 pg-mL-!; range 1-1,350 pg-mL-! n=15) and PMF
(78 pg-mL-!; range 14,150 pg-mL-! n=9). The normal
range was defined as the 95th percentile value of the
control data (91 pg-mL-1). The MCP-1 level in AM sup-
ernatants was higher than the upper limit in 7 out of 15
cases of SP (47%) and in 4 out of 9 cases of PMF (44%).
The number of AMs in BAL did not correlate with the
MCP-1 level in AM supernatants. However, there was
a correlation between MCP-1 levels in AM supernatants
and MCP-1 levels in BALF (p=0.47; p<0.02).

Immunohistochemical localization of MCP-1 protein in
lung tissue section

Lung sections from patients with CWP showed ag-
gregations of coal dust-laden macrophages beneath the
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Fig. 2. — Profile of MCP-1 secretion in BALF concentrated, ten-
fold, from control subjects (C; n=14) and from patients with simple
pneumoconiosis (SP; n=10) or progressive massive fibrosis (PMF;
n=9). Data are presented as box plots. Horizontal lines represent the
median, squares the 25th and 75th percentiles, and bars the 10th and
90th percentiles. **: p<0.01, significantly different from the control.
MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1; CWP: coal worker's pneu-
Mmoconiosis.

pleural surface, in alveolar spaces and in fibrous tissues,
presenting as spider-shaped micronodules. Polarized light
microscopy revealed birefringent particles scattered
throughout the nodules. Myofibroblastic cells in the
micronodules were not associated with vessels or bronchi.
The lung sections from patients with CWP were also
characterized by the hyperplasia of many type II pneu-
mocytes.

In tissue sections from control subjects, a few AMs
were positive for MCP-1 expression by immunostain-
ing with anti-MCP-1 antibodies (fig. 4A). In addition,
in some areas, some type II pneumocytes and perivas-
cular smooth muscle cells were positive for MCP-1.

In lung sections from patients with CWP, perivascu-
lar smooth muscle cells were found to express MCP-1
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Fig. 3. — Profile of MCP-1 secretion by alveolar macrophages (AMs)
from control subjects (C; n=11), and from patients with simple pneu-
moconiosis (SP; n=15) or progressive massive fibrosis (PMF; n=9).
Supernatants were obtained from a 3 h culture of 1.5x10¢ AMs-mL-1.
Data are presented as box plots. Horizontal lines represent the medi-
an, squares the 25th and 75th percentiles, and bars the 10th and 90th
percentiles. No statistical difference was observed between any
groups for this parameter. MCP-1: monocyte chemoattractant protein-
1; CWP: coal worker's pneumoconiosis.

in the same way as in control sections. The proportion
of AMs positive for MCP-1 was similar for the two con-
trols and two patients with CWP (range 21-28% for the
four subjects), and higher for one CWP patient (47%).
Interstitial macrophages were positive. Fibroblasts in
the fibrotic areas were marked; their aspect as well as
their location suggested that they were myofibroblasts.
The hyperplastic type II pneumocytes strongly expres-
sed MCP-1 (fig. 4B and C). Immunostaining with the
control nonimmune serum showed negative results.

Fig. 4. - Immunohistochemical localization of MCP-1 protein in
lung tissue secretions. A) Representative lung section from control
subject immunostained with antibody directed against MCP-1. Alveolar
macrophages (AMs) were positive for MCP-1 expression. B) Represen-
tative section of lung tissue from a patient with CWP, immunostained
with antibody directed against MCP-1. Coal dust accumulation (cda)
and fibrotic areas (fa) are visible. C) Representative section of lung
tissue from patient with CWP, immunostained with antibody direct-
ed against MCP-1. AMs, hyperplastic type II pneumocytes (HPs) and
myofibroblasts (MFs) were positive for MCP-1 expression. MCP-1:
monocyte chemoattractant protein-1; CWP: coal worker's pneumo-
coniosis.
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Discussion

CWP is associated with a dramatic increase in the
number of macrophages in alveolar spaces, due mainly
to an influx of peripheral blood monocyte influx. This
macrophagic accumulation results from a local produc-
tion of monocyte chemoattractants, but the producing
cells and signals that attract the inflammatory cells into
the pulmonary tissue are still poorly documented. In this
study, it was shown that the MCP-1 level was signifi-
cantly elevated in BALF from patients with CWP as com-
pared with controls. The MCP-1 concentration in BALF
was closely correlated with the MCP-1 level in AM
supernatant. Immunohistochemistry of lung sections in-
dicated that other cell types, mainly perivascular smooth
muscle cells, type II pneumocytes and fibroblasts also
expressed MCP-1.

The MCP-1 levels in BALF from controls were hetero-
geneous (range 1-330 pg-mL-1), suggesting that MCP-1
may be induced by everyday exposure to ambient dust
and pollution, or that an interindividual difference in
MCP-1 gene regulation could exist. However, the MCP-
1 level was significantly higher in BALF from patients
with CWP than from controls, suggesting that this
chemokine might be implicated in the development and
maintenance of the macrophage alveolitis associated
with CWP. However, since no correlation was found
between the number of AMs in BALF and the MCP-1
level, it is likely that MCP-1 may not be the only fac-
tor responsible for the recruitment of AMs towards alve-
olar spaces. Similarly, it has been demonstrated that in
BALF from patients with sarcoidosis or idiopathic pul-
monary fibrosis (IPF), both MCP-1 level and monocyte
chemotactic activity were increased, but without corre-
lation between these two parameters [18]. Many other
chemokines (MCP-2, MCP-3 , MIP-1a, RANTES) and
recently IL-13, have been shown to have a chemotac-
tic activity for monocytes [19, 20]. An in vivo study in
the rat has demonstrated that tracheal instillation of min-
eral dust (SiO,, TiO,) increased MIP-1a in the whole
lung, indicating that this cytokine may be involved, at
least in part, in the recruitment of inflammatory cells
after particle deposition [21]. Although a recent study
indicated that MCP-1 was the most powerful monocyte
chemokine, it is likely that the combined action of these
different monocyte chemoattractants might be impor-
tant in lung inflammatory processes {22]. The lack of
correlation between MCP-1 level and the number of
AMs in BAL might also indicate that monocyte recruit-
ment depends not only on the gradient of chemokines,
but also implicates several successive steps, including
adherence, rolling and extravasation, regulated by pro-
inflammatory cytokines.

We recently demonstrated that expression of inter-
cellular adhesion molecule-1 (ICAM-1), an adhesion
molecule that plays a major role in monocyte migra-
tion, was higher in lungs from pneumoconiotic patients
than in lungs from control subjects [23]. Due to its capa-
city to increase, in vitro, monocyte expression of CD11b/
CD18 and CD11c¢/CD18 (ligands for ICAM-1) [17],
MCP-1 might be involved in the adherence step during
monocyte recruitment. MCP-1 also induces calcium
flux, respiratory burst activity, and IL-1 and IL-6 expre-
ssion in monocytes [16, 17]. Therefore MCP-1 is likely

to be a mediator for the priming of mononuclear phago-
cytes. Indeed, it has been shown that blood monocytes
from miners, as well as peritoneal macrophages from
rat exposed to aerosols of silica, i.e. both cell types
removed from direct contact with particles, were primed
for increased TNF-o secretion upon provocation with
a second stimulus [24, 25].

Another aim of the present study was to determine
which cell types express MCP-1. In vitro MCP-1 has
been shown to be produced by several human cells
types, including endothelial cells [11], fibroblasts [12],
pulmonary type II pneumocytes [13], mesothelial cells
[14] and blood mononuclear leucocytes [15]. We found
that, in control pulmonary tissue sections, only a few
AMs, type II pneumocytes and perivascular smooth
muscle cells were positive for MCP-1 by IHC. In lung
sections from patients with CWP, fibroblasts present in
fibrotic areas were positive for MCP-1 as well as hyper-
plastic type II pneumocytes, which were not detected in
control tissue sections. This evolution of the pattern of
MCP-1 expression in CWP is different from the pattern
found in IPF, where macrophages, vascular endothelial
and smooth muscle cells and type II pneumocytes have
been shown to express MCP-1 [26]. In CWP, we observed
also a significant immunolocalization of MCP-1 in fibro-
blasts.

The number of MCP-1 positively immunostained AMs
in CWP sections was increased, but the proportion of
AMs positive for MCP-1 expression seemed to be sim-
ilar in control and CWP sections. In the same way,
spontaneous MCP-1 secretion by AMs was evaluated
by measuring MCP-1 in AM supernatants after 3 h of
culture, and no significant difference was found bet-
ween patients with CWP and controls. These results are
different from those concerning TNF-a and IL-6, since
AMs from patients with CWP produced significantly
greater amounts of these proinflammatory cytokines than
did control AMs [27]. Thus, our results suggest that
MCP-1 secretion by AMs depends on other mechanisms
than those controlling the secretion of TNF-a and IL-
6. In addition, the role of AMs in the development of
the inflammatory process in CWP is more likely to be
linked to the secretion of proinflammatory cytokines
than of monocyte chemoattractant factors.

It was beyond the scope of the present study to det-
ermine the mechanisms responsible for MCP-1 over-
expression in CWP. This overexpression is potentially
the result of a direct activation by coal dust. It might
also be the consequence of cell-to-cell communication,
in part via soluble mediators, since it as been demon-
strated that fibroblasts and type II pneumocytes secrete
MCP-1 in the presence of activated AM conditioned
media [12, 13]. Moreover, we may hypothesize a cell
network activation consecutive to interaction via spe-
cific receptors. Indeed, it has been shown, firstly, that
an increased monocyte-derived MIP-1a production was
induced by ICAM-1 interaction with activated endothe-
lial cells, and, secondly that IL-8 and MCP-1 produc-
tion was increased during monocyte-endothelial cell
interactions, in part due to matrix protein-binding mech-
anisms [28, 29].

In conclusion, our data underline the fact that patients
with coal worker's pneumoconiosis have a marked pul-
monary overproduction of monocyte chemoattractant
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protein-1. However, the lack of correlation between the
number of alveolar macrophages and the level of mono-
cyte chemoattractant protein-1 is consistent with the fact
that recruitment of alveolar macrophages in coal work-
er's pneumoconiosis is presumably controlled by more
than one mediator, including other chemokines and pro-
inflammatory cytokines.
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