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Résume francais

De nombreuses études montrent une corrélation nette entre les pics de pollution atmosphérique
et la fréquence d’apparition de maladies respiratoires telles que 1’asthme. La pollution par les
particules de diesel (DEP ou Diesel Exhaust Particles) est en partie responsable de ces effets sur la
santé. Cependant, le mode d’action de ces particules n’est pas totalement élucidé. Pour se défendre des
agressions par des polluants ou des agents microbiens, la muqueuse respiratoire dispose d’un réseau
d’immuno-surveillance constitué de cellules dendritiques (DC) localisées au sein de la muqueuse
respiratoire. Les DC jouent un rdle clé dans le développement et le contrdle de la réponse immune
locale, alors que 1’épithélium bronchique participe au contréle de la réaction inflammatoire. La
discrimination du soi par rapport au non soi ou au soi modifié est effectuée par les Pattern Recognition
Receptors (PRR) (notamment les Toll-like Receptors ou TLR, Scavenger Receptors ou SR) qui
reconnaissent notamment les PAMP (Pathogen-Associated Molecular Pattern ou PAMP). De fagon
intéressante, les SR semblent impliqués dans I’¢limination de particules inertes inhalées.

Le but de ce travail est d’étudier le dialogue entre 1’épithélium bronchique et les DC dans un
contexte d’exposition au polluant et/ou aux PAMP en se focalisant sur le réle des molécules
membranaires dans ces interactions, en particulier ICAM-1, les protéines de jonctions intercellulaires
(PJI) et les SR.

Le kpOmpA, une protéine membranaire de Klebsiella pneumoniae, active les macrophages et
les DC, et posséde des propri¢tés immunomodulatrices. Notre but était d’étudier les interactions entre
CEB et DC dans le contexte de 1’exposition a un PAMP et les conséquences sur la réponse LcT. Nos
résultats montrent que aprés inhalation de kpOmpA, 1’épithélium bronchique participe au
déclenchement de la réponse immune innée par le recrutement de précurseurs de DC myéloides par un
mécanisme dépendant d’ICAM-1. Ces DC favorisent I’induction d’une réponse Th2. Cette étude
démontre la participation active des CEB au développement de la réaction immunitaire en facilitant la
transition entre I’immunité innée et acquise.

Au niveau intestinal, la capture des bactéries au niveau de la lumiére intestinale par les DC
implique I’expression de protéines de jonctions intercellulaires, permettant aux DC d’insinuer des
pseudopodes entre les cellules épithéliales afin de capturer 1’antigéne sans rompre 1’intégrité de la
barriére épithéliale. Dans ce contexte, nous supposons que I’ouverture des jonctions intercellulaires de
I’épithélium pourrait également permettre la capture de I’antigéne dans la lumiére bronchique et
influer sur les fonctions des DC. Nos résultats montrent que les DC expriment les protéines de
jonctions adhérentes E-Cadhérine et B-Caténine et les protéines de jonctions serrées Occludine et ZO-
1 a I’état basal. Les ligands de TLR modulent 1’expression de ces protéines au niveau des ARNm et
des protéines. Nous avons montré pour la premiére fois que la E-Cadhérine jouait un réle clé dans la
maturation des DC lors de 1’établissement des jonctions intercellulaires entre CEB et DC.

Concernant les SR, les ligands de TLR modulent I’expression des SR au niveau des ARNm et
des protéines contrairement aux DEP qui n’ont que peu d’effet. Associ¢es aux ligands de TLR, les
DEP modulent ’action des ligands des TLR sur I’expression des SR. Le prétraitement avec de
I’ovalbumine maleylée et du dextran sulfate (agonistes des SR) bloque uniquement les effets d’une
faible dose de DEP (1pug/ml) sur la maturation des DC et la sécretion de cytokines. En revanche, les
ligands de SR n’ont pas d’ effet sur la maturation ou encore la production d’espéces réactives de
I’oxygéne lorsque les DC sont exposées a une dose plus importante de DEP (10pg/ml). Ces données
suggerent la participation des SR au cours de la réponse des DC aux DEP.

Ces données suggerent I’importance des molécules d’adhésion comme I’ICAM-1 ou les PJI et
des SR dans la réponse des cellules dendritiques de la muqueuse bronchique aux PAMP et aux DEP.
De plus, ils confirment les interactions existantes entre ces deux types de stimuli.
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Résume anglais

Epidemiologic studies showed a correlation between atmospheric pollution and the frequency
of respiratory diseases like asthma. The effects on health are partly due to diesel exhaust particles
(DEP). However, the mechanisms by which DEP affect the immune system in respiratory tract is not
completely understood.

Airway mucosa has to defend itself against pollutants or micro-organisms thanks to an
immunological network of dendritic cells (DC) localized into the epithelium. DC play a key role in the
development and the control of the immune and inflammatory response. DC are able to recognize self
from non-self or modified self thanks to Pattern Recognition Receptors (PRR) (including Toll-like
Receptors also called TLR, Scaveger Receptors also called SR) that recognize Pathogen-Associated
Molecular Pattern (PAMP). Interestingly, SR are also implicated in inhaled inert particles recognition.

The aim of the work is to study the effect DEP and/or PAMP on the interactions between
bronchial epithelium and DC. We particularly focused on the implication of membrane molecules such
as ICAM-1, intercellular junction proteins and SR.

KpOmpA, the outer membrane protein A of Klebsiella pneumoniae, activates macrophages
and DC, and possess immunomodulatory properties. The aim of the work was to study the crosstalk
between bronchial epithelial cells (BEC) and DC after exposure to KpOmpA and the consequences on
T cell response. Our results showed KpOmpA-exposed BEC induced the recruitment and the
subsequent maturation of myeloid DC by a mechanism depending on ICAM-1. These DC induce the
development of a Th2 response. These data show that BEC participate in the homeostasis of myeloid
DC network and regulate the induction of local immune response by favouring the transition between
innate and adaptive immunity.

In intestinal mucosa, the expression of intercellular junction proteins on DC allow these cells
to send dendrites between intestinal epithelial cells and to capture bacteria without disrupting the
barrier integrity. In this context, we supposed that this mechanism would allow antigen capture in
bronchial lumen and impact on DC functions and. Our results showed that DC express adherens
junction proteins E-Cadherin and B-Catenin and tight junction proteins ZO-1 and Occludin at steady
state. TLR ligands modulate the expression of these proteins at mRNA and protein levels. Moreover,
we showed for the first time that E-Cadherin probably modulates DC maturation during the
establishment of intercellular junctions between BEC and DC.

Concerning SR, TLR ligands modulate SR expression at mRNA and protein levels contrary to
the weak effect of DEP. Associated to TLR ligands, DEP modulate the action of TLR on SR
expression. The pretreatment with SR agonists maleylated ovalbumin and dextran sulfate only inhibits
the effects of the low dose DEP (1pg/ml) on DC maturation and cytokine secretion. SR ligands have
any effect on DC maturation, cytokine or ROS production when DC are exposed to a high dose DEP
(10pg/ml). These data suggest a participation for SR in DC interactions with DEP.

In conclusion, these data suggest the importance of adhesion molecules ICAM-1 or
intercellular junction proteins and SR in mucosal DC immune response to PAMP and DEP. Our
results also confirmed the interactions between both stimuli.
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I. Influence des facteurs exogénes sur la pathologie pulmonaire

De nombreux agents d’agression, comme les micro-organismes (bactéries, virus,
allergenes), la fumée de cigarettes ou les particules de diesel, sont véhiculés par 1’air ambiant
et péneétrent dans les voies aériennes. Un défaut, une inadaptation ou exagération des
mécanismes de défense, en particulier de I’'immunité innée et de I’immunité adaptative

peuvent étre a I’origine de différentes pathologies.

I.1.  Les pathogénes
I.1.a. Bactéries

Chez des sujets sains, les voies respiratoires inférieures ne sont pas colonisées par des
bactéries. Bien que nos voies aériennes soient continuellement exposées a ces micro-
organismes, le tractus respiratoire permet d’en éliminer une part trés importante grace aux
mécanismes de clairance muco-ciliaire (mucus et cils vibratiles des cellules épithéliales
bronchiques), de bactéricidie via 1’endocytose et la sécrétion de protéines anti-bactériennes
par I’hdte (défensines, collectines,...), de défense immunologique humorale et cellulaire
(immunité innée et acquise). Les bactéries non pathogeénes, chez un sujet non-
immunodéprimé, sont sous le controle du systéme immunitaire de 1’hote. Les bactéries
invasives et pathogénes ont développé des mécanismes d’échappement a I’immunité naturelle.
Elles peuvent étre regroupées en deux grandes catégories sur la base de leur relation avec le
systéme immunitaire de 1’hote et en fonction de leur localisation extra- ou intra-cellulaire. Les
bactéries pathogeénes habituellement retrouvées au niveau des voies aériennes différent selon

le degré d’immunocompétence des patients (Tableau 1).

Pathogenes usuels Pathologies associées

Streptococcus pneumoniae, Staphylococcus | Grippe
aureus, Haemophilus influenzae

Streptococcus pneumoniae, Klebsiella
pneumoniae, Streptococcus aureus, Alcoolisme
Haemophilus influenzae

Haemophilus influenzae, Streptococcus
pneumoniae, Moraxella catarrhalis, Bronchite chronique
Mycoplasma pneumoniae

Enterobacteriaceae spp., Pseudomonas spp.,

Haemophilus influenzae, Staphylococcus Ventilation mécanique, pneumonies
aureus
Streptococcus pneumoniae, Klebsiella Personnes agées

14




pneumoniae, Staphylococcus aureus,
Haemophilus influenzae

Air conditionné, fumée de cigarette,

Legionella pneumophilia N R o
g P P personnes agées, déficits immunitaires

Streptococcus pneumoniae, Haemophilus

: ) . Déficits immunitaires, SIDA, Tuberculose
influenzae, Mycobacterium tuberculosis

Tableau 1 : Principales bactéries pathogeénes retrouvées au niveau des voies
respiratoires inférieures de patients selon leur degré d’immunocompétence. D’aprés van

Alphen (van Alphen 1995).

Les interactions entre les bactéries pathogenes et les cellules de I’interface épithéliale
représentent 1’événement initial dans de nombreuses pathologies (Boren 1993; Krivan 1988).
Ainsi, le tétrasaccharide d’asialoganglioside 1 présent a la surface des cellules épithéliales
bronchiques est un récepteur pour les bactéries P. aeruginosa et S. aureus. L’expression de ce
récepteur est augmentée au niveau apical des cellules épithéliales bronchiques de patients
atteints de mucoviscidose, ce qui contribue a la pathogenése des infections bactériennes dans
les voies aériennes de ces patients (Imundo 1995). De plus, 1’¢lastase et la pseudolysine de P.
aeruginosa, et la protéinase A extracellulaire de L. pneumophila sont capables d’interagir
avec le récepteur PAR-2 (Protease-Activated Receptor-2) exprimé par les cellules épithéliales
bronchiques au niveau apical, pour entrainer une activation cellulaire (de Kreij 2000; Dulon
2003). De la méme facon, 1’adhérence de S. pneumoniae aux cellules eucaryotes est un pré-
requis a la colonisation et I’infection de 1’héte. Ainsi, une étude menée in vitro a montré que
S. pneumoniae peut directement adhérer aux BEAS-2B, une lignée de cellules épithéliales
bronchiques humaines, via des adhésines de la capsule (Adamou 1998). Pendant Ia
colonisation du tractus respiratoire par B. pertussis, des facteurs de virulence sont impliqués
dans I’adhérence des bactéries a de nombreuses cellules, dont les cellules épithéliales
(Geuijen 1997; Tuomanen 1985) et les monocytes humains (Hazenbos 1994; Relman 1990).
Alors que la pertactine et la toxine pertussis ne participent pas au mécanisme d’adhérence, les
fimbriae et les hémagglutinines filamenteuses associées a la membrane externe des bactéries
interviennent aussi comme facteurs d’adhésion de B. pertussis aux cellules épithéliales
laryngées, et les hémagglutinines filamenteuses dans la liaison aux cellules épithéliales
bronchiques (van den Berg 1999). Dans le cas d’une infection par S. aureus, les protéines
liant la fibronectine, ou FnBP, jouent un rdle essentiel dans 1’adhérence du micro-organisme a
I’épithélium pulmonaire (Mongodin 2002). La reconnaissance des bactéries implique les

Pattern Recognition Receptors (PRR) de signalisation comme les Toll-Like Receptors (TLR)
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ainsi que les PRR d’endocytose comme les Scavenger Receptors (SR). Ces deux types de
récepteurs seront présentés dans le chapitre consacré aux PRR.

Les mécanismes de liaison des bactéries a tropisme pulmonaire aux cellules
¢épithéliales bronchiques sont essentiels pour comprendre comment les pathogenes
interagissent avec 1’hote pour le coloniser et induire des pathologies. Ainsi, des stratégies
d’intervention thérapeutiques se sont basées sur ces données, afin d’enrayer les infections
bactériennes. De plus, il est important de noter que 1’adhérence des bactéries aux cellules
épithéliales bronchiques est augmentée quand I’épithélium est agressé, remodelé, ou quand les

cellules épithéliales bronchiques cultivées in vitro se sont dédifférenciées (Mongodin 2000).

1.1.b. Virus

Les voies aériennes supérieures et inférieures peuvent étre infectées par des virus. Les
virus sont des microorganismes qui ont besoin de pénétrer les cellules de I’hdte afin de se
multiplier. Ils utilisent en effet la machinerie protéique et le métabolisme des sucres de 1’hote
puisqu’ils en sont dépourvus. Ils sont composés d’un acide nucléique protégé d’une capside
protéique et dans certains cas sont entourés d’une enveloppe lipidique.

Certains virus sont préférentiellement a tropisme respiratoire. On citera par exemple le
Virus Syncytial Respiratoire ou RSV, responsable de la bronchiolite chez les jeunes enfants,
le Rhinovirus ou RV qui touche toutes les tranches d’age, et les virus Influenza, notamment
responsables de la grippe et Parainfluenza. Il est a noter que les infections générées par ces
virus peuvent avoir des conséquences néfastes, notamment contribuer a la survenue d’un

asthme ou exacerber un asthme déja présent.

L’infection de I’hdte par la plupart des virus débute par 1’attachement du virus a des
récepteurs de surface spécifiques. Contrairement aux plantes, chez les animaux, le récepteur
qui va permettre I’entrée du virus dans la cellule hote va déterminer le rang de 1’hote ainsi que
le tropisme tissulaire. Les virus sont capables d’utiliser a leur profit de nombreuses molécules
de surface comme récepteur. Certains virus sont capables de reconnaitre des protéines trés
spécifiques a la surface de 1’hote alors que d’autres s’attachent a des structures telles que des
sucres. Enfin, pour la plupart des virus, le récepteur joue un rodle actif puisqu’il permet
I’entrée du génome viral a I’intérieur de la cellule hote (Bella 2000).

La majorité des souches de Rhinovirus, par exemple, a pour récepteur la glycoprotéine

ICAM-1 (Greve 1989; Staunton 1989).
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Les virus Influenza sont des virus entourés d’une enveloppe dans laquelle on retrouve
2 types de glycoprotéines qui sont des déterminants antigéniques majeurs : 1’hémagglutinine
et la neuraminidase. L’hémagglutinine se lie spécifiquement aux acides sialiques des
sphingolipides, protéoglycanes et glycoprotéines de la membrane cellulaire de la cellule hote
(Gottshalk 1959 NY Academic Press).

Si on se place maintenant du point de vue de la cellule hote, cette derniére peut
reconnaitre certains dérivés de la réplication des virus comme I’ARN double brin que 1’on ne
retrouve pas naturellement chez 1’hote. Cet ARN double brin sera reconnu par le TLR3,
notamment pour le virus Influenza A (Guillot 2005) et le Rhinovirus (Hewson 2005). Les
TLR7, 8 et 9 interviennent également dans I’immunité anti-virale contre les virus a ADN
comme ’HSV (Herpes Simplex Virus) pour le TLR9 (Hochrein 2004; Krug 2004), ou en
reconnaissant les séquences riches en GU des ARN simple brin de certains virus pour les
TLR7 et 8 (Heil 2004). En plus des TLR, d’autres protéines intracellulaires interviennent dans
la reconnaissance des ARN viraux, en particulier les ARN hélicases. Parmi elles, on peut citer
RIG-1 (Retinoic acid Inducible Gene-1) et MDAS (Melanoma Differentiation Antigen 5). Ces
deux hélicases cytoplasmiques lient des molécules d’ARN spécifiques issues de différents
virus, et activent des voies de signalisation conduisant a la production d’IFN de type I et de
cytokines proinflammatoires (Eisenacher 2007). RIG-1 joue un role essentiel dans les
réponses immunes antivirales dirigées contre le virus Influenza par exemple (Kato 2006).
MDAS, quant a elle, est plutdt impliquée dans la reconnaissance du poly(I:C) (agoniste
synthétique du TLR3) et du virus EMCV (Encephalomyocarditis Virus) (Eisenacher 2007,
Gitlin 20006).

I.1.c. Allergénes

Les allergenes se définissent comme des antigénes qui sont, dans un premier temps,
capables d’induire dans certaines conditions la synthése d’immunoglobulines (Ig) de type E
chez des individus prédisposés et, en second lieu, de se lier spécifiquement aux molécules
d’IgE fixées sur les cellules effectrices pour déclencher la réaction allergique. Le mode
d’introduction de D’allergéne dans 1’organisme permet d’avoir une orientation clinique. Il
existe deux types d’allergenes : les pneumallergenes et les trophallergenes.

Les pneumallergenes, allergeénes véhiculés par 1’air, sont généralement impliqués dans
des manifestations respiratoires, occulaires ou conjonctivales. Ces allergénes inhalés peuvent

étre soit saisonniers comme les pollens, soit perannuels, localisés dans des lieux d’habitation
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confinés, comme les acariens de la poussiére de maison. Les trophallergenes, allergénes
d’origine alimentaire comme le lait ou I’ceuf, sont responsables de symptomes digestifs, mais
ces troubles affectent également d’autres organes comme la peau par exemple. Les venins
d’insectes ou les médicaments induisent des réactions systémiques. Par définition, un
allergéne majeur d’une substance est celui vis-a-vis duquel au moins 50 % des individus
sensibles réagissent en fabriquant des IgE sériques spécifiques.

Bien que des études épidémiologiques récentes ont mis en évidence un lien entre la
pollution atmosphérique et des troubles de la santé, 1’environnement domestique est lui aussi
responsable de nombreuses manifestations pathologiques (asthmes et rhinites allergiques),
d’autant plus qu’un citadin passe en moyenne 80 % de son temps a ’intérieur des batiments.
L’augmentation de la température, la diminution de la ventilation et la présence fréquente
d’animaux de compagnie pourraient entrainer une augmentation des taux d’allergénes dans les
maisons ce qui expliquerait, au moins en partie, I’augmentation des allergies observée au
cours des derni¢res décennies. Les allergénes le plus souvent mis en cause sont les acariens et
les poils d’animaux (surtout le chat) pour ce qui est de la poussiere domestique, les pollens
(en particulier de graminées) mais aussi les pollens d’arbres (le bouleau) et, dans certains
milieux professionnels, les animaux de laboratoire (cobayes, rats, souris, hamsters, lapins).

Comme tous les antigénes protéiques complexes, les allergénes possédent des
déterminants antigéniques, ou €épitopes, qui se lient spécifiquement aux sites anticorps des IgE
mais aussi des IgG, IgM et IgA. Récemment, les techniques de biologie moléculaire
consistant a cloner des genes et a exprimer la protéine sous forme recombinante ont permis la
caractérisation des allergénes, mais aussi la standardisation de I’immunothérapie. Depuis
1988, date a laquelle a été publiée la premiére séquence nucléotidique d’un allergéne (Der pl)
(Thomas 1988), un grand nombre de protéines allergéniques provenant de sources diverses
ont été clonées et produites sous forme recombinante. On compte actuellement plus de 60

allergénes clonés dont on connait les séquences nucléotidiques.

Les principaux allergénes responsables de 1’asthme allergique peuvent étre perannuels
(acariens de la poussiére de maison, animaux domestiques, etc) ou saisonniers (pollens,
moisissures, etc). Les acariens semblent jouer un rdle capital dans le développement de
l'asthme allergique perannuel ; en effet, pres de 70% de ces allergies sont a mettre en relation
avec une sensibilisation aux acariens.

L'exposition a des allergénes amenés par les voies aériennes, tels que

Dermatophagoides pteronyssinus (acarien de la poussiére de maison ; Dpt), ou I’allergéne Der
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pl, entraine une activation de 1'épithélium bronchique. Ainsi, le Der pl, additionné a des
cultures de cellules épithliales bronchiques de la lignée BEAS-2B, déclenche la production
d’IL-6, de CXCLS et de GM-CSF, du fait de son activité cystéine-protéase (King 1998). Cette
activité protéasique, présente aussi chez d'autres allergénes, comme les allergenes fongiques
d’Aspergillus, implique la stimulation du récepteur aux protéases PAR-2 (Asokananthan
2002b). Des observations faites chez des souris déficientes en PAR-2 ou surexprimant des
molécules de PAR-2 humain suggerent que ce récepteur contribue a la réaction inflammatoire
allergique (Schmidlin 2002). De plus, les cellules épithéliales bronchiques de patients
asthmatiques expriment davantage de PAR-2 (Knight 2001). Cependant, il est a noter que
I’épithélium peut aussi étre activé par des allergénes non protéasiques, comme les allergénes
de bouleau et d’ivraie (Kauffman 2000; Tomee 1998). Ces observations montrent que les
allergénes peuvent moduler les fonctions des cellules épithéliales bronchiques. Par ailleurs,
grace a son activité enzymatique, I’allergéne Der pl est capable de dégrader les jonctions
serrées assurant la cohésion de cette interface. Par ce mécanisme, 1’allergéne favorise sa
diffusion vers les cellules dendritiques (DC), et altérant ainsi le role de barriére physique de
I’épithélium bronchique (Wan 1999). On peut supposer que, deés lors, les DC vont plus
facilement entrer en jeu afin de mettre en route les processus de défense de 1’organisme, en
jouant leur réle de cellules présentatrices d’Ag.

Enfin, des travaux ont montré que les allergénes pouvaient agir sur les lectines et les
mucines. Ainsi, le récepteur au mannose (MR) participe a la reconnaissance de Der pl et a la
réponse immunitaire qui en découle au niveau des DC de patients allergiques (Deslee 2002).
Enfin, une étude récente réalisée par Furmonaviciene et al a montré que Der pl pouvait cliver
la lectine de type C DC-SIGN, empéchant ainsi sa liaison avec la protéine JAM-3 exprimée a
la surface des lymphocytes T naifs et par conséquent la signalisation conduisant a la
polarisation de type Thl de la réponse immune (Furmonaviciene 2007). Une étude récente a
montré que Der pl pouvait se lier aux protéines du surfactant SP-A et D et les dégrader via

son activité protéasique, augmentant ainsi son allergénicité (Deb 2007).

1.2.  La pollution atmosphérique : les particules de diesel

1.2.a. Généralités

L’appareil respiratoire est la cible privilégiée des polluants atmosphériques. Les

principales substances polluant I’atmosphére peuvent se répartir en deux groupes : les gaz, qui
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représentent 90% des masses globales de polluants rejetées dans 1’air, et les particules solides
(poussiéres, fumées) qui représentent les 10% restants. Les évolutions industrielles
(disparition des industries lourdes) et I’extension du parc automobile font des moteurs diesel
I’'une des principales sources de particules dans ’air de nos villes.

Ces particules issues de 1’échappement de moteurs diesel (DEP ou Diesel Exhaust
Particles) sont complexes (Figure 1). Elles sont composées de particules carbonées solides a

la surface desquelles sont adsorbées une fraction soluble organique et une fraction insoluble.

Figure 1 : Représentation schématique de la composition des particules de diesel.

Leur observation au microscope électronique a transmission révele la présence de
microsphérules de carbone sur lesquelles sont adsorbés les hydrocarbures et d’autres especes
minérales. Ces sphérules de quelques centaines d’Angstrom ont un grand pouvoir
d’assemblage soit en mode « embryon » de 0,005 a 0,015 um, soit en mode agrégat de 0,08 a
Ium, en fonction du régime du moteur et de la richesse du carburant.

La fraction soluble organique est constituée d’hydrocarbures imbrilés issus
principalement de la combustion incomplete du gazole et de I’huile. Cette phase imbrilée
comprend plusieurs centaines de composés avec, notamment, des hydrocarbures aromatiques
polycycliques insaturés, regroupés sous la dénomination de DEP-PAH (Diesel Exhaust
Particles Polycyclic Aromatic Hydrocarbons). Ces derniers forment une trés vaste famille de
composés organiques réactifs, formés de 3 a 5 cycles de benzeéne diversement chlorés et
oxygénés, dont les principaux représentants sont les phénanthreénes, les fluorénes, les

naphtalénes, les fluoranthénes et les pyrénes (Figures 2 et 3).
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Figure 2: Formule chimique des principaux hydrocarbures polycycliques
aromatiques, quinones et autres composés chimiques participant a la composition des

particules de diesel. D’apres Nel (Nel 1998).

Organic
Compounds extract (%)
Phenanthrenes (0, C,, C;, and C, methylated) 32
Fluorenes (0, C,, C5, and C, methylated) 15
MNaphthalenes 13
Fluoranthrenes 10
Pyrenes (including benzopyrene) 10

Figure 3: Importance relative des principaux hydrocarbures polycycliques
aromatiques contenus dans les particules de diesel. Modifi¢ d’aprés Barfknecht (Barfknecht

1982).

La fraction insoluble quant a elle se compose entre autres de sulfates et de dérivés

soufrés.
Du fait de leur faible diamétre, les particules de diesel vont pénétrer plus ou moins
profondément dans 1’appareil respiratoire. Les particules dont le diamétre excede les 10um

sont arrétées dans les voies aériennes supérieures (du nez au pharynx). En revanche, les
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particules dont le diamétre est inférieur a 10um vont pénétrer dans les voies aériennes
inférieures (du larynx aux bronchioles). Il s’agit 1a de la déposition majoritaire des particules
de diesel. A noter que les particules ultrafines dont le diametre est inférieur a 2,5 pm vont
atteindre les alvéoles pulmonaires. Par conséquent, plus les particules sont fines et pénétrent

profondément, moins I’organisme a de facilités pour les éliminer.

1.2.b. Effets de la pollution sur la santé : études in vivo

Des études épidémiologiques ont montré un lien entre le niveau de pollution
atmosphérique et la recrudescence de maladies respiratoires, en particulier des allergies et de
I’asthme persistant. En effet, un accroissement de la morbidité et de 1’incidence des maladies
allergiques est associé¢ aux pics de pollution.

Les études visant a comprendre ’effet des particules de diesel ont montré a la fois
chez la souris et chez I’homme que ces particules jouaient un réle d’adjuvant dans la

production d’IgE (Figure 4).
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Figure 4 : Les différentes cibles cellulaires des particules de diesel et la contribution

de ces cellules dans I’inflammation allergique et la production d’IgE. D’apres Nel (Nel 1998).
1.2.b.i.  Chez I’'animal

L’étude réalisée par Muranaka et al montre une augmentation de la production des IgE
totales suite a la co-administration de I’allergéne et des DEP par voie intrapéritonéale
(Muranaka 1986). D’autres études mettent cette fois en évidence I’augmentation des IgE
spécifiques de 1’allergene lors de la co-administration de 1’allergéne et des DEP en injection
intrapéritonéale, intratrachéale ou lors d’inhalation (Fujimaki 1994; Fujimaki 1995; Fujimaki
1997; Suzuki 1993; Takafuji 1989). Les DEP induisent également une réaction inflammatoire,
entrainant 1’augmentation de la production d’IL-4 dans les ganglions médiastinaux apres
injection intratrachéale de 1’allergéne ou provocation allergénique par inhalation (Fujimaki
1994; Fujimaki 1995; Fujimaki 1997). Des études montrent que cette réaction inflammatoire a
un profil de type Th-2, les DEP induisant la production d’IL-2, IL-4, IL-5 et de GM-CSF chez

des animaux ayant recu des injections intratrachéales (Takano 1997). Par ailleurs, dans un
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modele de rhinite allergique expérimentale induite par 1’histamine chez le cobaye, les DEP
augmentent les symptomes allergiques des animaux comme la fréquence d’éternuement, le
volume des sécrétions et la résistance de 1’épithélium nasal (Kobayashi 1997; Kobayashi
1995).

Toutes ces études réalisées chez 1’animal montrent 1’effet adjuvant des particules de
diesel dans la réponse IgE quel que soit le mode d’administration. De plus, 1’exposition a ces

particules amplifie la réaction inflammatoire favorisant une réponse Th2.

1.2.b.ii. Chez I’lhomme

Les études réalisées chez I’homme se décomposent en deux parties : premicrement
I’effet des particules de diesel sur la réaction allergique nasale et deuxiémement 1’effet des

particules de diesel inhalées sur les voies aériennes inférieures.

1.2.b.ii.. Aérosols de particules de diesel

L’exposition aux particules de diesel induit tout comme chez 1’animal une
augmentation de la production locale d’IgE et de la fréquence des cellules produisant des IgE
dans les fluides de lavage nasal chez des individus non atopiques ainsi qu’un changement
qualitatif dans la syntheése des IgE, a savoir un changement d’isoforme d’IgE par épissage
alternatif de ’ARNm ¢ (Diaz-Sanchez 1994). Lors de la co-administration des particules de
diesel avec I’allergéne, en particulier 1’allergéne de 1’ambroisie, chez des sujets qui y sont
allergiques, on observe une augmentation de la production d’IgE spécifiques de 1’allergene,
une réponse cytokinique de type Th-2 (IL-4, IL-5, IL-6, IL-10, IL-13) et une diminution de la
réponse de type Thl (IFN-y) dans les fluides de lavage nasal (Diaz-Sanchez 1997a; Diaz-
Sanchez 1997b). Une ¢tude a montré que les particules de diesel interagissaient avec
I’allergéne de I’ambroisie chez des sujets allergiques a I’ambroisie pour induire un switch
isotypique p vers ¢ des IgE dans les lymphocytes B issus des fluides de lavage nasal (Fujieda
1998). Enfin, chez des sujets atopiques, les particules de diesel induisent un afflux nasal de
cellules inflammatoires comme les lymphocytes T, les monocytes et les granulocytes mais pas

les éosinophiles , ainsi qu’une augmentation de la production locale de chimiokines de type

C-C (RANTES, MCP-3, MIP-1a) (Diaz-Sanchez 2000).

1.2.b.ii.. Inhalations de particules de diesel
Peu d’études s’intéressant aux effets in vivo des particules de diesel sur le poumon ont

été réalisées. L’étude de Rudell et al a montré que I’inhalation de particules de diesel induisait
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in vivo un afflux de neutrophiles et une diminution in vitro de la fonction phagocytaire des

macrophages alvéolaires issus de lavages broncho-alvéolaires (Rudell 1999).
l.2.c. Effets de la pollution sur la santé : études in vitro
1.2.c.i. Sur le systeme immunitaire
I.2.c.i.. Les PBMC (cellules mononucléées du sang périphérique)

Les études suivantes montrent un effet synergique des particules de diesel avec
I’allergéne majeur de la poussiere de maison Der pl sur la réaction inflammatoire allergique.
Ces ¢études ont été réalisées sur des PBMC issus de patients allergiques a la poussicre, et plus
particulicrement a Der pl. Fahy et al ont montré un effet synergique des particules de diesel
avec l’allergene Der pl : I’association des HAP (hydrocarbures aromatiques polycycliques)
adsorbés aux particules de diesel avec Der pl induit une augmentation de la production du
TNF-a, de I’'IL-8 et de RANTES, et I’augmentation de la chimioattraction des neutrophiles et
des éosinophiles par les PBMC. L’effet des HAP sur la synthése des cytokines est dépendant
des MAP kinases Erk1/2 et p38 (Fahy 2000). Dans une autre étude, Fahy et al montrent que
les particules de diesel favorisent le recrutement de cellules de type Th2 par les PBMC de
patients allergiques a Der pl en inhibant la production d’IP-10/CXCL10 et en potentialisant la
production de MDC induite par Der pl. Ces effets font intervenir un dialogue entre les
cellules présentatrices d’antigénes et les cellules T, et en particulier une coopération entre les
molécules CD28 et B7 (Fahy 2002).

Sénéchal et al ont démontré quant a eux que les HAP associés ou non a 1’allergéne Der
pl amplifiaient la réponse inflammatoire de type Th2 par augmentation de I’expression des
chimiokines Th2 (I-309, MIG et PARC), augmentant ainsi la migration des lymphocytes Th2.
Cependant, aucune augmentation de I’expression des récepteurs aux chimiokines de type Th2
n’a été observée (Senechal 2003).

Ces différentes études sur les PBMC montrent que I’exposition des PBMC aux

particules de diesel favorise une réponse immunitaire de type Th2.
I.2.c.i.. Les macrophages alvéolaires

Les ¢études réalisées sur des macrophages alvéolaires obtenus chez I’homme, la souris

et le rat analysant I’effet des particules de diesel sur leurs fonctions montrent dans la majorité
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des cas que les particules de diesel ont un effet néfaste sur la phagocytose et la sécrétion de
médiateurs de I’inflammation.

Le travail d’Amakawa et al sur des macrophages alvéolaires humains et murins
montre que les particules de diesel inhibent le relargage de médiateurs de I’inflammation
(IFN-y, TNF-a et IL-6) a I’état basal ou en réponse au LPS, suggérant ainsi que les particules
de diesel vont a I’encontre d’une défense efficace de 1’hdte (Amakawa 2003). Des résultats
similaires ont été trouvés par Yin et al chez le rat. Dans ce modele, les particules de diesel et
en particulier leur fraction organique induisent I’expression de HO-1, une enzyme impliquée
dans le métabolisme oxydatif, et la production d’IL-10, alors qu’elles inhibent la production
de TNF-a et d’IL-12. Les auteurs suggerent ici que les particules de diesel, en diminuant la
réponse inflammatoire de 1’hote, favorisent la croissance bactérienne (Yin 2004).

L’étude réalisée par Lundborg et al montre que les particules de diesel induisent une
inhibition générale de la fonction de phagocytose des macrophages alvéolaires, induisant
probablement une augmentation de la sensibilité aux infections par des microorganismes
(Lundborg 2006).

Une étude récente de Yin et al montre de la méme maniére que les particules de diesel
et particuliecrement leurs extraits organiques inhibent la bactéricidie des macrophages
alvéolaires de rat infectés préalablement par Listeria monocytogenes (Yin 2007).

En conclusion, toutes ces études montrent que la déposition des particules de diesel
dans les poumons a des effets néfastes sur les fonctions des macrophages, diminuant la
clairance pulmonaire de la bactérie et augmentant la sensibilit¢ du poumon aux infections

bactériennes.
I.2.c.i.. Les cellules dendritiques

Deux études réalisées par Bleck et al et Verstraelen et al sur des DC humaines ont
montré que les particules de diesel seules n’avaient pas d’effet sur la maturation des DC. En
revanche, la coculture de DC immatures avec des cellules épithéliales bronchiques humaines
exposées a des particules de diesel induit la maturation des DC. Cette maturation est
dépendante de la production de GM-CSF par les cellules épithéliales bronchiques (Bleck
2006). Vertraelen et al montrent quant a eux 1’effet adjuvant des particules de diesel sur la
maturation des DC puisque 1’association des particules de diesel au LPS potentialise la
maturation des DC par rapport au LPS seul (Verstraelen 2005). Une autre étude réalisée sur

des DC humaines montre que les particules de diesel induisent préférentiellement une réponse
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immunitaire de type Th2. En effet, I’exposition des DC aux particules de diesel inhibe leur
production d’IL-12p40 et p35 au niveau des ARN et d’IL-12p40 et p70 au niveau protéique,
mais induit ’expression de I’IL-1P au niveau des ARN. Ceci a pour conséquence 1’inhibition
de la production d’IFN-y par les lymphocytes T mis en coculture avec ces DC. Ces effets sont
médiés par le stress oxydatif induit par les particules de diesel dans les DC (Ohtani 2005).

Enfin, des résultats similaires ont été obtenus chez la souris. Chan et al montrent que
les particules de diesel inhibent la maturation induite par le LPS des DC issues de la moelle
osseuse ou de la lignée de DC BC1, et ce par inhibition de ’activation de NF-kB. En parall¢le
avec les études réalisées chez I’homme, les particules de diesel inhibent la production d’TFN-y
par les lymphocytes T mis en coculture avec ces DC, et, de plus, induisent la production d’IL-
10. Ces effets impliquent vraisemblablement I’effet inhibiteur des particules de diesel sur la
maturation et la production d’IL-12 par les DC stimulées par les ligands de TLR2, 3, 4 et 9.
Les auteurs montrent enfin que les particules de diesel provoquent un stress oxydatif ayant
pour conséquence l’induction de I’expression d’enzymes de détoxification des espéces
réactives de 1’oxygene (Chan 2006).

Toutes ces études réalisées sur les DC montrent la capacité¢ des DEP a modifier le
comportement des DC vers un profil de type Th2. L’effet des particules de diesel passe par

I’induction d’un stress oxydatif dans la cellule.

.2.c.ii.  Sur les cellules épithéliales bronchiques

Les études visant a comprendre les effets des particules de diesel sur 1’épithélium
bronchique ont été réalisées sur des lignées telles que les 16HBE140-, les BEAS-2B ou
encore les A549, mais également sur des cultures primaires de cellules épithéliales nasales et
bronchiques.

Une étude morphologique réalisée sur des 16HBE140- a montré que 1’exposition des
cellules aux particules de diesel diminuait la capacité des cellules a adhérer a la matrice
extracellulaire en diminuant la rigidité du cytosquelette d’actine, 1’expression des molécules
d’adhésion a la matrice extracellulaire ainsi que la prolifération des cellules et par conséquent
la capacité a réparer une zone lésée. Les auteurs montrent également que les particules de
diesel sont phagocytées par les cellules épithéliales bronchiques (Doornaert 2003).

Les études suivantes montrent que les particules de diesel induisent 1’activation des
cellules épithéliales, et que cet effet passe par la production d’espéces réactives de 1’oxygeéne

induites par les particules de diesel. Takizawa et al montrent ainsi que 1’exposition des BEAS-
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2B aux particules de diesel induit la production d’IL-8 grace a I’activation de NF-kB, I’effet
des particules de diesel faisant intervenir le métabolisme oxydatif (Takizawa 1999). Boland et
al démontrent que les particules de diesel induisent la production de GM-CSF, d’IL-8 et d’IL-
1B. Ils montrent également que la production de GM-CSF dépend des composés organiques
adsorbés sur les particules de diesel (Boland 1999). La sécrétion de GM-CSF consécutive a
I’exposition aux particules de diesel et a leur phagocytose par les cellules épithéliales
bronchiques (16HBE140-) fait intervenir les espéces réactives de 1’oxygene ainsi que la voie
des tyrosines kinases (en partie les MAPK) (Boland 2000). Bonvallot et al confirment que les
particules de diesel, via les DEP-PAH adsorbés a leur surface, induisent un stress oxydatif qui
a pour conséquence 1’activation de NF-«xB ainsi que sa translocation nucléaire et 1’activation
des MAP kinases. Cela entraine la production de GM-CSF et I’expression du cytochrome
P450 qui semble impliqué dans le métabolisme des hydrocarbures aromatiques polycycliques
(Bonvallot 2001). Enfin, I’étude de Ciencewicki et al montre que les particules de diesel
altérent la réponse immunitaire au virus Influenza A en augmentant I’expression et la fonction

du TLR3 (Ciencewicki 2006).

L’ensemble de ces données démontre I’impact des particules de diesel sur les cellules
pulmonaires (cellules épithéliales bronchiques et macrophages alvéolaires) ou de I'immunité
(DC et lymphocytes T) : elles limitent les réactions de défense de I’hdte face aux pathogenes

et favorisent I’induction d’une réponse de type Th2.

Il. L’épithélium bronchique
11.1. Physiologie

11.1.a. Anatomie

Un épithélium est formé de cellules jointives, juxtaposées, solidaires les unes des
autres par un systeéme de jonctions et séparées du tissu conjonctif sous-jacent par une lame
basale.

Il existe deux types d’épithéliums : les épithéliums de revétement (qui tapissent les
différentes cavités de I’organisme ainsi que la surface du corps) et les épithéliums
glandulaires.

La structure de 1’épithélium respiratoire varie en fonction du diameétre des voies

aériennes et se divise en trois types différents en fonction du site anatomique : 1’épithélium
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trachéo-bronchique, bronchiolaire et alvéolaire (Figure 5). Au niveau trachéo-bronchique,
I’épithélium  respiratoire est un  épithélium de  revétement  pseudo-stratifié
prismatique/cylindrique cilié contenant des cellules a mucus. Quatre types cellulaires le
composent : cellules ciliées, caliciformes, intermédiaires et basales. Cette pseudo-
stratification disparait au niveau des bronchioles, ou 1’épithélium est alors monostratifié
prismatique/cylindrique et composé de trois types cellulaires: cellules ciliées,
neuroépithéliales et de Clara. Enfin, I’épithélium alvéolaire est de type monostratifié et
compos¢ de deux types cellulaires : les pneumocytes de type I et de type I1.

Au moins huit types de cellules ¢épithéliales, distincts d’un point de vue
morphologique, sont présents dans 1I’épithélium respiratoire humain. Cependant, en se basant
sur leurs propriétés ultrastructurales, fonctionnelles et biochimiques, celles-ci peuvent étre
classées en trois catégories : les cellules basales, les cellules ciliées et les cellules sécrétoires.

Les cellules épithéliales ciliées représentent le principal type cellulaire retrouvé dans
I’épithélium respiratoire, soit plus de 50% de I’ensemble des cellules épithéliales (Spina
1998). Les cellules ciliées constituent un stade terminal de différenciation et ont pour origine
les cellules basales ou sécrétoires (Ayers 1988). Les cellules ciliées sont ancrées a la lame
basale et s’étendent jusqu’a la lumicre bronchique. Leur rdle est d’assurer la clairance
mucociliaire qui permet 1’¢limination des aéro-contaminants et des micro-organismes. Cette
fonction est assurée par les cils situés au pole apical des cellules (200 a 300 par cellule).

Les cellules caliciformes, ou a mucus, sont caractérisées par la présence de granules
peu denses aux électrons, qui contiennent des mucines acides sécrétées pour piéger les
contaminants dans la lumiére bronchique (Jeffery 1983). La régulation de la production et la
sécrétion de mucus est primordiale pour le bon fonctionnement de 1’appareil muco-ciliaire.
Au niveau des bronchioles respiratoires et terminales, les cellules caliciformes sont
remplacées par des cellules sécrétoires contenant des granules denses aux électrons appelées
cellules de Clara. Les cellules caliciformes sont capables de se différencier en cellules
épithéliales ciliées (Evans 1988).

Les cellules intermédiaires sont également ancrées a la membrane basale mais
n’atteignent pas la lumiere des voies respiratoires. Ces cellules seraient issues de la division
des cellules caliciformes au cours du processus de stratification (Jeffery 1997).

Les cellules basales sont des cellules ubiquitaires au niveau des voies aériennes.
Cependant, leur nombre diminue avec le calibre des voies respiratoires (Evans 1990; Evans
1988). Ce sont les seules cellules de 1’épithélium qui adhérent fermement a la membrane

basale, via des hémi-desmosomes. Ces cellules basales sont des cellules progénitrices
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capables de se différencier en cellules caliciformes ou en cellules ciliées (Boers 1998). De
plus, les cellules basales peuvent sécréter des molécules bio-actives comme de

I’endopeptidase, les produits de la 15-lipoxygénase et des cytokines.
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Figure 5 : Les différents épithéliums respiratoires de surface en fonction du site

anatomique

11.1.b. Fonctions

Les épithéliums de revétement possédent de nombreuses fonctions, parmi lesquelles
on peut citer 1’épuration mucociliaire, une fonction de barrieére, I’immunorégulation et enfin
un role dans ’inflammation. L’épithélium alvéolaire constitue une surface d’échanges entre
I’air et le sang. L’¢épithélium bronchique assure aussi un role de protection vis-a-vis du milieu
extérieur qui peut étre mécanique grace a la cohésion des cellules entre elles. Toutefois, cette
protection peut également €tre physico-chimique grace au mucus synthétis¢ par les cellules
épithéliales. Ainsi, les cellules épithéliales bronchiques (CEB) sont impliquées dans la
clairance muco-ciliaire, grace aux mouvements des structures de surface a I’aide de cils
vibratiles. Le mucus capte les particules, alors que les cils vibratiles les mobilisent et les
rejettent vers ’extérieur du fait des battements coordonnés des cils. Par ailleurs, I’ensemble de

I’arbre trachéo-bronchique et de la surface des alvéoles est recouvert d’un film liquidien dont
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I’épaisseur décroit de la trachée aux alvéoles. Il permet le maintien des échanges thermiques
et hydriques, et le fonctionnement de 1’ascenseur muco-ciliaire vis-a-vis des particules et des
bactéries inhalées. Ce fonctionnement est perturbé dans de nombreuses pathologies
pulmonaires (mucoviscidose, asthme, broncho-pneumopathie obstructive chronique, ...). Ce
film liquidien a également un rdle trés important a 1’étage alvéolaire. L’ouverture des alvéoles
est liée a la baisse de la tension superficielle du film qui les tapisse, une baisse due a la
présence de surfactant.

De part ses fonctions sécrétoires, 1’épithélium bronchique est a la fois impliqué dans
les mécanismes de défense de I’hdte et dans la génése de pathologies inflammatoires touchant
les voies aériennes. En effet, les cellules épithéliales bronchiques sont capables de produire de
nombreux médiateurs comme des dérivés lipidiques, des facteurs de croissance, des peptides
broncho-constricteurs ou encore des cytokines et des chimiokines.

Le role de barriére intervenant dans la préservation de la muqueuse bronchique est
assuré par la cohésion entre les cellules épithéliales permise par ’existence de jonctions

intercellulaires.

I1.1.c. Jonctions

Afin de préserver ’homéostasie au sein des organismes multicellulaires, I’isolation et
la compartimentalisation de I’environnement interne sont essentielles. Les cellules épithéliales
polarisées jouent non seulement un role de barriére, en limitant la diffusion intercellulaire de
molécules, mais aussi un role dans la protection de 1’organisme contre les micro-organismes,
en plus de leur role dans la sécrétion de protéines et le transport d’ions et de nutriments.

Les différents systémes de jonctions vont permettre non seulement la cohésion des
cellules entre elles, mais également la cohésion des cellules avec les constituants de la matrice
extracellulaire sous-jacente.

La cohésion des cellules épithéliales est établie grace a plusieurs types de jonctions :
les jonctions serrées, les jonctions adhérentes, les desmosomes et les jonctions gap (Figure 6).
Seules les jonctions serrées et adhérentes sont reliées au cytosquelette d’actine et aux
protéines intervenant dans les différentes voies de signalisation (Figure 7).

Nous nous focaliserons particulierement sur les jonctions serrées et adhérentes.
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Figure 6: Organisation d’un épithélium cylindrique simple. A.
Représentation des jonctions serrées et adhérentes entre deux cellules épithéliales
adjacentes. B. Détail des jonctions serrées et adhérentes entre deux cellules adjacentes.

TJ : Tight Junction ; AJ : Adherens Junction. D’aprés Miyoshi (Miyoshi 2005).
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The apical junctional components

Junctional Binding partners Function and properties
components
Tls
Oceludin 20-1, Z0-2, Z0-3, Sealing neighboring cells
JEAP

Claudins 20-1, Z20-2, Z0-3, Regulation of paracellular
Afadin®, Cingulin®  permeability
JAMSs Z0-1, Z20-2, Z0-3, Regulation of cell polarity,
PARIPARG/APKC, permeability, and
MAGI-1, Afadin®, transendothelial migration
Cingulin Homophilic and
heterophilic trans-dimers

Als
Cadherins  w@-Catenin, [’.‘uy—dependent cell
A-Catenin, adhesion
y-Catenin, Homophilic trans-dimers
P120 catenin
Nectins Afadin Homophilic and heterophilic
trans-dimers

PARI/PARG/APKC  Regulation of cell polarity
Formation of primordial

Junctions
MNon-junctional
region in the
basolateral
membrane
Necls Pals2, Lin-7°, Homophilic and heterophilic
DAL-1, MPP3 trans-dimers
{all for Necl-2) Formation of primordial
junctions

Regulation of cell migration
Regulation of extracellular
signaling

mediated by growth factors
and cytokines

* The binding is indirect.

Figure 7 : Protéines impliquées dans les complexes jonctionnels apicaux. TJ :
Tight Junction ; AJ : Adherens Junction. D’aprés Miyoshi (Miyoshi 2005)
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Il.1.c.i.  Les jonctions serrées

Les jonctions serrées ont été¢ décrites pour la premicre fois en 1963 par Farquhar et
Palade en observant des coupes ultrafines d’épithélium par microscopie électronique a
transmission. Les jonctions serrées consistent en un réseau de fils/brins paralleles ou
interconnectés ou les membranes plasmiques de deux cellules adjacentes sont fusionnées/en
contact intime, oblitérant ainsi I’espace intercellulaire.

Les jonctions serrées jouent un role majeur dans 1’établissement de la polarité¢ de
1’épithélium. Elles forment une ceinture apicale séparant la cellule en un compartiment apical
et un compartiment basolatéral, empéchant ainsi la diffusion latérale des composés lipidiques
et protéiques apicaux et baso-latéraux de la membrane plasmique. Elles constituent une
barriére semi-perméable pour les ions et solutés en régulant leur diffusion par la voie
paracellulaire (Miyoshi 2005). Elles sont composées de 3 groupes de protéines de jonctions

proprement dites qui sont associées par I’intermédiaire de protéines adaptatrices.

I1.1.c.i.. Occludine

L’occludine est constituée de 4 domaines transmembranaires, et 2 boucles
extracellulaires (Figure 6B). Ses extrémités N- et C-terminles sont cytoplasmiques (Feldman
2005). L’occludine est exprimée au niveau des jonctions serrées des cellules épithéliales et
des cellules endothé¢liales (Furuse 1993). Elle est également exprimée par les DC (Rescigno
2001). Son réle au niveau des jonctions serrées n’est pas clairement défini. Des expériences in
vitro montrent qu’elle participe au maintien de la résistance électrique transcellulaire ainsi
qu’a la régulation du flux paracellulaire. En effet, de facon contradictoire, la surexpression
d’Occludine dans des cellules MDCK augmente la résistance ¢lectrique transcellulaire ainsi
que le flux paracellulaire. Dans cette étude, I’expression de 1’Occludine est induite par
I’IPTG. Les auteurs expliquent la contradiction par le fait qu’au début de I’expérience, le
niveau d’expression de 1’Occludine est faible, et que toute l’occludine exprimée peut
s’associer avec les protéines Zonula Occludens-1 (ZO-1) des cellules MDCK, ce qui est en
corré¢lation avec une résistance transépithéliale élevée et un faible flux de mannitol. En
revanche, lorsqu’on allonge la durée de 1’expérience, le niveau d’expression de 1’Occludine
est tel que la protéine ZO-1 est en quantité insuffisante pour s’associer a 1’Occludine, ce qui
correle avec une résistance transépithéliale et un flux de mannitol €élevés (McCarthy 1996). En

outre, des études in vivo ont montré qu’elle n’était pas indispensable a 1’établissement des
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jonctions serrées, puisque des cellules souches embryonnaires dépourvues des 2 alleles du
gene de 1’Occludine sont capables d’établir des jonctions serrées entre elles (Saitou 1998).

Il existe une corrélation entre le niveau d’expression de 1’Occludine et les propriétés
de la barriére jonctionnelle dans divers tissus. Notamment, I’occludine est exprimée a un
niveau d’expression protéique 18 fois plus élevé dans les cellules endothéliales artérielles que
dans les cellules endothéliales veineuses, ce qui a pour conséquence de limiter la perméabilité
aux solutés (Kevil 1998).

Enfin, au niveau des complexes jonctionnels, I’Occludine hyperphosphorylée s’associe
a la protéine ZO-1.

Certains facteurs ont une action sur I’intégrit¢é de la barriere jonctionnelle.
L’interleukine-1B diminue ’intégrité de la barriére hémato-encéphalique, réduisant ainsi la
transmigration des neutrophiles, en induisant la dissociation de 1’Occludine et de ZO-1
(Bolton 1998). De la méme maniere, la barriere épithéliale pulmonaire peut étre rompue et la
perméabilité paracellulaire augmentée par clivage de 1’Occludine par 1’activité cystéine-
protéase de I’allergéne Der p1 (Wan 1999).

En dehors de son rdle structural dans les jonctions serrées, 1’Occludine peut interagir
avec des protéines régulatrices. Par exemple, 1’Occludine interagit avec c-Yes, une tyrosine
kinase responsable de sa phosphorylation (Chen 2002b). Enfin, 1’Occludine est régulée par
ubiquitination, puisqu’elle s’associe in vitro et in vivo a Itch (E3 ubiquitin-protein ligase
(Traweger 2002).

I1.1.c.i.. Claudines

Les Claudines constituent une famille de petites protéines de 20-24kDa, composées de
4 domaines transmembranaires, 2 domaines extracellulaires, et dont les extrémités C- et N-
terminales sont cytoplasmiques (Figure 6B). De la méme maniére que 1’Occludine, elles
interagissent avec ZO-1, mais aussi avec ZO-2 et 3.

Les différentes Claudines décrites ont une distribution tissulaire et des propriétés
physiologiques spécifiques. En effet, la surexpression de la Claudine-1 dans des cellules
MDCK augmente la résistance transépithéliale (TER) (Inai 1999), alors que la surexpression
de la Claudine-2 dans des cellules MDCK diminue ce TER (Furuse 2001). On observe un
effet similaire en situation pathologique, en particulier dans le cas de rectocolite
hémorragique. L’augmentation de la production d’IL-13, une cytokine de type Th-2 par les

cellules mononucléées de la lamina propria induit une diminution de la résistance
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transépithéliale au niveau de I’épithélium intestinal, due a 1’augmentation de 1’expression de
la Claudine-2 (Heller 2005). Par ailleurs, les Claudines jouent un role important dans la
régulation des flux d’ions par la voie paracellulaire. On note 1’absence de jonctions serrées au
niveau des feuillets de myéline constitués par les oligodendrocytes chez des souris
n’exprimant pas la Claudine-11 (Gow 1999).

Les différents membres de la famille des Claudines peuvent s’associer entre eux. Par
exemple, la Claudine-3 peut s’associer aux Claudines-1 et -2, alors que la Claudine-1 ne peut
pas s’associer a la Claudine-2 (Furuse 1999).

Enfin P’interaction des Claudines avec ZO-1 est nécessaire a leur localisation et leur

rétention au niveau des jonctions serrées (Kobayashi 2002).

Il.1.c.i.. JAM

Les JAM (Junctional Adhesion Molecules) appartiennent a la superfamille des
immunoglobulines (Martin-Padura 1998). Elles ont une double fonction, participant non
seulement a la polarisation des cellules épithéliales et endothéliales, mais régulant également
les interactions des leucocytes et des plaquettes avec 1’endothélium ainsi que la migration
transendothéliale (Ebnet 2004). On dénombre 4 protéines JAM. JAM-1 établit des liaisons
homophiliques et facilicite ainsi I’adhésion cellulaire (Figure 7B). Il régule la perméabilité des
jonctions serrées ainsi que le traffic des lymphocytes grace a sa capacité a lier LFA-1
(Ilymphocyte function-associated antigen 1). JAM-2 est exprimé par les cellules endothéliales
et les lymphocytes. Il joue un role central dans la migration transendothéliale. JAM-3 est
exprimé par les plaquettes, et permet I’interaction entre plaquettes et leucocytes en liant Mac-
1. Enfin JAM-4 est localis¢ au niveau des jonctions serrées des cellules épithéliales du
jéjunum, de I’iléon et des tubules rénaux proximaux. Il joue un réle dans la régulation de la

perméabilité des jonctions serrées (Miyoshi 2005).

Il.1.c.ii. Les jonctions adhérentes

Les jonctions adhérentes forment une ceinture adhérente située au dessus et en dessous
des jonctions serrées (Figure 6). Contrairement aux jonctions serrées ou les membranes
plasmiques fusionnent, il existe un espace intercellulaire d’environ 15 a 20nm. On note la
présence de nombreuses protéines impliquées dans la liaision au cytosquelette, mais aussi

dans la transduction de signaux intra- et extracellulaires. Les jonctions adhérentes jouent un
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role important dans la stabilisation des jonctions serrées de par leur localisation, mais aussi

dans la coordination de nombreux processus cellulaires.

I1.1.c.ii.. Les Cadhérines

La famille des Cadhérines comporte plus de 80 membres (Figure 8). La E et la N-
Cadhérine sont les membres les mieux caractérisés. Elles sont constituées de 5 domaines
extracellulaires capables de lier le calcium et permettant ainsi la liaison homophilique
dépendante du calcium entre 2 Cadhérines de cellules adjacentes. Sa partie cytoplasmique est
en relation avec le cytosquelette d’actine mais également avec des ¢léments de signalisation
tels que les Caténines (Figure 7). C’est d’ailleurs le complexe E-Cadhérine/p-Caténine qui
permet le transport a la membrane de la E-Cadhérine nouvellement synthétisée.

La E-Cadhérine est impliquée dans la formation de 1’épithélium polarisé, puisqu’elle
initie, avec les Nectines, le développement des jonctions adhérentes de par son expression au

niveau des lamellipodes et des filopodes (Miyoshi 2005).
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La VE-Cadhérine a une structure similaire aux N- et E-Cadhérines. Elle est exprimée
par les cellules endothéliales tout comme la N-Cadhérine. Cependant, contrairement a la N-
cadhérine qui est distribuée sur toute la circonférence de la cellule endothéliale, la VE-
Cadhérine n’est exprimée qu’au niveau des jonctions adhérentes (Dejana 1999). Au niveau de
sa partie cytoplasmique, elle peut lier traditionnellement la B-Caténine, ou encore des
protéines impliquées dans les desmosomes, a savoir la plakoglobine et la desmoplakine qui
permettent la liaison de la VE-Cadhérine avec les filaments intermédiaires de vimentine
(Kowalczyk 1998).

Les Cadhérines desmosomales sont des protéines transmembranaires présentes au
niveau des desmosomes. Les desmosomes permettent une adhésion intercellulaire et sont
particulierement présents dans les tissus subissant d’importantes contraintes mécaniques
comme 1’épiderme, le myocarde ou le poumon. La famille des Cadhérines desmosomales se
décompose en 2 sous-familles : la Desmocolline et la Desmogléine. La Desmocolline et la
Desmogléine ont une structure similaire a la E-Cadhérine. Au niveau cytoplasmique, elles
interagissent avec des protéines appartenant a la méme famille que la B-Caténine, a savoir la
plakoglobine, la plakophiline et la desmoplakine. Les interactions avec ces protéines
permettent aux Cadhérines desmosomales d’étre en relation avec les filaments intermédiaires
du cytosquelette (Angst 2001).

Notons qu’il existe également des Protocadhérines, impliquées dans le développement,
et exprimées au niveau du systéme nerveux chez les mammiferes, des Cadhérines a 7
domaines transmembranaires qui semblent impliquées dans I’établissement de la polarité
cellulaire, et enfin des T-cadhérines, qui semblent elles étre davantage impliquées dans la

signalisation cellulaire plutot que I’adhésion intercellulaire (Angst 2001).

I1.1.c.ii.. Les Nectines

Les nectines forment des jonctions indépendantes du calcium. Elles établissent et
maintiennent des complexes jonctionnels qui peuvent se situer a proximité des Cadhérines
(Figure 6B). La famille des nectines comporte 4 membres exprimés ubiquitairement, aussi
bien au niveau des épithéliums que des neurones et des fibroblastes (Takai 2003). La Nectine-
2 est exprimée par les cellules hématopoiétiques, la Nectine-3 par les spermatides, et la
Nectine-4 est principalement exprimée au niveau du placenta humain alors que son panel
d’expression est plus large chez la souris. Les nectines peuvent se décomposer en 3 régions :

un domaine extracellulaire constitué de 3 boucles Ig-like jouant un réle important dans
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I’adhésion intercellulaire (Yasumi 2003), une région transmembranaire et une région C-
terminale intracytoplasmique permettant la liaison au domaine PDZ de I’ Afadine (Reymond
2000). De la méme maniere que le complexe Cadhérine-Caténine, le complexe Nectine-
Afadine est en relation avec le cytosquelette d’Actine, et participe a 1’organisation des

jonctions adhérentes en collaboration avec les complexes Cadhérine-Caténine.

I1.1.c.iii. Les protéines adaptatrices cytoplasmiques

Les protéines adaptatrices des complexes jonctionnels se lient a I’extrémité C-
terminale des protéines d’adhésion cellulaire, permettant a ces dernieres d’interagir

directement ou indirectement avec le cytosquelette d’actine.

I1.1.c.iii.. Les protéines ZO

Z0-1 est une phosphoprotéine de 220 kD constituée d’un domaine PDZ, d’un domaine
Src-homology (SH)-3 et d’un domaine guanylate kinase inactif (Mitic 1998).

Les protéines adaptatrices de la famille ZO sont situées a la face cytoplasmique de la
membrane plasmique au niveau des jonctions serrées. Les protéines ZO lient les protéines de
jonctions serrées par leur extrémité N-terminale et la F-Actine par leur extrémité C-terminale
(Gumbiner 1991; Haskins 1998; Stevenson 1986). Ce complexe forme une ceinture
périjonctionnelle qui régule la perméabilité des jonctions serrées au niveau des cellules
¢épithéliales.

Par ailleurs, les protéines ZO-1 et -2 peuvent s’associer aux jonctions adhérentes dans
les cellules ne formant pas de jonctions serrées telles que les fibroblastes ou les myocytes
cardiaques (Itoh 1999).

Les protéines ZO peuvent interagir entre elles : une étude a montré que ZO-1 pouvait
interagir avec ZO-2 et -3 via leur domaine PDZ (Haskins 1998; Wittchen 1999).

Z0O-1 intervient indirectement dans [I’interaction de la E-Cadhérine avec le
cytosquelette d’Actine en interagissant avec 1’a-Caténine (Itoh 1999). ZO-1 peut également
interagir avec les connexines des jonctions gap (Giepmans 1998).

Z0-1 et -2 peuvent étre impliquées dans la régulation du cycle cellulaire ainsi que la
génese de certains cancers lorsqu’ils sont localisés dans le noyau des cellules qui n’ont pas
encore atteint la confluence. Dans le noyau, ZO-1 interagit via son domaine SH3 avec le

facteur de transcription ZONAB (ZO-1 associated nucleic acid-binding protein) et régule
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Figure 9 : Interactions entre le cytosquelette d’Actine et les différents composants
des jonctions adhérentes et serrées. D’aprés Miyoshi (Miyoshi 2005).
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I’expression de genes tels que ErbB-2 (Balda 2000). De plus, des études suggérent que les
protéines ZO pourraient avoir un réle de suppresseur de tumeurs, puisque 1’expression de ZO-
1 est réprimée dans de nombreux cancers du sein, et I’expression de ZO-2 est réprimée dans
les adénocarcinomes pancréatiques (Chlenski 1999a; Chlenski 1999b; Hoover 1998).

Enfin, les protéines ZO peuvent réguler la différenciation cellulaire. En effet le mutant
de ZO-1 ne contenant que son domaine PDZ N-terminal ne se localise pas au niveau des
jonctions serrées dans des cellules MDCK et induit une transition épithélio-mésenchymateuse
probablement en activant la voie de signalisation faisant intervenir la B-Caténine (Reichert

2000).

I1.1.c.iii.. Les protéines PAR

Les protéines PAR ont d’abord été identifiées chez C. elegans comme étant des
protéines impliquées dans la polarité. PAR-3 peut interagir avec JAM-1 (Figure 7) dans les
cellules épithéliales (Itoh 2001), mais également avec les Nectines-1 et -3 dans les cellules
neuroépithéliales embryonnaires (Takekuni 2003), avec la méme affinité pour les 3 protéines.
PAR-3 peut former un complexe ternaire avec PAR-6 et avec une PKC atypique (aPKC)
(Joberty 2000; Lin 2000). Enfin, une étude a démontré la localisation de PAR-3 au niveau des

jonctions serrées et adhérentes dans des cellules épithéliales (Muller 2000a).

I1.1.c.iii.. Les Caténines

L’a-Caténine est impliquée dans la régulation de 1’assemblage des complexes
protéiques interagissant avec la E-Cadhérine ; la B-Caténine quant a elle, permet 1’ancrage de
ce complexe avec le cytosquelette d’ Actine.

L’a-Caténine peut s’associer directement a la F-Actine par son domaine C-terminal,
mais pas a 1I’Afadine ou a I’a-Actinine. Sa liaison avec I’Afadine permet de recruter des
complexes protéiques faisant intervenir la E-cadhérine ainsi que des complexes faisant
intervenir les Nectines au niveau des jonctions adhérentes (Pokutta 2002). Son interaction
avec I’o-Actinine au niveau des jonctions adhérentes permet de renforcer et de stabiliser la
liaison de la jonction adhérente avec le cytosquellette d’actine (Pokutta 2002; Vasioukhin
2000).

La B-Caténine se lie préférentiellement a 1’a-Caténine et la E-Cadhérine au niveau de

la membrane et non pas a la Cadhérine desmosomale. Elle intervient par ailleurs dans la voie
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de signalisation Wnt. En dehors de son réle dans 1’adhésion des cellules, la B-Caténine
intervient également dans le processus de cancérisation. Ainsi, on la trouve complexée aux
molécules de la voie Wnt APC (Adenomatous Polyposis Coli), Axine, GSK-3p (Glycogen
Synthase Kinase-3f3) dans le cytoplasme. Ce complexe permet la phosphorylation de la -
Caténine et sa dégradation par le protéasome. Dans le processus de cancérisation, il n’est pas
rare que la voie Wnt soit activée. Dans ce cas, la B-Caténine n’est plus complexée a
APC/Axine/ GSK-3p entrainant ainsi sa translocation nucléaire, ou elle joue alors un rdle de
facteur de transcription en se liant aux T-Cell factors, permettant ainsi la transcription de
nombreux génes comme c-Myc ou la Cycline D1 entre autres. Cette action de la B-Caténine,
et plus généralement 1’activation de la voie Wnt est fréquemment observée dans les cancers
du colon, les cancers gastriques ou encore hépatiques pour ne citer que les cancers de la
sphére intestinale (Doucas 2005). La B-Caténine joue également un réle mineur dans les
cancers pulmonaires, puisque son géne est trés rarement muté. En revanche, trois études ont
montré que la surexpression de la B-Caténine dans les cancers du poumon était liée a un bon
pronostic (Hommura 2002; Kase 2000; Retera 1998).

La y-Caténine se lie préférentiellement a la Cadhérine desmosomale. Notons que les
Caténines [} et y peuvent se substituer I’une a ’autre lorsque 1’une d’elles vient & manquer
(Bierkamp 1999; Huelsken 2001).

Enfin, la p120-Caténine, d’abord identifiée comme substrat de tyrosine kinase, régule
I’adhésion cellulaire médiée par la Cadhérine et notamment la solidité de cette adhésion, en
maintenant un niveau correct de Cadhérine. De nombreux agents tels que 1’histamine ou la
thrombine peuvent induire une modulation de la phosphorylation de la p120-Caténine, et ainsi

modifier I’adhérence intercellulaire (Xia 2003).

I1.1.c.iii.. L’Afadine

L’Afadine permet I’interaction de la Nectine avec le cytosquelette d’Actine (Figure 9)
(Miyahara 2000). Par ailleurs I’ Afadine peut se lier directement a 1I’a-Caténine (Asada 2003)
et a ZO-1 (Halford 2000; Katata 2003), permettant ainsi de recruter des complexes protéiques
de jonctions serrées (Claudines) et de jonctions adhérentes (Cadhérines) au niveau des
complexes d’adhérence intercellulaires de Nectine. Enfin, I’Afadine joue un role clé dans
I’organisation des jonctions serrées et adhérentes, et donc dans I’organisation propre des tissus

lors de la morphogénése (Ikeda 1999).
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I1.1.c.iv. Assemblage des jonctions

Les jonctions serrées et les jonctions adhérentes sont deux systémes jonctionnels bien
distincts. Cependant, les membres de ces deux systémes peuvent interagir entre eux. Par
exemple, ZO-1, protéine du complexe des jonctions serrées, peut s’associer a 1’Afadine et a
I’a-Caténine, protéines du complexe des jonctions adhérentes, dans des cellules non
polarisées. Cependant, dans les cellules polarisées présentant des jonctions serrées, cette
association n’est pas retrouvée : ZO-1 s’associe spécifiquement au complexe de jonctions
serrées, et non pas aux jonctions adhérentes.

Les jonctions intercellulaires ont pour origine de simples complexes d’adhésion entre
cellules, les jonctions primordiales, retrouvées lors de 1’assemblage des jonctions dans les
systémes in vitro, ou au cours des stades précoces du développement. Ces complexes
d’adhésion intercellulaires évoluent ensuite en jonctions adhérentes et en jonctions serrées
(Mostov 2003). Des ¢études laissent a penser que la formation des jonctions adhérentes
précede celle des jonctions serrées. En effet, 1’assemblage des jonctions serrées dépend a la
fois de la formation et du maintien des jonctions adhérentes (Gumbiner 1986; Gumbiner
1988; Pasdar 1988a; Pasdar 1988b; Watabe-Uchida 1998).

Le modéle d’assemblage des jonctions proposé par Miyoshi et Takai (Miyoshi 2005)
est le suivant : ’assemblage des complexes jonctionnels apicaux débute par I’initiation de
I’adhésion intercellulaire par les Nectines et la E-Cadhérine, permettant de recruter les
différents composants des jonctions adhérentes (Caténines et Afadine) ainsi que des jonctions
serrées (JAM, Occludine, Claudines, ZO-1 et les complexe PAR3/PAR6/aPKC) (Figurel0).

Rappelons que les Nectines se situent au niveau des jonctions adhérentes avec la E-
Cadhérine, que contrairement aux Cadhérines dont I’interaction homophilique est dépendante
du Calcium, les Nectines interagissent entre elles de fagon hétérophilique et indépendamment
de la concentration en calcium. L’interaction hétérophilique des nectines permet une cinétique
d’association rapide comparativement aux Cadhérines dont I’interaction est homophilique, et
donc la formation de micro-clusters de nectine lors des premiers contacts intercellulaires. Ces
clusters permettent de recruter les différents composants des jonctions adhérentes puis serrées.
Des études ont montré que la surexpression de nectine accélérait la formation des jonctions
adhérentes et serrées dans des cellules épithéliales, et la formation des jonctions adhérentes
dans des fibroblastes (Fukuhara 2002a; Honda 2003a). A I’inverse, 1’utilisation d’inhibiteurs

spécifiques de la nectine retardait la formation des jonctions adhérentes et serrées dans des
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cellules épithéliales, et la formation des jonctions adhérentes dans des fibroblastes (Fukuhara
2002a; Fukuhara 2002b; Honda 2003b).

Au niveau du cytoplasme, ZO-1 joue un role important lors de 1’assemblage des
jonctions. ZO-1 s’associe au complexe Nectine-Afadine au niveau de I’extrémité N-Terminale
de I’Afadine, indépendamment du systéeme Cadhérine-Caténine (Yokoyama 2001), ce qui
permet le recrutement de JAM au niveau des complexes Nectine-Afadine et Cadhérine-
Caténine. Suit alors le recrutement des autres protéines de jonctions serrées, a savoir les
Claudines et I’Occludine (Ebnet 2001; Fukuhara 2002a; Fukuhara 2002b).

Par ailleurs, des études montrent I’implication des protéines de la famille Rho Cdc42
et Rac dans I’assemblage des jonctions serrées. L’interaction des Nectines facilite la
formation des jonctions adhérentes et serrées dans les cellules MDCK et induit I’activation de
Cdc42 et de Rac. L’inhibition de Cdc42 par un inhibiteur spécifique retarde 1’assemblage des
jonctions serrées et adhérentes, alors que la surexpression de Cdc42 ’accélére (Fukuhara
2003).
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L’activation de Cdc42 lui permet d’interagir avec PAR-6, ce qui va faciliter le recrutement de
I’aPKC, de PAR-3, et par conséquent de JAM au niveau du futur compartiment apical, c’est a
dire au-dessus des jonctions adhérentes (Plant 2003; Yamanaka 2003). Ainsi Cdc42 semble
impliqué dans 1’assemblage des jonctions serrées ainsi que dans la polarité de 1’épithélium en

régulant la formation du complexe PAR3/PAR6/aPKC.

Il.1.cv. Désassemblage des jonctions

Le désassemblage des jonctions intervient dans divers processus physiologiques et
pathologiques comme, entre autre, le passage de leucocytes, de microorganismes a travers la
barricre épithéliale, I’interaction des cellules de Sertoli avec les spermatocytes, la transition
épithélio-mésenchymateuse ou encore I’invasion des cellules cancéreuses.

Les conséquences du désassemblage des jonctions sont une augmentation de la
perméabilité transépithéliale et la délocalisation des protéines des complexes de jonctions
serrées et adhérentes.

Plusieurs mécanismes peuvent causer le désassemblage des jonctions : la perte de
fonction des différents composants des jonctions par mutation ou modification post-
transcriptionnelle, 1’augmentation de D’activité protéolytique d’enzymes qui vont cliver
certaines protéines des complexes jonctionnels au niveau extracellulaire mais aussi
intracellulaire, et ainsi rompre les jonctions, ou encore 1’augmentation de la production de

cytokines telles que le TGF-f3 au niveau du microenvironnement des cellules cancéreuses.

I1.1.c.v.. Perte de fonction

Une étude a montré que la phosphorylation de la B-Caténine au niveau de la Tyrosine
Y654 entrainait une diminution de 1’affinité de la E-Cadhérine pour la B-Caténine, cette
tyrosine étant le site d’action de tyrosines-kinases impliquées dans les voies de signalisation
de récepteurs de facteurs de croissance (Huber 2001).

De la méme manicre, la protéine ZO-1 peut étre phosphorylée par c-Src, induisant le
désassemblage des jonctions serrées dans la lignée cellulaire intestinale Caco-2 (Gomez
1999).

Il.1.c.v.. Clivage
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Lee et al ont montré que I’exposition des cellules cancéreuses d’estomac au HGF
(Hepatocyte growth factor) induisait la sécrétion de MMP-7 par les cellules cancéreuses, ceci
ayant pour conséquence le clivage de la E-Cadhérine, et donc la perte d’adhésion des cellules.
Ce mécanisme pourrait étre impliqué dans les processus d’invasion in vitro et dans les
métastases (Lee 2007).

Dans une autre étude, il a ét¢ montré que la E-Cadhérine pouvait étre clivée par le
complexe Préséniline-1 (PS-1)/y-Sécrétase, la protéine PS-1 étant impliquée dans la maladie
d’Alzheimer, ce qui a pour conséquence la dissociation de la E-Cadhérine du complexe formé

avec les Caténines et donc le désassemblage des jonctions adhérentes (Marambaud 2002).

I1.1.c.v.. Voies de signalisation impliquées

Le désassemblage des jonctions adhérentes et serrées implique des voies de
signalisation telles que la voie des protéines G (Rho, Rac, Cdc42, Ras, ARF6) ou encore la
voie des protéines kinases (PKC, PKA, c-Src). Par ailleurs, le désassemblage des jonctions
serrées et adhérentes est contrdlé par des voies distinctes.

Ainsi, I’activation de la protéines G ARF6 par des cytokines ou ’activation des MAP
Kinases et de la PI3 Kinase par le HGF/SF provoquent le désassemblage des jonctions
adhérentes sans perturber les jonctions serrées et la polarité cellulaire (Palacios 2001;
Potempa 1998).

Lors d’une déplétion en ATP, les jonctions serrées sont spécifiquement protégées par
la voie RhoA alors que c’est la voie de Racl qui semble protéger spécifiquement les jonctions

adhérentes (Gopalakrishnan 2002).

I1.1.c.v.. Implications physiologiques et pathologiques de la rupture des

jonctions serrées

Les processus d’assemblage/désassemblage interviennent physiologiquement, et de
facon régulée. C’est le cas notamment lors du passage trans-épithélial des leucocytes, et plus
particulierement des neutrophiles. Cette migration trans-épithéliale met en jeu des molécules
d’adhésion comme 1’intégrine CD11b/CD18 au niveau du neutrophile, dont le récepteur au
niveau de la cellule épithéliale n’est pas encore clairement défini. Cependant, il existe
plusieurs candidats comme ICAM-1, ou encore les molécules retrouvées dans les complexes

jonctionnels comme JAM. Des leucocytes particuliers, les DC sont capables d’ouvrir les
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jonctions adhérentes et serrées entre les cellules épithéliales intestinales et d’envoyer des
pseudopodes afin de capturer des bactéries sans rompre 1’intégrité de 1’épithélium, et ce, grace
a I’expression de protéines de jonctions serrées a leur surface (Rescigno 2001).

La rupture des jonctions peut également intervenir de facon pathologique, notamment
lors d’infections bactériennes et virales, lors de la réaction allergique, ou encore dans le
cancer et la formation de métastases.

Les bactéries et les virus interagissent avec les cellules épithéliales en utilisant
différentes stratégies leur permettant de traverser la barriére des jonctions serrées et de
désorganiser la structure de tissus.

Le virus herpes simplex utilise les Nectines comme récepteur, ce qui lui permet de
s’attacher, d’entrer et de se propager dans la cellule de I’hote (Krummenacher 2003).

Le virus respiratoire syncitial (Respiratory syncitial Virus RSV) induit la production
de VEGEF par les cellules épithéliales bronchiques, induisant la formation de jonctions Gap, ce
qui a pour conséquence une diminution de la résistance transépithéliale et donc une
augmentation de la perméabilité. La formation de jonctions Gap entraine la fusion des cellules
¢épithéliales bronchiques entre elles, caractéristique connue sous le nom d’effet syncitial
(Kilani 2004).

Les infections bactériennes peuvent également étre a 1’origine de la rupture des
jonctions serrées. Par exemple, la bactérie pathogeéne Clostridium difficile produit des toxines
responsables de I’inhibition de RhoA qui a pour conséquence une réorganisation de la F-
Actine, la dissociation de ZO-1 du cytosquelette d’Actine, la dissociation de 1’Occludine, de
ZO-1 et -2 des jonctions serrées, et la diminution de la résistance transépithéliale (Gruenheid
2003).

Certains allergénes ont la capacité de rompre les jonctions intercellulaires grace a une
activité protéolytique. C’est notamment le cas de 1’allergene majeur de la poussieére de maison
Der pl qui posséde une activité cystéine-protéase (Chua 1988). Cette activité enzymatique
permet a I’allergéne de rompre les jonctions serrées entre les cellules épithéliales bronchiques
issues de patients allergiques asthmatiques mais également de patients allergiques non
asthmatiques lorsque 1’exposition a Der pl est réalisée de manicre prolongée. Cette rupture
des jonctions serrées a pour conséquence une diminution de la résistance transépithéliale, et
donc une augmentation de la perméabilité de 1’épithélium bronchique. L’allergéne est alors en
contact direct avec les cellules présentatrices d’antigénes ce qui pourrait favoriser le
développement de la réaction inflammatoire (Mattoli 2001). In vitro, I’exposition de cellules

¢épithéliales bronchiques a Derp 1 induit le clivage de I’Occludine ainsi que la délocalisation
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de ZO-1 en dehors de la ceinture jonctionnelle, ayant pour conséquence 1’augmentation de la
perméabilité de la barricre épithéliale et le détachement de certaines cellules (Wan 1999).

Par ailleurs, la rupture des jonctions serrées par Der pl pourrait favoriser la
pénétration d’autres allergénes dépourvus d’activité protéolytique.

Une ¢étude chez la souris a montré que la provocation allergénique
(Lipopolysaccharide ou LPS) entrainait une perte d’expression ponctuelle de la E-Cadhérine
proportionnelle a I’importance de la provocation. Cette perte d’expression est due au clivage
de la E-Cadhérine par les neutrophiles : en effet, la quantit¢ de E-Cadhérine clivée retrouvée
dans le lavage broncho-alvéolaire est proportionnelle au nombre de neutrophiles qui ont afflué
dans la lumiére bronchique. Par ailleurs, la perte d’expression de la E-Cadhérine déstabilise
les jonctions adhérentes et serrées, puisque 1’expression de 1’Occludine et de ZO-1 est perdue
ponctuellement et proportionnellement a 1’importance de la provocation. A plus long terme,
on pourra assister a une diminution progressive de l'intégrit¢ de 1’épithélium et a des
altérations morphologiques ayant pour conséquence le transit paracellulaire de pathogénes et
d’antigénes (Evans 2002).

La perte des jonctions intercellulaires et de la polarité de 1’épithélium est un des
facteurs pouvant favoriser une prolifération excessive des cellules épithéliales, et par
conséquent une architecture pluristratifiée puis potentiellement la formation de tumeurs. De
nombreuses tumeurs humaines perdent progressivement leur caractére épithélial lors de la
transition épithélio-mésenchymateuse. Bien souvent, il s’agit d’une mutation de Ras, protéine
jouant un rdle important dans les processus d’assemblage/désassemblage des jonctions.

(Mercer 2000).

1.1.d. Réparation

Toute Iésion de la muqueuse bronchique déclenche une série complexe de mécanismes
de réparation (Zahm 1991) tels que la ré-épithélialisation d'une surface luminale dénudée. En
situation pathologique, le mécanisme peut étre altéré. Ainsi la régénération de I'épithélium
asthmatique est vraisemblablement inefficace.

Au cours de 1’asthme, ou d’autres maladies chroniques inflammatoires, les réponses
immunitaires et inflammatoires induites sont associées a des changements structuraux
(remodelage) du tissu pulmonaire. L’asthme est caractéris€¢ par un épithélium endommagé

dont la réparation est incompléte, conduisant a un état de « desquamation » chronique
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accompagné de la sécrétion de facteurs de croissance intervenant dans le remodelage de
I’épithélium.

Chez le sujet sain, I’épithélium bronchique constitue une barriere grace entre autre a
I’existence de jonctions serrées formant une ceinture apicale autour des cellules épithéliales.
Ces jonctions permettent aux cellules de communiquer entre elles et de réguler le transport
intercellulaire (Roche 1993). Chez le sujet asthmatique, la fonction de barriére de 1’épithélium
est endommagée, avec notamment la rupture des jonctions serrées et 1’augmentation de la
perméabilité de 1’épithélium. Par ailleurs, I’inflammation chronique induit la production
d’espéces réactives de 1’oxygene, qui ne sont pas €liminées par des enzymes anti-oxydantes
contrairement a 1’épithélium du sujet sain (Bucchieri 2002; Comhair 2001). Ces especes
réactives diminuent D’efficacité de la barriere épithéliale en rompant les jonctions serrées,
prédisposant ainsi les cellules a I’apoptose.

Chez le sujet sain, les dommages de 1’épithélium stimulent des voies intrinséques de
réparation comme 1’engagement des récepteurs a I’EGF (EGFRs) par la sécrétion autocrine de
leurs ligands (EGF, Amphiréguline), ce qui a pour conséquence la migration des cellules au
niveau du site endommagé, leur prolifération et leur différenciation (Tesfaigzi 2003). En
revanche, chez le sujet asthmatique, la prolifération des cellules basales est altérée (Fedorov
2005; Puddicombe 2003).

Au cours du processus de remodelage de I’épithélium du sujet asthmatique, on peut
observer une accumulation de protéines matricielles au niveau de la sous-muqueuse
(Fibronectine, Collagenes de type I, III, VI, protéoglycanes) ainsi qu'un épaississement du
muscle lisse dont la conséquence est le rétrécissement du diamétre de la lumiére bronchique
de I’épithélium (Pepe 2005; Pini 2007). Enfin, les fibroblastes jouent un rdle clé lors du
remodelage dans I’asthme. Les cellules épithéliales bronchiques elles-mémes sont capables de
se transdifférencier en fibroblaste puis en myofibroblastes qui participent a 1’hyperplasie du
muscle lisse observée au cours de 1’asthme, sous I’influence de facteurs profibrotiques tels
que le TGF-B dans le processus appelé transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) (Willis
2007). Les fibroblastes peuvent également se différencier a partir de fibrocytes circulants
provenant de progéniteurs CD34+ de la moélle osseuse (Nihlberg 2006). Deux études ont en
effet montré que la provocation allergénique répétée d’un épithélium asthmatique induit le
recrutement a partir du torrent circulatoire de ces fibrocytes au niveau du tissu pulmonaire et
au niveau des lavages bronchoalvéolaires, contribuant ainsi au remodelage pulmonaire

(Bellini 2007; Schmidt 2003).
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11.2.  Epithélium et immunité muqueuse

L’¢épithélium des voies respiratoires est capable de se défendre face aux diverses
agressions quotidiennes. Pour cela, il dispose dans un premier temps d’un systeme de défense
inné, basé sur des propriétés physiques et antimicrobiennes. Il s’agit notamment de la
clairance mucociliaire et de la sécrétion de peptides antimicrobiens (Figure 11). En plus de
cette premiere ligne de défense les cellules résidentes peuvent recruter des cellules
phagocytaires, en premier lieu des granulocytes et secondairement des cellules de I’immunité,
et ainsi une réponse inflammatoire est mise en place. En effet, certains médiateurs produits
par les CEB sont connus pour moduler les fonctions de cellules de I’immunité et en particulier
des cellules dendritiques, cellules présentatrices d’antigénes professionnelles, et les

lymphocytes.
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Figure 11 : Panorama des médiateurs sécrétés par 1’épithélium bronchique, participant
aux mécanismes de défense de I’hdte. D’apres Takizawa, Message et Johnston, et Bals et

Hiemstra (Bals 2004; Message 2004; Takizawa 1998).

11.2.a. La clairance mucociliaire

L’¢épithélium respiratoire compris entre les voies aériennes supérieures et les
bronchioles terminales est recouvert d’un film de mucus dont 1’épaisseur varie entre 0,5 et
2um. Les mouvements ciliaires entrainent la mobilisation des particules piégées au niveau du
film de mucus, des bronchioles terminales au carrefour aérodigestif.

Le mucus est constitué de deux phases : une phase aqueuse périciliaire ou phase sol de
faible viscosité, et une phase gel superficielle caractérisée par une viscosité élevée (Sleigh
1988).
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Le mucus est composé de glycoprotéines (sialo- et sulfoglycoprotéines) et de
protéoglycanes sécrétés par les cellules caliciformes a mucus et les cellules séreuses entre le
larynx et les bronchioles, par les cellules ciliées et les cellules de Clara au niveau des
bronchioles terminales. Les mucines sont des glycoprotéines de haut poids moléculaire, qui
sont soit sécrétées, soit ancrées a la membrane des cellules épithéliales. Beaucoup de bactéries
se lient aux mucines et sont ainsi ¢liminées par la clairance mucociliaire.

Par exemple P. aeruginosa est éliminée par la clairance mucociliaire chez les individus
sains, sans mise en jeu d’une réponse inflammatoire. C’est son flagelle qui se lie a des
mucines bien spécifiques, dont 1’expression est augmentée par les cellules épithéliales en
réponse aux ligands de cette bactérie (Li 1997).

Les protéines A et D du surfactant participent elles aussi a la clairancce des bactéries.
Ces protéines appartiennent a la famille des collectines. Une étude a montré que des souris
invalidées pour la protéine A du surfactant étaient particulicrement sensibles aux infections
par P aeruginosa (LeVine 1998).

Enfin, les protéines SP-A et SP-D du surfactant participent elles aussi a la réponse
immunitaire en la modulant. SP-A et —D peuvent étre considérées comme des PRR
puisqu’elles sont capables de reconnaitre des PAMP comme le LPS (Van Iwaarden 1994), le
polysaccharide de la capsule de Klebsiella (Kabha 1997) ou encore le lipoarabinomannane de
Mycobacterium (Ferguson 1999; Sidobre 2000). Ces protéines du surfactant sont capables de
moduler la réponse inflammatoire en interagissant avec d’autres PRR. SP-A interagit en effet
avec le CD14 des macrophages alvéolaires, ce qui a pour conséquence d’inhiber la liaison du
LPS au CD14 et donc d’inhiber la production de TNF-a (Sano 1999). De la méme manicre,
SP-A peut se lier au TLR2 et inhiber I’interaction du peptidoglycane ou du zymosan avec le

TLR2 (Murakami 2002).

11.2.b. Sécrétion d’agents antimicrobiens

Le mucus des voies aériennes est caractérisé par la présence d’agents antimicrobiens a
large spectre, tels que le lysosyme, la lactopéroxydase, la lactoferrine, les protéines du
surfactant, les peptides antimicrobiens ou encore les défensines (Figure 11).

Le lysosyme et la lactoferrine sont particuliecrement abondants et permettent
I’¢limination efficace des bactérie a Gram positif et négatif (Travis 1999). Une étude a
démontré que la lactopéroxydase était exprimée dans les voies aériennes et qu’elle inhibait la

croissance de nombreux microorganismes (Gerson 2000).
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Les peptides antimicrobiens, parmi lesquels les défensines, s’intercalent entre le
lipopolysaccharide de la paroi des bactéries a Gram négatif, entrainant la formation de pores
dans la membrane cytoplasmique et a terme la lyse des bactéries. La classification des
défensines a d’abord été réalisée dans un modele bovin, puis les homologues humains ont été
identifiés. Les cellules épithéliales respiratoires produisent des B-défensines de type 1 et 2.

D’autres peptides antimicrobiens ont été découverts comme le LL-37/CAP-18 (Bals 1998).

I.2.c. Sécretion de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance

Les cellules épithéliales bronchiques sont également impliquées dans I’induction et le
contrdle de I’inflammation au travers du recrutement des leucocytes. Elles sont capables de
s’activer et d’exprimer ICAM-1 ou des molécules du CMH (Krunkosky 1996; Striz 1999) a
leur surface, et de recruter des cellules phagocytaires en sécrétant tout un panel de médiateurs
de I’inflammation, de cytokines et de chimiokines.

In vitro, des cellules épithéliales bronchiques mises en présence de stimuli tels que
I’'IL-1, le TNF-a, le TGF-B, des motifs bactériens (LPS, poly(I :C)) ou méme I’histamine,
produisent de fagon dose-dépendante de I’IL-6, du CXCLS8 et du GM-CSF (Takizawa 1995).
De méme, des cellules épithéliales bronchiques exposées a H. influenzea produisent
davantage d’IL-6, de CXCLS8, de TNF-a et ont une expression accrue d’ICAM-1 (Khair
1996). En situation pathologique telle que I’asthme, on observe une activation chronique de
I’épithélium, avec en particulier une augmentation des taux d’IL-1, d’IL-6 et de GM-CSF
dans les lavages broncho-alvéolaires (Mattoli 1991). Sousa et al ont démontré une expression
accrue de la protéine GM-CSF dans 1’épithélium bronchique de patients asthmatiques, qui est
diminuée par des corticoides inhalés (Sousa 1993). Le CXCLS8 est un facteur chimioattractant
pour les neutrophiles (Leonard 1990), les cellules T (Larsen 1989), les éosinophiles activés et
les basophiles (Dahinden 1989). Ainsi, ces cytokines vont jouer un rdle important dans
I’initiation des réponses inflammatoires locales, et sur leur pérennisation.

Les CEB sont capables de produire des médiateurs lipidiques, tels que le 15-HETE. Ce
médiateur influence la réponse inflammatoire, en stimulant le chimiotactisme des cellules
inflammatoires, en influengant I'activité de la 15-lipoxygénase leucocytaire et en renforcant la
broncho-constriction précoce notamment en réponse a l'inhalation d'un allergéne chez les
asthmatiques atopiques. Dans l'asthme, les cellules épithéliales obtenues par brossage
bronchique libérent une plus grande quantité de 15-HETE, spontanément ou aprés stimulation

(Campbell 1993). Par ailleurs, les CEB produisent de la PGE,, apres activation des récepteurs
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PAR-1, -2 et 4 (Asokananthan 2002a), en réponse a 1’élastase du neutrophile, a la bradykinine
ou aux allergénes (Chung 1999). Par ailleurs, ce médiateur endogéne a des effets broncho-
protecteurs (Pavord 1995). La PGE, participe a I’initiation de la réponse immune en modulant
le recrutement des DC et leur maturation (Kabashima 2003), afin d’orienter la réponse vers un
profil de type 2, dans certaines conditions de stimulation (Kalinski 1997).

Par ailleurs, les cellules épithéliales bronchiques peuvent produire du TSLP, une
cytokine apparentée a I’IL-7, qui va induire une polarisation préférentielle de type Th-2 de la
réponse immunitaire lors de la présentation de 1’antigéne aux lymphocytes par les DC. Le
TSLP active les processus de costimulation de la DC en empéchant la production d’IL-12 par
cette dernicre, induisant par conséquent une polarisation des lymphocytes de type Th-2. La
production de TSLP par les cellules épithéliales bronchiques et la polarisation Th-2 sont
notamment induites par les ligands de TLR3, le rhinovirus et les cytokines de type Th-2 (Kato
2007).

En plus de son réle myorelaxant, le monoxyde d’azote (NO) a un rdle établi dans les
mécanismes de défense contre les infections bactériennes et exerce ses actions modulatrices a
la fois sur les réponses inflammatoires et les réponses immunes (Ayyagari 2004; Darling
2003). Au niveau des DC, le NO réduit I’expression du CD86, alors que le CD80, le CD83 et
les molécules du CMH ne sont pas modulés. De plus, le NO diminue la production d’IL-10
par les DC matures, et augmente leur sécrétion de TNF-a.. Ainsi, le NO renforce la capacité

des DC a induire une réponse de type 1 (Corinti 2003).

Au final, D’épithélium bronchique est un protagoniste actif impliqué dans les
mécanismes de régulation des réponses immunes et inflammatoires locales, via I’expression et
la production de cytokines. Ainsi, les CEB pourraient représenter une cible pour le traitement

des pathologies inflammatoires affectant le tractus respiratoire, et en particulier des stéroides.

11.2.d. Implication dans le recrutement des leucocytes

Dans les pathologies inflammatoires affectant les voies respiratoires, des leucocytes,
comme des éosinophiles, des neutrophiles, des lymphocytes T et des DC, peuvent infiltrer la
mugqueuse bronchique (Bals 1999; Whitsett 2002). La plupart de ces cellules sont recrutées
depuis le torrent circulatoire et traversent la paroi vasculaire avant de gagner la muqueuse.
Ainsi, les CEB représentent une source importante de facteurs chimiotactiques pour ces

cellules.
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11.2.d.i.  Recrutement de neutrophiles

En condition inflammatoire, les neutrophiles jouent un roéle essentiel dans Ia
destruction des agents pathogenes, mais aussi dans les dommages épithéliaux (Lyczak 2002).
Ceux-ci sont rapidement recrutés vers le site inflammatoire en présence de chimiokines liant
le CXCR2 (Mueller-Ortiz 2004). Ainsi, des instillations de P. aeruginosa ou de Klebsiella
pneumoniae a des souris induisent une accumulation de neutrophiles au niveau des voies
respiratoires, avec un maximum a 36 heures, puis déclinant progressivement apres 1’infection
(Morimoto 2001). Une autre étude sur des souris montre que I’instillation par voie intranasale
de la protéine de la membrane externe de Klebsiella pneumoniae (KpOmpA) induit un afflux
transitoire de neutrophiles a 24h dans les lavages bronchoalvéolaires ainsi qu’au niveau de
sections de poumon (Pichavant 2003). S aureus et P aeruginosa activent la voie de
signalisation NF-kB au niveau des CEB conduisant notamment a la production de
chimiokines se liant au CXCR2 dont CXCLS8, CXCL1 et CXCLS5 (Ratner 2001). De plus, un
nombre accru de neutrophiles associé a une augmentation de la production de CXCLS8 a été
mis en évidence chez des patients asthmatiques ou en état de mal asthmatique, par rapport a
des sujets sains (Lamblin 1998; Pizzichini 1998). Chez certains patients souffrant d'asthme
sévere a évolution lente, des neutrophiles ont également été observés. Leur réle dans 1’asthme
sévere n’est pas clairement défini, mais il est vraisemblable qu’ils participent a I’amplification
du processus de remodelage. En effet, ces leucocytes sécrétent de trés nombreux enzymes

protéolytiques parmi lesquels 1’¢lastase et les métalloprotéases de la matrice (MMP).

11.2.d.ii. Recrutement d’éosinophiles

Les éosinophiles sont des granulocytes caractéristiques des réponses Th2 et des
pathologies allergiques. Ces cellules s’accumulent dans les voies respiratoires sous I’influence
de I'IL-5, du GM-CSF, de CCL11/Eotaxine, de CXCLS8/IL-8 et de CCL5/RANTES (Gleich
2000). Parmi ces différents facteurs, seule I’IL-5 n’est pas produite par les CEB in vitro aprés
stimulation par un pathogéne, suggérant une forte participation des cellules de structure au
recrutement de ces polynucléaires. Par ailleurs, on observe une augmentation de la production
de CCL11/¢otaxine et de CCL17/TARC apres exposition a un allergéne relevant, ce qui a
pour conséquence I’afflux d’éosinophiles dans I’épithélium bronchique de biopsies de patients
asthmatiques (Fraenkel 1995; Ricciardolo 2003). Ce nombre est augmenté avec la sévérité de

I’asthme, certains auteurs suggérant que l’afflux de ces cellules pourrait participer au
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développement de I’hyperréactivité bronchique. Un traitement par les glucorticoides diminue

cet infiltrat €osinophilique (Laitinen 1995).

11.2.d.iii. Recrutement de lymphocytes

Différents types de lymphocytes T peuvent infiltrer la muqueuse épithéliale
bronchique (Gibson 1993). En effet, il a ét¢ montré un nombre accru de cellules intra-
épithéliales positives pour les marqueurs CD3, CD4 et CD8, au niveau de biopsies
bronchiques de sujets sains et de patients asthmatiques aprés exposition a un pathogéne
(Fraenkel 1995; Ricciardolo 2003). Le recrutement des cellules T dans les voies respiratoires
est au moins en partie sous le controle des chimiokines, potentiellement produites par les
CEB, comme le CXCL10, CCLS5, CCL17 et le CCL22 en particulier dans 1’asthme. Ainsi, il
existe une corrélation positive entre les taux de CCL17 et CCL22 produites dans la muqueuse
bronchique et les infiltrats de lymphocytes T, notamment Th2 chez les patients asthmatiques.

Par ailleurs, les CEB peuvent agir comme cellules présentatrices d’Ag. Ces cellules
expriment des molécules du CMH de classe I et II, ainsi que les molécules de costimulation
CD80 et CD86, dont I’expression peut étre augmentée par des micro-organismes (Papi 2000).
Dans l'asthme, I'étude des cellules obtenues par brossage ou par biopsie a montré une
expression accrue des antigenes de classe II. Ainsi, les CEB sont capables de présenter des Ag
aux lymphocytes T, de les activer et d’induire une réponse immune locale (Rossi 1990).

Cependant, I’importance in vivo de ce mécanisme n’a pas été précisée.

11.2.d.iv. Recrutement de cellules dendritiques

L’éducation, le développement et la maturation des lymphocytes T auxiliaires naifs
sont des processus nécessitant l'intervention des cellules présentatrices d’Ag professionnelles,
telles que les DC. Le systeme immunitaire muqueux de 1’appareil respiratoire repose sur un
réseau d’immuno-surveillance principalement formé de DC (Banchereau 2000; van Haarst
1994). Le plus souvent, celles-ci sont localisées au sein méme de la couche épithéliale, au
contact de la lame basale. Du fait de ce contact étroit, 1'épithélium bronchique pourrait étre
impliqué dans le recrutement des DC, ou de leurs précurseurs. Les auteurs pensent que les
CEB jouent un role important dans recrutement et la survie locale des DC puisqu’elles
produisent la chimiokine CCL20 et la cytokine GM-CSF, qui permettent respectivement ces

processus (Reibman 2003; Sha 2004). Dans le contexte de la réaction allergique, 1’exposition
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de CEB de sujets sains ou atopiques a Der pl induit le recrutement de précurseurs de DC via
la sécrétion par les CEB de chimiokines telles que CCL2, CCL5 et CXCL10. En outre,
I’exposition de CEB provenant de sujets asthmatiques a Der pl induit le recrutement de
cellules de Langerhans via la sécrétion de CCL20 (Pichavant 2005). L’impact des PAMP sur

ce mécanisme de recrutement par les CEB n’a pas été analysé¢.

I11.Les cellules dendritiques

Les DC ont été décrites pour la premiere fois au milieu des années 1970 par Ralph
Steinman, qui observa une sous-population de cellules présentant des dendrites dans la rate. Il
décrit ces cellules comme étant non-phagocytaires et peu adhérentes. Par la suite, les DC,
cellules dérivées de la moélle osseuse, furent décrites non seulement dans tous les tissus
lymphoides, mais également dans les tissus non lymphoides. Steinman et collaborateurs
poursuivent ensuite leur étude phénotypique et fonctionnelle des DC, montrant qu’elles
expriment constitutivement le complexe majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et II.
De ce fait, elles sont capables d’interagir avec les cellules T spontanément et
indépendamment de la présence d’un antigéne (les molécules exprimées a la surface des
lymphocytes T et des DC sont complémentaires), de stimuler les lymphocytes T CD4 et CD8
de manicre spécifique d’antigénes et ainsi d’induire une réponse immunitaire contre ces
alloantigénes plus efficacement que toutes les cellules présentatrices d’antigénes décrites

précédemment (Steinman 1975; Steinman 1973; Steinman 1974).

I11.1. description

Les DC représentent une famille relativement hétérogéne comportant différents types
cellulaires, des localisations anatomiques différentes, et par conséquent des fonctions
différentes. Malgré ces différences, les sous-populations de DC partagent des caracteres
communs (Banchereau 1998; Hart 1997).

Premiérement, les précurseurs de DC issus de cellules souches de la moélle osseuse
passent du flux sanguin vers les tissus ou ils deviennent des DC immatures parmi lesquelles
des cellules de Langerhans ou des DC interstitielles.

Deuxiemement, les DC immatures ont la capacité de capturer des antigénes par des

mécanismes qui dépendent de récepteurs de reconnaissance, de dégrader les antigénes dans
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des vésicules d’endocytose permettant la production de peptides antigéniques capables de se
lier au CMH de classe I ou II.

Troisiémement, les DC vont maturer en réponse a un signal de danger comme des
dommages tissulaires générant des ¢éléments du soi modifi¢ ou des protéines de stress, des
produits issus de pathogénes ou encore des cytokines inflammatoires. Ce processus de
maturation leur permet de migrer vers les organes lymphoides secondaires ou elles vont
présenter I’antigéne aux cellules T spécifiques afin d’initier des réponses immunitaires (De
Smedt 1997; Kalinski 1998; Kuroda 2000; Liu 1997; Liu 2001; Peguet-Navarro 1995; van der
Pouw Kraan 1998; Vieira 2000).

Quatriemement, ces différences de localisation selon le stade de différenciation sont a
mettre en relation avec des modifications du profil d’expression de récepteurs de chimiokines.
Différentes chimiokines permettent ainsi de réguler leur traffic selon leur stade de
différenciation ou de maturation (Cyster 1999; Homey 1999; Sallusto 1994; Zlotnik 2000).

Cinquiémement, la maturation des DC induit des changements phénotypiques, et
notamment une augmentation de l’expression du CMH de classe I et Il permettant la
reconnaissance de 1’épitope T par le TCR (T-Cell Receptor) exprimé a la surface des cellules
T CD4 ou CDS, ainsi que des molécules costimulatrices et des cytokines immunorégulatrices
qui vont permettre de stimuler les cellules T et d’induire leur prolifération.

Ainsi, les facteurs environnementaux influent trés fortement sur le destin de la DC,
notamment lors de sa maturation et orientent la polarisation de la réponse T. Ce sont par
exemple des facteurs qui vont favoriser la production d’IL-12 par la DC et permettre par
conséquent le développement de réponses de type Th-1, ou au contraire des facteurs qui vont
inhiber la capacit¢ des DC a produire de I’'IL-12 tels que des parasites et qui vont donc

favoriser le développement d’une réponse de type Th-2 (Vieira 2000).

I11.1.a.  Ontogénése

Le progéniteur commun CD34+, cellule souche hématopoiétique pluripotente, présent
dans la moelle osseuse, le sang de cordon ombilical et en faible quantit¢ dans le sang
périphérique donne naissance a deux grandes lignées (Katz 1979; Reid 1990; Strunk 1996) :

-La lignée my¢loide : selon la présence dans l'environnement de différents facteurs
solubles, tels que les facteurs de croissance et de différenciation (c-kit-ligand, 1'interleukine
(IL)-1, le GM-CSF (Granulocyte Monocyte Colony-Stimulating Factor) et le TNF-a (Tumor

Necrosis Factor)) les précurseurs CD34+ peuvent se différencier soit en cellules de
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Langerhans, soit en DC interstitielles, soit en monocytes/macrophages (Caux 1992; Reid
1992).

-Les progéniteurs lymphoides : ils se différencient en DC immatures appelées DC
plasmacytoides (pDCs). La génération de ces pDCs est principalement assurée par le Flt3-
Ligand et, dans une moindre mesure, par le G-CSF (Granulocyte Colony-Stimulating Factor)
(Pulendran 2000), et leur survie par I'lL-3, dont le récepteur CD123 est fortement exprimé sur

ces cellules (Robinson 1999).

I11.1.b.  Les différents phénotypes

Chez I'homme et la souris, les phénotypes des populations de DC d'origine myéloide et
lymphoide différent soit par la liste des marqueurs de différenciation (CD), soit par leur panel

de PRR présents a leur surface (cf partie PRR).

I11.1.b.i. Chez la souris

Les DCs my¢loides et lymphoides murines différent par leur phénotype, leur
localisation splénique et leurs fonctions (Salomon 1998b)

L'expression des marqueurs CD4 et CD8 permet de distinguer 5 populations :

-DCs my¢éloides CD11¢” CD4" CD8 CD205 CD11b"

-DCs myéloides CD11¢” CD4” CD8” CD205 CD11b"

-DCs myéloides CD11c¢” CD4 CD8” CD205" CD11b"

-Cellules de Langerhans (LCs) CD4” CD8"" CD205"¢" CD11b"

-DCs lymphoides CD4” CD8" CD205"¢" CD11b", SIGLEC H, PDCA1

Le marqueur CD8 est exprim¢ sous la forme d'un homodimere aa dans les DC, alors
qu'il est sous la forme d'un hétérodimére aff dans les lymphocytes T. Le marqueur CD8a n’est

pas présent sur les DC humaines, contrairement a CD4.
I11.1.b.ii. Chez I’lhomme
L'hétérogénéité des populations de DC humaines est générée a trois niveaux :

-Les facteurs de différenciation : en fonction des facteurs de croissance, la cellule

progénitrice donnera un précurseur myéloide ou lymphoide.
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-L’environnement tissulaire engendrera les différents types de DC (DC interstitielles,

cellules de Langerhans, DC plasmacytoides).

-Les facteurs de maturation

La figure 12 illustre les différentes voies de génération de DC humaines a partir des
progéniteurs hématopoiétiques CD34+ de la moelle osseuse, permettant de distinguer quatre
types de DCs : cellules de Langerhans (LCs), DC interstitielles (intDCs), DC dérivées de
monocytes (moDCs) et DC plasmacytoides (pDCs).
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Figure 12 : Développement des populations de DCs humaines. D'aprés Vermaelen

(Vermaelen 2005). Les DC épithéliales sont assimilables aux cellules de Langerhans.

Chez I'Homme, les différentes populations de DC sont caractérisées par le phénotype :
Lin- CMH+ CD80+ CD86+. Les quatre populations de DC sont identifiables grace a

l'expression de différents marqueurs (Figure 13).
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CD1a + + + -
CD1d - * +

CD11b - + + -
CD11c + + + low
CD52 - - + +/-
CcD83 -[++ -[++ -[++ +/++
E-cadhérine + - - -
CD207/Langerin + - - -
CD208/DC-LAMP +/++ +/++ +/++ -
CcD123 + + + 4+
BDCA-2 = +
BDCA-4 + +

Figure 13 : Phénotype des différentes populations de DC humaines. LC : cellules
de Langerhans ou épithéliales; intDCs : DC interstitielles ; MoDCs : DC dérivées de
monocytes ; pDCs : DC plasmacytoides. Lors de la maturation, CD83 et CD208/DC-LAMP
apparaissent chez presque toutes les populations de DC. CDla, E-cadhérine et Langérine

décroissent a la surface des LCs aprés maturation. D'apreés Rossi (Rossi 2005).

I1l.1.c.  Lesdifférentes sous-populations
I11.1.c.i. Les cellules de Langerhans

Les LC (Figure 14) sont principalement retrouvées dans les couches basales de
I'épiderme, mais aussi dans ['épithélium des muqueuses orales (Allam 2003). Elles
appartiennent a la lignée myéloide. Les LC expriment différents marqueurs, communs aux
DC my¢éloides ou spécifiques des LC, comme la Langérine, 1'E-cadhérine ou Lag (Langerhans
cell associated antigen). De plus, les LC présentent un marqueur ultrastructural cytoplasmique
: les granules de Birbeck.

La différenciation des précurseurs myéloides en LC est dépendante du facteur de
croissance TGF-P, chez la Souris comme chez I'Homme (Borkowski 1996).

Malgré une capacité de phagocytose limitée, les LC sont de véritables CPA apres
activation (Schuler 1985) qui semblent plus efficaces dans l'activation des LT CD8+ que dans
l'activation des LT CD4" (Mommaas 1999). Les LC sont également capables de répondre a un
stimulus viral via la production d'IFN-B et, par la suite, des chimiokines CXCL9/MIG et
CXCLI11/ITAC, impliquant les LC dans une réponse anti-virale directe (Renn 2006).
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Cependant, leur fonction semble différente selon leur localisation, les LC orales semblant plus

propices a développer une réponse régulatrice (Bieber 2007).

Figure 14 : Cellules de Langerhans
dans la peau. Observation par microscopie
confocale d'explants épidermiques d'oreilles de
souris marqués par immunofluorescence pour
les molécules du CMH de classe II. D'apres
Mellman (Mellman 1998).

I11.1.c.ii. Les DC interstitielles

Retrouvées dans les zones sub-épithéliales de la peau et des muqueuses, et dans la
plupart des tissus interstitiels de nombreux organes comme le poumon, les reins, le coeur ou
le foie, les DC interstitielles dérivent d'un précurseur myéloide. Elles forment un véritable
réseau de surveillance, et représentent un important réservoir de DC immatures, facilement
mobilisables lors d'une réaction inflammatoire. En cas de signal de danger ou d'inflammation,

le nombre de ces DC augmente au niveau des muqueuses.

I11.1.c.iii. Les DC plasmacytoides

Les pDC sont retrouvées dans de nombreux organes (foie, poumons, rate), ainsi que
dans le sang périphérique (Barchet 2005). D'autre part, l'expression constitutive de CD62L
leur permet de coloniser les tissus lymphatiques, comme les ganglions ou les pDC résident
alors dans la zone T (Facchetti 2003; Grouard 1997).

Les pDC immatures circulantes sont des cellules sphériques pauvres en dendrites,
présentant un réticulum endoplasmique trés développé et un noyau excentré, mais apres
activation, elles acquicrent rapidement la morphologie dendritique de leurs soeurs myéloides
(Figure 15) (Grouard 1997). Ce changement de morphologie s'accompagne d'un changement

de fonctions : les pDC immatures sont spécialisées dans la synthése protéique et la sécrétion
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d'IFN, alors que les pDC matures sont de véritables CPA capables de stimuler des LT in vitro
et in vivo (Asselin-Paturel 2001; Soumelis 2006).

1@ emZBALYU 44BET AEX1 96 ¢

Figure 15: Morphologies des pDC. Observation de pDC immatures par microscopie
¢lectronique a transmission (a). Observations par microscopie électronique a balayage de pDC

immatures (b) ou matures (c). D'aprés Grouard (Grouard 1997)

A l'¢tat immature, elles sont de phénotype Lin-1- CD123+ HLA-DR+ CDI11c""
CDI11b" (Barchet 2005). Les pDC expriment de nombreux marqueurs lymphoides, tels que
CD4 et CD45RA et des ARNm pré-TCRa, alors qu'elles n'expriment pas de marqueurs
my¢loides. De nombreux marqueurs spécifiques ont été identifiés, tels que I’antigéne reconnu
par I’anticorps 120G8 et SIGLEC-H chez la souris, BDCA2 et BDCA4 chez I’Homme
(Asselin-Paturel 2003; Blasius 2006; Dzionek 2002; Zhang 2006). Cependant, certains
lymphocytes expriment également le BDCA4 et le 120GS.

Ces cellules ont été initialement désignées comme "cellules productrices d'interféron”
(natural Interferon Producing Cells, IPC), "cellules T plasmacytoides" ou encore "monocytes
plasmacytoides". En effet, elles ont la capacité de produire de grandes quantités d'IFN-a et -f3
en réponse a différents stimuli (Siegal 1999), et jouent un role majeur dans I'immunité anti-
virale (Gurney 2004).

En référence aux cellules Th1/Th2, ces pDC ont été initialement appelées DC2
(comparativement aux DCs my¢loides dites DC1) (Rissoan 1999), du fait de leur capacité a
induire une réponse de type Th2. Mais de nombreux travaux récents sont venus bouleverser
cette classification. En effet, les pDC tout comme les mDC sont capables de polariser la
réponse adaptative vers des profils Thl, Th2 et Treg, selon leur état d'activation ainsi que la

nature et la dose de 1'Ag rencontré (Boonstra 2003; de Heer 2004; Liu 2001).
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I11.1.c.iv. Les DC du sang peériphérique

Les différentes populations de DC sont présentes dans le sang périphérique :
précurseurs, DC myéloides et plasmacytoides (MacDonald 2002).

Les DC présentes dans le sang (Lin-1- CMH II+) ne représentent que 1% des PBMC
chez I'homme. De plus, des PBMC mises en culture avec des facteurs de différenciation tels
que le GM-CSF, I’'IL-3, 'IL-4 génerent différentes populations de DC, ce qui montre la
présence dans le sang de précurseurs des DC. Les cellules souches hématopoiétiques CD34+

circulantes et les monocytes font partie de ces précurseurs.

I11.1.d. Fonctions

I11.1.d.i. La capture des antigenes

Les DC immatures ont une capacité a phagocyter les antigénes plus importante que les
DC matures, qui ont régulé négativement cette fonction (Steinman 1995).

La capture des antigénes par la DC est médiée par des récepteurs d’endocytose (voir
chapitre PRR) et est réalisée par phagocytose, par pinocytose ou par des vésicules de
clathrine. Il faut noter que de nombreux récepteurs mis en jeu lors de la capture des antigénes
sont régulés négativement lors de la maturation des DC (Mannose Receptor ou MR, DC-
SIGN), parallelement a la perte de leur capacité a phagocyter. Les DC sont capables de
capturer des cellules entiéres comme les cellules nécrotiques et apoptotiques. Elles peuvent
¢galement capturer des antigénes sur des cellules vivantes afin des les présenter aux cellules T
cytolytiques (transcytose) ou de libérer des vésicules comportant I’ensemble des éléments
nécessaires a la présentation d’Ag, les exosomes (Harshyne 2001).

Deux voies de présentation des antigénes phagocytés par les DC existent : la voie
endogeéne ou protéosomale faisant intervenir le CMH de classe I, et la voie exogene ou

endosomale faisant intervenir le CMH de classe 11.
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I11.1.d.ii. L’apprétement des antigénes

Bacharium
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MHC Class | Pathways MHC Class Il Pathway

Figure 16 : L’apprétement des antigénes dans la DC, d’aprés Lipscomb (Lipscomb
2002)

I11.1.d.ii.. Le CMH de classe 11

Les antigénes exogenes gagnent les compartiments endosomaux acides précoces et
tardifs dont les protéases vont initier la dégradation des antigénes protéiques (Figure 16). Les
fragments peptidiques ainsi obtenus vont alors s’associer aux molécules de CMH de classe 11
préformées dans le MIIC (MHC class IlI-rich vesicular compartment) puis traverser le
cytoplasme et gagner la membrane plasmique au sein de vacuoles d’exocytose qui vont
fusionner avec la membrane cytoplasmique afin d’étre présentés aux lymphocytes T CDA4.

Les molécules de CMH de classe Il se trouvant a la surface de la DC peuvent étre
recyclées via la voie d’endocytose et se complexer a de nouveaux peptides antigéniques dans
le MIIC.

Les DC immatures accumulent les molécules de CMH de classe II ainsi que les
peptides antigéniques dans des vésicules lysosomales jusqu’a ce que les cellules soient
activées. Lorsque les DC sont activées, les complexes CMH de classe II/peptide antigénique
s’accumulent dans des vésicules non-lysosomales qui vont migrer a la surface de la cellule.

Une étude a récemment montré que des molécules costimulatrices appartenant a la famille B7
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sont ancrées dans des vésicules qui migrent en surface associées aux vésicules contenant les

complexes CMH de classe II/peptide antigénique (Turley 2000).

I11.1.d.ii.. Le CMH de classe |

Afin que le CMH de classe I présente les peptides antigéniques endogeénes aux
lymphocytes T CD8", les DC vont dégrader des protéines cytoplasmiques dans le protéasome
(Figure 16). Le transport des peptides obtenus vers le réticulum endoplasmique est assuré par
les protéines TAP (Transporter associated with Antigen Processing) et avec 1’aide de
protéines chaperonnes que sont les HSP (Heat Shok Protein) (Pamer 1998). Au sein du
réticulum endoplasmique, les chaines oo du CMH de classe I nouvellement synthétisées vont
s’associer a la f2-Microglobuline. Le peptide antigénique va s’associer aux complexes de
CMH de classe 1/f2-Microglobuline a 1’aide de diverses protéines chaperonnes (Basu 1999;
Rescigno 1999). Finalement, les complexes CMH Classe I/peptide antigénique vont gagner la
membrane plasmique dans des vésicules d’exocytose.

Puisque les Ag exogénes passent obligatoirement par la voie endosomale, seules les
protéines synthétisées au sein de la cellule présentatrice d’antigénes étaient destinées a étre
présentées par le CMH de classe I. Cependant, des antigénes exogénes peuvent échapper a la
voie endosomale et emprunter la voie de dégradation des antigénes endogeénes, pour étre
finalement présentés via le CMH de classe 1. Ce processus est nommé « cross-présentation »
ou présentation croisée ; la réponse immunitaire qui en découle, nommée « cross-priming »,
peut aboutir a une réponse effectrice des cellules T CDS, ou a la tolérance (Pfeifer 1993; Reis
e Sousa 1995). Les antigenes ainsi présentés peuvent provenir de cellules du Soi modifié,
néoplasiques ou infectées, de cellules allogéniques provenant d’une greffe ou de molécules du
non Soi (Larsson 2001).

Les DC sont les seules cellules a pouvoir pratiquer ce processus de présentation

croisée des antigenes (Kurts 2001).

I11.1.d.ii.. Le CD1

Les DC sont également capables de présenter les antigenes glycolipidiques sur les
molécules de CD1, qui sont des molécules non polymorphiques contrairement aux molécules
de CMH. Tout comme le CMH de classe I, les molécules de la famille CD1 s’associent a la

B2-Microglobuline (Brenner 1997; Shinkai 2000). Les molécules de CD1 sont présentes a la
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surface des DC my¢éloides, et le CDla permet souvent d’identifier ces cellules. Le CDIc
(BDCA3) a ét¢ utilisé pour caractériser une sous-population de DC circulantes. Cing
isoformes de CD1 ont été identifiées chez ’homme, CD1a-e, mais seulement 2 homologues
sont exprimées chez la souris et le rat, CD1d1 and CD1d2. Une étude concernant la strucure
du CD1dl murin a montré que cette molécule pouvait potentiellement lier des ligands tres
hydrophobes, compatibles avec la présentation d’antigénes lipidiques (Zeng 1997). En fait, les
molécules de CD1 présentent uniquement des antigenes lipidiques et glycolipidiques
endogenes et exogenes.

La présentation d’antigénes lipidiques endogenes via le CD1d et la reconnaissance du
complexe CDl1d/antigéne par un type restreint de cellules, a savoir les cellules T Natural
Killer (NK)1.1 a d’abord ét¢ découverte chez la souris (Bendelac 1995). Les cellules T NK1.1
ont en effet un répertoire restreint de TCR. La reconnaissance du complexe CD1/antigéne
lipidique par la cellule T NK1.1 induit la production d’IL-4 ou IFN-y, les impliquant plus
largement dans la reconnaissance des agents infectieux, de tumeurs et d’autoantigénes. Leur
production de cytokines semble étre régulée par la sécrétion d’IL-12 par les DC CD11c+
(Yang 2000). Une autre sous-population de cellules T reconnaissant le CD1d sur les cellules
présentatrices d’antigénes a été décrite, mais cette population cellulaire n’expriment pas le
NKI1.1. Ces cellules T ont également un répertoire de TCR restreint et peuvent produire de
I’IL-4 ou de I’IFN-y ou encore étre cytotoxiques (Chiu 1999; Wang 2001).

L’apprétement et la présentation des antigénes par le CDI1 différent des CMH de
classe I et II. Les molécules de CD1 sont synthétisées dans le réticulum endoplasmique et sont
dirigées vers la membrane plasmique dans des vésicules de transport. Les molécules de CD1
sont incorporées dans des endosomes, s’associent aux ligands lipidiques et sont alors
recyclées au niveau de la membrane plasmique. Différents homologues de CD1 peuvent
s’associer aux antigenes dans des compartiments endosomaux distincts (Sugita 1999).

L’expression de ces molécules non polymorphiques a probablement été maintenue au
cours de I’évolution afin de surveiller les voies intracellulaires de métabolisme des lipides
plutot que dans le but de développer une réponse immunitaire protective (Shinkai 2000). C’est
ainsi qu’une hypothese a été émise selon laquelle certains microorganismes pourraient usurper
la voie du CDI1 dans leur propre intérét. Par exemple, certaines mycobactéries présentent leurs
lipides via le CD1 a des cellules T, permettant ainsi de générer une réponse inflammatoire
granulomateuse et nécrotique. Ce genre de processus permet alors a ces microorganismes
d’éviter leur éradication compléte jusqu’a ce qu’ils soient transmis & un autre hote. Par

ailleurs, les DC ou d’autres cellules présentatrices d’antigénes sont capables de générer un
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ligand endogéne du CD1d, qui pourrait étre 1’'iGB3, dont la production par les DC est induite
par une activation des TLR4 et 9 (Paget 2007).

I11.1.d.iii. La costimulation

DC T Cell

BY family and receptors

B7-1 (CD80) CD28, CTLA4 (CD152)
B7-2 (CD86) CD28, CTLA4 (CD152)
B7RP-1 Cos
PD-L1 (B7-H1) PD-1
PD-L2 PD-1
B7-H32 Not known

TNF family ligand and receptors
CD40 CIMOL (CD154)
OX40L OX40 (CD134)
4-1BBL 4-1BB (CD137)
TRANCE (RANK) TRANCE (RANK-L)
cD27 CD27L (CD70)
CD30L (CD153) CD30

Miscellaneous

ICAM-1 (CD54) LFA-1 (CD11a/CD18)
DC-SIGN (CD209) ICAM-3 (CDa0), ICAM-2 (CD102)
SLAM* (CD150% SLAM (CD150%
CDE8 cD2

TNF, tumor necrosis factor; ICAM, intracellular adhesion mole-
cule. *SLAM binds to itself.

Figure 17 : Molécules costimulatrices, d’apres Lipscomb (Lipscomb 2002)

I11.1.d.iii.. La famille des protéines B7

La costimulation est un événement requis a I’initiation d’une réponse immunitaire.
Elle constitue le second signal délivré par la DC aprés I’antigéne.

La premiere molécule costimulatrice découverte et la plus importante est le CD28,
exprimée par les cellules T naives (Figure 17). Ses ligands, le CD80 (B7-1) et le CD86(B7-2)
sont exprimés a la surface des cellules présentatrices d’antigénes et sont régulés positivement
lors de la maturation (Coyle 2001; Schwartz 2001). CD80 et CD86 qui appartiennent a la
superfamille des immunoglobulines, sont les deux premiers membres de la sous-famille B7, et
jouent un rdle clé dans 1’activation des cellules T naives.

Par la suite, d’autres membres furent identifiés, comme [’homologue de CD28 le
CTLA-4, qui est régulé positivement a la surface des cellules T activées. 1l lie le CD80 et le
CD86 avec plus d’affinit¢ que le CD28, mais contrairement a ce dernier, il régule

négativement la réponse lymphocytaire T (Walunas 1994).
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B7RP-1 (ICOSL ou ICOS ligand), autre membre de la famille B7 a une expression
prédominante a la surface des cellules B, mais il est également exprimé a la surface des
macrophages, des DC ou encore de cellules non lymphoides comme les cellules épithéliales.
B7RP-1 lie ICOS (the inducible immune costimulator) (Kopf 2000; Swallow 1999;
Yoshinaga 1999). ICOS est un homologue de CD28, et de méme que CTLAA4, il est régulé
positivement a la surface des cellules T activées (Hutloff 1999). Une étude réalisée chez des
souris déficientes pour ICOS suggere que I’interaction d’ICOS avec son ligand faciliterait en
aval P’interaction de CD40 avec son ligand CD40L requise pour les réponses des cellules B
dépendantes des cellules T (McAdam 2001). De plus, Akbari et al ont montré que des DC
pulmonaires matures exposées a un allergéne induisaient le développement de lymphocytes T
régulateurs via la voie ICOS/ICOS ligand (Akbari 2002).

PD-L1 (encore appelé B7-H1), autre membre de la famille B7, est exprimé
constitutivement sur les DC, et se lie a PD-1 (Programmed Cell Death 1), récepteur exprimé
sur les cellules T (Coyle 2001). L’interaction de PD-L1 avec PD-1 inhibe la prolifération des
cellules T ainsi que la production de cytokines.

PD-1 peut également interagir avec PD-L2 (B7-DC), ce qui a également pour
conséquence 1’inhibition de la prolifération des cellules T et de la production de cytokines.
Contrairement a PD-L1 qui participe a la réaction inflammatoire de type Thl, PD-L2 semble
préférentiellement participer a la réaction inflammatoire de type Th2 (Coyle 2001).

Enfin, B7-H3 a été¢ récemment identifi¢ et cloné¢ (Chapoval 2001). Il est fortement
exprimé a la surface des DC immatures et son expression est régulée négativement lors de la
maturation des DC, contrairement a 1’expression de la majorité des protéines de la famille B7.
Son ligand est a ce jour inconnu, et cette protéine ne se lie pas aux autres protéines citées plus
haut. B7-H3 joue un role amplificateur dans la costimulation des cellules T CD4 et CD8, ainsi

que dans I’induction de la production d’TFN-y.

I11.1.d.iii.. La famille du TNF et de ses récepteurs

Les ligands et récepteurs appartenant a la famille du TNF sont au nombre de 50
(Figure 17). Ce sont d’importantes molécules costimulatrices lors de I’interaction entre les DC
et les cellules T.

CDA40 est exprimé a la surface des DC et interagit avec CD40L (CD154) exprimé a la
surface des cellules T. CD40 fut identifi¢ pour la premicre fois sur les cellules B, et son

interaction avec CD40L a la surface des cellules T permet le switch isotypique. Lors de

71



I’interaction DC/cellules T, le CD40L est régulé positivement a la surface des cellules T afin
d’interagir avec son récepteur CD40. Cette interaction permet d’amplifier le processus de
maturation des DC et notamment d’augmenter la production d’IL-12 et ainsi la polarisation
Th1 (Caux 1994; Cella 1999).

0X40, autre membre de la famille TNF, est exprimé a la surface des cellules T et se
lie a son ligand OX40L exprimé a la surface des DC. Ce couple joue un role important et
complémentaire dans I’induction de la prolifération des cellules T et dans la production de
cytokines (Weinberg 1998) ainsi que dans ’induction et le développement de réponses
immunitaires de type Th2 (Jenkins 2007). D’autres molécules exprimées par la DC telles que

4-1BBL, TRANCE, CD30L ont un role moins spécifique dans 1’activation des cllules T.

I11.1.d.iii.. Autres molécules costimulatrices

Enfin, il reste un dernier groupe hétérogéne de molécules costimulatrices régulant les
interactions entre DC et cellules T (Figure 17). Il s’agit de I’intégrine 1 LFA-1 (encore
appelé¢ CDl1la /CD18), exprimée a la surface des cellules T, qui interagit avec ICAM-1
(CD54) exprimé sur les DC. L’interaction de ces deux molécules stabilise les interactions
entre la DC et la cellule T. La rupture de cette adhérence réduit la prolifération des cellules T
induite par la DC (Bachmann 1997; Masten 1997). Une étude a montré que 1’interaction LFA-
1/ICAM-1 et 2 jouait un rdle clé dans la génération des réponses de type Thl. Ainsi, si I’on
bloque cette interaction, la résultante est un shift vers une réponse de type Th2
vraisemblablement du fait du degré moindre de mobilisation du TCR (Salomon 1998a).

DC-SIGN (DC specific,ICAM-3 grabbing nonintegrin) est une protéine membranaire
de type 1 de 44kDa contenant un domaine lectine de type C liant le mannose dans sa partie
extracellulaire (Steinman 2000). L’interaction de DC-SIGN sur la DC avec ICAM-3 sur la
cellule T semble requise et suffisante a I’initiation de I’interaction entre le complexe CMH de
classe Il/peptide antigénique sur la DC avec le TCR de la cellule T (Geijtenbeek 2000b). DC-
SIGN peut également lier ICAM-2, et cette interaction semble importante a la diapédése des
DC a travers I’endothélium, en conditions physiologiques ou apres activation (Geijtenbeek

2000a).
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I11.1.d.iv. Interface DC/cellule T : la synapse immunologique

Lors d’une réponse immunitaire acquise, le phénotype et la fonction de la DC jouent
un role important dans 1’initiation de la tolérance, de la mémoire et des réponses polarisées de
type Thl, Th2 ou Th17. Les différentes sous-populations de DC jouent des rdles différents
dans D’initiation de la réponse immunitaire, et chacune d’entre elles peut avoir une influence
tolérogénique ou polarisante sur la réponse immunitaire induite (Patterson 2000).

De nombreux facteurs interviennent, soit directement produits par la DC (cytokines,
molécules de costimulation), soit en modifiant les fonctions des DC, soit en agissant sur
d’autres cibles (Lymphocytes T, cellules NK, NKT) (Figure 18).

Apres I’engagement du TCR (T Cell Receptor), correspondant au « signal 1 », des
molécules accessoires a la surface de la DC, les molécules costimulatrices, sont nécessaires a
la prolifération et la différenciation des cellules T. L’absence ou I’insuffisance de
costimulation conduit a 1’anergie ou a 1’apoptose des cellules T. Il s’agit ici du « signal 2 ».
Enfin, le « signal 3 » correspond a la sécrétion de facteurs solubles par la DC. Ce troisieme
signal va finaliser le choix de la réponse vers un profil Thl, Th2 ou Th17. Parmi les facteurs
solubles de polarisation (Figure 19), on peut citer I’'IL-12, dont la présence ou I’absence va
conduire a une réponse de type Thl ou Th2 respectivement. La présence d’IL-10 pourra
conduire a une réponse de type T régulatrice. La présence de TGF- et d’IL-6 va induire la

différenciation des lymphocytes en cellules de type Th17 (Bettelli 2007).
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Antigen Processing Antigen Presentation and
Th Cell Polarization

Signal 1

Antigen

DC CD4* T Cell

Signal 1  MHCC lass 1l/peptide TCR and CD4
Signal 2 CDlla CD54

CD40 CD40L

CD54 CDl1l1a

CD80 CD28/CTLA4

CD86 CD28/CTLA4
Signal 3 IL-12 secretion Facilitates Thl response

Mo IL-12 secretion Facilitates Th2 response

Figure 18 : la synapse immunologique. D’aprés Lipscomb (Lipscomb 2002)
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Figure 19 : Facteurs de polarisation. D’aprés O’Garra, National Institute for Medical

Research.
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I11.2. DC dans le tractus respiratoire

I11.2.a.  Répartition des DC pulmonaires

Les DC ont été identifiées au niveau du tractus respiratoire (Figure 20) comme
principales cellules présentatrices d’Ag résidentes, initialement retrouvées dans les
pathologies chroniques du poumon (Kawanami 1981; Munro 1987; Soler 1985). D’autres
¢tudes plus récentes ont démontré la présence de DC fonctionnelles chez des sujets sains et
dans des modeles animaux expérimentaux a la fois dans les septa alvéolaires, dans la
muqueuse respiratoire et dans la couche épithéliale (Holt 1987; Holt 1988; Schneeberger
1986; Sertl 1986). Ces cellules ont une morphologie caractéristique avec des dendrites et
expriment le CMH II. Elles ont la capacité d’induire la prolifération de lymphocytes T (Holt
1990; Schon-Hegrad 1991). Ainsi, les DC se retrouvent aussi bien dans les tissus
parenchymateux du poumon que dans 1’épithélium des bronches, ou elles forment un réseau
d’immuno-surveillance comparable a celui formé par les LC dans 1’épiderme. Dans les voies
respiratoires de rat, on retrouve de 500 a 800 DC par mm2 de surface épithéliale, densité

comparable a celle observée chez la souris, le porc ou dans les bronchioles de poumon

humain (Holt 1990; Schon-Hegrad 1991).
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Figure 20- Reépartition des DC dans le poumon. D’aprés Lambrecht et Hammad
(Lambrecht 2003).

Les DC my¢loides et plasmacytoides sont retrouvées au niveau du compartiment
pulmonaire. Chez la souris, les DC plasmacytoides représentent environ 1,3% des cellules
totales, alors que les DC myéloides représentent 0,7% (de Heer 2004). Ainsi, les DC

plasmacytoides constituent la principale population de DC dans le poumon, a I’état basal.

I11.2.b.  Homéostasie et dynamique du pool de DC pulmonaires

En conditions physiologiques, les populations de DC intraépithéliales se renouvellent
toutes les 36 a 48 heures, alors que celles du parenchyme pulmonaire ont une demi-vie
d’environ 7 jours. La majorité des DC est donc sans cesse renouvelée, et ceci principalement a
partir de précurseurs médullaires, bien qu’il ait été démontré la présence de précurseurs dans

le poumon. Des études ont montré que seules les DC du tractus intestinal ont un
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renouvellement aussi rapide, tandis que les LC de I’épiderme sont renouvelées en 21 jours
minimum (Holt 2000). Ces données démontrent le dynamisme de ce réseau de surveillance et
I’importance de I’homéostasie de ce pool cellulaire.

En conditions de stress, ou d’inflammation, le renouvellement des populations de DC
pulmonaires est accéléré, reflétant ainsi leur role capital dans la surveillance et la défense de
I’hote. Ainsi, I’inhalation de stimuli microbiens, comme le LPS bactérien ou des bactéries
Moraxella catarrhalis tuées par la chaleur (McWilliam 1994), provoque un large afflux de DC
vers les tissus pulmonaires, en plus des polynucléaires neutrophiles. Ces DC repartent
rapidement (en 24h) vers les ganglions drainants ou elles vont interagir avec les lymphocytes
T afin d’initier une réponse immunitaire adéquate. D’autres études ont confirmé ce
recrutement massif de DC au niveau de la muqueuse respiratoire aprés exposition a des
bactéries vivantes, des virus, ou des allergenes, suggérant le role de ces cellules dans les
mécanismes de défense au niveau local (Lagranderie 2003; McWilliam 1997; McWilliam
1996). Ainsi, aprés exposition & un allergéne relevant, le nombre de DC CDla" est
significativement plus ¢levé dans la muqueuse bronchique de patients allergiques que de
sujets sains, tout comme le nombre de DC plasmacytoides dans la muqueuse nasale (Jahnsen
2000; Jahnsen 2001). Par ailleurs, il est important de noter que les DC sont plus nombreuses
au niveau de ’arbre bronchique chez des patients asthmatiques que chez des sujets sains a
I’état basal (Bertorelli 2000) et que I’utilisation réguliere de budésonide ou de fluticasone
(corticoides stéroidiens) est associée a une forte diminution du nombre de DC CDla+ HLA-
DR+ dans la muqueuse bronchique de patients asthmatiques (Bocchino 1997; Hoogsteden
1999; Lawrence 1998; Moller 1996).

De plus, des études in vivo sont venues renforcer ces approches in Vitro et ex vivo.
Ainsi, dans un modéle d’asthme chez le rat, le nombre de DC dans le LBA est multiplié par
60, apres sensibilisation et exposition a ’OVA. De plus, I’exposition a 1’allergéne induit une
augmentation du nombre de précurseurs de DC au niveau de la moelle osseuse, donnant un
pool plus important de DC circulantes (Lambrecht 1999). Par ailleurs, des souris sensibilisées
a ’ovalbumine et exposées au virus de la grippe ont davantage de DC CMH II+ CD11c+ dans
les voies respiratoires et I’interstitium pulmonaire (Yamamoto 2000). De méme, dans un
modele murin d’asthme, la maturation, le trafic et 1’élimination des DC pulmonaires sont
accélérés (Vermaelen 2003).

Ainsi, le recrutement rapide de DC dans la muqueuse respiratoire, sous I’influence de
divers stimuli, suggere que le réle premier des DC pulmonaires serait de faire le lien entre

I’immunité innée et I’immunité spécifique dans les mécanismes de défense de I’hdte (Janeway
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1992; Matzinger 1994). Cette migration est en partie contrdlée par les chimiokines, qui
peuvent étre produites par les autres cellules de ’inflammation recrutées sur le site-méme,
mais aussi par les cellules de structure comme les cellules épithéliales bronchiques (Holgate
2000; Reibman 2003). En effet, la réaction inflammatoire au niveau des voies aériennes chez
le patient asthmatique est accompagnée par la production locale de chimiokines et de
médiateurs, tels que le CCL2, le CCLS5, le CCL7 et le PAF (Platelet Activating Factor), qui
sont capables d’attirer des cellules inflammatoires et des DC in vitro et in vivo (McWilliam
1996; Sozzani 1995).

I11.2.c.  Fonctions des DC pulmonaires : tolérance versus immunité

Les DC sont les cellules présentatrices d’Ag les plus efficaces pour activer les cellules
T naives et mémoires. Toutefois, au niveau des tissus périphériques comme 1’épiderme, ces
fonctions de présentation sont faibles et nécessitent des signaux de maturation
complémentaires pour étre totalement opérationnelles, comme le GM-CSF en combinaison
avec le TNF-a ou le CD40 ligand (Holt 1993; Nelson 1995; Steinman 1991). Ainsi, durant la
période ou les DC sont dans la muqueuse bronchique, celles-ci sont spécialisées dans la
capture des Ag, et possédent une faible capacité a présenter les peptides antigéniques aux
lymphocytes T. Selon les facteurs responsables de leur maturation, ces DC acquiérent un
phénotype plus ou moins mature et peuvent alors initier une réponse immunitaire en migrant

depuis ’interface épithéliale jusqu’aux ganglions drainants (Figure 21).
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Figure 21- Différenciation des lymphocytes T régulateurs. (a) Une forte stimulation
microbienne (fortes concentrations de PAMP) des DC conduit au développement de
lymphocytes T CD4+ effecteurs (Thl ou Th2), et a I’induction de T régulateurs. (b) Des DC
exposées a un Ag, sans contamination par des PAMP, induisent la génération de T
régulateurs. (c) Des DC exposées a des allergenes, ou de faibles concentrations de PAMP,
génerent des lymphocytes Th2, sans induction de T régulateurs. iDC: DC immature; 1L-12,
interleukin-12; mDC, DC mature; TH: lymphocyte T helper. D’aprés Herrick et Bottomly,
(Herrick 2003).

En conditions physiologiques, les DC pulmonaires sont continuellement exposées a
tout un panel de stimuli ; or I’organisme n’¢élabore pas de maniére systématique une réaction
immunitaire spécifique contre ceux-ci. Méme si les macrophages alvéolaires ont un role
inhibiteur de la réaction inflammatoire, les DC pulmonaires sont impliquées dans les

phénomenes de tolérance (Shortman 2002). Des DC my¢loides produisant de I’IL-10 sont
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responsables d’une réponse régulatrice apres exposition de la muqueuse a un antigéne anodin
(Akbari 2002). De plus, les DC plasmacytoides sont €galement capables d’induire une
tolérance spécifique d’antigéne et d’empécher I’'initiation d’une réponse allergique. Cet effet
est 1i¢ a leur capacité a capturer 1’antigéne dans la muqueuse et ensuite a migrer vers les
ganglions drainants (de Heer 2004). Cependant, cet état de tolérance peut étre rompu,
notamment suite a I’exposition a des PAMP. Selon le contexte, cette exposition conduira a
une polarisation de la réaction immune vers une réponse de type Thl ou Th2 (Eisenbarth
2002). De plus, cette modification du phénotype des DC conduisant a la polarisation de la
réponse immune associée a une augmentation du nombre de DC dans I’arbre trachéo-
bronchique participe trés activement au développement de pathologies inflammatoires

pulmonaires telles que I’asthme (Lambrecht 2003).

IV. Les Pattern Recognition Receptors ou PRR

Il est important de rappeler avant toute chose qu’un pathogéne « complet » contient
différents PAMP et induit donc la stimulation de plusieurs TLR différents et de PRR

(Epelman 2004).

IV.1. Les Toll-Like Receptors TLR

Les Toll-like receptors (TLR) sont des protéines transmembranaires de type I,
hautement conservées au cours de I’évolution (Anderson 2000). A 1’origine, la protéine Toll
est une molécule essentielle au développement embryonnaire de la Drosophile. Par la suite, il
s’est avéré que cette protéine était également impliquée dans la réponse anti-microbienne
contre les champignons et les bactéries Gram+ (Hoffmann 2003; Lemaitre 1996). Une famille
homologue aux récepteurs Toll a été décrite chez les mammiferes : ce sont les Toll-like

receptors. 11 TLRs ont été décrits a ce jour (Figures 22 et 23).
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Figure 22 : Les TLR et leur signalisation. D’aprés MacKichan (MacKichan 2005).
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Figure 23 : Les TLR et leur signalisation. D’aprés Anders (Anders 2005)
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1V.1l.a. Structure

Les TLR sont des glycoprotéines de membrane. Ils sont constitués d’un domaine
extracellulaire N-Terminal contenant des motifs LRR (leucine-rich repeat), et d’un domaine
cytoplasmique C-Terminal ayant de fortes homologies avec celui du récepteur a I'IL-1, le
domaine TIR (Toll/IL-1R). Le domaine LRR est impliqué dans l'interaction avec les PAMP
(Pathogen-associated molecular pattern), alors que le domaine TIR assure la transduction du
signal.

Le domaine TIR constitue une région particulierement conservée, retrouvée chez un
grand nombre de protéines transmembranaires et cytoplasmiques aussi bien chez les animaux
que chez les plantes. De fagon intéressante, les protéines contenant ce domaine jouent un role
dans la défense de I’hote. Le domaine TIR est présent dans diverses protéines telles que les
TLR, les récepteurs de I’'IL-1 et I’IL-18 (Torigoe 1997), mais aussi dans des protéines comme
MyD88 et TIRAP (TIR domain-containing adaptor protein) impliquées dans la signalisation
de ces trois types de récepteurs (Horng 2001; Medzhitov 1998). Le domaine TIR est une
séquence homologue de 200 acides aminés, présentant trois boites particulierement
conservées : les boites 1, 2 et 3, contenant certains motifs consensus, et impliquées dans la
signalisation. Le degré de conservation entre ces protéines et entre les espéces indique que la
superfamille IL-1R/TLR représente un systéeme de signalisation majeur dans la réponse
immune.

Le domaine extracellulaire des TLR contient 19 a 25 copies en tandem de motifs LRR.
Le domaine LRR des TLR adopte une forme de fer a cheval, dont la partie concave est
impliquée dans la reconnaissance des différents pathogénes. La reconnaissance des différents
ligands de TLR peut se faire directement au niveau de cette partie concave, ou indirectement
par des corécepteurs comme c’est le cas pour le TLR4 (CD14 et LBP : LPS-binding protein)
ou le TLR9 (CXCL16). Malgré le haut degré de conservation de ces domaines LRR, les TLR

reconnaissent des motifs structurellement différents (Akira 2001).

IV.1.b. Lesligands

Chaque TLR possede une spécificité de ligand, qui est fonction de sa localisation. Les
TLR extracellulaires comme les TLR1, 2, 4, 5, 6 vont reconnaitre les motifs de pathogénes
extracellulaires, alors que les TLR intracellulaires endosomaux comme les TLR3, 7, 8 et 9

reconnaitront les motifs de pathogénes intracellulaires (acides nucléiques) (figures 23 et 24).
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Les connaissances actuelles quant aux ligands des TLRs sont regroupées dans le tableau qui
suit (Figure 24).

Les ligands de TLRs sont de deux origines :

e origine exogene : il s'agit de molécules de structure (LPS, PGN, ADN...), de
facteurs de virulence (lipoarabinomannane) ou de motilit¢ (flagelline), nécessaires au
développement ou a la survie du pathogene,

e origine endogéne : il s'agit alors de molécules dont la présence correspond a un
signal de danger pour la cellule, comme les protéines de choc thermique (heat-shock protein
HSP) ou les ADN modifiés.

A noter que certains ligands ne sont pas propres aux pathogenes : les ARN simple et
double brin existent également dans les cellules des mammiféres. Les TLR doivent donc
discriminer le soi du non-soi. C’est pourquoi les TLR sont localisés de mani¢re a ne
reconnaitre que des ligands/motifs pathogeénes et non pas de 1’hote

D'autre part, il existe a présent des ligands synthétiques des TLRs, permettant 1'étude

de la signalisation cellulaire induite par un TLR donné.

Receptor Ligand Origin of Ligand
TLR1 -Triacyl Lipopeptides Bacteria and Mycobacteria
-Soluble Factors Neisseria Meningitidis
TLR2 -Lipoprotein/Lipopeptides Various pathogens
-Peptidoglycan Gram-positive bacteria
-Lipoteichoic acid Gram-positive bacteria
-Lipoarabinomannan Mycobacteria
-Phenol-soluble modulin Staphylococcus epidermidis
-Glycoinositolphospholipids Trypanosoma cruzi
-Glycolipids Treponema maltophilum
-Porins Neisseria
-Atypical Lipopolysaccharide Leptospira interrogans
-Atypical Lipopolysaccharide Porphyromonas gingivalis
-Zymosan Fungi
-Heat-shock protein 70* Host
-Lysophosphatidylserine Schistosoma mansoni
-Pam;CysKy Synthetic compounds
TLR3 -Double-stranded RNA Viruses
-Double-stranded RNA Schistosoma mansoni
-Polyinosinic-polycytidylic acid Synthetic compounds
TLR4 -Lipopolysaccharide Gram-negative bacteria
-Taxol Plants
-Fusion protein Respiratory syncytial virus
-Envelope protein Mouse mammary-tumor virus
-Heat-shock protein 60* Chlamydia pneumoniae
-Heat-shock protein 70* Host
-Type Il repeat extra domain A of fibronectin* Host
-Oligosaccharides of hyaluronic acid* Host
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-Polysaccharide fragments of heparan sulfate* Host
-Fibrinogen* Host

TLRS -Flagellin Bacteria

TLR6 -Diacyl Lipopeptides Mycoplasma
-Lipoteichoic acid Gram-positive bacteria
-Zymosan Fungi

TLR7 -Imidazoquinoline Synthetic compounds
-Loxoribine Synthetic compounds
-Bropirimine Synthetic compounds
-Single-stranded RNA Viruses

TLRS -Imidazoquinoline Synthetic compounds
-Single-stranded RNA Viruses

TLR9 -CpG-containing DNA Bacteria and viruses

TLR10 -N.D. N.D.

TLR11 -N.D. Uropathogenic bacteria

Figure 24 : Les ligands de TLR. *Les préparations de ligands de TLR2 et TLR4,
surtout celles d’origine endogéne, pouvant étre contaminées par du LPS, des analyses plus
précises sont requises. ND : not determined. D’aprés Akira, Aksoy, van der Kleij (Akira

2004; Aksoy 2005; van der Kleij 2002).

IV.l.c.  Lasignalisation

L’interaction du TLR avec son ligand spécifique induit sa dimérisation ainsi qu’un
changement conformationnel requis pour le recrutement des différentes molécules de
signalisation, et en premier lieu des protéines adaptatrices possédant un domaine TIR, a savoir
TIRAP (TIR-domain-containing adaptor protein) encore appelée MAL (MyD88-adaptor-like
protein), TRIF (TIR-domain-containing adaptor protein inducing IFN-B) encore appelée
TICAM1 (TIR-domain-containing molecule 1), et TRAM (TRIF-related adaptor molecule)
encore appelée TICAM?2 (TIR-domain-containing molecule 2) (Akira 2004). Ces différentes
molécules adaptatrices sont regroupées dans la figure 25. A partir de cette étape s’offrent deux
voies de signalisation possibles : une voie dépendante de la protéine adaptatrice MyD8S8 et

une voie indépendante de MyDS8S.
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Figure 25: Les différentes protéines adaptatrices. Modifi¢ d’aprés Akira (Akira
2004).

IV.1.c.i. Lavoie dépendante de MyD88

La voie de signalisation dépendante de MyD88 est résumée dans la figure 26.

Le gene MyDS88 fut initialement découvert dans les cellules myéloleucémiques M1 qui
I’exprimaient lors de leur différenciation en macrophage induite par I’IL-6 (Lord 1990). Par la
suite, des études ont démontré son implication dans la signalisation par les TLR et I'IL-1R
(Burns 1998; Muzio 1997; Wesche 1997).

MyD88 posséde un domaine de mort DD (Death Domain) a son extrémité N-
Terminale, et un domaine TIR a son extrémité C-Terminale.

Apres stimulation du TLR par son ligand, MyD88 interagit de fagcon homotypique par
son domaine TIR avec le TLR (ou I’IL-1R ou I’'IL-18R). Cette premicre interaction permet le
recrutement d’IRAK4 par interaction homotypique entre les domaines DD de MyD8&8 et
d’IRAK4, permettant le recrutement d’IRAK1. IRAK4 induit la phosphorylation d’TRAKI.
TRAF6 (TNF-receptor-associated factor 6) est alors recruté au niveau de ce complexe
protéique et s’associe a IRAK1 phosphorylé. IRAK1 et TRAF6 se dissocient pour former un
nouveau complexe a la membrane avec TAKI1, TABI et TAB2, ce qui induit la
phosphorylation de TAK1 et TAB2. IRAKI1 est dégradée au niveau de la membrane
plasmique et le complexe TRAF6/TAK1/TAB1/TAB2 migre vers le cytosol ou il s’associe
avec les ubiquitine-ligases UBCI13 et UEVIA. TRAF6 est alors ubiquitinylé¢ induisant
I’activation de TAKI1. La kinase TAKI1 phosphoryle les MAPK (mitogen-activated protein
kinases) ainsi que le complexe IKK inhibitor of nuclear factor-kB-kinase complex. Le
compexe IKK phosphoryle IkB entrainant son ubiquitylation et par conséquent sa
dégradation. La translocation nucléaire de NF-xB est alors observée, induisant 1’expression
des genes cibles. Parallelement, la MAPK JNK (JUN N-terminal kinase) induit 1'expression

de génes via AP-1. Cette voie de signalisation est celle induite par I'lIL-1 et I'IL-18.
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Figure 26 : Voie de signalisation dépendante de MvDES. D aprés Akira
Nature Rev Immunol 2004.
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IV.1.c.ii. La voie indépendante de MyD88

La voie de signalisation indépendante de MyD88 fut mise en évidence dans les études
mettant en jeu des cellules ou des animaux déficient en MyDS88 (Figure 27).

Des souris MyD88-déficientes ne produisent pas de TNF ou d’IL-6 lorsqu’elles sont
exposées a I’IL-1 ou a des ligands de TLR2, -4, -5, -7 et -9 (Adachi 1998). Dans une autre
¢tude assez proche, Kawai et al ont mis en évidence les voies dépendante et indépendante de
MyD88 en exposant des cellules déficientes en MyD88 au LPS, montrant une activation
tardive mais présente de NF-xB (Kawai 1999), ainsi que la production des ISG (Interferon-
stimulated genes) (Kawai 2001).

La voie indépendante de MyD88 intervient dans la signalisation via les TLR3 et 4, et
conduit également a la production d’Interféron-f.

Dans cette voie, deux molécules adaptatrices interviennent : TRIF et TRAM.

La protéine TRIF joue un réle clé dans la voie indépendante de MyD88. En effet, la
surexpression de TRIF dans des cellules HEK293 (Human Embryonnic Kidney 293 Cells)
conduit a P’activation de NF-kB ainsi qu’a la production d’IFN-f, alors que le dominant
négatif de TRIF inhibe ’activation du promoteur de I’IFN-f induite par le TLR3 (Yamamoto
2002). Une étude in vivo conduite chez des souris déficientes pour TRIF montre qu’en
réponse aux ligands de TLR3 et -4, ces souris ont un défaut d’expression de I’'IFN-f ainsi
qu’un défaut d’activation d’IRF-3. Par ailleurs, ces souris présentent un important défaut de
production de cytokines inflammatoires en réponse au ligand de TLR4 (Yamamoto 2003a).

La prot¢ine TRAM quant a elle joue un rdle important dans la voie de signalisation
indépendante de MyD88. En effet, des souris invalidées pour TRAM montrent, tout comme
les souris déficientes pour TRIF, un défaut d’activation d’IRF3 (Interferon Regulatory factor
3), une réduction de I’expression des ISG, ainsi qu'un défaut de production de cytokines
inflammatoires en réponse au ligand de TLR4. Cependant, les souris invalidées pour TRAM
montrent une réponse normale lors de la stimulation du TLR3. TRAM est donc impliqué dans
la signalisation du TLR4 indépendante de MyD88 mais dépendante de TRIF (Fitzgerald 2003;
Yamamoto 2003b).

Ainsi, I’activation des TLR3 et -4 permet le recrutement de TRIF. A partir de 1a, deux
voies s’ouvrent : TRIF recrute TBK1 (TRAF-family-member-associated nuclear factor- kB

activator (TANK)-binding kinase) conduisant a la phosphorylation d’IRF3 ; ou TRIF recute
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Figure 27 : Voie de signalisation indépendante de MyDEE. D aprés Akira
Nature Rev Immunol 2004.
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TRAF6 et RIP1 (receptor-interacting protein 1), ce qui conduit a 1’activation de NF- «B. Ces
deux voies contribuent a 1’expression de I’IFN-p.

La phosphorylation d’IRF3 induit sa dimérisation ayant pour conséquence sa
translocation nucléaire. Une fois dans le noyau, IRF3 recrute les co-activateurs de
transcription p300 et CBP (cAMP-responsive-element-binding protein(CREB)-binding-
protein), ce qui a pour conséquence 1’activation de la transcription des genes IFN de Type I.
Une fois sécrété, ’IFN-B va agir de fagon auto- et paracrine, se lier a son récepteur (IFN type
IR) et permettre I’induction de I’expression des ISG par la voie JAK(Janus activated kinase)-
STAT (signal transducer and activator of transcription). La phosphorylation des protéines
STAT-1 (signaling transducer and activator of transcription) induit leur dimérisation et leur
migration vers le noyau ou elles se fixent aux éléments de réponse ISRE (IFN stimulated
response elements), conduisant finalement a I'activation des ISG (Taniguchi 2002).

La voie indépendante de MyD88 joue un role clé dans la maturation des DC induite
par le LPS. Une ¢étude a montré que 1’exposition au LPS de DC déficientes en MyD88 issues
de la moélle osseuse induit une augmentation de 1’expression de molécules de costimulation
(CD40, CD80 et CD86) et de leur potentiel de stimulation et de prolifération des lymphocytes
T (Kaisho 2001). Par ailleurs, I’expression des molécules de costimulation par la voie
indépendante de MyD88 est secondaire a la production d’IFN-§ (Hoshino 2002).

Enfin, chaque TLR posséde des spécificités dans la voie de signalisation, en plus de la
voie commune dépendante de MyD88, permettant d’expliquer le développement de réponses
biologiques distinctes en fonction des TLR impliqués. En effet, I’activation des TLR2 et 4 par
leur ligand respectif n’induit pas le méme panel de cytokines et de chimiokines alors que dans

les deux cas, I’activation de NF- kB et des MAPK est comparable (Re 2001).

IV.1.d. Expression dans les DC
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Celhiles purififes  Diffiaencibes in vt Cellules purifises D s
mDC pDC MDD}C CDt CDsg+ DN pDC BRI
TLE1 ++ + ++ ++ ++ ++ ++
TLR2 ++ - ++ ++ ++ ++ ++
TLR3 ++ - ++ - ++ ++
TLER4 = - ++ ++/- ++/[- ++/)- ++/)- ++
TLRES + +/- ++ ++ gy
TLRG ++ ++ ++ ++ ++ ++ +
TLRY +i- ++ 2 ++ - ++ ++
TLESR ++ = ++ ++ ++ ++ ++
TLR2 3 ++ £ ++ ++ ++ ++ ++
TLE1D + +

Figure 28 : Expression des TLR par les différents types de DC humaines et

murines. Modifié d’aprés Iwasaki (Iwasaki 2004).

Etant donné que les TLR jouent un role clé dans la reconnaissance des pathogénes, les
différents membres de la famille des TLR sont exprimés par les cellules impliquées en
premicre ligne de défense, a savoir les DC mais aussi les neutrophiles, les macrophages ainsi
que les cellules endothéliales dermales et les cellules épithéliales des muqueuses. A noter que
les lymphocytes B et T expriment les TLR2 et 4 (Imler 2001).

Il faut savoir que 1’expression des TLR est variable selon les espéces. Ainsi on observe
des différences d’expression des TLR entre les DC my¢loides humaines et murines (Figure
28). Par exemple, le TLR8 est exprimé par les DC my¢loides humaines mais pas murines. A
I’inverse, on retrouve le TLRY dans les DC my¢loides murines mais pas humaines.

De plus, I’expression des TLR varie également en fonction du type de DC (DC
my¢loide, plasmacytoide), mais il faut également prendre en compte leur mode de
préparation, soit elles sont isolées a partir du sang ou des tissus, soit elles sont différenciées a
partir de cellules souches ou de monocytes.

Concernant leur localisation, des études ont montré que les TLR3, 7, 8 et 9
nécessitaient un environnement acide pour leur activation et la maturation des endosomes,
alors que les TLR1, 2, 4, 5 et 6 ne nécessitaient pas de maturation des endosomes et étaient
donc localisés a la surface de la cellule (Ahmad-Nejad 2002; Heil 2003; Lee 2003;
Matsumoto 2003).
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Les TLR jouent un role clé dans la polarisation de la réponse immune, dans la mesure
ou leur activation va permettre dans un premier temps la production de cytokines
inflammatoires, influengant ainsi la réponse immunitaire acquise. En effet, ’activation des
TLR représente un des événements les plus efficaces pour induire la maturation des DC
(Takeda 2003).

De nombreuses études ont montré 1I’implication des TLR dans le développement d’une
réponse immune de type Thl. Cependant, des études récentes montrent que I’activation des
TLR peut dans certaines conditions induire des réponses de type Th2 mais aussi T
régulatrices. Dans une étude in vivo, par exemple, le LPS a faible dose va induire
préférentiellement une réponse de type Th2, alors que s’il est administré a forte dose, il
induira une réponse de type Thl (Eisenbarth 2002). En revanche, la lysophosphatidylsérine de
Schistosoma mansoni va plutot permettre aux DC d’induire une réponse T régulatrice (van der
Kleij 2002).

IV.1.e.  Expression dans les cellules épithéliales bronchiques

Les cellules épithéliales bronchiques sont capables de reconnaitre les nombreux
pathogenes inhalés, et d’activer des voies de signalisation conduisant a une réponse
inflammatoire. Elles expriment des TLR tout comme les cellules du systéme immunitaire.
Cependant, leur distribution et leur localisation sont différentes.

Des ¢études ont montré que les ARNm des TLR1 a 10 étaient détectés dans des cellules
épithéliales pulmonaires humaines en culture (Greene 2005; Muir 2004). Il a également été
montré que les protéines TLR1-5 et TLRY étaient exprimées dans des lignées d’épithélium
trachéal et bronchique (Greene 2005). Les TLR2, 4 et 5 sont exprimés dans les cellules
épithéliales des voies aériennes (Hauber 2005; Hertz 2003; Zhang 2005). L’expression du

TLR2 a également été détectée au niveau de I’épithélium alvéolaire (Droemann 2005b).

IV.lei. TLR2

Un autre acteur important de la reconnaissance des microorganismes au niveau du
poumon est le TLR2, puisqu’il est fonctionnel et localisé a la surface des CEB.

Des études ont montré que des ligands synthétiques de TLR2 (Armstrong 2004; Gon
2004) et la bactérie M. pneumoniae (Chu 2005) activaient des cultures primaires ou des

lignées de cellules épithéliales bronchiques humaines via le TLR2. Une étude de Soong et al
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montre que des complexes de TLR2 et d’asialoGM1 associés aux radeaux lipidiques localisés
a la surface des cellules épithéliales bronchiques forment des complexes induisant des
réponses inflammatoires efficaces face a des pathogeénes a tropisme pulmonaire comme P.
aeruginosa ou S. aureus (Soong 2004). Le TLR2 s’hétérodimérise avec le TLR6 permettant
ainsi la reconnaissance des lipoprotéines diacylées (Takeuchi 2001).

A noter que I’expression du TLR2 peut étre régulée positivement par les

pneumocoques dans les cellules épithéliales bronchiques (Schmeck 2006).

IV.leii. TLR3

Le TLR3 est exprimé constitutivement par les cellules épithéliales alvéolaires et
bronchiques et participe a la reconnaissance du virus influenza A (Guillot 2005), du
rhinovirus (Hewson 2005) et du ligand synthétique, I’ARN double brin poly (I :C) (Hewson
2005; Ritter 2005). Les études concernant sa localisation montrent des différences de
localisation selon le degré d’activation des cellules et le type cellulaire. Ritter et
collaborateurs ont montré que le TLR3 avait une localisation intracellulaire dans les cellules
primaires SAEC (Small Airway Epithelial Cell) sans stimulation et aprés stimulation par le
poly (I:C) (Ritter 2005). Deux autres études ont ét¢ menées sur des lignées de cellules
épithéliales alvéolaires A549 et de cellules épithéliales bronchiques BEAS-2B, montrant
qu’en l’absence de stimulation, le TLR3 était intracellulaire dans ces deux lignées; en
revanche, il devient membranaire apres stimulation par le Rhinovirus (Guillot 2005; Hewson
2005).

L’étude de Ritter et al sur des cultures primaires de SAEC (small airway epithelial
cells) montre que I’expression du TLR3 est régulée positivement par le poly(I :C) aussi bien
au niveau des ARN que des protéines (Ritter 2005).

Enfin, une étude in vivo a montré que le TLR3 n’était pas indispensable a la clairance
des virus, mais qu’il jouait un réle important dans la réaction inflammatoire conséquente a
I’exposition au virus ; le TLR3 semble réguler la balance des cytokines, régulant positivement
la production d’IFN-y et régulant négativement la production d’IL-5 et d’IL-13 entre autres.
En effet, des souris TLR3™ exposées au RSV développent une réaction inflammatoire
inappropriées, a savoir une surproduction de mucus et un important recrutement

d’éosinophiles, consécutifs a la production d’IL-13 et d’IL-5 respectivement (Rudd 2006).
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IV.1l.eiii. TLR4

De la méme manicre que pour le TLR3, la localisation du TLR4 est controversée : une
¢tude réalisée sur la lignée de cellules épithéliales trachéobronchiques BEAS-2B et la lignée
de cellules épithéliales alvéolaires A549 a montré que ces cellules répondent a des doses plus
importantes de LPS comparativement aux macrophages, suggérant une localisation
intracellulaire du TLR4 (Guillot 2004). Une étude contradictoire a montré que le TLR4 était
localisé a la surface des lignées 16HBE140 (cellules respiratoires normales) et CFTE290
(cellules ¢épithéliales trachéales de mucoviscidose homozygotes pour la mutation du
régulateur de conductance transmembranaire AF508 CF) (Greene 2005). Une autre étude a
montré dans un contexte inflammatoire (infection par le virus respiratoire syncitial), qu’en
plus de I’augmentation de son expression, le TLR4 était relocalisé au niveau de la membrane
plasmique (Monick 2003).

Une étude in vivo sur des souris TLR4”" a montré que le TLR4 était indispensable a
I’activation des cellules épithéliales bronchiques lors de I’exposition a H. influenza,
permettant la production par ces cellules de MIP1a et de TNF-a (Wang 2002).

Le TLR4 permet ¢galement de reconnaitre d’autres substrats que le LPS, comme la
pneumolysine de Streptococcus pneumoniae, bactérie a Gram positif, induisant la production
d’IL-6 consécutive a I’activation de la voie MyD88 et NF-kB, et induisant la production de
TNF-a lorsqu’elle est associée au peptidoglycane, un ligand de TLR2 (Malley 2003). Par
ailleurs, les TLR4 et le CD14 sont tous deux indispensables a la reconnaissance de la protéine
de fusion RSV induisant la production des cytokines inflammatoires I1L-6, IL-8 et TNF-a.
Cette protéine de fusion permet donc le développement d’une réponse immunitaire protectrice
vis a vis du RSV (Kurt-Jones 2000). Enfin, une étude clinique a montré que les mutations du
TLR4 (Asp299Gly et Thr3991le) étaient associées a 1’augmentation du risque de développer
une bronchiolite sévére due au RSV chez les enfants, démontrant ainsi le réle du TLR4 dans
cette infection virale (Tal 2004). A noter qu’in vivo I’expression du TLR4 est régulée
positivement dans 1’épithélium bronchique et les macrophages apres inhalation de LPS (Saito
2005).

En résumé, I’expression des TLR3 et 4 semble augmentée et les récepteurs relocalisés

vers la membrane lors de 1’activation des cellules épithéliales bronchiques.
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IV.l.eiv. TLR5

Les bactéries flagellées sont également capables d’activer les cellules épithéliales
bronchiques via le TLRS5. C’est notamment le cas de Bordetella Bronchiseptica (Lopez-
Boado 2005), de Pseudomonas aeruginosa (Sadikot 2005; Zhang 2005) et de L. pneumophila
(Hawn 2003). Cette activation est médiée par la liaison de la flagelline sur le TLRS (Hayashi
2001) qui conduit a la production de chimiokines comme le CXCLS, chimiokine essentielle

au recrutement des neutrophiles et le CCL20 (Ramos 2004).

IV.lev. TLR7et8

On connait peu de choses concernant I’expression et la fonctionalité des TLR7 et 8
dans le poumon. En effet, les ligands de ces TLR (ARN simple brin) ne stimulent pas les

cellules épithéliales bronchiques.

IV.levi. TLR9

Une ¢étude sur la lignée de cellules épithéliales alvéolaires cancéreuses A549 a
démontré 1’expression et la fonctionalit¢é de ce récepteur (Droemann 2005a). In vivo,
I’immunisation de souris avec des motifs CpG réduit la charge virale de Cryptococcus
neoformans dans le poumon ; cependant, il semble difficile a I’issue de cette étude de savoir si
cet effet est di a I’expression et la fonctionalité du TLR9 dans les cellules pulmonaires ou

dans les cellules immunitaires (Edwards 2005).

La figure 29 résume I’expression des TLR dans les CEB.
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TLR Modéle cellulaire Intracellulaire Extracellulaire Référence
TLR2 | -16HBE X Soong 2004
TLR3 | -SAEC X Ritter 2005

-A549 et BEAS-2B X (Sans stimulation) Guillot 2005
-Beas-2B X (Sans stimulation) X (stimulation) Hewson 2005
TLR4 | -A549 et BEAS-2B X -Guillot 2004
-16HBE140- et CFTE290- X -Greene 2005
-A549 X(inflammation) -Monick 2003

Figure 29 : Tableau récapitulatif de I’expression des TLR dans les cellules épithéliales

bronchiques.

IV.2. Les Récepteurs d’épuration ou Scavenger Receptors

Les récepteurs scavenger ou récepteurs d’épuration appartiennent a une famille
diversifiée sur le plan structural, mais dont la propriété commune est, a I’origine, de lier les
lipoprotéines modifiées, les LDL (Low Density Lipoproteins). Ces récepteurs sont exprimés
constitutivement par les cellules myéloides, mais peuvent également étre induits sur de
nombreux types cellulaires. Plus tard, d’autres propriétés leur ont été attribuées, comme la
liaison et I’internalisation d’une grande variété de pathogenes, de méme que des molécules
endogenes ou modifiées dérivées de I’hote (corps apoptotiques). Ils participent ainsi a une

grande variété de processus physiologiques et pathologiques.
IV.2.a.  Structure
La famille des récepteurs scavenger se décompose en 8 sous-classes de A a H ayant

peu d’homologies de séquences mais qui cependant reconnaissent des ligands communs

(Figure 30).
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Figure 30: Les différentes classes de récepteurs scavenger. D’aprés Murphy
(Murphy 2005).

IV.2.a.i. Classe A

La classe A des récepteurs scavenger comprend les protéines SR-A1, SR-A2 et SR-A3
issues toutes trois de 1’épissage alternatif du géne SR-A (Freeman 1990; Gough 1998), la
protéine SRCL (Nakamura 2001) et la protéine MARCO (Macrophage Receptor with
Collagenous structure) (Elomaa 1995). Les récepteurs scavenger appartenant a cette classe
sont des glycoprotéines membranaires de type 2 (extrémité C-Terminale extracellulaire,
simple région transmembranaire et extrémité N-Terminale intracellulaire) qui peuvent former
des homotrimeres. Elles contiennent toutes au niveau de leur partie extracellulaire un domaine
de type collagéne permettant la liaison du ligand . Les protéines SR-A1, SR-A2 et SR-A3 sont
exprimées sur les macrophages, les cellules endothéliales et également les cellules
musculaires lisses. A noter que SR-A3 n’est pas fonctionnel et est séquestré dans le réticulum
endoplasmique. MARCO quant a lui est largement exprimé sur les macrophages de la zone
marginale de la rate et des ganglions lymphatiques, et également sur les DC de la rate. Enfin,

SRCL n’est exprimé que sur les cellules endothéliales.
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IV.2.a.ii. Classe B

La classe B des récepteurs scavenger comprend les protéines CD36, LIMPII et les
deux protéines issues de 1’épissage alternatif du gene SR-B, SR-B1 (CLA-1) et SR-B2. Les
récepteurs scavenger appartenant a la classe B sont des glycoprotéines membranaires de type
3 (multiples domaines transmembranaires) caractérisées par une structure en « épingle a
cheveux ». Elles possédent deux régions transmembranaires situées pres des extrémités C- et
N-Terminales cytoplasmiques (Greenwalt 1992). Le domaine central extracellulaire de CD36
contient des ponts disulfures intra-chaines qui sont requis pour la liaison du ligand (Gruarin
1997). CD36 et SR-B1 ont la capacit¢ de former des diméres et des multimeres (Greenwalt
1992; Reaven 2004; Thorne 1997). Tout comme les récepteurs scavenger de classe A, SR-B1
est exprimé sur les monocytes, les macrophages, mais il est en plus exprimé de fagon
importante dans les tissus adipeux et stéroidogéniques (Cao 1997). L’expression du CD36 est
restreinte aux lignées lymphoides et hématotpoiétiques comme les monocytes, macrophages,
les plaquettes, les cellules endothéliales, les adipocytes, les cellules musculaires lisses et

certaines cellules épithéliales (Matsumoto 2000).

1V.2.a.iii. Classe C

La protéine dSR-C1 a été découverte chez Drosophila melanogaster. Cependant,
aucune protéine équivalente n’existe a ce jour chez les autres eucaryotes. dSR-C1 est
exprimée sur les hémocytes et les macrophages durant le développement embryonnaire de
I’insecte (Pearson 1995). dSR-C1 est une protéine membranaire de type 1 (extrémité N-
Terminale extracellulaire, une région transmembranaire unique et une extrémité C-Terminale

cytoplasmique).

IVV.2.a.iv. Classe D

La classe D comprend les récepteurs CD68 (macrosialine pour I’orthologue murin) et
les protéines Lamp (Lysosomal membrane glycoprotein) -1, -2 et -3. CD68 et les protéines
Lamp sont des glycoprotéines membranaires de Type 1 et sont associées aux endosomes et
aux lysosomes, avec une extrémité N-Terminale extracellulaire et une extrémité C-Terminale
intracellulaire. Ces protéines sont fortement N- et O-glycosylées au niveau du domaine

mucin-like situé dans la partie extracellulaire. CD68 est exprimé sur les macrophages, les
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cellules de Langerhans, les DC et les ostéoclastes (Jiang 1998) alors que Lamp-1 et -2 sont
plus largement exprimés. L’expression de Lamp-3 est augmentée durant la maturation des
DC, supposant que cette protéine pourrait avoir une fonction dans le systéme immunitaire (de
Saint-Vis 1998). Enfin, CD68 est majoritairement exprimé au niveau des endosomes tardifs,
avec 10-15% des protéines exprimées a la surface mais pouvant étre rapidement internalisées

(Kurushima 2000).

IV.2.a.v. Classe E

La classe E des récepteurs scavenger n’est constituée que d’une seule protéine : LOX-
1 (Lectin-like Oxidized LDL receptor-1). A I'origine, LOX-1 fut identifié comme étant un
récepteur scavenger spécifique des cellules endothéliales. Cependant, il a par la suite été
détecté sur les macrophages, les cellules musculaires lisses et sur les plaquettes (Chen 2002a).
LOX-1 est une glycoprotéine membranaire de type 2 (extrémité C-Terminale extracellulaire,
simple région transmembranaire et courte extrémité N-Terminale intracellulaire) dont le
domaine extracellulaire de type lectine contient 6 résidus de cystéine hautement conservés
formant 3 ponts disulfures qui permettent de maintenir la structure tridimensionnelle de la
protéine. Chez I’homme, LOX-1 peut exister sous forme de diméres ou de multimeres liés de
facon covalente (Xie 2004). Le domaine de type lectine permet la liaison du ligand. La N-
glycosylation de ce domaine est nécessaire a la fois pour le transport du récepteur a la surface
de la cellule mais aussi a 1’obtention d’une liaison de haute affinité avec son ligand, en

particulier les LDL oxydés (Kataoka 2000).

1VV.2.a.vi. Classe F

La classe F comprend les récepteurs scavenger SREC (Scavenger Receptors expressed
on the Endothelial Cells) -1 et -2. Chez I’homme, ces protéines sont exprimées sur les cellules
endothéliales et les macrophages ; elles sont également retrouvées chez Caenorhabditis
elegans. L’épissage alternatif de SREC-1 donne 5 isoformes différentes, membranaires et
solubles (Adachi 2002a). SREC-1 et -2 sont des protéines membranaires de type 1. SREC-1
comporte un domaine N-Terminal extracellulaire contenant 10 répétitions riches en cystéines
dont 5 forment des domaines EGF-like. Ces domaines EGF-like sont impliqués dans les
interactions protéine-protéine et peuvent également permettre 1’oligomérisation de ces

récepteurs, ainsi que I’hétérodimérisation de SREC-1 et -2 (Ishii 2002). SREC-1 et -2
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différent au niveau de leur partie cytoplasmique. SREC-1 posséde une région riche en
sérines/prolines suivie d’une région riche en glycine alors que la partie cytoplasmique de
SREC-2 est riche en sérines, prolines, et en résidus chargés positivement. Cependant, il faut

noter que seul SREC-1 est fonctionnel.

1VV.2.a.vii. Classe G

La classe G des récepteurs scavenger est composée de la chimiokine SR-
PSOX/CXCL16 (Scavenger Receptor that binds Phosphatidylserine and Oxidized
Lipoprotein). SR-PSOX/CXCL16 est exprimé sur les cellules endothéliales, les cellules
musculaires lisses et les macrophages (Shimaoka 2000). SR-PSOX/CXCL16 est une protéine
membranaire de type 1 et son domaine extracellulaire contient une région de type chimiokine
adjacente a une région glycosylée de type mucine. Sa région extracellulaire peut étre clivée et
produit ainsi un fragment soluble (Abel 2004; Shimaoka 2000; Shimaoka 2003). Ce fragment
soluble a une activité chimiotactique pour les lymphocytes T ainsi que pour les cellules NKT,
deux types cellulaires exprimant le récepteur de CXCL16, le CXCR6 (Hase 2006; Johnston
2003).

1VV.2.a.viii.Classe H

La classe H des récepteurs scavenger est composée des protéines FEEL (Fasciclin,
EGF-like, laminin-type EGF-like and link domain-containing scavenger receptor) -1 et -2
(Adachi 2002b). FEEL-1 fut indépendamment identifiée en tant que Stabilin-1 (Politz 2002)
ou encore CLEVER-1 (Common Lymphatic Endothelial and Vascular Endothelial Receptor-
1) (Irjala 2003) et FEEL-2 correspond a la Stabilin-2 (Politz 2002) FEEL-1 et -2 sont de
grosses protéines membranaires de type 1 de 2570 et 2551 acides aminés respectivement. Le
domaine N-Terminal extracellulaire de FEEL-1 est composé¢ de 7 domaines Fasciclin, 16
domaines de type EGF, 2 domaines laminin-type EGF-like, d’un domaine transmembranaire
et d’un court domaine C-Terminal cytoplasmique contenant le motif NPVF nécessaire a
I’endocytose. FEEL-2 posséde une structure similaire & FEEL-1, mais différe par le nombre
de domaines de type EGF qui est de 15, et par son domaine C-Terminal cytoplasmique qui
contient le motif NPLY nécessaire lui aussi a ’endocytose (Adachi 2002b). Ces 2 récepteurs
sont fortement exprimés dans le foie et les ganglions lymphatiques. FEEL-1 est exprimé dans

les monocytes/macrophages ainsi que dans les cellules endothéliales alors que 1I’expression de
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FEEL-2 dans ces types cellulaires est a peine détectable (Adachi 2002b). FEEL-1 et -2 ont des
localisations différentes au niveau de la cellule. En effet, FEEL-1 est localisé au niveau des
endosomes précoces, des endosomes recyclés et au niveau du réseau trans-golgien
(Kzhyshkowska 2004; Prevo 2004). On retrouve également FEEL-2 au niveau des endosomes
précoces et au niveau de la membrane plasmique, mais a une concentration plus importante

que FEEL-1 au niveau de cette dernicre.

IV.2.b. Lesligands

A TDorigine, les récepteurs scavenger se sont vus attribuer la tidche de lier et
d’internaliser le cholestérol (LDL, HDL et VLDL) modifié¢. Des études ont ensuite montré
qu’ils pouvaient également lier des protéines endogenes telles que le collagéne ou la
fibronectine, mais également d’autres molécules modifiées telles que les phosphatidylsérines
que I’on ne trouve qu’a la surface des cellules apoptotiques. Enfin, les récepteurs scavenger
jouent un role dans la réponse immunitaire en liant des ligands d’origine bactérienne, virale,
parasitaire ou encore fongique. La figure 31 résume les différents ligands de récepteurs

scavenger.
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Figure 31 : Les Ligands des récepteurs scavenger. Modifié d’aprés Mukhopadhyay
(Mukhopadhyay 2004; Murphy 2005).

IV.2.c.  Trafic intracellulaire et signalisation

Les travaux étudiant la signalisation intracellulaire des récepteurs scavenger ont
essentiellement analysé les événements qui suivent la liaison des récepteurs scavenger avec
des ligands lipidiques endogénes. Peu d’études concernent la signalisation qui suit la liaison
des récepteurs scavenger avec des motifs dérivés de pathogenes.

Néanmoins, quelques-unes existent, dont une trés récente de Leppert et al qui montre

que la protéine VSG (Variant Surface Glycoprotein) des Trypanosomes africains se lie a la
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surface des macrophages murins RAW 264.7, entrainant ’activation de la voie NF-xB
indépendemment d’une activation des TLR. La liaison de VSG a la membrane est saturable,
dépend des récepteurs scavenger et la protéine VSG est internalisée, €étape nécessaire a
I’activation de NF-«xB, de facon indépendante des vésicules de Clathrine, et est redirigée vers

le compartiment endosomal (Leppert 2007).

IV.2.c.i. Classe A

Lorsque les triméres de récepteurs SR-A se lient aux OxLDL au niveau de la surface
cellulaire, les complexes récepteurs/ligands se concentrent au niveau de puits de clathrine puis
de vésicules de clathrine qui vont ensuite fusionner avec les endosomes. Le pH acide des
endosomes va permettre la dissociation des complexes ligands/récepteurs. Les triméres de
récepteurs SR-A1 et 2 sont ensuite recyclés a la membrane plasmique via le réseau trans-
Golgien (Mori 1994). La liaison du ligand va activer différentes voies de signalisation. La
liaison de SR-A a son ligand induit la phosphorylation de la phospholipase C-yl (PLC-yl) et
de la phosphatidylinositol 3-kinase (PI 3-kinase) au niveau d’une tyrosine. SR-A active
également la voie de la PKC, des protéines hétérotrimériques G, des mitogen-activated
protein kinases (MAPK), des caspases et induit la sécrétion de cytokines (Chao 2001; Coller
2001; Hsu 2001; Hsu 1998; Whitman 2000).

Un travail sur des souris SR-A déficientes a montré que les voies de signalisation
induites par la fucoidine et 1’acide lipoteichoique dans les macrophages étaient encore
induites dans les macrophages des souris déficientes, et que cette voie de signalisation était
probablement induite via le CD14 (Kim 2003).

Concernant I’implication des SR-A dans I’immunité innée, une étude a montré que ces
protéines étaient impliquées dans la phagocytose des bactéries a Gram positif et négatif, ainsi
que dans la clairance de I’endotoxine (Hampton 1991; Peiser 2000; Thomas 2000). Par
ailleurs, une étude réalisée sur la lignée de macrophages RAW 264.7 a montré que la
production de TNF-a induite par I’activation des récepteurs SR-A par le LTA et le poly I:C
nécessitait une synthése protéique de novo, I’internalisation des ligands dans des vésicules de
clathrine, la polymérisation de 1’actine, la phosphorylation de tyrosines et la mobilisation de la
voie de signalisation des MAPK (Coller 2001).

Enfin, les protéines SR-A sont impliquées dans la régulation de 1’adhésion cellulaire,
directement ou indirectement par liaison des protéoglycanes de la matrice extracellulaire

(Santiago-Garcia 2003).
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MARCO est fortement exprimé sur les macrophages de la rate et des ganglions
lymphatiques, et reconnait les bactéries (Kraal 2000), ce qui I’'implique dans la défense de
I’héte. Par ailleurs, MARCO est également exprimé par les macrophages pulmonaires ou il est
impliqué dans les réponses immunitaires contre les particules inhalées et les pathogénes
environnementaux (Arredouani 2004). Enfin, MARCO semble agir comme un détecteur a la
surface des cellules, puisqu’il peut moduler la dynamique non seulement du cytosquelette
d’actine durant la maturation des DC (Granucci 2003) mais aussi de la membrane plasmique
des macrophages durant la capture des pathogenes (Pikkarainen 1999).

Enfin, concernant SRCL, son domaine cytoplasmique contient un signal potentiel
d’internalisation suggérant que les complexes récepteur/ligand pourraient étre internalisés et

pris en charge par le systeme endosome/lysosome (Nakamura 2001).

IV.2.c.ii. Classe B

Contrairement aux récepteurs appartenant a la classe A, le CD36 est associ¢ aux
radeaux lipidiques. La liaison avec les OxLDL entraine I’internalisation du complexe
récepteur/ligand par une voie dépendante des radeaux lipidiques mais indépendante de la
Clathrine et de la Cavéoline dans des cellules CHO transfectées par CD36 (Zeng 2003).

SR-B1 est ¢galement associ¢ aux radeaux lipidiques. Il permet I’internalisation des
esters de cholestérol a partir des lipoprotéines par une voie indépendante de la cavéoline
(Peng 2004). Une étude sur des cellules hépatiques a montré que la capture du cholestérol a
partir des LDL était favorisée au niveau des radeaux riches en cholestérol non oxyd¢, alors
que la capture du cholestérol a partir des HDL était elle au contraire favorisée au niveau des
radeaux riches en cholestérol oxydé. Cette étude permet d’en conclure que I’oxydation des
lipides composant les radeaux favorise 1’oligomérisation de SR-Bl, la liaison et
I’internalisation des HDL. Enfin, la capture du cholestérol a partir des LDL et des HDL induit
I’internalisation du complexe ligand/récepeur puis le recyclage du récepteur (Rhainds 2004).
Enfin, une étude a montré que SR-B1 liait le LPS bactérien et qu’il le transportait vers le
Golgi (Vishnyakova 2003).

Concernant SR-B2, une ¢étude 1’a localisé au niveau de cavéoles (Webb 1998). Par
ailleurs, un motif au niveau de sa séquence cytoplasmique semble induire sa faible
localisation a la surface de la cellule. Enfin, contrairement a la capture du cholestérol par SR-
B1 ou les HDL restent en surface, SR-B2 induit 1’internalisation et 1’accumulation des HDL

dans les endosomes (Eckhardt 2004).
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Concernant les différentes voies de signalisation impliquées, des études ont montré
que la liaison de CD36 a I’apolipoprotéine fibrillaire C-2 activait la voie de Lyn, Fyn et/ou
p44/42 MAP kinases, conduisant a I’augmentation de la production de TNF-a, alors que la
liaison avec la protéine B-amyloide entrainait la production d’espéces réactives de 1’oxygene
et la production de MCP-1 (Medeiros 2004; Moore 2002). La protéine SR-B1 quant a elle
interagit par son extrémité cytoplasmique avec CLAMP, une protéine munie de domaines
PDZ, permettant la régulation du transfert du cholestérol et du trafic du complexe
ligand/récepteur (Ikemoto 2000). Par ailleurs, 1’activation de SR-B1 stimule 1’activité de
I’enzyme eNOS et ainsi la production d’oxyde nitrique par une voie de signalisation
impliquant c-Src et la PI-3-kinase, Akt et les MAP kinases (Mineo 2003). Enfin, peu de
choses sont connues concernant la signalisation par SR-B2, mais une étude a montré que son
domaine cytoplasmique C-Terminal contenait des motifs qui peuvent potentiellement étre

phosphorylés, et qui pourraient permettre le recrutement de la PLCyl (Mulcahy 2004).

1VV.2.c.iii. Classe E

La liaison de LOX-1 avec les OxLDL induit une augmentation de son ARNm et de sa
protéine, mais également I’activation de NF-kB, la production d’espéces réactives de
I’oxygene, et permet I’ouverture du canal a potassium activé par le calcium au niveau des
cellules endothéliales (Cominacini 2000; Kuhlmann 2003; Nishimura 2004). La liaison des
OxHDL a LOX-1 peut également activer NF-kB dans les cellules endothéliales (Matsunaga
2003). L’activation de LOX-1 peut conduire a 1’augmentation de 1’expression de I’ACE
(angiotensin-converting enzyme), de la chimiokine MCP-1, et ce par une voie dépendante des
MAP kinases (Li 2000a; Li 2003c). La mobilisation de LOX-1 peut également activer la voie
de la PKC-a (Li 2003a) ou de la PKC-B (Li 2003b) entrainant dans le premier cas
I’augmentation de 1’expression de CD40, de son ligand CD40 ligand et leur voie de
signalisation conduisant a I’expression de cytokines et chimiokines proinflammatoires, et dans
le deuxiéme cas une augmentation de l’activité des métalloprotéases matricielles. Enfin,
I’activation de LOX-1 déclenche la mort des cellules par apoptose (Li 2000b) en induisant
une augmentation du ratio Bax/Bcl-2 (Kataoka 2001), une diminution de I’expression de la
protéine anti-apoptotique c-IAP, une augmentation de la libération du cytochrome ¢ dans le
cytoplasme par la mitochondrie et I’activation des caspases-3 et -9 (Chen 2004). En induisant
ainsi la mort cellulaire, LOX-1 joue un réle important dans la formation des plaques et 1ésions

athérosclérotiques.
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IV.2.c.iv. Classe G

SR-PSOX/CXCL16 peut lier les OXLDL et induire leur internalisation ainsi que leur
dégradation (Shimaoka 2000). Au niveau des cellules musculaires lisses, SR-PSOX/CXCL16
peut induire différentes réponses parmi lesquelles I’activation de NF-kB via les protéines G
hétérotrimériques, la PI-3-kinase, c-Akt et IKK, induisant ainsi la prolifération des cellules
musculaires lisses (Chandrasekar 2004). Une étude a montré que SR-PSOX/CXCL16 pouvait
contribuer au recrutement de lymphocytes T CD8+ au niveau des valves cardiaques dans le

contexte d’une maladie inflammatoire des valves cardiaques (Yamauchi 2004).

IV.2.d.  Expression dans les DC

IV.2d.i. Chez I’lhomme

CD36 est exprimé sur les DC et joue un role protecteur dans la pathologie de la
malaria ; en effet, les souris CD36” reconstituées avec des cellules hématopoiétiques de
souris sauvages ne développent pas les symptomes encéphaliques et survivent plus longtemps.
Ce rdle protecteur de CD36 n’est effectif que lorsque le CD36 n’est exprimé que sur les
cellules hématopoiétiques, et est masqué chez les souris sauvages exprimant le CD36 a la fois
dans les cellules hématopoiétiques et non-hématopoiétiques (Cunha-Rodrigues 2007). Une
autre étude concernant le CD36 a montré son réle dans la régulation des fonctions de la DC,
et notamment dans le maintien de la tolérance périphérique. Urban et al ont montré que
I’exposition des DC a des anticorps anti-CD36 ou encore a des cellules apoptotiques inhibait
la maturation des DC ainsi que la sécrétion de cytokines inflammatoires en réponse au LPS.
En revanche, les DC sécrétent plus d’IL-10. Les auteurs suggérent donc que les érythrocytes
infectés par Plasmodium falciparum et les cellules apoptotiques engagent des voies de
signalisation similaires permettant de réguler les fonctions de la DC, induisant
préférentiellement une tolérance périphérique (Urban 2001). Enfin, une étude a montré que
cette tolérance induite par le CD36 était permise grace a sa régulation négative par le facteur
de transcription RUNX3 qui empéche I’expression du géne CD36 (Puig-Kroger 2006).

Une ¢étude a montré que SR-PSOX/CXCLI16 était exprimé par les DC my¢éloides : le
niveau d’expression est moindre dans les DC immatures, et augmente avec la maturation des
DC. En revanche, les DC plasmacytoides ne I’expriment qu’a un faible niveau. Par ailleurs,

ces cellules produisent la forme soluble de CXCL16, a un niveau soutenu par les DC
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my¢loides, suggérant un role dans le recrutement et la stimulation des lymphocytes T dans les
organes lymphoides (Tabata 2005). Le CXCL16 participe a 1’activation des pDC par le TLR9
en transportant ce ligand vers le TLR (Gursel 2006).

Une étude menée par Pfistershammer et al a montré I’expression de SREC-1, SR-A1
et CLA-1 a la surface des DC. Les auteurs ont montré que la protéine THP (Tamm-Horsfall
Protein), présente exclusivement dans le rein et I'urine et jouant un réle important dans
I’immunité anti-bactérienne au niveau du tractus urogénital, se liait a ces 3 récepteurs
scavenger et pas au TLR4, et induisait une maturation des DC dépendante du TLR4
(Pfistershammer 2008).

Une étude de Delneste et al montre que LOX-1 est exprimé par les DC, qu’il est
capable de lier les protéines HSP et de médier une présentation croisée de I’antigéne, a savoir
la présentation d’un antigéne endogéne par le CMH de classe I reconnu par les lymphocytes T

CDS8" (Delneste 2002).

1VV.2.d.ii. Chez la souris

Une ¢étude réalisée par Palliser et al sur des DC dérivées de la moélle osseuse a montré
que la protéine de fusion Hsfp (composée de la protéine mycobactérienne hsp65 prolongée a
sa partie C-Terminale d’un polypeptide) était présentée via le CMH de classe 1 par la DC aux
lymphocytes T CD8+, et non pas via le CMH de classe 2 aux lymphocytes T CD4+, et ce,
grace a I’internalisation de la protéine de fusion par un récepteur scavenger. La liaison de
Hsfp a la surface de la DC est inhibée par 1’ajout de polymeéres polyanioniques, ligands de
récepteurs scavenger. Les auteurs démontrent donc que la redirection de ligands exogénes
vers les récepteurs scavenger permet leur présentation croisée via le CMH de classe 1 vers les
lymphocytes T CD8+ (Palliser 2005).

L’équipe de Becker et al s’est attachée a analyser la distribution de SR-A sur les
différentes sous-populations de DC murines. Ainsi, SR-A est exprimé a la surface des DC
issues de la moélle osseuse (BMDC) cultivées en présence de GM-CSF, exprimant le CD11c,
le CD11b et DEC-205. En revanche, les BMDC cultivées en présence de FIt3L (DC
plasmacytoides) n’expriment pas SR-A. Les auteurs se sont ensuite attachés a étudier la
distribution de SR-A dans les DC spléniques ou ils montrent que le SR-A est exprimé sur les
DC CDll1c+ CDI11b+ CD4- CD8a-. Ils montrent enfin que les cellules déficientes en SR-A
expriment de fagon plus importante que les cellules sauvages (wild type) les molécules de

costimulation ainsi que les cytokines pro-inflammatoires en présence de LPS, suggérant ainsi
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que les récepteurs scavenger, et notamment SR-A, limitent la maturation des DC, et
pourraient jouer un role dans le maintien de la tolérance périphérique (Becker 2006).

Dans le méme ordre d’idées, Wang et al ont montré que SR-A régulait négativement
la réponse immunitaire anti-tumorale spécifique d’un antigene. En effet, des souris déficientes
pour SR-A développent une réponse immunitaire anti-tumorale plus efficace que les souris
sauvages apres provocation avec un antigéne tumoral. Par ailleurs, les auteurs montrent que
les DC issues des souris déficientes pour SR-A sont plus sensibles aux stimuli inflammatoires
et présentent les antigeénes plus efficacement que les DC issues des souris sauvages. Cette
¢tude suggere donc que SR-A régule négativement I’immunité anti-tumorale spécifique d’un
antigene (Wang 2007).

Une étude réalisée chez la souris a montré que les récepteurs scavenger SR-A1/2
participaient a la phagocytose des bactéries a Gram négatif par les DC. L’expression de SR-
A1/2 est régulée positivement durant la différenciation des précurseurs issus de la moélle
osseuse, et est corrélée a I’acquisition de I’expression du CD11c. Le défaut de phagocytose
observé dans les BMDC SR-A”" est non seulement dd 4 une diminution du nombre de cellules
phagocytant mais également a une diminution du nombre de bactéries capturées par les
cellules encore capables de phagocyter. SR-A1/2 n’est pas associé aux radeaux lipidiques a
I’état basal. Cependant, sa présence au sein des radeaux lipidiques est indispensable a la
phagocytose (Amiel 2007).

Plusieurs études impliquent le CD36 dans le processus de présentation croisée de
I’antigéne, et notamment d’antigénes présents a la surface des cellules apoptotiques.
Cependant, un travail récent réalisé par Belz et al a montré que bien que CD36 soit fortement
exprimé a la surface des DC spléniques CD8+, il n’est pas indispensable lors du processus de
présentation croisée in vivo. En effet, des DC spléniques CD8+ issues de souris invalidées
pour CD36 présentent la méme capacité que les DC sauvages (wild type) a présenter des

antigénes exogenes et endogenes de fagon croisée (Belz 2002).

IV.2.e.  Expression dans les cellules épithéliales bronchiques

Peu d’études décrivent 1’expression des récepteurs scavenger dans les cellules
épithéliales bronchiques.

Le travail de Darren et al sur la lignée cellulaire A549 démontre I’expression du CD36
par ces cellules et son implication (avec d’autres récepteurs) dans la reconnaissance et la

phagocytose des éosinophiles apoptotiques (Sexton 2001).
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Une autre étude concerne I’expression du CD36 dans les cellules épithéliales
bronchiques. Mayer et al montrent que les cellules épithéliales bronchiques expriment
différents récepteurs de I'immunité innée, entre autre les TLR2, -1 et -6 et le CD36.
Cependant, ils montrent que le TLR2 et le CD36 sont exprimés a un faible niveau, entrainant
une faible réponse aux bactéries a Gram positif, suggérant ainsi que les cellules épithéliales
bronchiques régulent leur sensibilit¢ vis-a-vis des pathogénes en régulant le niveau
d’expression de leurs récepteurs (Mayer 2007).

Une derni¢re étude concerne 1’effet de I’alcool et de la cigarette sur le processus de
réparation de 1’épithélium. L’alcool et la cigarette induisent la production de composés tels
que le malondialdéhyde et 1’acétaldéhyde qui ont la capacit¢ d’activer la PKC (Protéine-
Kinase C). Wyatt et al montrent que la BSA (Bovine SerumAlbumine) couplée au
malondialdéhyde et a I’acétaldéhyde (BSA-MAA) ralentit le processus de réparation de
I’épithélium bronchique. Ce ralentissement de la réparation est dii a I’activation de la PKC,
qui est la conséquence de la liaison de la BSA-MAA sur un ou des récepteurs scavenger. Les
auteurs ont au préalable montré 1’expression des récepteurs scavenger CD36, SRA, SR-B1/2
dans les cellules épithéliales bronchiques humaines BEAS-2B et les cellules épithéliales

bronchiques bovines primaires (Wyatt 2005).

1\VV.3. Collaboration entre PRR

Etant donné que les pathogénes comportent plusieurs motifs de reconnaissance
reconnus par plusieurs PRR, la réponse immune qui va s’ensuivre sera la somme de chaque
stimulation. Les PRR doivent donc interagir entre eux. Il existe ainsi des collaborations entre
les TLR, mais également entre les TLR et d’autres PRR, afin d’obtenir idéalement une

réponse immunitaire adaptée.

1V.3.a. Interactions TLR/TLR

Plusieurs études démontrent la collaboration entre différents TLR, et montrent que
selon la combinaison de ceux-ci, on observe une certaine synergie entre les TLR impliqués,
ou au contraire une désensibilisation.

Une premicre étude réalisée sur la lignée murine de macrophages RAW 264.7 a
montré que la stimulation simultanée de ces macrophages par un ligand de TLR2 et un ligand

de TLR4 potentialisait de facon dose-dépendante la production de TNF-a par rapport a la
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stimulation par un seul ligand de TLR (Beutler 2001). Une autre étude réalisée cette fois sur
des DC humaines et murines montre une synergie des TLR dans la polarisation Th-1. Dans les
DC humaines, les agonistes de TLR3 et 4 agissent en synergie avec I’agoniste de TLRS8 en
induisant une production de cytokines de type Th-1 beaucoup plus importante que celle
induite par un seul de ces ligands, et maintenue dans le temps. En outre, cette potentialisation
de la réponse Th-1 dépend d’une « fenétre-horaire », ¢’est-a-dire que la potentialisation n’est
effective que si les stimuli sont espacés au maximum de 4 heures. Les auteurs concluent que
la synergie d’action de ces TLR pourrait représenter une sorte de combinaison de sécurité
(deux produits microbiens dans différents compartiments cellulaires) qui permettrait la
génération d’effecteurs puissants uniquement en réponse a certains pathogenes (Napolitani
2005). Deux études réalisées par Bafica et al montrent ensuite une collaboration entre les
TLR2 et 9 lors des infections par Trypanosoma cruzy et Mycobacterium tuberculosis chez la
souris. L’auteur montre que des souris déficientes pour les deux TLR présentent une
production d’IL-12 et d’IFN-y trés réduite lors de ces deux infections comparativement aux
souris sauvages et déficientes pour un seul TLR, une survie réduite et également une
augmentation de la parasitémie lors de l’infection des souris avec de fortes doses de
Mycobacterium tuberculosis (Bafica 2006; Bafica 2005). Le travail réalisé par Weiss et al
chez la souris dans le cadre de I’infection par Salmonella typhimurium montre une
collaboration séquentielle entre les TLR4 et 2. En effet, le TLR4 contribue a la production
précoce de cytokines et a I’élimination des bactéries par les macrophages, alors que le TLR2
intervient plus tardivement dans les réponses des macrophages. Le TLR4 est en effet une sorte
de sentinelle exprimé constitutivement a la surface des macrophages résidents et permettant
une signalisation immédiate en réponse a une infection bactérienne (TNF-a) ou virale (IFN-
B). Plus tard dans I’infection, le TLR4 est régulé négativement dans les macrophages alors
que le TLR2 est lui régulé positivement, induisant un autre type de réponse par les
macrophages (Weiss 2004). Un dernier travail réalisé chez la souris montre une collaboration
entre les TLR9 et 3 dans la défense contre le Cytomegalovirus murin. Les auteurs montrent
que lors d’une infection par le Cytomegalovirus murin, le TLR9 et la voie MyD88 ainsi que le
TLR3 et la voie TRIF contribuent tous les deux a la défense contre cette infection virale
systémique, mais qu’aucun des deux ne peut enrayer seul cette infection. Les deux TLR
doivent agir en synergie afin d’enrayer I’infection par le Cytomegalovirus murin (Tabeta
2004).

La collaboration entre différents TLR peut au contraire réduire la réponse immunitaire.

Re et al montrent que la stimulation concomitante par le TLR2 et les TLR3 ou 4 bloque la
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production de cytokines de type Th-1 induite par les TLR3 et 4. Cette inhibition de la
production de cytokines de type Th-1 semble étre due a la production d’IL-10 induite par le
TLR2 qui agit de facon autocrine, puisque ’utilisation d’anticorps anti-IL-10 élimine les
effets du TLR2 (Re 2004). Une derniere étude montre qu’en fonction du timing de
stimulation, la réponse aux ligands de TLR2 et 4 sera différente. Le traitement simultané de
macrophages murins avec des agonistes de TLR2 et 4 a une action synergique sur la
production de TNF-a, alors que si les cellules sont prétraitées avec 1’agoniste du TLR2,
I’action de I’agoniste du TLR4 est abolie. Le prétraitement avec 1’agoniste du TLR2 induit
une tolérance vis-a-vis de 1’agoniste du TLR4 qui n’est pas associée a la diminution en
surface du complexe TLR4-MD2 mais qui serait la conséquence de modifications dans la
signalisation du TLR4 (Sato 2000).

Enfin, le travail de Vanhoutte et al montre que la collaboration entre deux TLR, en
I’occurrence les TLR2 et 3 peut se traduire soit par une synergie entre les deux récepteurs, soit
au contraire par une inhibition croisée. Les auteurs montrent en effet que les TLR2 et 3
agissent en synergie et de facon dose-dépendante pour induire la production de TNF-a, d’IL-6
et des membres de la famille de I'IL-12 (IL-12p40, IL-12p23 et IL-27p28) par les DC
my¢loides murines. On observe également une action synergique de ces deux récepteurs dans
la production d’IFN-y par les lymphocytes T et les cellules NK (Natural Killer) médiée par les
DC. En revanche, le TLR2 inhibe I’expression des ISG (Interferon Stimulated Genes) de type
I (MIG/CXCL9, IP-10/CXCL10, GARG39) et de I’IL-12p35 induite par le TLR3 (Vanhoutte
2008).

IV.3.b. Interactions TLR/récepteurs scavenger

De la méme maniere qu’il existe une collaboration entre les TLR permettant une
réponse immunitaire adaptée, il existe dans certaines situations une collaboration entre les
TLR et les récepteurs scavenger. Ainsi, plusieurs travaux suggerent lI’implication des
récepteurs scavenger comme co-récepteurs dans la reconnaissance ou le transport de ligands
de TLR.

Une premiére étude réalisée sur la lignée murine de macrophages RAW 264.7 a
montré que la stimulation simultanée de ces macrophages par un ligand de TLR2 et un ligand
de TLR4 induisait une augmentation de I’expression de SR-A, ce qui a pour conséquence la

liaison et ’internalisation du LPS (Xu 2007).
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Un travail réalisé¢ par Stuart et al a montré que le CD36 permettait la liaison et
I’internalisation de bactéries a Gram positif comme Staphylococcus aureus ainsi qu’un de ses
composants, 1’acide lipoteichoique. L’internalisation de cette bactérie et de son composant
sont permis par la portion cytoplasmique de CD36, qui active également la signalisation par le
complexe TLR2/TLR6 (Stuart 2005). Enfin, Triantafilou et al ont montré que lors de
I’exposition aux ligands de TLR2 (LTA) et aux lipoprotéines diacylées, le CD36, localisé au
niveau des radeaux lipidiques contrairement aux hétérodimaires TLR2/TLR6, se liait a ces
ligands et permettait le recrutement des hétérodiméres TLR2/TLR6 au sein des radeaux
lipidiques. Ce recrutement a pour conséquence 1’internalisation des ligands et la signalisation
des TLR. Tout le complexe Ligand/TLR2/TLR6/CD36 est alors internalis¢ et redirigé vers le
Golgi (Triantafilou 2006).

L’étude réalisée par Jeannin et al montre la collaboration entre les récepteurs
scavenger LOX-1 et SREC-1 et le TLR2 dans la reconnaissance de KpOmpA, protéine de la
membrane externe de la bactérie Klebsiella pneumoniae. KpOmpA se lie spécifiquement aux
récepteurs scavenger LOX-1 et SREC-1, puisque cette liaison est inhibée par des ligands
naturels des récepteurs scavenger (BSA maléylée, OXLDL ou fucoidine). Par ailleurs, les
auteurs montrent que LOX-1 et le TLR2 sont colocalisés en présence de KpOmpA, et que la
présence des deux récepteurs est requise a 1’élaboration de la réponse immunitaire (Jeannin
2005).

Enfin, une étude réalisée sur des cellules mononucléées de sang périphérique
humaines montre que le CXCL16 influence la réponse induite par les motifs CpG, ligands de
TLRO. Les auteurs montrent que le CXCL16, exprimé a la surface des pDC, contribue a la
liaison, la capture et I’activité des motifs CpG ODN de type D. Ces agonistes de TLR9
s’accumulent alors dans les endosomes précoces. Il faut noter que le dextran sulfate et la
fucoidine inhibent I’activation des pDC par les motifs CpG ODN de type D, que des anticorps
anti-CXCL16 empéchent la liaison et I’activation des pDC par les motifs CpG ODN de type
D, et qu’enfin, seule la transfection simultanée de cellules n’exprimant pas le CXCL16 et le
TLRY par CXCL16 et TLRY permet leur activation par les motifs CpG ODN de type D. Cette
¢tude suggere donc que le CXCL16 permet I’internalisation des CpG ODN de type D et leur
redirection vers les compartiments renfermant le TLR9 qui induira a son tour une

signalisation et une réponse immunitaire adéquate (Gursel 2006).
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But du travail de these

L’appareil respiratoire est la cible privilégiée des polluants atmosphériques qu’ils soient
gazeux ou particulaires. Des études épidémiologiques ont montré un lien entre le niveau de ces
polluants et la recrudescence de maladies respiratoires, en particulier des allergies et de 1’asthme
persistant. En effet, un accroissement de la morbidité et de 1’incidence des maladies allergiques
sont associés aux pics de pollution.

L’implication des cellules épithéliales bronchiques (CEB) dans le recrutement des
précurseurs de cellules dendritiques (DC) ainsi que la localisation des DC au sein méme de
I’épithélium démontrent I’existence d’interactions entre ces 2 types cellulaires. Des travaux
réalisés au niveau de la muqueuse intestinale ainsi qu’au niveau de la muqueuse des voies
aériennes ont montré que ces interactions faisaient intervenir des protéines d’adhérence,
notamment les protéines de jonctions serrées comme ZO-1, 1’Occludine, ou encore les
Claudines. Par ailleurs, la capture des antigenes par les cellules dendritiques a la surface de
I’épithélium laisse supposer une délocalisation/relocalisation voire une augmentation de
I’expression de récepteurs tels que les Toll-like receptors (TLR) ou les Scavenger Receptors
(SR), récepteurs de I’immunité innée, au niveau des dendrites.

L’objectif de mon travail était de définir ’influence des ligands de TLR2, -3 et -4 et
leur modulation par I’exposition a des particules de diesel sur les interactions entre cellules
épithéliales bronchiques et cellules dendritiques et leurs conséquences fonctionnelles sur les
cellules dendritiques.

Nous nous sommes particulicrement focalisés sur la régulation de 1’expression des
protéines de jonctions intercellulaires, protéines jouant un réle important dans les interactions
entre ces deux types cellulaires, par les ligands de TLR2, 3 et 4 au niveau de la cellule
dendritique ainsi qu’aux conséquences fonctionnelles de 1’établissement de telles jonctions
entre cellules épithéliales bronchiques et cellules dendritiques. Nous nous sommes ensuite
attachés a comprendre I’implication des SR lors de I’interaction des cellules dendritiques avec
les particules de diesel, en étudiant la régulation de 1’expression des SR, leur role dans la

capture et la modulation de I’effet des particules de diesel par les ligands de SR.
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Deuxieme partie : Travaux de recherche
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Article |
Interactions entre les Cellules Epithéliales Bronchiques et les cellules
Dendritiques apres exposition a kpOmpA, un PAMP dérivé de Klebsiella pneumoniae.
Muriel Pichavant, Solenne Taront, Pascale Jeannin, Laétitia Breuilh, Anne-Sophie
Charbonnier, Corentin Spriet, Catherine Fourneau, Nathalie Corvaia, Laurent Héliot, Anne
Brichet, André-Bernard Tonnel, Yves Delneste et Philippe Gosset The Journal of

Immunology, 2006, 177: 5912-19

Lors de I’exposition a Klebsiella pneumoniae, nous avons montré que le
développement de la réponse immunitaire innée implique vraisemblablement 1’activation des
CEB par kpOmpA. De plus, cette protéine présente un réel potentiel en tant qu’agent vaccinal,
notamment par administration au niveau des voies aériennes. Comme le systéme immunitaire
muqueux repose sur un réseau de surveillance établi par les DC, localisées au sein de
I’épithélium bronchique, notre but était de définir le rdle de 1’activation des CEB exposées a

kpOmpA dans le recrutement de DC et dans I’initiation d’une réponse immunitaire adaptative.

Pour cela, nous avons étudié :

- la production de chimiokines potentiellement actives sur les DC par les CEB,

- la migration des MDDC et des LC en réponses aux surnageants des CEB, ou dans un
modele in vitro de reconstitution d’un épithélium polarisé,

- le devenir des DC recrutées par les CEB,

- in vivo le recrutement de DC aprés injection intranasale de kpOmpA a des souris

BALB/c.
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CONCLUSION DE L’ETUDE :

Au cours de cette étude, nous avons démontré que :

- kpOmpA induit la sécrétion de CCL2, CCL5, CCL20 et CXCL10 par les CEB, qui
est responsable du recrutement de précurseurs de MDDC et de LC,

- les précurseurs de MDDC migrent dans la couche épithéliale et capturent kpOmpA,

- les CEB favorisent la différenciation et la maturation de ces précurseurs de DC, par
un mécanisme partiellement dépendant de 'ICAM-1,

- des injections intranasales de kpOmpA, chez la souris, induisent un recrutement de

cellules CD11c¢" et I-a*" dans la muqueuse bronchique.

Cette étude démontre I’importance des CEB dans le contrdle du recrutement et des
fonctions des DC au sein de la muqueuse bronchique. En effet, I’épithélium bronchique
semble étre impliqué dans le processus de différenciation/maturation des DC. Les contacts
cellulaires, impliquant notamment I’'ICAM-1, jouent un réle important dans la maturation
phénotypique des DC. Ainsi, ces travaux démontrent pour la premiere fois le role de
I”épithélium bronchique dans le développement de la sensibilisation par les voies aériennes, et
soulignent I’intérét de cibler 1I’épithélium bronchique pour une immunothérapie au niveau de

la muqueuse respiratoire.
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Article 11

Modulation par les ligands de TLR de I’expression ds protéines de jonctions adhérentes

et serrées dans les cellules dendritiques : impact sur leur maturation

Taront Solenne, TORRES David, Polette Myriam, HELIOT Laurent, Lassalle Philippe,

Gosset Philippe.

La muqueuse respiratoire est constamment exposée a des antigénes d’origine
bactérienne ou virale, contre lesquels elle se défend au moyen de la clairance mucociliaire
mais également de I’immunité des muqueuses. Parmi les cellules immunitaires impliquées, les
cellules dendritiques (DC) forment un réseau d’immunosurveillance complexe au contact de
la muqueuse respiratoire.

L’¢épithélium bronchique constitue une barriére grace notamment a l’existence de
jonctions intercellulaires : les jonctions serrées et les jonctions adhérentes.

Au niveau de 1’épithélium intestinal, les DC sont capables de capturer des antigeénes
situés dans la lumiére intestinale en envoyant des dendrites entre les cellules épithéliales sans
rompre I’intégrit¢ de la barriére épithéliale. Les DC expriment en effet des protéines de
jonctions serrées telles que ZO-1, I’Occludine et la Claudine.

Au niveau respiratoire, le mécanisme par lequel les DC capturent les antigénes au
niveau de la lumicre bronchique n’est pas entierement élucidé.

Alors que I’expression des protéines de jonctions serrées dans les DC a été démontrée,
la régulation de I’expression des protéines de jonctions adhérentes comme la E-Cadhérine et
la B-Caténine, et surtout leur implication dans les interactions entre DC et cellules épithéliales
bronchiques (CEB) n’a pas encore été étudice.

Le but de notre étude était de comprendre I’implication des protéines de jonctions
intercellulaires dans les interactions entre CEB et DC.

Pour cela, nous avons d’abord étudié la régulation par les ligands de TLR2, -3 et -4 de
I’expression dans les DC des protéines de jonctions serrées ZO-1 et Occludine et des
protéines de jonctions adhérentes E-Cadhérine et f-Caténine. Dans un second temps, nous
avons analysé les conséquences de I’établissement de jonctions adhérentes entre CEB et DC

sur les fonctions de la DC.
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CONCLUSION DE L’ETUDE

Nous avons montré que :

- Les MDDC expriment les protéines de jonctions adhérentes E-Cadhérine et B-
Caténine et les protéines de jonctions serrées Occludine et ZO-1 a 1’état basal.

- Les ligands de TLR2 et -4 augmentent 1’expression de ces protéines au niveau des
ARNm et des protéines.

- La E-Cadhérine joue un role important dans la maturation des DC lors de

1’établissement des jonctions intercellulaires entre CEB et DC.
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Article 111

Implication des récepteurs scavenger dans les interactions entre particules de

diesel et cellules dendritiques immatures ou matures

TARONT Solenne, DIEUDONNE Audrey, JEANNIN Pascale, DELNESTE Yves,
TONNEL André-Bernard, LASSALLE Philippe, GOSSET Philippe soumis

Les voies aériennes sont exposées aux agressions de I’environnement et notamment
aux polluants atmosphériques. Ces polluants et plus particulierement les particules de diesel
jouent un role dans le développement de I’inflammation pulmonaire et participent a
I’augmentation de l’incidence des maladies respiratoires. Cependant, le mode d’action des
DEP n’est pas totalement élucidé. En plus de leur action sur les macrophages alvéolaires et les
cellules épithéliales bronchiques, les DEP modulent aussi les fonctions des cellules
dendritiques. Ces cellules présentatrices d’antigénes sont capables de discriminer le soi du
non-soi grace a des récepteurs particuliers, les PRR (Pattern Recognition Receptors), comme
les Toll-like receptors (TLR) et les Scavenger Receptors (SR) ou récepteurs d’épuration. Les
SR ont ¢été identifiés a 1’origine par leur capacité a lier et internaliser les lipoprotéines
modifiées, mais ils sont également capables de reconnaitre des microorganismes (agonistes de

TLR) ou encore de participer a la clairance de particules inertes au niveau du poumon.

Notre but ¢tait donc d’étudier I’implication des SR lors de I’interaction des monocyte-

derived(MD)-DC avec les DEP.

Pour cela, nous avons étudié la régulation de I’expression des SR CD36, CXCL16,
LOX-1 et SR-B1 dans les MDDC exposées aux DEP associées ou non aux ligands de TLR2,
3 et 4. Nous avons ensuite ¢valué la capacité des ligands de SR (dextran sulfate et ovalbumine
maleylée) a bloquer les effets des DEP sur les fonctions des DC activées par le ligand de

TLR4 LPS.
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CONCLUSION DE L’ETUDE

Nous avons montré que :

- Les ligands de TLR augmentent ’expression de CXCL16, LOX-1 et SR-B1
contrairement aux DEP seules.

- De fagon interessante, les DEP modulent I’effet des ligands de TLR2 et -4 sur
I’expression de LOX-1 et SR-B1.

- Le prétraitement avec les ligands de SR ovalbumine maleylée et dextran sulfate
bloque les effets de la faible dose de DEP (1 pg/ml) sur le phénotype des MDDC (diminution
de I’expression de CD86 et HLA-DR) mais induit une augmentation de la production de
chimiokines (CXCL10, TNF-a).

- En revanche, les ligands de SR ne bloquent pas les effets de la forte dose de DEP (10
ug/ml) sur la production de cytokines (diminution de I’IL-12 et de CXCL10) et sur le

métabolisme oxydatif.

En conclusion, la modulation des fonctions des DC par les DEP implique les SR.
L’expression de ces SR est modulée par les agonistes de TLR contrairement aux DEP. A plus
long terme, des techniques visant a interférer avec I’expression et/ou la fonction des SR
seraient une piste intéressante pour limiter les effets des DEP sur la réponse immune

pulmonaire.
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Troisieme partie : Discussion et
perspectives
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DISCUSSION :

Au cours de ce travail de thése, nous nous sommes intéressés a I’impact des facteurs
environnementaux (particules de diesel et agonistes de TLR) sur les interactions entre cellules
¢épithéliales bronchiques et cellules dendritiques. Nous nous sommes particuliérement
focalisés sur le role d’une part de molécules d’adhérence telles que 'ICAM-1 et les protéines
de jonctions adhérentes et serrées, et d’autre part des récepteurs d’épuration (SR) dans ces

interactions.

Migration des cellules dendritiques

Dans un premier temps, nous avons montré que les cellules épithéliales bronchiques
exposées a KpOmpA sécretent des chimiokines impliquées dans le recrutement de précurseurs
de cellules dendritiques dérivées des monocytes (CCL2, CCLS, et CXCL10), et de
précurseurs de cellules de Langerhans (CCL20). Dans un modele de reconstitution
d’épithélium bronchique polaris¢, la stimulation des cellules épithéliales bronchiques par
KpOmpA augmente le recrutement de précurseurs de cellules dendritiques dérivées des
monocytes au sein de la couche épithéliale, et permet la capture de I’Ag par ces cellules
dendritiques. Les cellules épithéliales bronchiques favorisent la différenciation et la
maturation de ces précurseurs de cellules dendritiques par un mécanisme dépendant d’ICAM-
1, ce qui a pour conséquence d’amplifier la réponse des lymphocytes T. Chez la souris, des
injections intra-nasales de KpOmpA induisent également un recrutement de cellules CD11c"
et I-a*" dans le poumon associé a une activation des cellules épithéliales bronchiques.

D’autres  chimiokines, et notamment les chimiokines membranaires
Fractalkine/CX3CL1 et CXCL16/SR-PSOX pourraient jouer un rdle dans le recrutement et
I’activation des cellules dendritiques. Dichmann et al ont montré que la liaison de la
Fractalkine/CX3CL1 a son récepteur CX3CRI1 induisait la migration et la polymérisation de
I’actine des cellules dendritiques immatures et matures (Dichmann 2001). Les cellules
¢épithéliales bronchiques expriment ces deux chimiokines au niveau de la membrane
plasmique en condition basale. Apres activation, le clivage de ces chimiokines par les
métalloprotéases (des ADAM) est augmentée et elles peuvent ainsi agir comme 1’ensemble
des chimiokines sous forme soluble. Leur expression membranaire suggere qu’elles
pourraient intervenir lors des contacts cellulaires entre les cellules épithéliales bronchiques et
les cellules dendritiques, notamment en guidant les cellules dendritiques au sein de la couche

épithéliale. Une localisation précise de ces chimiokines permettrait de visualiser ces
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interactions. Par ailleurs, une étude réalisée par Papadopoulos et al montre quant a elle que les
cellules dendritiques expriment la Fractalkine et que son expression est régulée positivement
lors de leur maturation, suggérant que cette chimiokine pourrait jouer un role important lors
de I’interaction des cellules dendritiques matures avec les lymphocytes T (Papadopoulos
1999). Plusieurs études montrent que 1’expression de la Fractalkine par les cellules
dendritiques joue un role clé dans le développement de la réponse immunitaire en facilitant le
recrutement des lymphocytes T, dans un contexte tumoral (Guo 2003; Nukiwa 2006), mais
¢galement au cours de l’infection par Legionella pneumophila et de 1’asthme allergique
(Kikuchi 2005).

CXCLI16 intervient aussi dans I’activation des lymphocytes T. Les travaux de Tabata
et al et Shimaoka et al montrent que I’expression de CXCL16 par les cellules dendritiques
joue un rdle important dans I’attraction et le développement de la réponse lymphocytaire T
(Shimaoka 2004; Tabata 2005). Enfin, I’étude de Morgan et al montre que I’expression de
CXCL16 au niveau du poumon induit le recrutement et le développement d’une réponse
lymphocytaire T (Morgan 2005). En résumé, 1’expression de ces chimiokines par les cellules
¢épithéliales bronchiques pourrait intervenir a la fois dans les interactions avec les cellules

dendritiques mais également avec les lymphocytes T.

Role d’ICAM-1 dans les interactions entre cellules épithéliales bronchiques et cellules

dendritiques

Notre travail a permis de montrer que la différenciation/maturation des cellules
dendritiques observée lors de la coculture avec les cellules épithéliales bronchiques était un
mécanisme dépendant d’ICAM-1.

Des études réalisées sur différents modeles de cellules dendritiques montrent que
I’interaction d’ ICAM-1 avec I’intégrine LFA-1 joue un role important dans le processus de
maturation des cellules dendritiques ainsi que dans le développement de la réponse
immunitaire. Deux études réalisées par Kirchberger et al et Burns et al sur des monocytes et
des cellules dendritiques respectivement montrent que 1’activation de ces cellules par un
stimulus d’origine virale ou bactérienne induit 1’adhérence des cellules dans un mécanisme
dépendant d’ICAM-1 (Burns 2004; Kirchberger 2006). D’autres études montrent ensuite que
I’interaction d’ICAM-1 avec I’intégrine LFA-1 participe au développement de la réponse
immunitaire. C’est notamment le cas des cellules dendritiques dermales qui interagissent avec
les fibroblastes du derme de fagon dépendante d’ICAM-1, ce qui conduit a la maturation des

cellules dendritiques, leur migration vers les organes lymphoides drainants et I’induction de la
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prolifération des lymphocytes T (Saalbach 2007). Une autre étude réalisée au niveau des
organes lymphoides montre que les cellules dendritiques des centres germinatifs CD11c"
CD4" CD3" induisent la prolifération des PBMC en coculture dans un mécanisme dépendant
d’ICAM-1 (Goval 2006). Enfin, une derni¢re étude réalisée par Blois et al montre que
I’interaction d’ICAM-1 avec l’intégrine LFA-1 peut étre responsable de la rupture de la
tolérance, du recrutement de cellules pro-inflammatoires et par conséquent de I’induction
d’une réponse immunitaire dirigée contre le feetus (Blois 2005). L’ensemble de ces travaux
montre le role important de I’engagement d’ICAM-1 dans le développement de la réponse
immunitaire par son action tant au niveau des cellules dendritiques que des interactions avec

les lymphocytes T.

Roéle des protéines de jonctions dans les interactions entre cellules épithéliales

bronchiques et cellules dendritiques

Nous nous sommes ensuite intéressés au role des protéines de jonctions adhérentes et
serrées dans les interactions entre cellules épithéliales bronchiques et cellules dendritiques
lors de I’exposition a des agonistes de TLR. Nous avons montré que les agonistes des TLR2 et
-4 modulaient fortement 1’expression des protéines de jonctions adhérentes E-cadhérine et 3-
caténine et des protéines de jonctions serrées ZO-1 et occludine au niveau de la cellule
dendritique. De manié¢re intéressante, la E-cadhérine contrdle la maturation des cellules
dendritiques lors de I’établissement de jonctions entre cellules épithéliales bronchiques et
cellules dendritiques.

Les cellules épithéliales ne sont pas le seul type cellulaire a exprimer les protéines de
jonctions. En effet, au niveau des ganglions lymphatiques, les cellules dendritiques
folliculaires forment un réseau, permis grace a 1’expression, a leur surface, de protéines de
jonctions, en particulier du complexe E-cadhérine-B-caténine (Muller 2000b). De plus, un
type particulier de cellules dendritiques, les cellules de Langerhans, expriment de fagon
constitutive la E-cadhérine, protéine de jonctions adhérentes (Tang 1993). Enfin, Sung et al
montrent qu’une sous-population de cellules dendritiques de phénotype CD103", localisées au
niveau de la muqueuse bronchique et des vaisseaux sanguins pulmonaires, expriment non
seulement la Langerine, mais aussi les protéines de jonctions serrées claudin-1, -7 et ZO-2
(Sung 20006).

L’expression par les leucocytes, et en particulier les cellules dendritiques, de protéines
appartenant aux complexes jonctionnels intervient dans le trafic de ces cellules. En effet,

I’expression de protéines de jonctions adhérentes et serrées par les leucocytes facilite les
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interactions entre ces derniers et les cellules épithéliales. De plus, 1’expression de ces
protéines subit une régulation fine : ’expression de la E-cadhérine est augmentée afin de
permettre les interactions entre les leucocytes et les cellules épithéliales ou endothéliales, puis
diminue, contribuant a la domiciliation et a la redistribution des leucocytes (Alexander 2001).

Contrairement a ce que 1’on observe dans les cocultures entre cellules épithéliales
bronchiques et cellules dendritiques, les protéines de jonctions, surtout celles des jonctions
serrées, ne sont pas présentes au niveau membranaire dans les cultures de cellules
dendritiques seules, bien que celles-ci forment des agrégats aprés activation par les ligands de
TLR. Ainsi, nos résultats montrent une localisation préférentiellement nucléaire de ZO-1 au
niveau des cellules dendritiques. Plusieurs études rapportent cette localisation nucléaire dans
les cellules qui proliférent et qui migrent dans le processus de cicatrisation. Ainsi, Gottardi et
al ont montré la localisation nucléaire de ZO-1 dans des cellules épithéliales qui proliférent
(Gottardi 1996). Par ailleurs, Benezra et al montrent quant a eux la localisation nucléaire de
Z0O-1 dans les fibroblastes cornéens en conditions propices a la prolifération ou a la migration
dans le processus de cicatrisation (Benezra 2007). Le role de cette protéine dans le noyau
demeure a ce jour inconnu mais nous pouvons supposer qu’il intervienne dans la transcription
des génes impliqués dans la prolifération cellulaire ou la migration tout comme la -caténine.

Dans la coculture des cellules dendritiques avec les cellules épithéliales bronchiques,
les protéines de jonctions adhérentes et serrées sont exprimées au niveau membranaire, et sont
co-localisées avec celles des cellules épithéliales bronchiques, ce qui suggére la conservation
de l’intégrité de la barriere épithéliale lors de ce processus. Ceci est d’ailleurs en accord avec
les travaux de Rescigno et al, Blank et al et Jakob et al qui mettent en évidence la formation
de jonctions entre les DC et les cellules épithéliales intestinales, bronchiques et de la peau,
ainsi que la conservation de I'intégrité¢ de la barriere épithéliale (Blank 2007; Jakob 1999;
Rescigno 2001). Lors de I’exposition de 1’épithélium intestinal a des bactéries pathogenes, les
cellules dendritiques sont capables d’exprimer transitoirement ZO-1, la claudine et
I’occludine, protéines de jonctions serrées, afin d’insinuer des dendrites entre les cellules
épithéliales et de capturer I’antigéne. Les auteurs montrent par ailleurs que la stimulation par
des bactéries régule leur expression (Rescigno 2001).

Les interactions des cellules dendritiques avec d’autres types cellulaires ont également
pu étre mises en évidence dans un autre modéle : celui de la peau. Il est établi que les cellules
de Langerhans interagissent avec les kératinocytes de la peau en maintenant I’intégrité de la
barriere épithéliale. Les cellules de Langerhans exprimant constitutivement la E-Cadhérine,

des jonctions adhérentes sont ainsi formées entre les deux types cellulaires (Jakob 1999).
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Ceci suggere donc I’existence d’un signal ou cosignal présent dans la coculture,
induisant la localisation membranaire des différentes protéines de jonctions au niveau de la
cellule dendritique, ce signal étant absent dans la culture de cellules dendritiques seules.

Les nectines pourraient étre impliquées dans ce processus. En effet, ces protéines
jouent un réle clé lors de la formation des jonctions adhérentes et serrées. L’interaction des
nectines de deux cellules adjacentes permet en effet le recrutement des complexes protéiques
des jonctions adhérentes et serrées (Miyoshi 2005).

On peut également proposer un autre type de dialogue, entre les PRR (TLR et SR) et
les protéines de jonctions intercellulaires, et ce, a deux niveaux. Tout d’abord au niveau des
cellules épithéliales bronchiques : lors de I’exposition a un antigeéne, les PRR de la cellule
¢épithéliale bronchique pourraient réguler 1’expression des protéines de jonctions
intercellulaires et altérer le maintien des jonctions. En effet, une altération de ces jonctions a
été observée au cours d’une réaction inflammatoire ; cependant, I’implication des PRR dans
ce processus n’est pas clairement définie au niveau de 1’épithélium. L’effet semble donc
différent de celui observé sur les cellules dendritiques puisque les ligands de TLR2 et -4
n’amplifient pas in vitro I’expression des protéines de jonctions intercellulaires dans les
cellules épithéliales bronchiques. Ce processus pourrait faciliter 1’insertion des cellules
dendritiques ou d’autres leucocytes au sein de 1’épithélium et/ou leur transmigration. Par
ailleurs, 1’insertion des dendrites de la cellule dendritique dans I’épithélium pourrait
s’accompagner d’une redistribution des PRR a la surface des cellules dendritiques en faveur
de I’extrémité apicale des dendrites. Cela faciliterait ensuite la capture et ’apprétement des
Ag par ces cellules.

Le role des protéines de jonction dans la fonction des cellules dendritiques ne se limite
pas a cette redistribution des PRR et il semble intervenir également dans la maturation de ces
cellules. Afin de confirmer le role de la E-cadhérine dans la maturation des cellules
dendritiques, nous avons étudié¢ 1’effet de la coculture avec des clones surexprimant la E-
cadhérine. Nous avons montré que la E-cadhérine avait peu d’effet sur le phénotype des
cellules dendritiques. Seule I’expression de CCR7 et de CD40 est diminuée apres stimulation
par les ligands de TLR. Un travail sur les cellules de Langerhans a montré que 1’engagement
de la E-cadhérine sur des cellules immatures inhibait leur maturation (diminution de
I’expression du CD86) en présence de cytokines (Riedl 2000). Nous avons également montré
que la production des cytokines immuno-régulatrices IL-6, IL-10 et IL-12p70 induite par les
ligands de TLR2, -3 et -4 diminuait lors de la mobilisation de la E-cadhérine, ce qui pourrait

expliquer la faible capacit¢ des cellules dendritiques a induire la prolifération des
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lymphocytes T naifs en coculture. Ces données et celles de Riedl et al montrent que la E-
cadhérine limiterait la maturation des cellules dendritiques en réponse a des pathogeénes au
niveau de I’épithélium. De facon intéressante, des études ont montré que la E-cadhérine était
non seulement capable d’interagir directement avec NF-kB et la B-caténine, mais pouvait
également réguler leur activité transcriptionnelle. Ceci pourrait expliquer I’inhibition de
I’expression de genes comme I’'IL-6, IL-10 et IL-12, dont I’expression dépend en partie de
NF-kB (Deng 2002; Solanas 2008; Sun 2005).

Ainsi, la présence de E-cadhérine permettrait tout d’abord de bloquer les cellules
dendritiques dans 1’épithélium en induisant la formation de clusters puis apres dissociation
des jonctions, la B-caténine, par son action de facteur nucléaire pourrait promouvoir la
migration des cellules vers les ganglions drainants. Le mécanisme de dissociation de ces
jonctions n’est pas connu. Deux études concernant le passage de la barriere hémato-
encéphalique par les cellules dendritiques et les monocytes mettent en évidence la production
de métalloprotéases par ces cellules afin de faciliter la transmigration (Reijerkerk 2006;
Zozulya 2007). Par ailleurs, d’autres études ont montré que certaines protéines de jonctions
comme [’occludine et la E-cadhérine pouvaient étre clivées par ces mémes métalloprotéases,
notamment les MMP-2, -5 et -9 (Margulis 2005; Symowicz 2007; Yang 2007). La B-caténine
intervenant dans la production des métalloprotéases, il est vraisemblable qu’il y ait un lien
entre ces deux mécanismes et une séquence dans leur intervention, la production de protéases
intervenant apres dissociation des jonctions. Ce mécanisme intervient également de manicre
déterminante dans la cancérogénese de 1’épithélium notamment dans les carcinomes

colorectaux et pulmonaires (Mann 1999).

Autres facteurs solubles

D’autres mécanismes sont impliqués dans la coopération entre cellules épithéliales
bronchiques et cellules dendritiques et font intervenir des facteurs solubles comme le GM-
CSF, produit par les cellules épithéliales bronchiques, et facteur de différenciation des cellules
dendritiques. On peut également citer la cytokine TSLP (Thymic Stromal Lymphopoietin) de
la famille de I’[L-7. Selon le contexte, cette cytokine induit soit une tolérance, soit une
réponse de type Th2. Le travail de Rimoldi et al montre que la production continue mais
faible de TSLP par la muqueuse intestinale permet de maintenir I’homéostasie de la muqueuse
grace au développement de cellules dendritiques au phénotype non inflammatoire (Rimoldi

2005). Dans le méme ordre d’idées, 1’étude de Zeuthen et al montre que des cellules
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dendritiques cultivées dans du milieu conditionné par des cellules épithéliales intestinales et
mises en présence de bactéries commensales permettent le développement d’une réponse
tolérogénique, exprimant faiblement les marqueurs de maturation, I’IL-12 et le TNF-a
(Zeuthen 2008). Les études suivantes montrent que le TSLP peut également induire une
réponse de type Th2 au niveau du poumon et au niveau de la peau. Les travaux de Zhou et al
montrent que des souris transgéniques exprimant spécifiquement le TSLP au niveau du
poumon développent spontanément une réaction inflammatoire allergique caractérisée par un
infiltrat massif de leucocytes dont des cellules de type Th2, alors que les souris n’exprimant
pas le récepteur du TSLP ne développent pas de réaction inflammatoire allergique en réponse
a un antigéne inhalé (Zhou 2005). Enfin, le travail d’Ebner et al sur les cellules de Langerhans
de la peau montre que la présence de TSLP permet la survie et la maturation des cellules de
Langerhans issues de la peau, leur migration vers les organes lymphoides drainants ou elles
induisent une réponse lymphocytaire de type Th2 (Ebner 2007). Le TSLP intervient
probablement dans les interactions entre cellules dendritiques et cellules épithéliales
bronchiques puisque les cellules épithéliales bronchiques constituent une des principales

sources de cette cytokine dans le poumon.

Les PRR (Pattern Recognition Receptors)

Nous nous sommes enfin attachés a étudier les mécanismes de capture des facteurs
exogenes, et notamment le role des SR lors de I’interaction des cellules dendritiques avec les
particules de diesel. Nous avons montré que la modulation des fonctions de la cellule
dendritique par les DEP passaient par les SR. En effet, les DEP a faible dose inhibent la
maturation des cellules dendritiques induite par le LPS ainsi que leur production de cytokines
et de chimiokines. Mais cet effet des DEP est levé en présence de ligands de SR,
I’ovalbumine maléylée notamment, et de fagcon moins importante par le dextran sulfate. Par
ailleurs, les agonistes de TLR régulent positivement 1’expression des SR au niveau de la
cellule dendritique comparativement aux DEP.

Les SR sont particulierement impliqués dans la reconnaissance et 1’élimination des
lipoprotéines oxydées, comme les LDL oxydés, transporteurs du cholestérol (Peiser 2002). Le
cholestérol étant une molécule a structure polycyclique, I’hypothése de la reconnaissance des
hydrocarbures composant les particules de diesel est plausible. Par ailleurs, la charge ionique
est également un élément trés important dans 1’interaction des ligands avec les SR.

Nous avons montré que la coincubation du LPS avec les DEP influence le phénotype

des cellules dendritiques matures en diminuant 1’expression des molécules de costimulation
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(CD86) et du CMH de classe II, dans un mécanisme dépendant de la mobilisation des SR.
Ceci peut directement influencer la réponse lymphocytaire T puisque le CD86 est impliqué
dans le développement d’une réponse de type Th2.

Par ailleurs, comme les SR sont également des corécepteurs des TLR, les DEP
peuvent interférer avec la signalisation des TLR via la mobilisation des SR. Des études ont
montré que 1’activation du TLR2 par le ligand de TLR2 KpOmpA dépend des SR SREC-1
and LOX-1. De la méme maniere, 1’activation du TLR2 par les diacylglycerides dépend de
CD36 (Hoebe 2005; Jeannin 2005). Enfin, CXCL16 est impliqué dans I’activation du TLR9
(Gursel 20006).

Les SR jouent un role important dans la reconnaissance et la présentation des Ag par
les cellules dendritiques. Le ciblage vers les SR permet aux Ag pris en charge par ces
récepteurs d’emprunter la voie de présentation croisée. Cette voie conduit a la présentation de
1’Ag par le CMH de classe I et le développement d’une réponse CD8". Par ailleurs, des études
réalisées chez I’homme et la souris ont montré que les SR jouaient un role dans le maintien de
la tolérance périphérique par un mécanisme non identifi¢ (Cunha-Rodrigues 2007). De plus,
les cellules épithéliales bronchiques expriment a 1’état basal, des SR tels que LOX-1, SREC-
1, CD36, PS-R et, de mani¢re plus marquée, SR-B1 et CXCL16. Leur stimulation par le TNF-
o, mais pas par les ligands de TLR, amplifie I’expression de CXCL16, LOX-1 et SREC-1.
Ces SR sont impliqués dans la capture par les cellules épithéliales bronchiques de ligands de
SR tels que I’Ovalbumine Maléylée mais ne semblent pas permettre leur transcytose au
travers de la couche épithéliale. De plus, des ligands de SR bloquent in vitro et in vivo
I’activation du TLR3 sur 1’épithélium. Par microscopie confocale, une colocalisation de
différents SR et du TLR3 a été observée de manicre plus nette apres activation des cellules
par le TNF-a. Cette inhibition s’associe a un défaut de migration et d’activation des cellules
dendritiques dans les ganglions drainants.

L’ensemble de ces données suggerent que les SR pourraient intervenir dans la
reconnaissance des Ag ou particules par les cellules épithéliales bronchiques et ensuite
moduler la fonction des cellules dendritiques. L’impact de cette reconnaissance par les SR sur
le développement d’une réponse CDS8 ou régulatrice n’a pas été évalué. Pour réaliser cette
étude, D’effet du ciblage d’un Ag vers les SR en le maléylant ou en I’insérant dans des
liposomes chargés en phosphatidylsérine sera analysé sur la fonction des cellules dendritiques
et leur capacité a orienter la réponse des cellules T naives. L’impact in vivo de ce ciblage sera
également ¢étudié. Pour en analyser le mécanisme, il nous semble également important

d’identifier le ou les SR impliqués dans la reconnaissance des particules de diesel et les
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ligands du TLR3 pour pouvoir ensuite analyser leur role au niveau de la coopération entre
cellules dendritiques et cellules épithéliales bronchiques en réponse a ces stimuli. Ces

expériences seront réalisées par ajout d’Ac bloquants ou par 1’utilisation de si-RNA.

Conclusion

L’ensemble de nos travaux a permis de montrer qu’un dialogue se créait entre les
cellules épithéliales bronchiques et les cellules dendritiques, aussi bien dans les conditions
physiologiques que dans le cadre de I’exposition a un antigéne ou a un pathogéne. Ce
dialogue intervient aux différentes étapes du passage des cellules dendritiques au sein de
I’épithélium. Lorsque les cellules épithéliales bronchiques sécrétent des chimiokines, elles
vont permettre le recrutement de précurseurs de cellules dendritiques. Par ailleurs, les cellules
¢épithéliales bronchiques vont guider ces cellules dans cet environnement en interagissant via
I’ICAM-1 puis en établissant des jonctions avec les cellules dendritiques. Ce dialogue va
vraisemblablement influencer la capture et la présentation des Ag présents dans la lumicre des
voies aériennes notamment par la redistribution de certains récepteurs de reconnaissance. Le
role des SR a ce niveau mériterait d’€tre précisé. Par 1’activité transcriptionelle de la [3-
caténine et D’effet sur la maturation, ces interactions pourraient aussi controler la migration
des cellules dendritiques vers les ganglions drainants et ainsi modifier la réponse T. L’impact
de ces différents événements est probablement modulé selon le contexte environnemental
auquel est exposé 1’épithélium et le type de PRR mis en jeu.

L’ensemble des travaux conduit a une meilleure connaissance des mécanismes
régissant le développement de la réponse immune pulmonaire, a 1’état physiologique, mais
aussi en réponse a des polluants ou des pathogeénes, ce qui pourrait conduire a 1’identification

de nouvelles approches en immunothérapie
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Impact of Bronchial Epithelium on Dendritic Cell Migration
and Function: Modulation by the Bacterial Motif KpOmpA'

Muriel Pichavant,* Solenne Taront,* Pascale Jeannin,” Laititia Breuilh,*
Anne-Sophie Charbonnier,” Corentin Spriet,® Catherine Fourneau,* Nathalie Corvaia,’
Laurent Héliot.® Anne Brichet.” André-Bernard Tonnel.** Yves Delneste,” and Philippe Gosset®*

Mucosal immune response depends on the surveillance network established by dendritic cells (DC), APC localized within the
epithelium. Bronchial epithelial cells (BEC) play a pivotal role both in the host defense and in the pathogenesis of inflammatory
airway disorders. We previously showed that the outer membrane protein A from Klebsiella pneumoniae (KpOmpA), a pathogen-
associated molecular pattern (PAMP) derived from Klebsielln pnewmoniae, activates BEC. In this study, we evaluated the con-
sequences of this activation on DC ftraffic and functions. KpOmpA significantly increased the production of CCL2, CCLS5,
CXCL10, and CCL20 by BEC. Stimulation of BEC increased their chemotactic activity for monocyte-derived DC (MDDC)
precursors, through CCLS and CXCL10 secretion. BEC/MDDC precursor coculture leads to an ICAM-1-dependent accelerated
differentiation and enhanced maturation of MDDC. BEC/DC interactions did not affect the capacity of DC to induce T cell
proliferation. However, DC preincubated with BEC increased significantly the IL-10 production by autologous T cells. Basolateral and
intraepithelial DC differently enhance IL-4 and/or 1L-10 synthesis according to the condition of stimulation. In vivo, intranasal injections
of KpOmpA into BALB/c mice induced the recruitment of CD11c* and | myeloid DC associated with bronchial epithelium
activation as evidenced by CCL20 expression. These data show that KpOmpA-exposed BEC participate in the homeostasis of myeloid

DC network, and regulate the induction of local immune response.  The Journal of Immumnology, 2006, 177: 5912-5919.

he effective host defense against bacterial infection is pri-

marily dependent upon the innate immune system through

the rapid clearance of bacteria by neutrophils and macro-
phages (1). In addition to a nonspecific antibacterial activity, leu-
kocytes release inflammatory mediators that activate APCs and
facilitate the initiation of an adaptive immune response. Dendritic
cells [DC.)" play a major role in the surveillance of peripheral
tissues for incoming Ags (2, 3). In airway mucosa, immature my-
eloid DC constitute a dense network including interstitial DC and
Langerhans cells (LC), closely located within airway epithelium
(4), that act as sentinels by discarding foreign Ags and pathogens
in the surrounding tissue.

Migration is an integral part of DC functions (5). Precursor cells
first migrate from the bone marrow to resident sites in tissues such
as lung. At steady state, due to the environment, immature DC andfor
their precursors are continuously recruited to the airway mucosa
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where inhaled Ags are sampled (6). Upon activation by inflammatory
mediators or microbial components, they undergo a complex process
of maturation allowing their migration toward the regional lymph
nodes (7) through a modification of adhesion molecule and chemo-
kine receptor expression (8). Moreover, DC maturation is associated
with high surface expression of MHC and costimulatory molecules, as
well as secretion of immunomodulatory cytokines refers mainly to
IL-10r and IL-12. These factors drive the differentiation and the po-
larization by DC of naive T cells into Thl, Th2, or alternatively into
regulatory T cells. Recent data suggest that DC behavior is locally
controlled by lung environment and particularly by bronchial epithe-
lial cells (BEC) (9-11). In addition to GM-CSF, these BEC produce
several cytokines and chemokines and express adhesion molecules
potentially involved in DC traffic, as shown after exposure to diesel
exhausted particles or allergens (6, 11). In both allergic patients and
nonatopic subjects, allergen-exposed BEC trigger the recruitment of
monocyte-derived DC (MDDC) precursors through the secretion of
CCL2, CCLS, and CXCLI0. In contrast, the migration of CD34%-
derived LC precursors, depending on CCL20 secretion, is only ob-
served with BEC from allergic patients. The recruitment of DC pre-
cursors by BEC suggests that local DC differentiation/maturation
could be regulated by a confined crosstalk with BEC (12).

In this context, we demonstrated that BEC bind and are directly
activated by outer membrane protein A (OmpA) from Klebsiella
preumoniae (KpOmpA), a mechanism implicated in neutrophil
migration and the initiation of the innate immune response (13).
OmpA has been shown to bind to and activate macrophages and
immature MDDC in a TLR-2-dependent manner (14, 15). More-
over, KpOmpA is a carrier molecule suitable to generate a CD4™
and CD8* T cell responses in different models of immunization
(16-201). This model of exposure to a pathogen-associated molec-
ular pattern (PAMP) derived from a pathogen with a lung tropism
appears to us particularly relevant to evaluate the role of BEC in
linking innate and adaptive immunity within airway mucosa.

0022-1767/06/$02.00
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To define this role, we studied in vitro the crosstalk between
BEC and DC after exposure to KpOmpA., and particularly the reg-
ulation of DC traffic and functions by BEC. For this purpose. we
analyzed the capacity of human BEC upon exposure to KpOmpA,
to produce chemokines, to control the recruitment and the differ-
entiation/maturation process of DC in an in vitro model of recon-
stituted bronchial epithelium. The in vive relevance of this mech-
anism was also defined. The results showed that bronchial
epithelium regulates the functions of DC and that this process
might affect the development of the T cell response.

Materials and Methods

Bronchial epithelial cells

All procedures were reviewed and approved by the Hospital Institutional
Review Board and written informed consent was obtained from all subjects
included in the study.

Human bronchial biopsies were obtained by fiberoptic bronchoscopy
from 25 nonatopic patients who were being investigated for idiopathic
chronic cough (r = 5) or for bronchopulmonary carcinoma (an = 20). For
9 patients, the diagnosis of cancer was not confirmed. For the patients
without tumor, there is no obvious abnormality in the airways. There are 12
smokers among these patients with a smoking history of 11 = 3 packs/yr
{mean * SEM). These patients did not receive any anti-inflammatory or
immunomodulatory medication. In patients with cancer, biopsies were col-
lected far from the carcinoma.

The human bronchial epithelial cell line BEAS-2B and primary BEC
were cultured as previously described (13). BEC were exposed to different
concentrations of KpOmpA. This protein was produced according to phar-
maceutical quality standards, intended for clinical trials in human (14).
Supernatants of BEC were collected after 24 h of incubation.

Preparation of monocyte-derived dendritic cells and naive T cells

Blood monocytes were purified by positive selection over a MACS column
using anti-CD 14-conjugated microbeads (Miltenyi Biotec) and were dif-
ferentiated into DC by standard procedures (21). Briefly, immature DC
{high expression of CDla and CD1lc) were obtained after culture for 6
days in RFMI 1640 medium supplemented with 10% heat-inactivated FCS
{Invitrogen Life Technologies) and containing 10 ng/ml 1L-4 and 25 ng/ml
GM-CSF (R&D Systems). Mature MDDC were obtained after 24 h of
incubation with 1 pg/ml LPS (from 055B5 Escherichia coli strain:
Sigma-Aldrich).

Maive Th cells were isolated from the CD147 fraction by negative se-
lection using the CD4¥ T cell isolation kit associated with CD45R0O mi-
crobeads (Miltenyi Biotec). After magnetic selection of memory T cells,
the negative fraction contained >95% of CD4* CD45RA™ cells, as de-
termined by flow cytometry (data not shown).

Chemokine and cytokine measurements

The concentrations of CCLZMCP-1, CCLS/RANTES, CCL20/MIP-3e,
and CXCLIO/AP-10 chemokines were determined in BEC supernatants by
ELISA (all obtained from R&D Systems). Murine CCL20 was measured in
lung extracts and bronchoalveolar lavage (BAL) fluids (R&D Systems).
IL-10, 1L- 1 2p70 (Diaclone), IL-6, CCL1T/TARC, and CCL22/MDC (R&D
Systems) were measured in BEC/DC coculture supemnatants, and IL-4,
IFN-y, and IL-10 {Diaclone) in DC/T cell coculture supematants, by sand-
wich enzyme immunoassay, as described by the manufacturer.

Boyden-type microchamber chemotaxis assays

Each BEC supematants (1/20 in RPMI 1640 medium containing 0.1%
FCS) and CCLS5, used as positive control {200 ng/ml: R&D Systems), were
added to the lower wells of the chemotaxis chamber (48-well Boyden mi-
crochamber: Neuroprobe). MDDC migration (5 % 10* cells/well in 50 pl
of RPMI 1640 medium, 0.1% FCS) was performed through a standard
S-pm pore filter (Neuroprobe), at 37°C for 1 h and 30 min. Migrated cells
were counted after staining on the lower side of the filter in three randomly
selected high power fields (magnification 40). Each assay was performed in
quadruplicate. Results are expressed as the difference between mean numbers
of cells per high power fields minus the negative control (medium alone).

Identification of BEC-derived mediators implicated in DC
precursor recruitment

Chemokine depletion of BEC supernatants was performed with protein
G-Sepharose affinity columns (Amersham Biosciences) preincubated with
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FIGURE 1.
ment through chemokine secretion. A, KpOmpA increases chemokine pro-
duction by BEC. Chemokine levels were evaluated in 24-h supernatants of
primary BEC cultures cultured in medium alone or with 20 pg/ml
KpOmpA. n = 6. %, p = 0,05, #%_ p =< (L0] compared with unstimulated
cells. B. Migration of MDDC collected at different time points during the
differentiation was evaluated in response to BEC supernatants. Results are

KpOmpA-exposed BEC modulate DC precursor recruit-

expressed as the mean * SEM of the number of cells by high power fields
minus the medium alone (rn = 5). C, The effect of CCL2 neutralization and
depletion in either CCLS, CXCLI10, and of both CCLS and CXCLIO in
KpOmpA-stimulated BEC supematants was defined on day 3 precursor
recruitment. Results are expressed as mean * SEM (n = 5).

anti-CCLS5 (BD Pharmingen) and/or anti-CXCL10 Abs (BD Pharmingen) or
rabbit 12G as control (1 pgdul protein G-Sepharose). Solutions of rhCCLS and
rhCXCL10 (200 ng/ml; R&D Systems) were similarly depleted to control the
efficacy of the depletion (78 and 73%, respectively: data not shown).

For newtralization experiments, BEC supernatants were incubated with
neuntralizing anti-CCL2 (R&D Systems) and anti-CCL7 Abs (BD Pharm-
ingen) (10 pg/ml) or with rabbit IgG, for 1 h at 37°C. Efficacy of neutral-
ization was checked vsing rhCCL2 or thCCL7 solutions {200 ng/ml: R&D
Systems): 85 and 80% of neutralization were obtained respectively (data
not shown).

BEC/DC precursors coculture model

BEC were cultured on the lower side of a 5-pm pore filter coated with
collagen G matrix (type I and III collagen) {Biochrom KG). After conflu-
ence, BEC were starved overnight in 50% RPMI 1640 medium, 0.1% FCS5,
and transepithelial resistance was controlled (data not shown). Biotinylated
KpOmpA (20 pg/ml) was added in the lower chamber containing BEC,
and day 3 MDDC precursors (1 3 10° cells) in the upper chamber for 24 h
in RPMI 1640 medium containing 0.1% FCS. To evaluate the role of
ICAM-1, BEC were preincubated with blocking anti-ICAM-1 Ab or an
isotype control (5 pg/ml; R&D Systems) for 2 h, and washed before co-
culture with MDDC precursors,

Confocal microscopy and flow cytometry

The epithelial layer containing migrated MDDC precursors was assessed
by confocal microscopy. MDDC precursors were stained with FITC-la-
beled anti-CD1lc mAb, BEC with PE-labeled anti-CD4%c mAb or the
corresponding  isotype controls (BD  Biosciences), and  biotinylated
KpOmpA was revealed with allophycocyanin-labeled streptavidin. The ep-
ithelial layer containing migrated MDDC precursors was assessed by con-
focal microscopy (Imaging Core Facility of Calmette Campus). Imaging
was done using a DM-IRE2 inverted microscope with SP2-AOBS scan-
head (Leica). Acquisitions were performed using a 1003<, 1.4 NA objec-
tive. The laser excitation wavelengths were selected with an AOBS, and
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Increased MDDC precursor recruitment and Ag capture within bronchial epithelium exposed to KpOmpA. A, Quantification of day 3-MDDC

precursor migration into the epithelial layer was analyzed using a polarized coculture model. KpOmpA (20 pg/ml) was applied on the apical pole of BEC.
Percentage of CD1 1¢™ MDDC within the epithelium was analyzed 24 h later (n = 6). #%, p < (.01. B, Migration of MDDC precursors (day 3) and KpOmpA
capture were visualized using the polarized coculture model by confocal microscopy. Biotinylated-labeled KpOmpA (20 pg/ml) was applied on the apical
pole of BEC. MDDC precursors (CD11c* cells) are stained in red, BEC {CD49c* cells) in green, and KpOmpA in blue, as revealed by addition of
allophycocyanin-conjugated streptavidin, € and I, The capture of biotinylated KpOmpA and of a protein control by basolateral (C) and intraepithelial (D)
DC was also evaluated by flow analysis in coculture with BEC. CD1lc™ cells were selected. and the percentage of cells that have captured the Ag was

reported in the right upper part of the graph (n = 3).

their power was modulated by an AOTF (AOBS and AOTF are two spe-
cific acousto-optical systems). Excitation power was between 100 and 400
wW. Three-dimensional reconstruction results of the epithelial layer were
obtained using Imaris software (Bitplane). KpOmpA capture was also
quantified by flow cytometry in comparison with a control, a biotinylated-
mouse [gG1 isotype control (n = 3).

Day 3 MDDC precursors. and DC from the DC/BEC cell coculture
model were assessed for phenotypic analysis. Epithelial layer containing
migrated MDDC precursors was dissociated using trypsin solution (In-
vitrogen Life Technologies). Cells were stained with allophycocyanin-la-
beled anti-CD1 le, FITC-labeled anti-CD86, anti-HLA-DR and anti-CD1a,
PE-labeled anti-CDE0, anti-CD54, and anti-CD40 mAbs or with the iso-
type controls (BD Biosciences) and with PE-labeled anti-CCR7 mAb
(R&D Systems), and analyzed by flow cytometry (FACSCalibur: BD Bio-
sciences). To measure DC recruitment in cocultures, the percentage of
intraepithelial DC (CD11le™ cells) was determined since the number of
epithelial cells collected on each Transwell did not differ. Moreover. the
level of DC markers was reported as the difference between median fluo-
rescence intensity (MF) with specific Ab minus the isotype control MFI
(AMFI).

Evaluation of DC ability to induce T cell proliferation and
polarization

MDDC were collected after 24 h coculture of DC precursor (day 3) with
BEC or after culture in medium alone. For the DC/BEC cell coculture
model, we collected both the DC present on the basolateral pole of BEC,
by vigorous washing of the upper chamber of the Transwell and the epi-
thelial layer. In this case, we positively selected the DC with CD11c mi-
crobeads to remove the BEC. Importantly this treatment does not modify
the DC function. The purity of this preparation was up to 92%. In a first set
of experiments. basolateral DC were incubated with unlabeled autologous
naive T cells (DC/T lymphocyte ratio: 1:20) in | ml of RPMI 1640 medium
supplemented with 10% FCS during 5 days. Moreover, we evaluated the
capacity of the different DC to induce the proliferation and the cytokine
production of heterologous CFSE-labeled T cells. For both experiments, T
cells were collected after a 5-day incubation and resuspended at 2 10°
cells/ml in fresh medium. Restimulation was performed by the addition of
anti-CD3 plus anti-CD28 mAbs (2 pg/ml) (BD Biosciences). Cytokine
production was first analyzed by ELISA in 24-h supernatants for unlabeled
T cells. Cytokine synthesis was also measured after a 6-h incubation by
intracellular flow cytometry with allophycocyanin-labeled anti-IL-4, anti-

IL-10, and anti-IFN-y mAb for CFSE-labeled heterologous T cells iden-
tified with PE-Cy5-anti-CD4 mAb (all obtained from BD Biosciences ).

KpOmpA intranasal injection in mice

Female BALB/c mice, 6—10 wk old (IFFA Credo), were anesthetized by
L.p. injection of ketamine/xylazine (Sigma-Aldrich) (2.5% v/v in PBS): 30
wl of BSA (100 pg) or KpOmpA solution (100 pg) was administrated
intranasally on days 0. 1. and 2. Analyses were performed 24 h later.
Experiments were approved by the animal ethical committee.

Cell infiltrate and inflammation in mouse lung tissue

BAL was first collected: then, right lungs were collected in PBS and me-
chanically dissociated to extract proteins from lung tissue. With the left
lobe, total cells were isolated and then stained with allophycocyanin-la-
beled anti-CD1 Ic and FITC-labeled anti-1-A” mAbs, or with the isotype
control (BD Biosciences). and analyzed by flow cytometry. Results are
expressed as the percentage of CD11c* I-A™ cells in the lung.

Left lung specimens were fixed with Immunochistofix and embedded in
Immunchistowax (Aphase). After permeabilization, sections were incu-
bated overnight with purified anti-mouse I-A” (BD Biosciences) and bio-
tinylated rat anti-mouse CD 1 1c mAb and with rat anti-mouse CCL20 mAb
(R & D Systems). For CCL20, Ab binding was detected after a 2-h incu-
bation with biotin-conjugated goat anti-rat 1gG (dilution: 1/400; Sigma-
Aldrich) at room temperature, followed by incubation (or directly incu-
bated for the biotinylated primary Ab) with Vectastain ABC kit for 20 min
(Vector Laboratories). Color development was obtained with a Fast-Red
solution (Sigma-Aldrich). Counterstaining was performed vsing Gill"s he-
matoxylin (Labonord).

Statistical analysis

Results are expressed as mean = SEM. Statistical analysis was performed
using the Wilcoxon test for paired data or the Mann-Whitney I test for
unpaired data (SPSS Software, Windows ).

Results
KpOmpA induces chemokine secretion by BEC

We previously described that KpOmpA induced the production of
CXCL1 and CXCLR by BEC, two chemokines involved in neu-
trophil recruitment (13). KpOmpA also induced a dose-dependent
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production of CCL2, CCLS, CCL20. and CXCL10 but not CCLT
by BEAS-2B cells after 24 h of stimulation (with a maximal ac-
tivity at 20 pg/ml) associated with specific mRNA expression at
6 h (data not shown). Similar results were obtained with BEC
primary cultures. Indeed. 20 pg/ml KpOmpA significantly in-
creased the production of CCL2, CCLS, CCL20, and CXCLI10O
compared with unstimulated cells after 24 h (Fig. 14). In our
hands. LPS was a poor inducer of these chemokines in BEC com-
pared with unstimulated cells (CCL2: 68 = 12 vs 57 = 20;
CXCL10: 68 + 48 vs 66 * 33; CCL20: 1295 * 110 vs 1117 *
240, respectively). Taken together, these data show that KpOmpA
triggers the production by BEC of chemokines potentially in-
volved in DC migration.

KpOmpA triggers the recruitment of DC precursors by BEC

‘We next tested the effects of supernatants from BEC primary cul-
ture on the migration of MDDC precursors (days 1, 3, 5), immature
(day 6). and mature MDDC obtained after 24 h of stimulation with
LPS. The precursors and the immature DC were responsive (o
CCLS with a maximal activity at day 3 and mature DC to CCL19
(data not shown). Whereas supernatants from unstimulated cells
had no marked effect, KpOmpA-treated BEC supernatants have a
strong chemotactic activity on MDDC precursors taken at day 3,
and at a lower level at day 5 ( p < 0.05 vs unstimulated BEC) (Fig.
1E). In contrast, supernatants of KpOmpA-activated BEC did not
maodulate the migration of immature (day 7) (Fig. /B). day 1 pre-
cursors, or mature DC (data not shown). No migration of MDDC
precursors was observed in response to CCL20 or KpOmpA alone
(data not shown). As previously demonstrated (12), immunodeple-
tion of KpOmpA-stimulated BEC supernatants with anti-CXCL 10
and anti-CCL5 Abs reduced the number of recruited day 3 pre-
cursors (32 and 46% inhibition, respectively: Fig. 1C). Moreover,
there is an additive effect of CXCL10 and CCLS5 depletion on cell
migration (76% inhibition). The neutralizing anti-CCL2 Ab had a
weak effect on day 3 precursor migration (Fig. 1C) and neutraliz-
ing anti-CCL7 or -CCL20 Abs had no effect on chemotactic ac-
tivity of BEC (data not shown).

MDDC precursors migrate into bronchial epithelial layer and
capture KpOmpA

To confirm that KpOmpA modulated MDDC precursor migration,
we used a polarized model of coculture on Transwell devices. us-
ing BEC and day 3 MDDC precursors. At baseline, approxima-
tively 25% of the cells present in the epithelial layer were MDDC.
Exposure to KpOmpA significantly increased the number of
CD11e" precursors (41 + 5%) present within the epithelium ( p <
0.05, Fig. 2A). In addition, intraepithelial MDDC (CD1lc™ cells)
captured KpOmpA as illustrated after three-dimensional image re-
construction, by the association between CDIllc labeling and
allophycocyanin-conjugated KpOmpA (Fig. 28). Flow cytometry
analysis revealed that —25% of intraepithelial DC (Fig. 2D) cap-
tured KpOmpA. Basolateral DC were also labeled but with a lower
intensity (Fig. 20).

BEC favor DC precursor differentiation and maturation:
involvement of ICAM-1

‘We next analyzed the differentiation of day 3 MDDC precursors,
recruited by BEC within the epithelial layer (intraepithelial),
present on the other side of the Transwell (basolateral) or cultured
without BEC (Fig. 3). The expression of the co-stimulatory mol-
ecules CD8O and CD86 were significantly up-regulated on MDDC
precursors in contact with the basolateral side of unstimulated
BEC. compared with MDDC precursors cultured without BEC
(Figs. 3 and 4). This effect was more pronounced on intraepithelial
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FIGURE 3. KpOmpA potentiates MDDC precursor maturation induced
by BEC. Phenotype of day 3 MDDC precursors was analyzed after 24 h
without any contact with BEC (MDDC), or in the day 3 MDDC precursors/
BEC coculture model (Coculture). In this situation, MDDC precursors in
contact with the hasolateral pole of BEC and within epithelial layer were
studied separately. Cells were cultured in medium alone (clear columns) or
with KpOmpA (20 pwe/ml) (dark columns). Results are expressed as AMFI
(mean = SEM, n = 6). #, p << 0.05, *#, p < 0.01.
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DC (p = 0.05) (Fig. 3). The same profile was obtained for HLA-
DR, ICAM-1. and the maturation markers, namely CDS3 and
CCR7 (p = 0.05). In contrast, BEC did not significantly modulate
the expression of CDla as well as the level of CD1lc expression
by DC (not shown). Addition of KpOmpA to MDDC precursors
cultured without BEC increased the expression of CD80, CD86,
HLA-DR, ICAM-1, CDE3, and CCR7 { p < 0.05), but not CDla.
KpOmpA exposure has an additive effect with BEC on the mod-
ulation of DC phenotype. particularly on the expression of CDE0
and HLA-DR ( p < 0.05) and, in a lower manner, of CD83, CD86,
and CCR7. As previously demonstrated. KpOmpA increased
ICAM-1 expression on BEC or MDDC precursors alone (13) and
the coculture still enhanced ICAM-1 expression on both types of
cells (data not shown). Since 3, integrin-ICAM-1 interactions re-
sult in cell activation, we evaluated the potential implication of this
adhesion molecule in the crosstalk between DC and BEC. Pre-
treatment of BEC with neutralizing anti-ICAM-1 Ab significantly
reduced the expression of CDB0, CD&6, and HLA-DR (46, 68, and
43% inhibition, respectively) whereas this treatment did not block
the effect of KpOmpA on DC alone (Fig. 4). In our hands, super-
natants of unstimulated and KpOmpA-activated BEC had a weak
effect on DC phenotype compared with the coculture model (data
not shown).

In addition, IL-6, IL-10, IL-12, CXL10, CCL17, and CCL22
levels were evaluated in the supernatants of DC precursor/BEC
cocultures. IL-10 and IL-12 were nearly undetectable in the co-
culture even after activation with KpOmpA, whereas this PAMP
induced their secretion by MDDC alone {data not shown). In un-
stimulated cocultures, IL-6 levels were not modulated compared
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induced by BEC. Phenotype of day 3 MDDC precursors was analyzed after
24 h without any contact with BEC (DC) or of intraepithelial DC (CD11c*
cells) obtained in the MDDC/BEC coculture model (DC + BEC). Neu-
tralizing anti-ICAM-1 mAb or an isotype control were added before cell
activation with KpOmpA (20 pg/ml). The expression of CD80 (A), CDS6
(B). and HLA-DR ( €y was evaluated on MDDC incubated with the isotype
control (shaded line) or with anti-ICAM-1 Ab (bold line) compared with
the binding of fAluorochrome-labeled isotype control (hatched line). Neu-
tralization of ICAM-1 reduces the effect of BEC on the expression of DC
markers whereas it does not affect their expression on DC cultured alone.
This is a representative experiment out of three.

with the cells alone. KpOmpA increased [L-6 production in all the
conditions; however, this effect was significantly lower in the stim-
ulated cocultures compared with MDD(C alone ( p <= 0.05) (Fig. 5).
CXCLI1D production was not modulated by the coculture com-
pared with cells alone (data not shown). In contrast, the secretion
of CCL17 and CCL22 were increased at baseline and after
KpOmpA exposure in the cocultures compared with day 3 MDDC
precursors and BEC alone (Fig. 5). In cocultures, pretreatment of
BEC with anti-ICAM-1 Ab significantly decreased the amounts of
CCLI17 (95 and 55% inhibition, without and with KpOmpA. re-
spectively) and CCL22 (94 and 50% inhibition, respectively),
whereas levels of CXCL10 and IL-6 were not affected (Fig. 5). No
effect of anti-ICAM-1 Ab was observed on the activation of DC
precursors or BEC alone (data not shown).

Coculture of DC with BEC modifyv their capacity to induce
cytokine secretion but not proliferation of naive T cells.

First. the capacity of basolateral MDDC cocultured with BEC to
stimulate T cells was evaluated by incubating these cells with au-
tologous CD47CD45SRA™ T lymphocytes for 5 days. The MDDC
cocultured with BEC did not modify the production of 1L-4 and
[FN-v, but increased IL-10 production by T cells after restimula-
tion with anti-CD3 plus anti-CD28 mAbs. KpOmpA activation of
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FIGURE 5. BEC modulate the production of CCLI7, CCL22, and 1L-6
by DC precursors. CCL17, ©CL22, and IL-6 levels were evaluated by
ELISA in day 3 MDDC precursors/BEC cocultures {Coculture). and com-
pared with the concentrations obtained in the culture of day 3 MDDC
precursors (MDDC) or BEC alone. Cells were cultured in medium alone
{white columns) or with KpOmpA (20 pgfml) (black columns) for 24 h.
Neutralizing anti-ICAM-1 Ab (hatched columns) was added to BEC 2 h
before coculture with DC precursors. Results are expressed in nanograms
per 10° cells (mean + SEM, n = 6). # p < 0.05, =5, p < 0.0

MDDC alone or in cocultures did not significantly modulate the
capacity of DC to regulate IL-4 and IFN-vy secretion whereas there
is a trend to increase the levels of IFN-vy (Fig. 6A). In contrast,
treatment with KpOmpA did not affect IL-10 production in cocul-
ture with BEC whereas it increased its production with day 3
MDDC precursors.

In a second model., we analyzed T cell proliferation and cytokine
production with both basolateral and intraepithelial DC in MLR. In
all cases, pre-exposure to KpOmpA increased the capacity of DC
alone to induce T cell proliferation (20-25% of proliferating T
cells) compared with unstimulated DC (15%) or to T cells alone
{5%) (data not shown and Fig. 65). Both basolateral and intraepi-
thelial DC induced heterologous T cell proliferation similar to that
obtained with DC alone (data not shown). IFN-vy production was
also increased by KpOmpA exposure; however, it does not differ
with the different kinds of DC (data not shown). IL-4 and IL-10
production was similar in the presence of unstimulated basolateral
DC and DC alone whereas KpOmpA induced a strong increase of
both positive IL-4 and IL-10 T cell percentage only with basolat-
eral DC. In contrast, intraepithelial DC in unstimulated conditions
have an enhanced activity to induce T cell cytokine production
whereas they do not respond to KpOmpA stimulation. The pro-
duction of IFN-vy was not markedly affected by the coculture with
BEC (data not shown).
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FIGURE 6. Production of IL-4, IFN-y and IL-10 in 120

DC precursors’naive T cells cocultures. A, Day 3

MDDC precursors were previously cultured for 24 h

with coculture or without BEC (MDDC). in medium &0
alone (white columns) or with KpOmpA (20 pg/ml)

(black columns). Basolateral MDDC were collected and

incubated with autologous naive T cells. [L-4. IFN-vy. o
and [L-10 levels were evaluated by ELISA in 24 h su-

pernatants of T cells restimulated with anti-CD3 plus

anti-CD28 mAbs after 5 days of culture with primed B
DC. Results are expressed as mean + SEM (n = 6). =,
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p < 0.05. B, DC/T cell cooperation was also evaluated

in a MLR with both basolateral, intraepithelial DC in
comparison with DC alone. T cells were labeled with
CFSE to analyze their proliferation. The cytokine pro-
duction was measured by intracellular labeling with al-

lophycocyanin-conjugated  anti-IL-4  and  ant-1L-10
mAb. We have reported the percentage of CD4™* T cells
expressing each cytokine in both upper compartments.
This is a representative experiment out of four.
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Intranasal injection of KpOmpA induces the recruitment of
CDIic* cells and I-A** celis into the airways

In a previous study, we demonstrated that one intratracheal injec-
tion of KpOmpA triggered neutrophil influx to bronchial epithe-
lium and into the bronchial lumen (13) whereas no significant mi-
gration of myeloid DC was observed in this situation (data not
shown). However, after three injections of KpOmpA. no more in-
flux of neutrophils was observed in the BAL (3.3% at day 3 com-
pared with 1.9% with BSA and 44% at day 1 with KpOmpA) or in
the bronchial wall (data not shown). In contrast, the number of
CD1lc* I-A*™ cells in lung homogenates was significantly in-
creased after KpOmpA exposure (Fig. 74). Moreover, important
infiltrates of CD11lc™ cells and I-A%* cells were present mainly in
bronchial mucosa (Fig. 7, 8 and C). In contrast, only a few infil-
trating leukocytes were observed in lung sections of mice primed
with BSA (Fig. 70).

To demonstrate the implication of BEC in this process, we mea-
sured CCL20 production by ELISA in lung extracts and BAL and
analyzed its expression by immunohistochemistry on lung sec-
tions. As shown in Fig. 7D, CCL20 production was significantly
increased in lung homogenates and BAL after three intranasal in-
jections of KpOmpA but not after only one injection. Moreover,
analysis of lung sections revealed that treatment with KpOmpA
increased CCL20 expression in BEC and also in subepithelial
myofibroblasts compared with mice receiving BSA (Fig. 7E). An
enhanced expression of ICAM-1 was also detected (data not
shown) as previously reported at day 1 (13). No staining was detected
with an isotype control (Fig. 7E). These data show that intranasal
administration of KpOmpA induces peribronchial DC recruitment as-
sociated with an increase of CCL20 expression in BEC.

Discussion

The primary function of innate immunity is to limit the develop-
ment of infections. It provides the first line of cellular defense
against invading pathogens by the mobilization of neutrophils,
macrophages, and DC. Both types of APC build a network of
signals that instructs the adaptive immune system to mount a spe-
cific response (22). We previously reported that BEC activation by
KpOmpA participates in the development of innate immune re-
sponse, leading to in vivo neutrophil recruitment toward the lung

104 107 10° 107 10¢ 10" 109 10° 104
CFSE

(13). In the present study, we demonstrated that activation by
KpOmpA of human BEC affected DC precursor migration and
their subsequent differentiation/maturation, resulting in a modified
T cell response.

We first focused on the production of chemokines involved in
DC migration, and showed that KpOmpA increased the secretion
of CCL2, CCLS5, CCL20, and CXCLI10 by BEC. These results
extended previous data showing that KpOmpA directly stimulates
BEC to produce cytokines and chemokines. a process probably
related, at least, to NF-xB activation (13). Moreover, KpOmpA
exposure of BEC led to an increased recruitment of MDDC pre-
cursors, through the coordinate activity of CXCL10 and CCLS5.
Surprisingly, CCL2 secretion is not involved in the effect of
KpOmpA-stimulated BEC, in contrast to the data obtained with
allergen-exposed BEC (12). Compared with Der pl-allergen,
KpOmpA is a stronger inducer of CXCL10 production by BEC,
this effect compensating the lack of CCL2 activity in KpOmpA-
derived MDDC precursor recruitment. In addition, as previously
demonstrated in the skin, we suspect that KpOmpA is as a migra-
tion-promoting stimulus for LC (19), a cell only responding to
CCL20 (23) in bronchial mucosa. CCL20 expression, but not that
of inflammation-related chemokines, determines LC homing in the
epidermis (23), the tonsils and probably also in the lung (24).
CCL20 secretion by BEC was previously reported afler exposure
to allergen, but only in allergic asthmatic patients and to diesel
exhaust particles (11, 12). Therefore, CCL20 secretion is only in-
duced by strong signals in BEC such as pathogen exposure or by
proinflammatory mediators present within the lung environment.
In summary, KpOmpA represents a strong inducer of myeloid DC
migration within the bronchial epithelium.

After pathogen exposure, the lung vascular compartment is en-
riched in a population of mononuclear cells (25), which are able to
differentiate into MHC class 1" DC when exposed to the appro-
priate growth factors. including GM-CSF, a cytokine produced by
BEC (26). This enriched population of DC precursors provides a
readily available source to replenish pulmonary DC, both as part of
the normal turnover of these cells and during inflammatory reac-
tions (25, 27). In this study, we showed that airway epithelium
controls the mobilization of these DC precursors through chemo-
kine secretion. These results were confirmed in an in vitro model

136



wn
=1
=]

>
m

cD11c 1-ad
20 s

212 512 .3 %1 L1
g

% z

b % = 3 0 .

. g

g 5 Zg' —

R0 £ o g o

Alveckar Bronchial
spaces  epithelivm

=
"
-

Alveoclar Bronchial
spaces  apithelium

BSA -
. FpOmpA

Dayl Dayd Dayl Day3

Isotype Contral
bl g

o B

-~
FIGURE 7. Intranasal injection of KpOmpA in mice induces CDI11c™
and 1-A™ cell influx and CCL20 production in the lung. Mice received
three intranasal injections of BSA (100 pg) (white columns) or KpOmpA
(100 pg) (black columns). Lungs were collected 24 h after the last injec-
tion. A, Right lung was dissociated and stained for CD1 l¢ and I-A® cells to
evaluate DC recruitment into the lungs. Results are expressed as the per-
centage of CD11c* I-A* cells in the lung. B, Lung sections were stained
for CD1 lc and I-A”. Results are expressed as the number of positive cells
per millimeter of epithelium or per square millimeter for the alveolar
spaces (mean + SEM). C, A representative picture of CD1le and I-A?
staining on lung sections are reported. showing a peribronchial infiltrate in
KpOmpA-treated mice. D), Measurement by ELISA of CCL20 production
in lung extracts and BAL fluids of mice treated with one or three daily
intranasal injections of BSA or KpOmpA. #, p <2 0.05 compared with mice
receiving BSA (n = 12). E, Lung sections were stained for murine CCL20
and with an isotype control. BEC {arrow) and some subepithelial fibro-
blasts (arrowhead) were positive for CCL20 in KpOmpA-treated mice
whereas a weak staining was observed after BSA exposure. No staining
was detected in BEC and fibroblasts with the control.

of polarized epithelium where DC precursors invaded the epithe-
lial layer after KpOmpA exposure. Randolph et al. (28) reported
that monocytes transmigrating through endothelium differentiated
into DC after a complex set of signals. Whereas endothelium de-
livers the first signal for DC differentiation/maturation process, we
hypothesized that airway epithelium may generate the second one
(29). The importance of this crosstalk has been suggested in in-
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testinal mucosa where transepithelial dendrite formation appears
dependent on tight junction protein expression and on the chemo-
kine CX3CL1 (30, 31). In our model of airway epithelium, we
showed that BEC control the recruitment of MDDC precursors, the
capture of KpOmpA, and the differentiation/maturation process.
After 24 h of incubation with BEC, MDDC expressed higher levels
of costimulatory molecules and produced higher amounts of che-
mokines than DC differentiated without BEC. Increased expres-
sion of CD83 and CCR7 confirmed DC maturation, and suggested
that these DC could migrate to the draining lymph nodes, in re-
sponse to CCR7Y ligands. Moreover, ICAM-1 neutralization on
BEC strongly reduced the effect of bronchial epithelium on CCLILT
and CCL22 secretion and on the phenotype of recruited MDDC.
This suggests that ICAM-1/LFA-1 interactions between BEC and
DC precursors are involved in DC activation as well as in the
subsequent recruitment of T cells and eosinophils (32). Local ad-
ministration of KpOmpA in the experimental model also shows
that this PAMP induces the recruitment of myeloid DC and the
production of CCL20 by BEC in vivo. We have also reported that
KpOmpA-exposed animals have an increased expression of
ICAM-1 (13) suggesting that both CCL20 and ICAM-1 are in-
volved in the in vive DC/BEC crosstalk. GM-CSF production by
BEC is also important in the interactions between DC and BEC,
because addition of neutralizing anti-GM-CSF Ab during the co-
culture inhibited the secretion of CCL17 and CCL22 whereas this
treatment did not affect the expression of membrane DC markers
(data not shown). Other adhesion molecules or tight junction pro-
teins may be also involved in the DC/BEC interactions. Because
some DC function such as cytokine production (particularly IL-10
and IL-12) are down-regulated by BEC, additional experiments are
required to evaluate the potential implication of BEC-derived in-
hibitors in this process (such as arachidonic acid metabolites).
An intriguing question concerns the consequence of DC recruit-
ment and maturation into airways from healthy donors. In mice,
airway exposure to an Ag, such as OVA, induces DC-dependent
development of a specific tolerance through ICOS-L expression
and IL-10 production (33). In contrast, association of OVA with
TLR2 or TLR4 ligands triggers airway sensitization and the de-
velopment of an allergic reaction, after subsequent OVA instilla-
tion (34). Concerning the polarization of Th cell, murine resting
airway DC preferentially skews the T cell response toward a Th2
profile suggesting that lung environment favors this type of re-
sponse (35, 36). Thus, we evaluated the capacity of MDDC pre-
cursors cocultured with BEC to activate and polarize T cells in the
context or not of an exposure to a PAMP. At steady state, BEC
promoted an increased production of IL-10 by T cells, suggesting
that BEC may be involved in tolerance induction. In the absence of
proinflammatory signals, partially mature DC probably induce an
abortive proliferative response of unfit T cells. Airway exposure to
a protein Ag in mice leads to the development of Ag-specific tol-
erance associated with induction of regulatory T cells, as shown by
Alkbari et al. (33). In this situation, tolerogenic lung DCs have a
phenotype of mature DC expressing IL-10 and ICOS-L. We have
also analyzed the T cell response in a situation with stronger T cell
activation: a MLR. In this case, coculture with BEC did not affect
their capacity to induce T cell proliferation whereas their ability to
induce IL-4 and IL-10 production by T cells was modified. Baso-
lateral DC responded more vigorously to KpOmpA whereas intra-
epithelial DC had a high basal activity but did not respond any-
more to KpOmpA. IFN-y production was not markedly affected by
the coculture with BEC. The fact that intraepithelial DC appear
more mature than the basolateral cells (Fig. 3) could explain the
difference in cytokine production by T cells. However, these dif-
ferences are not sufficient to modify the T cell proliferation. These
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data also demonstrated that bronchial DC might favor the devel-
opment of Th2 cells as previously reported in experimental models
(35, 36). The implicated mechanism remains to be determined. In
our model, IL-10 production by DC was not detected whereas
IL-12 (a pro-Thl factor) secretion seemed to be down-regulated. In
our in vivo model, KpOmpA induced DC recruitment within bron-
chial mucosa and facilitated the development of IgG1 (an isotype
associated with a Th2 response) Ab production when this PAMP
was co-administrated intranasally with OVA in naive mice (our
unpublished observations). These results suggest that KpOmpA,
through its effect on BEC, may break down or block the Ag-spe-
cific tolerance, and induce a local immune response to the Ag
coupled to KpOmpA according to the presence or not of this TLR
ligand. Taken together, these data show that BEC not only regulate
inflammatory processes (37) but also control the local immune
response by its action on DC traffic and functions.

In addition to its role in the innate immune response, bronchial
epithelium may link innate and acquired immunity through its di-
alog with DC, Moreover, the BEC/DC crosstalk may be implicated
in the control of airway tolerance and, in the context of a PAMP
exposure, may favor the development of the immune response.
Thus, bronchial epithelinm targeting represents a novel strategy in
vaccination process via airway mucosa.
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Abstract

Background: Airway eprthelinm forms a
continuous barrier linked to the formation of tight and
adherens pmetions (TT and AT). In the mtestinal mucosa,
dendritic ecells (DC) which transiently express TJ
protems, are able to open 1t between intestinal epithelial
cells, and then fo sample pathogenic bacteria. Although
DC form a sentinel network mn airway epitheliim, the
presence of TJ and AJ between amrway epithelial cells
(AECY) and DC has not been showed nor the
consequences of formation / dismantlmg of these
qunctions on DC function. Since pathogens deliver danger
signals which activate the mmmune system, we mutiated
this study to assess the mwvolvement of infercellular
Junctigns m the mteractions between AEC and DC in the
context of pathogen-associated molecular patten
exposure.

Methods: The expression of mtercellular
junction preteins om monoscyte-derived DC (MWMDDC)
activated by TLR-2, -3 and -4 ligands has been smdied.
Moreover, the consequences of intercellular pmetion
formation / disseciation mm MDDC on ther maturation
have been evaluated after TLR activation.

Results: Our results showed that MDDC
express the AJ protems, E-cadherin and f-catenin and the
T7 protems, occludin and Z0-1 at steady state and TLE2
and -4 ligands increased their mENA and protemn
expression. The claudin-1 and -2 are expressed at low
level and are not medulated. Whereas Z0-1 is within the
muclens, E-cadherm, B-catemn, and occludin are mamly
cytoplasmic when DC are cultivated alone. In contrast,
these proteins are mobilized towards area of contact with
AEC mm coculture exposed to the TLR2 agomist. Whersas
TJ did not z=em to be mvolved, E-cadhernin molization
mhibits the maturation of DC as shown by a decrease in
the CD40 and CCR7 expression and the cytokine
production. As a result. E-cadhenin-exposed DC have a
dimnished capacity to mduce naive T cell proliferation.
Conclusions: Taken together, our results show that the
exposure to TLE. ligands enhances the expression of AJ
and TJ proteins i DC and favours the formation of
intercellular Jumctions with AEC. The
formation/dismantling of AJ restrains DC  activation
suggesting that this mechamsm might it the impact of
TLE activation in lumg DC.

Keywords:
Dendritic  cell, awway epithelmm, Tight
qunction, adherens junction, E-cadherm

Introduction

Alrway mucosa 15 contimuously expeosed o a
broad range of antigens present in inhaled air. In order to
mamtamn the mtegrity of flus organ, the hmg has
developped different ways of defense, first mechanic
(mmcecibary clearance) and m a second step biclogic
mclnding the nnate immmune response. Ameng nmmune
cells, dendntic cells (DC) are professional antigen-
presentng cells that constimate a surveillance network in
the arrway mucosa close to airway epithelial cells (AEC)
(1, 2). In mrway nmcosa, nryeloid DC form a dense
network mcluding differsnt subpopulations of DC such as

mterstittal DC and Langerhans cells (LC) (3). At steady
state, AEC recrumit immature DC or ther precursors
towards the arway mmcosa where inhaled anfigens are
samapled (4, 3). After anfigen processing, mammng DC
leave their resident sites towards the thoracic lymph
nodes, where they efficiently prime naive T cells (6). DC
are able to discriminate self from non-self thanks to a
large family of receptors so called the pattern recognition
receptors that include signalling receptors (e.g. Toll-like
Feceptors (TLE)) and endocytic receptors mcluding
lecting and Scavenger Feceptors (SE). The type of
receptor mmwvolved m Ag capture will defermune its
processing and its presentation. Signallmg and endocytic
receptors cooperate to finely fune the degree of DC
maturation and, by this way, impact on T cell activation
and polanzation.

Pulmenary epithelinm forms a contimmous
barrier limked m large part to the formation of
mtercellular junctions, particularly tight junctions (7).
Tight junctions were first described by Farquhar and
Palade i 1963 as the most apical component of
mtercellular junction complex mn polarized epithelia.
They seal mtercellular space and separate the cell into
two distinet domains © the apical and the basclateral
domams. They are compesed of integral membrans
protems such as occludin and clawding and cytoplasmic
adaptors among the ZO protein fanuly. Occludin was the
first-discovered integral membrane protein of tight
qmctions (8) and 15 ubigquitously expressed at tight
junctions (%). The clandin family consists in 20 members
and 1s respensible for forming fight-junction strands ().
Clandins play a key role i the regulation of
ransepithelial resistance (10). Z0 proteins mnteract with
ransmembrane tight jmetien proteins occhadin or clandin
and by this way, parficipate in the regulation of the
permeability of epithelial bamer (11-13). Adherens
junctions alse participate to the cchesion of bronchial
epithelium. The key membrane protemn of adherens
qunctions m AEC, E-cadherin 1z the best—charactenized
member of the fanuly of cadhenns. Intracellularly, E-
cadherin confers adhesion by binding te partners such as
- and f-catenm (14). Finally, f-catenin, the cytoplasmic
adaptor in adhersns junctions, plays not only a rele n the
cohesion of adherens junction, but also participates m
Wnot signallimg pathways as a moclear factor (13, 16).
Indeed., cadherm-mediated cell-cell interactions are
dynamie processes, and cadhenn fimcton is fghtdy
regulated in responss to cellular context and signallng.
Moreover, formation'dismantling of these junctions
results m the activatton of signalling pathways in
epithelial cells.

In the mtestinal mucesa, Fescigno ef af showed
that DT are able to open fight junctions betwesn
mtestinal epithelial cells, and then to sample pathogenic
bactena. Anthors showed that DC transiently express
tight junction protemn Z0-1, claudin-1 and occludin n
response to the TLE4 ligand lipopolysacchande (LPS)
(17). However, the mechanism by which DC sample
antigen across airway mmacosa 1s not well understoed.
Moreover, the comsequences of fight junction and
adhersns pmetion formation / dismantling m DC on their
functions are unknown.

The aim of the smdy was fo assess the
mvolvement of mtercellular junction protems m the

]
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nteractions befween bronchial epithelial cells and
dendritic cells m the context of pathogen-associated
molecular pattern (PAMP) exposure. We first studied the
regulation of the expression of mtercellular junction
protemns en menocyte-derived DC (MDDC) by TLR-2, -3
and -4 ligands. In a second step, the consequences of
mtercellular junction formation and'or dissoclation m
MDDC on their functions have been evalnated at steady
state and after exposure to TLE ligands.

Our results showed that MDDC express the
adhersns junction proteins E-cadherin and p-catenm and
the tight junction protems cccludn and Z0-1 at steady
state. TLE. ligands, and particularly TLE2 and -4 ligands
modulate the expression of these proteins by mereasmg
mFNA and protemn levels. We demonsiate for the first
time that E-cadherin play an important role m the
maturation of DC m the time of establishment of
intercellular junctions between bronchial epithehal cells
and DC.

Materials and methods

Preparation of monocyte-derived dendritic
cells (MDDC) and exposure

Elood menocytes were punfied by positive
selecion over & MACS column wsing anti-CD14-
monoclonal antibodies (mAb) conugated nucrobeads
(Mltemy Biotec GmBH, Bergisch Gladbach, Germany)
and were differentiated into dendritic cells by standard
procedures (12). Briefly, meonocytes were cultivated at 1
x 10 cells/ml for 5 days in RPMI 1640 supplemented
with 10% heat-mactivated FCS {Invitrogen, Paisley, UK)
contaming 10 ngml IL-4 and 25 ng'ml GM-CSF
(PromoCell, Heidelberg, Germany).

At day 5, immature monocyte-derived DC were
obtained as characterized by their phenotype (CD14°
CD11c™ CD1a” HLA-DR™) and the low level of
cytokine production (data not shown).

Cells were either left untreated or were exposed
for 1h, 3h, 6h or 24h to the TLR2 ligand Pam3CysE4
(10pzml), the TLE3 ligand Polymesmic-polyeytidylic
acid  (polw(l:C)) (10ugml) eor the TLR4 ligand
Lipopolysaccharide (033B3 serotype, LP3) (lpgiml)
(Invivogen, San Diego, CA) depending on the
expermments. In some experiments, culture plastic was
coated with rhE-cadherm (Neomarkers), goat anf-
occludin and monse anfi-clandin-1 (zymed, Invitegen) at
5 pg/ml in PBS. After overnight mcubation, wells are
washed and MDDC were added mn presence or not of
LP5. To exclude the role of endotoxin contammation,
polymyxmn-B (50 Uiml) was added to the mednmm m
unstimulated cells.

Eeal Time gquantitative PCR

Total EMNA was 13olated from DC. After 1 or 3h
incubation, cells were washed m sterile cold Phosphate-
Buffered Salie (PBS), snap-frozen and stored at -80°C
until BNA isolation by using TRIzol reagent (Invitrogen)
according o mamufacturer’s  insmuctions. RNA
concenTation was determuned by spectrophotometry and
its quality was evaluated by electrophoresis through a 0.2
% agarose gel wisualized wsing Gelstar staimng. Fetro-
manscription and  Real-Time quantitative PCE were
performed wusing SuperScnpi™ Platinun® SYBERE®
Green Two-Step gRT-PCE Kit with ROX (Tovitregen,

Paisley, Scotland) accordimg  to  mamafacturer’s
msmctions. In order to obtain a normalized targst value,
the house-keeping gene actin gens was used. Forward
and reverse primers for f-catenin, E-cadherin, cccludn
and ZO-1 were designed as follow: f-catenm (forward 5'-
AAGCTCTTACACCCACCATCCC, Teverse -
TCACGCAAAGGTGCATGATT), E-cadhenn (forward
F-CCTCGACACCCGATTCAAAGT, reverse  3-
CCCAGGCGTAGACCAAGAAAT), occludin (forward
F-TATAAATCCACGCCGGTTCC, Teverse -
TCAAAGTTACCACCGCTGCTG), Z0-1 (forward -
ATCCCAAATAAGAACAGAGC, reverse -
GGUGTTACATCTAATAAAGCY, actin (forward 3-
TCCTCACCCTGAAGTACCCCA, Teverse -
AGCCACACGCAGCTCATIGT).

Eesults were expressed as the mean relative
Zene expression expressed in folds (2-(AACK)) compared
to imstimmulated cells uzsed as calibrator +/- SERM.

Immunodetection by Western Blotting

Cells were collected by scraping from plates,
sedimentation and washing 2 fimes m cold PBS
containing 2mh EDTA. The cell pellets were lysed on
ice with cell Iysis buffer (10mb Tns-HCL, 140mM
NaCl 3mM EDTA, 1% Trdtem X-100, 1%
Desoxycholate, 0.1% SDS, protease inhibitor muxture
cocktall, pH=74) durmg 1h and vortexed every 10
minutes. Protem lysates were then centrifinged and pellets
were removed Protein concentration of each sample was
measured nsing Bio-Fad Protem Assay and samples wers
diluted to make concentrations equal m all samples for
fumure analyses.

Samples were diluted m sample buffer (0,53
Tns HCL, 23% 3D5, 2% Bromophenol blue, 20%
Glycerol, 3% p-Mercaptoethanel, pH=6.2) and boiling
for dminutes. 10pg total protein were separated by 10%
SDS-PAGE, transferred to mitrocellulose membranes, and
probed with antitbodies against f-catenin (2pg/ml) (Santa
Cruz  Biotechmolegy) and occludin  (Samta Cruz
Biotechnelogy). Meouse anfi-f-actin (1:2000) (Sizma)
was used as loading control primary antibodies for all
samples. Immunoreactive bands were  detected by
chemiluminescence (ECL:; Pierce, Rockford, IL). The
bands were digitized by computer.

Flow cytometry

After the recovery of MDDC supematants, cells
were incubated with PBS contaming 2 mM EDTA and
were detached by scraping. MDDC were centrifuged and
resuspended i PBS 2% FCS. Cells were labeled (30min,
4°C) with murine FITC-comugated ant-HLA-DE, -
CDla, -CD40 and -CD209 PE-comjugated anti-CD80.-
CD23, -CD206 and ant-CCE7 APC-conjugated anf-
CD26 and -CDIlc or mouse IgG isotype commol
conjugated with FITC, PE or APC (BD Pharmingen
except for CD83 (Beckman Coulter) and CCE7 ('R&D
systems)). Cells were washed and fixed with PBS
containing 1% paraformaldehyde.

To study intercellular junction proten
expression, cells were labeled (30mm, 4°C) with mouse
anfi-E-cadhenn (Beckman Coulter) and anti-claudin-1
(Zymed, InviTogen). goat anmtl-occludin (Santa Cruz
Biotechnelogy), -claudn-2, -claudin-4, rabbit ann-Z0-1
() and anti-B-catenin (Santa Cruz  Bistechnology)
anttbodies or 1sotype control after permeabilization.
Binding of primary Ab or 1sotype conirol was detected by
addition of FITC-conjugated donkey anfi-mouse, PE-
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comjugated donkey anfi-geat IgG or APC-conjugated
donkey anti-rabbit annbodies (Inwvitrogen). Then, cells
were washed, fixed with paraformaldebyde m PBS and
10000 events were analyzed en a FACScalibur flow
cytometer with CellQuest software (Becton Diclansen).
Fesults are expressed as the difference betwesn median
fluorescence imtemsity (MFI) with specific amtibody
minus the isotype contrel MFI (aMFI).

Coculture of dendritic cells with bronchial
epithelial cells

Cells from the bronchial epithelial cell line
16HBEl4o™ {2 generous gift of Dr D. Gruenert, San
Diego) were cultivated on the low collagen-coated face of
the Transwell. The transwell inserts were cultivated until
cells reach confluence (about 2 weeks) as evaluated by
the measurement of the resistance across the membrane
(up to 300 ma). Before the coculture, DT were stained
with calcein (30mun at 4°C), washed m PES and were
added at 10° DC/well in the higher compartment of the
Transwell. Bronchial epithelial cells (BEC) were left
unstimulated or stmmlated with TLR2 ligand
Pam3CysK4 (10pz/ml). Stimmulation was applied in well
m contact with BEC. After 24h. the medmm was
removed, ranswells were washed in PES and then fixed
with PBS containing 1%: paraformaldehyde.

Confocal microscopy

After activation of MDDC by TLE ligands,
cells were cytocentnfuged on a slide and fixed with 1%
paraformaldehyde. The slides as well as the membrane of
the inserts were then permeabilized n PBS contaiming
2% human serum, 0.3%: Trton X-100 (10 min at room
temperature) and labelled (30nun, at room temperatre)
with mouse anti-E-cadherin, geoat anti-occludmn, rabbit
anti-Z0-1 and  anti-P-catemin  antibodies or isofype
contrel. Binding of primary Ab or isotype comtrol was
detected by addiion of PE-comjugated donkey anf-
mouse, Alexaiii-conjugated donkey anti-goat IzG or
Alexatd7-conjugated donkey or Alexad8B-conjugated
donkey anti-rabbit annbodies (Inwvitregen). Then, cells
were washed, fixed with paraformaldelyde in PBS. For
MDDC, muclens was labelled with Topre3 (Invitrogen)
(lpg/ml) for 15 mm Imaging was dons using a DM-
IRE2 inverted microscope with 5P2-AOBS scanhead
(Leica). Acquisitions were performed using a 1003, 1.4
NA objective. The laser excitation wavelengths were
selected with an AOBS, and their power was modulated
by an AOTF (AOBS and AOTF are two specific acouste-
optical systems). Excitation powsr was between 100 and
400 uW.

Coculture of dendritic cells with clones
overexpressing E-Cadherin

NIH-3T3 cells were stably transfected with E-
cadherin-expressing pcDINA3S plasnud (a2 generous mift of
Dr P. Cossart, INSEREM U604, Pans, France)
Transfected cells were sorted and tested for E-cadherin
exprassion by flow cytometry before the coculture. After
selection, about 90% of the transfected cells express E-
cadherin (MFT: 55 £ 9). E-cadherm as well as TJ proteins
are not detectable in untreated NIH-3T3 cells or in cells
ransfected with an empty plasmid. Clones were fixed in
PBS containmmg 1% paraformaldéhyde, incubated i
complete EPMI for at least 3h, washed and then
cultivated with DC without or with TLE ligands during
24 hours. MDDC cultured alone were used as controls.

After incubation, supematants were collected and the
phenotype of matre DC was analyzed by flow
cytomefry. Fesults are expressed as the difference
between median fluorescence mtensity (MFI) with
specific antibody mimus the isotype control MET (AMFT).

In some experiments, fixed NIH-3T3 cells wers
labelled with an anfi-E-cadherin mouse antibedy (3
pg'ml) before addition onto MDDC.

Chemolkine and cvtoline measurements

The concentrations of cytokmes and
chemokines m the culture supematants were determined
by sandwich enzyme mmmumoassay as described by the
manufacturer, E&D systems for [L-6, CXCLS, CHCLI10,
and TIF-u or Diaclone (Besangon, France) for IL-12p70
and IL-10.

MDDC ability to induce naive CD4™ T cell
proliferation and polarization.
Mature MDDC were collected at day 6 and punfied
before coculture with CD4™ narve T cells. Naive T helper
cells were isolated from the CD14" fraction by negative
selection using the naive CD4™ T cell isclation kit
(Wilteny1 Buotec). After magnetic selection, the negative
fraction contained more than 95% of CD4™ CD45RA™
cells, as determumned by flow cytometry (data not shown).
Mature MDDC (5 x10% cells/well} were incubated with
CFSE-labelled heterologous naive T cells (1x10° cells
fwell) m 1 mL of RPMI 1640 medium supplemented
with 10 % FCS during 5 days, in order to evaluate the
capacity of MDDC to mduce the proliferation and the
cytokine production by CD4™ T cells. T cells wers
collected after 6 day incubation and resuspended at 2 x
10° cellsml i fresh mediom Restimulation was
performed by addition of anti-CD3 phus ant-CD28 mAbs
(2 wg'ml) (Becton Dickinson). Cytokine synthesis was
measured after 6h mcubation by mtracellular flow
cytometry with APC-labelled ann-IL-4, -IL-10 and —-IFN-
v mAb for CFSE-labelled heterologous T cells identified
with PECy3-anti-CD4 mAb (all from Becten
Dickinson). The percentage of CD4™ proliferating cells
was evaluated by the measurement of CFSE fluorescence
as well as the mtensity of the cytokine production.

Statistical analysis

Fesults are expressed as the mean = s.e.m. The statistical
sigmificance of differences between experimental groups
was calculated by ANOWVAL with a Bonferroni post test
(GraphPad Prism 4 Software, San Diego, USA). Besults
with a P value of less than 0.03 were considersd
sigmificant.

Results

Modulation by TLR ligands of mRENA
expression for the junction proteins E-cadherin, p-
catenin, ZO-1, occludin and claudins in MDDC

We first determined m MDDC whether TLR2, -
3, -4 ligands modify the mPNA expression for
mtercellular jumction protems using quantitative PCE.
Preliminary experiments were performed to define the
profile of expression for these protemns. Since some
madulation were observed at 1 and 3h but not at & and
24h, mBNA expression was analyzed at these time points
(1 and 3h) for the following expenments (data not
showmn).
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TLE2 higand transiently increased the mBINA
level of [-catemin, Z0-1 and Occludin after 1h
stimulation (p=0.05) {(Figure 1). TLR3 ligand shghtly
increased the mPNA level of [-catenin and Occludin
(p=0.03). TLE4 ligand markedly increased mEINA level
of Z0-1 after 1 and 3h stimulation and at a lower
intensity the mENA level of p-Catenin. Claudin-1 was
strongly mereased at 3h by TLR2 and TLE4 activation
(p=0.03) (10 times) and at a lower level with TLE3
ligand (data mot shown). In contrast, clandin-2 and -4
were mot madulated.

Taken together, the results showed that the
exposition to TLE. ligands increased transiently and very
guickly the mEMNA level of adherens and tight junction
protemns m MDDC.

Modulation by TLR ligands of protein
expression for the junction proteins E-cadherin, f-
catenin, £0-1, occludin and clandin-1 in MDDC

Before we smdisd the regulation of protem
expression for junction proteins, we determined whether
the TLR2, 3 and £ agomists mduced the maturation of
MDDC by measuring the expression of the 3 markers
HLA-DE, CD23 and CD26 on MDDC. As expected, the
3 TLE. hgands mduced MDDC matration, with a strong
effect of TLE2 ligand on the expression of the 3 markers
from 6h stimulation (Figure ). TLE3 hgand mereased
the expression of HLA-DE after 24h stinmalation but had
a weak effect on CDE83 and CDE6 expression. Finally
TLE4 increased the expression of the 3 markers after 6
and 24h stimulation.

We determuned the effect of these stmul cn
Junction protein expression at a protein level using flow
cytometry. First, we analyzed the membrane expression
of intercellular junction proteins and we did not detect a
significant binding of the antbedies m the different
conditions of stmmlation (data not shown). However,
after permeabilization, TLE2 ligand mcreased the protein
expression of E-cadhenn after h stimulation, f-catenin,
Z£0-1 and occludin after 6 and 24h stmulation (p=0.03)
(figure 34) TLE4 ligand shighily mcreased the
exprassion of occludin at 6h (p=0.05) and of Z0-1 and B-
catenin after 24h stimulation Similarly, TLE3 ligand
have also a weak effect on E-cadherin, Z0-1 (p=IN5) and
occludin (p=0.05) proteins.

To confinm the specificity of the Ab binding, p-
catenin protein expession was analyzed usmg westemn
blotng. TLE2, -3 and -4 ligands mcreased [-catenin
protein expression after 24h stimulation (p=0.03) (Figure
3B). The band gquantification showed that TLE2 ligand
augmented [-catenin  protein  expression after 24h
stimulation whersas TLE3 and -4 ligands mereased its
expression at both 6h and 24h stimmlation. Smular results
were obtained for cccludin and £0-1{data not shown).

Taken together, the results showed that TLE
ligands, and particularly TLE2 and -4 ligands mereased
the protein expression of E-cadhenin, f-catemin, Z0-1 and
occludin m dendritic cells.

Localization of intercellular  junction
proteins in MDDC and in BEC/MDDC cocultures

The localizaton of the adherens juncton
protemns E-cadhenn and f-catenm, and the fight junction
protemns £0-1 and cccludin has been studied m TLER
ligand-exposed MDDC using confocal microscopy. After
2dh, MDDC express adherens and nght junction proteins
at steady state (figure 4). The four protemns have an

mfracellular localization even a small fraction of these
protems was lecalized at the membrane Swprisingly,
Z0-1 was cbserved mainly m the miclens of unstimulated
and stinmlated cells and the level of fus protein is not
obviously modulated whatever the stimulation Oceludin,
E-cadherin and -catenmn are poorly expressed at steady
state but are markedly increased by TLE2 and -£ ligand
stimmlation. TLR3 activation weakly amplified their
expression. Occludm 15 preferentially localized in the
perimuclear area. After TLE. activation, the binding of E-
cadherin and f-catenin was more diffused within the cells
and a small fraction of these proteins were colocalized at
the membrane. After 6h activation, the same wend of
variation was observed m TLR ligand-activated DC
although the differences were weaker.

We then smdied in TLE2 ligand-exposed
BEC/MDDC cocultures the localization of the adherens
qunction proteins E-cadhenin and p-catenin, and the tight
junction protein clandin-1 and Z£0-1 using confocal
microscopy (Figure 3). The 4 protems smdied ars
localized at BEC membrane confirming the pelanzation
of the epitheliim layer. The expesition of BEC to TLR2
ligand seems to merease the expression of E-cadherm, B-
catenin, clandin-1 and Z0-1. At steady state, a very low
mumber of DC migrated into the epithelium, whersas
BEC stimmlation with TLE? ligand ieressed the
migratien of DC inte bronchizl epithelinm. The DC that
have migrated between BEC express E-cadherin, p-
catenin and £0-1 at the membrane, and these proteins ars
colecalized with mtercellular junction protemns expressed
on BEC.

Taken together, these results showed that
mtercellular junction proteins have mamly an
mfracellular localization m MDDC cultured alone. TLE
ligands mcrease the level of protemn expression for
occludin, B-catemn and E-cadhenn, whereas Z0-1 was
not clearly modulated whatever the stimulation In BEC/
DC coculmre, our data showed that after TLR2 exposure,
DC nugrate mto bronclual epithelial layer and express
adherens and tight junction protemns at the cell contact
with BEC.

Effect of the formation of intercellular
junction on DC maturation

In order to study the effect of the setting-up of
mtercellular junctions betwesn DC and BEC, a first
approach 1z realized by coating plastic dishes with
recombinant human E-cadhenin or specific anti-claudin -1
or anti-occludin anfibodies or isotype conmel IgG.
MDD were added in these wells and the effect on cell
maturation was evaluated after 24h incubanon. The
culmre of MDDC in th-E-cadherin coating plates
mereased the expression of HLA-DE, CDED and CDES to
a level close to that obtained with LPS (data not shown).
In conmast, the coating with anti-TT protems did not
affect the phenotype or the cytekime production by
unstimulated and TLEd4-activated MDDC (data not
shown)

To confirm the mole of E-cadherm. we next
tested the impact of the coculture between MDDC and
clones stably transfected with E-cadherin on dendntic
cell maturation (Fig §). MDDC were left unstinmlated or
were activated with TLRE-2, -3 and -4 ligands. As
expected, the expression of endocytic receptors (CD206
and CD209) and CDla, a meleculs mphcated m Ag
presentation  was sigmficantly decreased by TLERE
activation. In contrast, the expression of costimulatory
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molecules (CD40, CDED and CDEE), the MHC class IT
molecule HLA-DE., the molecule associated with the
MHC, CDE3 and the chemokine receptor CCET was
upregulated with the TLE ligands, LP5S bemg the most
potent stimulus.

Whatever the condittion of stmmlation, the
coculture of MDDC with INTH-3T3 cells expressing E-
cadherin did not affect the expression of CDl1a, CD206
and CD209 as compared with control WIH3T3 cells (Fig
&). For the costimulatory molecule, the level of CD40 15
moderately decreased m LP5- and TLE2 ligand-
stimulated MDDC by the meatment with E-cadhenn
clones m compansen with NIH3T3 cells (p=0.03). In
contrast, CDE0 and CDE6 were not modulated. The lewvels
of HLA-DE and CD23 were not modified by treatment
with the clones. In confrast, CCE7 was sigmficantly
reduced by the coculture with E-cadherin clones as
compared with NIH-3T3 (p=0.03 for TLR2 and TLR4
ligands). To confirm the specificity of the effect, we
prefreated the clones with anti-E-cadherin mAb for 30
min and then MDDC were added. The addition of the
anfibody neumalized about 70% of the effect of E-
cadhern {data not shown). We also defined if the
preincubation with NIH-3T3 is alse regquired to obtam a
significant effect. Although we obtained the zame trend
when the activators were added smnltanecusly, the effect
of E-cadherin clones was the highest after 30 min pre-
imcubation before the additton of TLE ligands (data not
shown).

In parallel with the study of cell phenotype, we
also amalyzed the production of immume-regulatory
cytolines and chemokines (Figure 7). As expected,
stimulation with TLE. ligands increased the secretion of
IL-6, IL-10, IL-12, TNF-u, CXCLS and CXCL10. The
production by stimulated MDDC of mumimersgulatory
cytokines IL-6, -10 and IL-12 were strongly decreased by
the treatment with E-cacherm clones (p=0.03). In
contrast, the production of CXCL10 was not affected For
TWF-z and CIXCL8, we swpnsingly observed a
sigmficant nhibition of the secretion mduced only by the
TLES ligend (p=0.03) which 15 potentialized by the
confrol WIH3T3 cells. As reported for the cell phenotype,
the effect of E-cadhenn clones was blocked by addition
of anti-E-cadherin mAb {about 63% mlubition) and was
maximal after 30 nun premeubation with the clones (data
not shown).

Taken together, the coculture of MDDC with E-
cadherin expressing WIH3T3 significantly reduced CCRT
and CD40) expression whereas it did not modify the
expression of HLA-DE and the other costimulatory
molecules. The production by stmmlated MDDC of
immmnoregulatory cytokines IL-6, IL -10 and IL-12 were
strongly decreased by the treatment with E-cadhenn
clones.

Impact of adherens junction formation on the DC
capacity to activate naive T cells

Mature MDDC were cocultured with CFSE-
labeled heterologous mnaive T cells. After TCR
restimmulation. T cell proliferation was measured by CFSE
fluerescence mtensity. As shown m fig 2, MDDC
meatment with E-cadherin expressing clones have a
limited ability to induce naive T cell proliferation. Both a
mend towards a reduced percentage of proliferatmg T
cells (fiz 8A) as well as a lugher fluorescence intensity
(fig 8B; p= 0.05 m presence of TLE. hgands) reflecting a
lower mumber of proliferation cycles was detected in T

cells mcubated with MDDC activated with E-cadherin
clones. This effect on T cell proliferation was only
observed in TLE-stimulated MDDC. In contrast, no
sigmificant difference was detected m the percentage and
the AMFI of T cells expressing IL-4, [L-10 and IFN-y
(data mot shown) suggesting that treatment with E-
cadherin clones did not affect the DC abality to polanze
CD4™ T cells.

Dizcussion

DC act as sentinels i arway mucosa and this
requires close interactions with AEC. This dialog
implicates the exchange of several messages mduced by
receptor ligand binding. In a previcus work, we showed
that ICAM-1 expressed by AEC modulates the
differentiation / maturation of MDDC precursors in the
context of exposure to a TLE2 higand (19). In this work,
we analyzed the role of mtercellular junction proteins m
the dialog between AEC and DC. For thus, we first
stadied the modulation by TLE ligands of the expression
of adhersns and tight junchon protems m DC. We
showed that TLR2 ligand most efficiently modulates the
expression of adhersns and tight junction proteins.
Concerning TLE. signaling pathways, 1t 15 described m
the literature that TLE2 and TLR4 recrmt MyDEE and
TLE3 recruits the adaptor protem TEIF. TLRE4 can alse
signal via TEIF (20). Smee TLE2 ligand has most
efficiently modulated E-cadherm, p-catenin, occludin and
Z0-1, we can suspect that the modulation of TI and AT
gene expression are essenfially dependent on WMyD22
pathway.

In our study, we showed that mfercellular
Junction proteins are not expressed at membrane when
DC are cultivated alone. Indeed, flow cytometry on non
permeabilized cells did not revealed the detectabls
presence of these proteins on the membrane whereas we
can detect them after miTa-cellular labelling.
Nevertheless, confocal microscopy analysis revealed that
a small part of E-cadherin and -catenin are colocalized
at the membrane whereas tight junction proteins are
miracellular. The discrepancy between results obtained
by confocal micrescopy and flow cytometry analysis
might be explamed by the fact that DC are dissociated
before flow cytometry (with EDTA) and not for the
microscopy. Indeed, E-cadherin hometypic binding is
Ca" dependent. DC matured by different stimuli such as
LPS aggregate m homotypic cell clusters dependant on
MHC class II signaling (21). It 1s not possible to assert
that the membrane locahization of adherens pmctions 1s
close to intercellular comtact area in WMDDC cultures,
however, we cannot exclude it. So, we can suspect that
mntercellular comtacts are probably respemsible for the
localization of E-cadhenn and f-catenin at the membrane
although the exact mechanism remains to be determumned.

When DC are cocultured with BEC, we showed
that both adherens and fight junction proteins are
expressed on DC membrane and are colocalized with
BEC junction proteins. 5S¢ we can suspect that epithelial
barmer mfegrity 15 comserved Thess results are m
agreement with twe smdies showing that DC are able to
sample pathogemic bacteria or particles by sending
dendrites between intestinal or bronchial epithelial cells
respectively without disnobing the integrity of the
epithelial barrier (17, 22). This suggests that a signal or a
cosignal present m BEC/DC coculnire induces membrane
localization of nght junction proteins in DC whereas 1t is
lacking 1in DC culmare. The role m the medulation of TT
and AJ protems of ICAM-1 which actrvates DT in our
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coculture maodel 1z unlikely since DC alse express this
adhesion protem. Necting could be mwvolved in the
membrane loczlization of junction protein, since these
protemns play a key role in the formation of adherens and
tight pmetions. The interaction of nectins between two
adjacent cells enhances the recruitment of adherens and
tight junction complexes (10).

In this study, we showed that the recrnumment of
DC in bronchial epithelium is mere important in the
context of TLR2 ligand, exposure than in unstimulated
condition. This 13 in agreement with our previcus study
where we showed that bronchial epithelial cellz exposad
to KpOmpA, another TLE2 ligand, recrut DC precursors
m 3 mechanism dependant en CCL5S and CXCL10
secretion  and induced accelerated DC  precursor
differentiation and maturation (19). Although ICAM-1 15
mvolved in this process, we hypothesized that other
membrane protems are able to modulate DC functions.
Due to therr rele in the epithelial barmer and as signalling
molecules, intercellular junction protems could be
mvolved. In order to smdy the consequences of junction
formation on DC maturation, we tested the effect of a
coating with antibodies anti-claudin-1, ant-cccludin and
the recombinant protein E-cadhenin. The coating with the
anttbodies has no effect on DC maturation, whereas
hmman recombinant E-cadhenn activates DC.

To confirm the role of E-cadherm, the effect of
the coculture of DC with clones expressing high level of
membrane E-cadherm was evaluated. E-cadhern has a
poor effect on DC phenotype. In our hands, only CCET
and CD40 expression 1= sigmficantly decreased after TLE
activation. A study on Langerhans cells (LC) showed that
E-cadherin engagement on immature LC specifically
imhibits the acquisition of mature features in presence of
cytokines, namely CDE3 and CDE6 expression (23).
More specifically, we alse demonstrated that the
production of the imnumo-regulatory cytokines IL-6, IL-
10 and IL-12p70 induced by TLE2. -5 and —4 ligands
was decreased after E-cadherin mobilization. This can
explain the lower mtensity of T cell proliferation
chserved m MLE. The data from Piedl er af and ours
suggest that E-cadherin 15 invelved m DC function, a
mechanism which allows m epithelial cell to limit therr
maturation in the context of PAMP exposure. As
underlmed previcusly, f-catenm 13 an  important
sizmalling molecule which can reach the muclens and
mduces genes that promote cell nugration and regulate
cell proliferation. Interestingly, some smdies have shown
a direct asseciation betwesn free cytoplasmic activated p-
catenin and NF-KB i human colon cancer cells. These
cells have cytoplasmic activated P-catemin that cam
pPhysically  form  complexes with NE-EB, and
consequently inhibits WF-KB-dependant gene expression
(24). Sun ef @l showed that in the context of Salmonella
imtestinal colonization, the bacteria induces the
association of B-Catenin and NF-EB, inlibiting the NF-
EB-dependant pene expression (13). Solamas e af
showed that E-cadherin plays also an important rele in
these immteractions (26). E-cadherin iz not only able to
directly interact with NF-«E and f-catemin, but also to
regulate their transcription activity. These data mught
explain the mhibition of gene expression such as IL-6,
IL-10 and IL-12 which are at least in part NF-xB-
dependent. Moreover, MDDC exposed to E-cadherin
clones have a decreased ability to mduce CD4+ T cell
proliferation  whereas their polarization was not
significantly affected. Since E-cadherin mehbilization n

MDDC had a weak effect on the expression of
costinmlatory molecules (CDE0 and CDE6  being
untouched), we can suspect that the action on T cell
proliferation 13 due to the modulation of cytokine
production such as IL-4, IL-10 and IT-12.

Taken together, our results show that the DC
exposure to pathogen-associated melecular patterns such
as TLE. ligands increases the expression of adherens and
tight junction proteins. These proteins, essenfially
cytoplasmic when DT are cultivated alone, are mobilized
towards cytoplasmic membrane in the context of the
coculture with BEC and following exposure to PAMP. In
addition, m  these condiions of stmmlation,
formation/dismantling of adherens jumetions restrams DC
activation. The impact of this mechanism remains to be
determined in a physiclogic context.

Legends
Figure 1: Modulation by TIE ligands of mBNA
occludin and Z0-1 1 MDDC

MDDC were activated with TLE2, -3 and -4
ligands, PamyCysEy, poly(lC) and LIPS respectively
during 1h and 3h MDDC were harvested for mENA
isolation followed by measwement of E-cadhern, -
catenin, cccludin and Z0-1 levels by quantitative RT-
PCE. Data are expressed as the mean =5EM from 4
independent expenments. * : p=0.03 wversus MDDC in
medm alone.

Fizure 2 : Modulation of MDDC maturation : effect of
TLE lizand:

MDDC were culttvated with TLE2, -3 and -4
ligands respectively PamyCysE: polyil:C) and LIPS
during 6h and 24h. MDDC were labeled for HLA-DE,
CDE3 and CDBE and were analyzed by flow cytometry.
Data are expressed as the mean = 5EM from 4

independent experniments.

Fizure 3 : Modulation by TIE lizands of protein
expression of the junction proteins E-cadherin, f-catenin,
occhndin and Z0-1 m MODC

A MDDC were culavated with TLE2, -3 and -
4 hgands respectively Pam;CysEy poly(I:C) and LPS
during 6h and 24h. MDDC were labeled for E-cadhenn,
f-catenm, occludin and Z0-1, and analyzed by flow
cytometry. Diata are expressed as the mean = SEM from 4
independent expeniments. * : p=0.03 versus MDDC in
medmm alone.

E. MDDC were cultvated with TLE2, -3 and -
4 ligands respectively Pams;CysEy poly(I:C) and LPS
during 6h and 24h. Whele cell homogenates wers
analyzed for f-catenin by westemn blotting. f-actin was
used as leading control primary antibodies for all samples
The bottom panel shows quantitative measurement of the
mtensity of f-catenin bands. Data are expressed as the
mean = SEM from 4 independent experiments. * : p=20.03
versus MDDC m medimm alone.

Fizure 4 : Tocalization of the hmecfion protems E-
cadhenn, §-Catenin. £0-1 and occhudin m MDDC

MDDC were left unstinmlated or stommlated
with TLE2, -3 and -4 ligands respectively PamsCysK.
poly(l:C) and LPS during 24h. MDDC were labelled for
Z0-1 (green), cccludn (red), E-cadhernin (red), f-catenin
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(green). and analyzed by confocal mucroscopy. INucleus
were labelled with Topro3 (blue).

Fizure 5
MDDC/BEC cocultures

Polanized BEC wers left unstimulated or
stimulated with TLE2 hgands PamyCysEs and co-
meubated with caleemn-labelled MDDC (green) m the
basolateral compariment during 24h. Transwells were

labelled for E-cadherin (red), p-catenmin (blue), clandin-1
(red). ZO-1 (blue) and analyzed by confocal microscopy.

. Localization of the pmetion protems E-

FIEIJI'E 6 . Effect of the coculture with NTHIT3 cells
MDDC were E'IL]J.E‘I cultivated  alone or
cocultured with WIH3T? overexpressing E-cadherin m
the absence or the presence of TLE2, -3 and -4 ligand
respectively PamyCysEs, poly(l:C) and LPS dunng 24h.
MDDC were labzled for HLA-DE., CDE3 and CD86 and
were analyzed by flow cytometry. Diata are expressed as
the mean + SEM from 6 independent expermments * :
p=0.03 versus MDDC in presence of NIH3T3 cells.

Figure 7 : Effect of the coculture with NIH3TS cells
overexpressing E-cadherin on cytokine production by
MDDC

MDDC  were etther cultivated alone or
cocultured with NIH3T3 cells of.-'erex]:lreasing E-Cadherin
mn the absence or the presence of TLE2, -2 and -4 ligand
respectively PamyCysEs, poly(I:C) and LPS during 24h
Concentrations of IL-6, IL-10, IL-12, CXCLS, CXCL10
and TNF-o were measured by ELISA. Data are expressed
as the mean + SEM from & ndependent experiments. *
p=0.03 versus MDDC m presence of NIH3T3 cells.

Figure 8: Impact of MDDC coculture with WIH3T3 cells
expressing E-cadherm on naive T cells proliferation

After activation with TLE ligands in
the presence or not of NIH3T3 clomes, MDDC were
cocultured with CFSE-labeled heterologous naive CD4
T cells. After TCR. restimulation, T cell proliferation was
measured by CFSE fluorescence mtensity. Data are
expressed as the percentage of proliferating CD4™ cells
(part4) and the AMET of this cell population (partB). This
15 the mean = SEM of 4 mdependent expenments. = :
p=0.03 versus MDDC in presence of NIH3T3 cells.
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Abstract

Background: The exposure to pollutants such as diesel exhaust particles (DEP) is associated with an
increased incidence of respiratory diseases. However, the mechanisms by which DEP have an effect on
human health are not complerely understoed. In additon to their action on macrophages and airway
epithelial cells, DEP also modulate the functions of dendritic cells (DC). These professional antigen-
presenting cells are able to discriminate unmedified self from non-self thanks to pattern recognition
receptors such as the Toll like Receptors (TLR) and Scavenger Receptors (SR). SR were originally
identified by their ability to bind and internalize medified lipoproteins and microorganisms but also
particles and TLR agonists. In this study, we assessed the implication of SR in the effects of DEP associated
or not with TLR agonists on monecyte-derived DC (MDDC). For this, we studied the regulation of CD36,
CHCLI6, LOX-1, SR-Al and SR-BI expression on MDDC treated with DEP assodiated or not with TLR2,
3 and 4 ligands. Then, the capacity of SR ligands (dextran sulfate and maleylated-ovalbumin) to black the
effects of DEP on the function of lipopelysaccharide (LPS)-activated DC has been evaluated.

Results: Our data demonstrate that TLR2 agonists mainly augmented CXCLIS, LOX-1 and SR-BI
expression whereas DEP alene had only a weak effect. Interestngly, DEP modulated the actien of TLR2
and TLR4 ligands on the expression of LOX-| and SR-Bl. Pretreatment with the SR ligand maleylated-
ovalbumin but not dextran sulfate inhibited the endeocytesis of DEP by MDDC. Moreaver, this SR ligand
blocked the effect by DEP at low dese (1 ug'ml) on MDDC phenotype (a decrease of CD86 and HLA-DR
expressien) and on the secretion of CXCLIQ, IL-12 and TMF-c. In contrast, the decrease of IL-12 and
CXCLIO secretion and the generation of axygen metabolite induced by DEP at 10 pg/ml was not affected
by SR ligands

Conclusion: Our results show for the first tme thar the medulation of DC functions by DEP implicates

SR. TLR agonists upregulated SR expression in contrast to DEP. Interfering with the expression and/or the
function of SR might be one way to limit the impact of DEP on lung immune response.
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Background

Airway mucosa represents the first line of defence against
invading airborne pathogens and particulate matters. A
high level of airborne particulate matters within the
inspired air is associated with an increased incidence of
respiratory diseases like allergic asthma and rhinitis [1].
Among these pollutants, road traffic and particularly the
diesel cars represent a major source of particulate matters
in urban area. Exposure to diesel exhaust particles { DEP)
is associated with exacerbations of asthma, chronic
obstructive pulmonary disease and allergic rhinitis [2-4].

DEP exert immunoregulatory functions through their first
action on resident cells in the lung including macro-
phages, airway epithelial cells, and dendritic cells [D(C]).
DC has been shown as playing a key role in the control of
the lung immune response. These effects induced by DEP
are probably responsible for its adjuvant activity that pro-
motes pro-allergic sensitization to common environmen-
tal allergens [5], exacerbation of existing airway diseases
[6,7]. and increased susceptibility to respiratory wvirus
infections like influenza [8] or RSV infections [9]. Regard-
ing the modulation of DC functions, DEP do not induce
their maturation but rather slightly modulate the response
to potent maturation agents such as lipopolysaccharide
(LPS), a ligand of Toll-Like Receptor (TLR)4 [10,11]. This
effect involves the generation of reactive oxygen species
(ROS) and the inhibition of NF-«B activation [12]. How-
ever, the early mechanisms by which DEP affect DC fune-
tions are not completely understood.

Whereas alveolar macrophages mainly reside in the alve-
olar region of the lung, immature myeloid DC [(mDC)
constitute a dense network in close proximity to airway
epithelial cells | 12]. Due to their rele in the lung immune
response, mDC are also determinant in the induction and
the control of allergic asthma [14]. DC are professional
antigen-presenting cells that are essential for initiating
adaptive immune responses. They develop from bone
marrow-derived CD34* precursor cells that travel in the
bloodstream to secondary lymphoid tissues and mainly to
the airway and gut mucosa. At a steady state and after
exposure to danger signals, airway epithelial cells recruit
immature DC or their precursors to sample inhaled anti-
gens [15,16]. After antigen processing, maturing DC leave
their resident sites towards the thoracic lymph nodes,
where they efficiently prime naive T cells [17]. The T cell
polarizing signals delivered by DC which are defined by
the degree of cell maturation, determine the issue of the T
cell response and the potential development of effector or
suppressor T cells.

DC are able to discriminate unmodified self from non-self
and altered/ modified self thanks to a large family of recep-
tors so called the pattern recognition receptors that

hitp-/swww_particleandfibretoxicology. comicontentaf 179

include signalling receptors (eg Toll like Receptors
(TLR)) and endocytic receptors including Scavenger
Receptors [5R) [18,19]. The type of receptor involved in
Ag capture will determine its processing and the issue of
Ag presentation. Signalling and endocytic receptors coop-
erate to finely tune the degree of D'C maturation and, by
this way, to impact on T cell activation and polarization.

SR were originally identified by their ability to bind and
internalize modified lipoproteins [18]. SR not only bind
maodified self such as oxidized LDL but also non self
(microbes). In addition to their role in atherosclerosis, SR
play critical roles in tissue homeostasis and innate immu-
nity, e.g. by inducing apoptotic cell clearance. Different
cell types express SR, such as endothelial cells, macro-
phages and DC. In comparison with macrophages, DC
express a specific profile of SR belonging to different
classes including SR-A1, MARCO [class A), SR-B1/CLA-1
and CD36 [class B), LOX-1 and CXCL-16 (also named SR-
PSOX) (class D and E, respectively) [20]. The SR LOX-1,
also known as OLR1 (oxidized low density lipoprotein
(lectin-like) receptor 1) has also a C-type lectin-like
domain (CTLD] of the type found in natural killer cell
receptors [NKRs). CXCL1G also possesses a lunctional
CXC chemokine domain active on T cells in addition o
the mucin-like domain involved in the SR function.
Although binding of DEP to alveclar macrophages was
not inhibited by polyvanionic ligand of SR [21], some SR
such as MARCO are implicated in inert particle clearance
[22].

These data suggest the implication of SR in the modula-

tion of DC functions by DEP. Our aim is to demonstrate
the involvement of SR in this process and the relationship
with the activation by TLR ligands. Indeed TLR4 agonist is
frequently associated with airborne particles [23]. In this
work we first studied the effect of DEP on the SR expres-
sion in immature and mature DC, and second, the modu-
lation by SR ligands of DEP uptake and effect. This role
was evaluated in the context of an exposure to DEI alone
or in association with TLR4 ligand. Our data demonstrate
that DEP modulate the expression of some SR in imma-
ture and mature DC. Pretreatment with SR ligands allows
to block some effects of DEP on cytokine production and
costimulatory molecule expression by DC, at least in part
through the modulation of DEP uptake. Taken together,
our results show for the first time that the modulation of
DC functions by DEP implicates the maobilization of SR,

Results

Modulation of mRNA expression of the SR CD36, CXCLI 6,
LOX-1, SR-Al and SR-BI/CLA-I by DEP and TLR ligands
We first determined whether DEP alone or in costimula-
tion with TLR2 (Pam3CSK4 (10 pg/ml)), -3 (Polyinos-
inic-palyoytidylic  acid  (poly(1:C))] (10 pg/ml), -4
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( Lipopolysaccharide (LI'S)) (1 ug/ml] ligands, modify the
SR CD36, CXCL16, LOX-1, SR-Al and SR-Bl mRMA
expression in monocyte-derived DC (MDDC) using quan-
titative RT-PPCR. Preliminary experiments showed that the
optimal time of mRMNA expression were | and 3 h stimu-
lation {data not shown). DEP did not markedly increase
the mRNA level of SR although a weak effect on CD36was
observed after 1 h stimulation (p < 0.05) (Fig 14). The
TLR2 ligand significantly increased the mRMNA level of
CXCLL6 (p<0.001) and SR-B1 [p < 0.001), after 1 h stim-
ulation, and LOX-1 after 1 and 3 h stimulation {Fig 1A
and 1B) (p < 0.05). TLR3 agonist slightly enhanced the
mRNA level of CD36 (p = 0.05) after 1 h stimulation.
TLR4 ligand significantly increased the mRNA expression
of CD36 after 1 h stimulation (p < 0.001), and LOX-1
after 3 h stimulation. Expression of SR-A1 mRNA was not
modulated by TLR agonists after 1 and 3 h stimulation in
DC (data not shown). However, at 8 h activation, the
TLR2 and TLR4 agonists significantly decreased its expres-
sion (p = 0.05, Fig 2A) whereas the poly{1C) had no activ-
ity.

Activation by DEP combined with TLR ligands resulted in
the inhibition of TLRE2 ligand-induced SR-B1 expression
(p = 0.05), and TLR4 ligand-induced CD36 expression (p

A
4 CXCL16 4 CDa3s
z . 4+ ++ 4+
2 31 3 *
3 + + +
R 1
y 2
1 1 1
0- ]
MediumTLR2 TLR3 TLR4 Medium TLR2 TLR3 TLR4
0 LOX-1 p SR-B1
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6 3
3 .
2 X |
0 0

Medium TLR2 TLR TLR4 Medium TLR2 TLR3 TLR4

Figure |
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< 0.05] after 1 h stimulation. In contrast, DEP enhanced
at 3 h the effect of TLR2 [p < 0.05) and TLR4 ligands on
LOX-1. Exposure to DEP did not affect the expression of
SR-Al even in the presence of TLR agonists (data not
shown).

Taken together, the results showed that DEP alone had a
weak effect on SR expression in comparison with that of
the TLR ligands. However, DEP modulated some of the
stimulatory properties of TLR agonists.

Madulation of protein ex pression for the CD36, CXCLI6,
LOX-1, SR-Al and SR-BI/CLA-I by DEP and TLR ligands

We next determined by flow cytometry the effect of these
stimuli on SE membrane expression in MDDC activated
during & and 24 h. At the opposite of the mRNA expres-
sion, DEP alone significantly decreased after 6 h stimula-
tion the expression of CD36 (p = 0.05) and SR-Bl (p =
NS) whereas it did not affect the level of CXCL1G and
LOX-1 (Fig 3A and 3C). TLR2 ligand significantly
increased the expression of LOX-1 after 6 h stimulation (p
< 0.05) and CXCL16 and SR-B1 after 24 h stimulation (p
< 0.05) whereas it significantly decreased the expression
of CD36 after 24 h stimulation (p < 0.05) (Fig 3A-D). The
activation by TLR3 agonist only tended to increase

B
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32 W ith DEP ,
1

1 J].I_nl_n.l_[lL
0
Medium TLR2 TLR3 TLR4 Medium TLR2 TLR3 TLR4
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N 4
5 el B
3] ;,
& ) |
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DEP and PAMP modulate mRMNA expression of Scavenger Receptors in MDDC. MDDC were maintained in
medium alene or activated with TLR2. -3 and -4 ligands (PamgCSK, (10 pg/ml), pely(l:C) (10 ug'ml) and LPS (I pg/ml) respec-
tively), associated or not with DEP (10 pug/ml) during | h {part A) and 3 h {part B). MDDC were harvestad for mRNA isalatien
fallowed by measurement of CD36, CXCLI6, LOX-1 and SR-BI levels by quanticative RT-PCR. Results were expressed as the
relative gene expression calculated for each experiment in folds (2-124C4) compared to unstimulated cells used as calibrator.
Data reported the mean + SEM frem 4 independent experiments. +: p < 0.05; ++: p < 0.01; +++: p < 0.00] compared with cells

in medium alone. #: p < 0,05 compared with TLR-treated cells.
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Figure 2

TLR2 activation modulates protein expression of SR-
Al in MDDC. MDDC were cultivated with TLR2, -3 and -4
ligands respectively PamyCSK, (10 ug/ml), poly{LC) (10 pg/
ml) and LPS (1 pgiml) during 8 h for the mRMNA expression
{part A) and 24 h for the protein membrane expression (part
Bj. A- MDDC were harvested for mRMNA isclatien followed
by measurement of SR-A1 mRMNA levels by quantitative RT-
PCR. Results were expressed as the mean £ SEM of the rela-
tive gene expression caleulated for each experiment in folds
(2-122Cel) compared to unstimulated cells used as calibrator (n
= 5). B- Dendritic cells were labeled for SR-Al. and analyzed
by flow cytemetry. Data are expressed as the mean £ SEM
from 5 independent experiments. ¥: p < 0.05; *: p < 0.0]
compared with cells in medium alone.
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CXCL16 expression after 24 h. The TLR4 ligand increased
LOX-1 after 24 h stimulation, whereas it significantly
decreased the expression of CD36 after 24 h stimulation
(p < 0.05). The effect of TLR2 agonist was illustrated in fig-
ure 3C-D by histograms of flow cytometry from a repre-
sentative experiment. In contrast with the effect of LPS
and polv{1C), the TLR2 agonist significantly decreased the
expression of SR-A1 after 24 h activation (Fig 2B) but not
after & h (data not shown).

Associated with TLR ligands, DEP decreased the effect of
the TLR2 ligand on SR-B1 expression after 24 h stimula-
tion (Fig 3B and 3D, but increased the action of the TLR4
ligand after 6 h stimulation (p < 0.05) (Fig 3B). Moreover,
DEP significantly enhanced the action of TLR2 ligand on
LOX-1 expression at 6 h stimulation (p < 0.05).

Since SR had a rapid turnover, we have evaluated the total
expression of SR in DC after 6 and 24 h incubation by
immunofluorescence on permeabilized cells. Whereas no
modulation was detected at & h, activation for 24 h by

TLR2 and TLR4 ligands significantly inhibited (33% and

39% decrease, respectively) the intracellular labeling of
anti-CD36 antibody as reported for TLR2 in the fig 4. DEP
partially reversed the effect of TLR2 agonist whereas the
particles alone did not modulate CD36 expression. No
maodulation was observed for SR-B1 and LOX-1. Concern-
ing CXCL16, activation by TLR2 agonist increased the
intracellular expression of this SR as detected on the mem-
brane (22% increase, p < 0.05). In contrast, addition of
DEP did not affect its expression.

Taken together, the results showed that, as reported for

mRMNA expression, activation by TLR ligands modulate SR
membrane expression in different ways. DEP alone tend
to decrease the expression of CD36 and SR-B1. Moreover,
DEP modulated the effect of TLR2 and TLR4 ligands on
the level of LOX-1 and SR-B1.

Modulation by DEP of LPS-induced MDDC maturation:
effect of SR ligands

Since DEP modulated the expression of HLA-DR, CD&3
and CD86 in LPS-stimulated MDDC [10], we studied the
capacity of poly-specific SR ligands [(maleylated ovalbu-
min and dextran sulfate) to reverse the action of DEP on
MDD maturation.

As previously described, the effect of DEP was different
according to the protocol (preincubation with DEP versus
co-incubation with DEP and LPS) (Fig 5). DEP at the dose
of 1 pg/ml significantly inhibited the LP5S-induced upreg-
ulation of CD86 and HLA-DR (p < 0.05) when the ligands
were added simultaneously. Addition of dextran sulfate

and maleylated-ovalbumin blocked the inhibitory effect
of DEP on LPS-stimulated DC (p = 0.05). In contrast,
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Figure 3

DEP and PAMP modulate protein expression of Scavenger Receptors in MDDC. MDDC were cultivated with
TLRZ, -3 and -4 ligands respectively PamgCSK,y (10 ug/ml). pely(l:C) (10 pg/mly and LPS (1 pg/ml). asseciated or not with DEP
{10 pg'ml). A-B Dendritic cells activated during & h {A) and 24 h (B) were labelled for CD36, CXCLI6, LOX-1 and SR-BI, and
analyzed by flow cytometry. Data are expressed as the mean £ SEM from 3 to 7 independent experiments. +:p < 0.05; ++:p <
0.01 compared with unstimulated cells. 5= p < 0,05 compared with TLR-treated cells. C-D Flew cytometry histegrams of a rep-
resentative experiment. MDDC were cultivated for & h {C) and 24 h (D) with DEP (blue line), with TLR2 ligand {Pam3C5K 4,
red line). and with both stimuli (green line) as compared with cells in medium alone (black line).
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DEP and TLR2 agonist modulate the total protein expression of CD36 and CXCL146 in MDDC. MDDC were cul-
tivated during 24 h with DEP (blue line), with TLR2 ligand (Pam,C5kK,. red line). and with both stimuli {green line) as compared
with cells in medium alene (black ling). Dendritic cells were labelled afrer cell permeabilization for CD36, CXCLI 6, LOX-1,
SR-BIl and with an isotype control (dotted line) and then, analyzed by flow cytometry.

these SK ligands did not modulate the action of LPS alone
on the 3 markers of maturation.

Preincubation with DEP at | pg/ml had a weak inhibitory
effect on LPS-induced CDE3 expression in comparison to
LPS alone, whereas HLA-DR and CD86 were not modi-
fied. Addition of maleylated-ovalbumin reversed the
action of DEP on CD&3 expression. Whereas DC-SICN
expression was not affected by DEP treatment, these parti-
cles have an additive effect on the LPS-induced decrease of
the Mannose Receptor expression (data notshown). Addi-
tion of SR ligands did not antagonize this activity {data
not shown).

Taken together, these data confirmed that DEP modified
the phenotype of LP'S-induced matured MDDC, whereas
SR ligands blocked the effects of DEP.

Maodulation by DEP of LPS-induced cytokine and
chemakine preduction by MDDC: effect of SR ligands
The involvement of SR in the effect of DEP on LPS-
induced cytokine and chemokine secretion by MDDC was
also studied. Activation by LPS alone increased the pro-
duction of CXCL1D/IP-10, 1L-6, IL-10, IL-12p7 0 and TNE-
o (Fig 6) whereas DEP alone had no effect {data not
shown). Dextran sulfate (but not maleylated ovalbumin)
strongly inhibited the LPS-induced production of IL-10
whereas addition of SR ligands did not significantly mod-
ulate the other cytokines.

Preincubation with low dose {1 pg/ml) of DEP signifi-
cantly increased the LP5-induced production of CXCLLD/
1P-10, TNF-g, IL-6 and [L-12p70 (p = 0.05). Maleylated-
ovalbumin strongly inhibited the production of CXCL10/
IP-10 (p < 0.001), 1L-12 {p < 0.05) and TNF- (p < 0.05)
induced by low dose of DEP, whereas dextran sulfate had
no significant activity. Surprisingly, [L-6 secretion was not
modified by treatment with SR ligands. Preincubation
with high dose of DEP did not have any significant effect.

Coincubation with low dose of DEP significantly
increased CXCLLO production induced by LPS (p < 0.05),
a modulation which is antagonized by treatment with
both SR ligands, dextran sulfate (p < 0.05) and maleylated
ovalbumin (p < 0.001). In contrast, simultaneous addi-
tion of LI'S and the highest dose [ 10 pgfml) of DEP inhib-
ited the production of CXCL10 and IL-12 in comparison
with LPS alone. Nevertheless, the addition of SR ligands
did not neutralize this effect. Preincubation and simulta-
neous treatment with DEP with and without maleylated-
ovalbumin had any effect on 1L-10 synthesis (Fig 6).

Taken together, these data showed that low dose of DEP
increased the synthesis of crokines by LPS-stimulated
DC, whereas the exposure to high dose was able to inhibit
CXCL1O and IL-12 production. Preincubation with
maleylated-ovalbumin mainly blacked the effect of low
dose of DEP but did not antagonize the activity of the high
dose.
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Figure 5

DEP modulate LPS-induced MDDC maturation:
effect of SR ligands. MDDC were preincubated 2 h with
20 pg/rl dexrran sulfate, 100 pg/ml maleylated evalbumin
associated or net with | er 10 pg/ml DEP and then, 100 ng/
ml LPS were added (Preincubation). For the coincubation,
the three ligands are added simultaneously. After 24 h incu-
bation, MDDC were labeled for HLA-DR, CD83 and CD8&
and were analyzed by flow cytometry. Data are expressed as
the mean + 5EM from 7 independent experiments. 5 p <
0.05 compared with LPS-treated cells. +: p < 0.05 compared
with the condition without SR ligand.

Effect of DEP on DEP endocytosis and ROS production by
DC

In order to elucidate the action mechanism of SR ligands,
endocytosis of DEP by MDDC has been evaluated. The
uptake of particles induced an increase in the granularity
of the cells, which led to a greater scattering of the laser
light in flow cytometry [24]. This is confirmed by our data
reported in figure 7 showing that exposure to DEP slightly

http-/iwww _particleandfibretoxicology. comicontent/an/9

but significantly {p < 0.05) increased side scatter (SC] in
DC. Preincubation with maleylated-ovalbumin but not
with dextran sulfate dose dependently inhibited the
uptake of DEP (p < 0.05).

Since exposure to DEP secondarily induced generation of
ROS involved in the modulation of DC functions [12],
production of these metabolites by MDDC has been eval-
uated. At steady state, MDDC produced low level of ROS,
as measured by flow oytometry. Activation of PMA signif-
icantly increased the generation of ROS which reached its
maximum at 2 h (p < 0.05). DEP significantly increased
ROS production after 4 h stimulation (p = 0.05), whereas
this treatment had a weak effect at 2 h (fig 84). On the left
histogram, treatment with DEP (bold line) induced a
strong gap at 4 h (about 40% of the AMF] obtained with
PMA).

We also analyzed the capacity of maleylated-ovalbumin
to modulate the DEP-induced ROS generation (Fig 8B).
Maleylated-ovalbumin had no significant effect on DEP-
induced ROS production observed after 4 h stimulation.

Discussion

There is growing evidence that inhaled particulate matter
derived from diesel contributes to the increased incidence
of allergic diseases, respiratory infections and mortality
[1.5-7.9]. The effect of DEP on lung immune response
probably implicated the modulation of pulmenary DC
functions.

In this study, we assessed whether DEP may affect the
expression and the function of SR and by this way, can
modulate the function of DC during activation by TLR lig-
ands. Indeed, TLR ligands are frequently associated with
airborne particles [23]. Here we showed that DEP modu-
late the activity of TLR ligands on SR expression in DC.
Moreover, pretreatment with SR ligands blocks some
effects of DEP on LPS-induced DC maturation and
cytokine production through a still unknown mechanism.

Within airway mucosa, particulate matter-exposed bron-

chial epithelial cells secrete the DC chemoattractant
CCL20/MIP-3a, CCL2/MCP-1, and CCL5/RANTES |25].

Therefore, one might expect that DC would be among the

first cells to interact with inhaled particulate matter. In the
current study, we used well-established protocols that are
thought to yield immature MDDC representative of those
present in vivo at mucosal sites |26]. Since respiratory tract
DC are rapidly derived from circulating precursors
[27.28], we believe our experiments provide a reasonable
approximation of how DC and DEP interact in vivo. In
addition, DC can insert dendrites between airway epithe-
lial cells to directly capture the particle or microorganism
within the airway lumen [29].
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DEP modulate LPS5-induced cytokine and chemokine production by MDDC: effect of SR ligands. MDDC were
preincubated 2 hwith 20 pgiml dexeran sulface, 100 pgfml maleylated evalbumin associated or notwith | or 10 pg/ml DEP and
then, 100 ng/ml LPS were added (Preincubation). For the coincubation, the three ligands are added simultaneously. After 24 h
incubation, the concentrations of IP-10, IL-12, IL-6 and TMNF-c. were measured by ELISA. Data are expressed as the mean £
SEM from 8 independent experiments. #: p < 0.05 compared with LPS-treated cells. +: p < 0.05; ++: p < 0.0 compared with

the condition without SR ligand.

Maoduiation of SR expression

There are few studies about the regulation of the expres-
sion of SR on DC. Concerning the regulation of class-A SR
in DC, Amiel et al showed that SR-A expression is upregu-
lated during DC maturation, and is correlated with the
expression of the murine DC marker CD'11c [30]. Another
study showed that advanced glycosylation end [ACE)-BSA
upregulated SR-A expression on DC via MATD kinases path-
way [Ink) [31]. The last work showed the upregulation of
SR-B1 during the differentiation of MDDC. SR-B1 expres-
sion was suppressed by LPS, [FN-y and TNF-o in mono-
cytes and macrophages [32]. In the same way, we detect a
transient decrease of SR-B1 expression in LPS-stimulated
MDD, We have also evaluated on MDDC the protein
expression of MARCO, a SR involved in the particle clear-
ance within the lung. Using a mAb (PLKL clone; HBT,
Uden, The Nederlands), our data revealed that this SR is
nearly undetectable on MDDC by flow cytometry after

intracellular and extracellular labeling, whatever the con-
dition of stimulation {data not shown).

In this study, the selection of the five SR is based on their
expression in airway mucosa particularly in airway epithe-
lium and in MDDC ({data not shown). In addition, these
receptors are known to be implicated in the modulation
of TLR activity [33-36]. Our results showed that DEP had
a weak effect on the SR mRNA expression, in contrast with
the strong effect induced by TLR2 and TLR4 ligands. How-
ever, DEP alone seems to decrease the protein expression
of CD36 and SR-B1 suggesting their mobilization during
theirinteraction with DEP. In contrast, TLR2 ligand and at
a lower level, TLR4 agonist enhances both the mRNA and
protein expression of LOX-1, CXCL16 and SR-B1. Con-
cerning SR-Al and CD36, there is a clear dissociation
between the TLR-dependent modulation of mRNA
(increased) and protein {decreased ) expression suggesting
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SR ligands modulate DEP endocytosis. MDDC were
preincubated for |5 min with 20 and 100 pg/ml dextran sul-
fate or maleylated ovalbumin and then, DEP {10 pg/ml) was
added. After 6 h incubartion, side scatter (S5C) of MDDC was
anatyzed by flow cytometry. Darta are expressed as the differ-
ence between the S5C in DEP-stimulated and inactivated
cells. The data reperted the mean £ 5EM frem 5 independent
experiments. #: p < 0.05 compared with cells with DEP
alone (medium).

that their membrane expression in D'C are mainly control-
led by post-transcriptional mechanisms as previously
reported |20]. Measurement of intracellular expression
revealed that the level of CD36 and CXCL16 is parallel in
both extracellular and intracellular compartment whereas
this is not wue for LOX-1 and SR-B1. According to these
data, the mechanisms controlling the membrane expres-
sion of LOX-1 and SR-B1 are probably very different from
those of CD36 and CXCLIL&. Since TLR3 activation had a
weal effect on SR level in contrast to TLR2 and TLR4, we
can suspect that MyD88-dependent pathway mobilized
by both TLR is involved in the medulation of SR expres-
sion. Associated with pathogen-assodated molecular pat-
tern (PAMP), DEF modulate the activity of TLR2 and TLR4
ligands according to the SR. As previously reported |10-
12], DEP can modulate the signalling pathways activated
by TLR and by this way, controlled the medulation of SR
expression. In addition, we can suspect that DEP uptake
by MDDC directly mobilizes some SR such as CD36 and
SR-B1 and interferes with the activity of TLR agonists on
SR expression.

http:/fwww particleandfibretoxicology.com/content/6/1/2

Regulation of DC maturation induced by TLR ligand

There are some controversial data in the literature con-

cerning the impact of DEP exposure on DC maturation.
Most studies show that DEP alone have no effect on DC
maturation whereas it can act as an adjuvant in order to
increase the response to an allergen or a TLR ligand [10].
In contrast, DEP can also inhibit some signals induced by

TLR activation and deviate the phenotype of mature DC

towards a pro-Th2 type. Indeed, DEP inhibit IL-12 mRNA
and protein expression in DC, and decrease IFMN-y produc-
tion by T lymphocytes cocultured with DEP-exposed DC
[11]. DEP in mice inhibited DC maturation (IL-12 pro-
duction and co-stimulatory molecule expression) induced
by TLR2, 3, 4 and 9 ligands [12]. Finally, another report
also suggests that direct exposure to aitbome particulate
matter from diesel vehicles increased the expression of
MHC class 11 and costimulatory molecules and the pro-
duction of TNF-c, IL-12p40, IL-6, and VECF [2].

In our model, DEP alone have no effect on DC matura-
tion, suggesting that their effect on MDDC is dependent
upon their origin and their preparation {addition of sur-
face activator or surfactant) as previously reported [37]. In
our hands, DEP modulate the LPS-induced DC matura-
tion according to the timing and to the dose. We show
that the low dose of DEP increases the synthesis of
cytokine by [PS-stimulated DC, whereas the high dose
blocks IP-10 and 11-12 production. Moreover, SR ligands
are able to reverse some effects of DEP. One hypothesis to
explain these data might be that there is a competition for
the uptake and internalization of DEP. Our results dem-
onstrated that mOva but not dextran sulfate inhibited in
a dose-dependent manner the uptake of DEP. This sug-
gests that it is not the only mechanism invelved in the
activity of poly-specific SR ligands. The fact that SR ago-
nists only block the action of low dose of DEP, can be
explained by an insufficient molecular ratio between SR
ligands and DEP in order to inhibit the effect of the high
dose. Another explanation might be that, according to the
dose, different receptors are implicated in the DEP effect.

This hvpothesis is likely since both doses of DEP have an

opposite effect on cytokine secretion by DC. The implica-
tion of the xenobiotic sensor AhR has been previously
mentioned [38)]. Moreover, SR are also described as core-
ceptors for TLR, DEP can interfere with TLR-induced sig-
nalling through the mobilization of SR. For example,
activation with the TLR2 ligand Kp-OmpA is dependent of
both SREC-1 and LOX-1 or with diacylglycerides, ol CD36
[24,39]. CD36, with established roles in recognition of
endogenous and exogenous ligands, facilitates TLR2 sign-
aling [40]. In addition, CXCL16 is invelved in TLRS acti-
vation by plasmacytoid DC [33]. Preincubation with
maleylated-ovalbumin mainly block all the effects of low
dose of DEP whereas dextran sulfate have a more
restricted effect. Maleylated OVA binds to most of the SR,

Page 9 of 14
{page number not for citation purposes)

156



Farticle and Fibre Toxicology 2009, 6:9

=

http-iiwwew particleandfibretoxicology. comdcontent/&f1/9

1 Contral
507l DEP e 10
40- - PI’\.-"[A 120
=0 -ﬂgu- B
]
20+ | SER
i l ] l ’
0- | o
10‘:' 1o 1 100 10 10P i i 107 1
2h 4h
B 1 Centrol
[0 Maleylated Ovalbumin =0 50
30 -+ [ DEP
[N DEP + Maleylated Ovalbumin 120 120
20 % ai ] Man
= 3 3
— e &0
10 8
30 4
0 - o4 :
D° 1o 1R 108 1 100 101 10 10° 108
2h 5 h 4h
Figure 8

Effect of DEP on ROS production by MDDC. A. MDDC were incubated in medium alone, with DEP (10 pug'ml) or with
PrMA (100 ng/ml) for different time periods. ROS preduction was analyzed by flow oytometry. The left histogram reperted the
mean £ 5EM froem & independent experiments whereas the flow cytometry histograms show the data obtained in one repre-
sentative experiment +: p < 0.05 compared with cells in medium alone. B. Medulation by maleylated ovalbumin of DEP effect
on MDDC activated for 2 and 4 h. Dara in the left histogram are expressed as the mean £ SEM from & independent experi-
ments. The flow grtometry histograms reported the data ebtained in one representative experiment. +: p < 0.05 compared

with cells in medium alone.

including the class Il scavenger receptors SR-AI/II, SR-BI
and CD36 [20]. Moreover, we have observed that CHO
cells expressing either CXCL16, LOX-1 or SREC-1 strongly
bind FITC-conjugated maleylated OV A (data not shown).
Dextran sulfate has been reported to inhibit the binding
of several ligands to SR-AI/11, SREC-I, CXCL16 and LOX-1
|41] whereas this ligand does notinteract with CD36 [42].
Moreowver, sulfated glyconconjugates, including dextran
sulfate, share a binding inhibition pattern consistent with
class A or C activity [43]. According to our data, we can
suspect that class B SR (SR-B1, CD36) are presumably
involved within DEP effect in DC. To confirm the impli-
cation of SR, it would be interesting to test other inhibi-
tory methods like gene silencing.

The modulation of 11-12 and CXCL10 production {two
major oytokines involved in the differentiation and the

recruitment of Th1 cells) by SR ligands may have a strong
impact on the capacity of DEP-exposed DC to polarize the

T cell response. Since this effect is only observed at low

doses, we can suspect that it is mainly involved in the long
term effect of chronic exposure to these particles.

DEP effect on DC phenotype

Our data demonstrate that coincubation with LIS and
DEP affects the phenotype of mature DC, decreasing the
expression of the costimulatory molecule CD86 and of
the HLA-DR maolecule. We demonstrate that this effect is
dependent on SR mobilization. This process could impact
the T cell response and polarization since CD86 is known
to be implicated in Th2 cell development.

Recently, Porter et al demonstrate that airborne particulate
matter from diesel vehicles enhanced the MR expression
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and potentialized antigen uptake {dextran-FITC) whereas
LPS decreased both MR expression and antigen uptake
|2]. In the present study, DEP alone had no effect on MR
expression (data not shown) whereas it had an additive
effect on the 1PS-induced decrease of this receptor. As
underlined abowe, this discrepancy is probably related o
different origins of the particles.

ROS production

It has been demonstrated in human and murine models
that the effects of DEP on DC are associated with ROS pro-
duction [11,12]. Notably, DEP-induced ROS production
triggers the activation of a signaling pathway mediated by
nuclear factor-erythroid 2 (NF-E2)-related factor 2 that
suppresses [L-12 production [12]. In our model, the inhi-
bition of 11-12 production as well as ROS production are
only detected at high concentrations of DEP and both
zeem to be independent of SR mobilization. These data
strongly suggest that the activation of MF-E2 in not
dependent of SR-induced signalling pathways. At the
opposite, SR seems to be involved in the upregulation of
the cytokine production triggered by the low dose of DEP.

Conclusion

Taken together, our results show that the modulation of
DC functions by DEP involves the mobilization of SR.
Moreover, the impact on DC functions appears to be dif-
ferent according to the dose and probably implicates dif-
ferent signalling pathways. Interfering with the expression
and/or the function of SR might be one way to limit the
impact of DEP on lung immune response and on the
induction and the exacerbation of lung diseases.

Methods

Preparation of DEP

We used standard DEP (standard reference material
(SEM) 2975) obtained from the MNational Institute for
Standards and Technology (NIST, Caithersburg, 11SA).
The material was collected from a filtering system
designed specifically for diesel-powered forklifts. Its
chemical composition is mentioned in the Certificate of
Analysis from NIST. DEP were diluted in a solution con-
tainig 0,04% Dipalmitoy]l Phosphatidylcholin (Fluka
Chemie, Buchs, Switzerland). To minimize aggregation,
DEP were sonicated for 15 minutes and shaked prior to
their dilution. The suspension was diluted in culture
medium to the final concentrations required for exposure
of the cells.

Preparation of MDDC and DEP ex posure

Blood monocytes from healthy volunteers were purified
by positive selection over a MACS column using anti-
CD14-monoclonal  antibodies  {mAb)  conjugated
microbeads [Miltenyi Biotec GmBH, Bergisch Gladbach,
Germany ] and were differentiated into dendritic cells by

hitp-ifwwaw paricleandfibretoxicology com/contenti& /9

standard procedures [26]. Briefly, monocytes were culti-
vated at 1 = 109 cells/ml for 5 days in RPMI 1640 supple-
mented with 10% heat-inactivated FCS [Invitrogen,
Paisley, UK) containing 10 ng/ml IL-4 and 25 ng/ml CM-
CSF [ PromotCell, Heidelberg, Cermany).

At day 5, CD14-CD11e*HLA-DR™ immature monocyte-
derived DC were obtained as characterized by their phe-
notype and the low level of cytokine production (data not
shown).

Cells were either left untreated or were exposed for 1, 3, 6,
8 or 24 h to DEP (10 pg/ml) with or without the TLR2 lig-
and Pam3CSK4 [ 10 pg/ml), the TLR3 ligand poly({1:C) (10
pg/ml) or the TLR4 ligand LIS {1 pg/ml) {Invivogen, San
Diego, CA) depending on the experiments. The vehicle for
DEP containing 0.04% dipalmitoyl phosphatidylcholin
was added in the control wells.

To evaluate their maturation in the presence of DEP, the

activation protocol was as follows: MDDC were preincu-
bated with the SR ligands Dextran sulfate (20 pg/ml) or
maleylated- and deglycosylated ovalbumin {100 pg/ml)
with or without DEP (1 or 10 pg/ml) during 2 h befare
addition of LPS {100 ng/ml) for 24 h. In some experi-
ments, the SE ligands, DEP and LP'S were added at the
same time. The preparation of SR ligands are endotoxin-
free, as measured by the limulus amebocyte assay (Lonza,
Verviers, Belgium). As previously described, dextran sul-
fate particularly targets SREC-1 and CXCL16 whereas
maleylated-ovalbumin binds to most of the SR [44-46].
Cell viability was evaluated in each condition of activa-
tion by trypan blue exclusion after 24 h incubation and no
significant decrease was detected in the presence of each
activator or their combination.

Real Time quantitative PCR

Total RNA was isolated from DC exposed to DEP and/or

to TLR ligands. After 1 or 3 h incubation, cells were
washed in sterile cold PBS, lysated by using TR1zol reagent
(Invitrogen) and RNA were isolated according to manu-
facturer's instructions. RMNA concentration was deter-
mined by spectrophotometry and its quality was
evaluated by electrophoresis through a 0.8% agarose gel
visualized using Gelstar staining. Retro-transcription and
Real-Time quantitative PCR were performed using Super-
Script™ Platinum® SYBR®* Creen Two-Step qRT-PCR Kit
with ROX (Invitrogen, Paislev, Scotland] according to
manufacturer's instructions. Forty-five cycles of ¢DNA
amplification were performed at 55°C (30s) after hybri-
dation at 60°C (20s). In order to obtain a normalized tar-
getvalue, the house-keeping gene actin was used. Forward
and reverse primers for CD36, CXCL16, Lox-1 and SR-B1
were designed as follows: CD36 (forward 5-TGTC-
COCGAAGAAGGTACAA,  reverse S TCACTTCCTCT-
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GGATTTTGCAC); CXCL1& ( forward 5'-
GLCTTTGCACCCTTGTCTCITG,  reverse 5'-TTGCGCT-
CAAACCACTCCACT);,  LOX-1 (forward  5-ACT-
GUACACAANTTACGCCAGGT, TEVETSE 5'-
ATCTCCCCTTCCAGCATACGA); SR-AL (forward  5'-

TTCAAACCIGCACTCATTCCCE, reverse 5'-TTCTTCCGTT-
TOOCACTTCAGCA); SR-B1 (forward 5'-TCACCATCCCT-
TCCTGCATT, reverse 5-CATCCCAACAAACACCCCAA);
actin [forward 5" TCCTCACCCTCAACTACCCCA, reverse
5-AGCCCACACGCAGCTCATTCT).

Results were expressed mean +/- SEM of the relative gene
expression calculated for each experiment in folds (2
(22ct)) compared to unstimulated cells used as calibrator.

Chemokine and gokine measurements

The concentrations of cytokines and chemokines in the
culture supernatants were determined by sandwich
enzyme immunoassay as described by the manufacturer,
R&D systems for CXCL10/IP-10, IL-6, and TNF-a or Dia-
clone {Besangon, France) for 11L-12p70.

Flow cytometry

After the recovery of MDDC supernatants, cells were incu-
bated with PBS/EDTA (2 mM) and were detached by
scraping. MDDC were centrifuged and resuspended in
PBS containing 2% FCS. Cells were labeled (30 min, 4°C)
with murine FITC-conjugated anti HLA-DR and DC-SICN
mAb, PE-conjugated anti CD80, CD83 and Mannose
Receptor mAb, APC-conjugated anti CD86 and CD11c
mAb or mouse IgG isotype controls conjugated with FITC,
PE or APC (BD Pharmingen, except for CD&3 from Beck-
man Coulter). Cells were washed with cold PES and fixed
with 1% paraformaldehyde in PBS.

To study SR expression, cells were labelled (30 min, 4°C)
with mouse anti-LOX-1 (HBt), -SR-B1 (BD) and -CD36&
(Labvision), goat anti-CXCL16 {R&D systems ) antibodies
or the relevant isotype control. Binding of unlabelled Ab
or isotype control was detected by addition of FITC-con-
jugated anti-mouse or PE-conjugated anti-goat 1gC anti-
bodies (Invitrogen). In some experiments, the procedure
was reproduced with cells previously fixed and permeabi-
lized according to the procedure of the kit manufacturer
(BD Biosciences). For SR-Al, cells were directly labelled
with an FITC-conjugated anti-SR-A1 monoclonal anti-
body (R&D Systems). Then, cells were washed, fixed with
paraformaldehyde in PBS and 10000 events were ana-
lyzed on a FACScalibur flow cyvtometer with CellCuest
software (Becton Dickinson). Results are expressed as the
difference between median fluorescence intensity [MFI)
with specific antibody minus the isotype control MFI

(AMFT).

hitp:/fwww particleandfibretoxicology. com/content/é/ /9

Analysis of oxidative metabolism

10 pM of H2DCFDA {Dihydro-DichloroFluorescein Dia-
cetate] was added o 2 = 105 DC cultured in PBS for 30
minutes before stimulation with DEP (10 png/ml) associ-
ated or not with SR ligand maleylated-ovalbumine, posi-
tive contral PMA (100 ng/ml) for 2 and 4 h. ROS
generation was quantified by Flow Cytometry. Results are
expressed as the difference between median fluorescence
intensity [MFI) with DCFDA minus the autofluorescence
control MFL {AMFI).

Statistical analysis

Results are expressed as the mean + SEM. The statistical
significance of the differences between experimental
groups was calculated by ANOVAL with a Bonferroni post
test [CraphPad Prism 4 Software, San Diego, USA).
Results with a P value of less than 0.05 were considered
significant.
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