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Résumé

Les cellules monocytaires, macrophagiques ct dendritiques participent aux défenses
immunitaires innées et adaptatives en réalisant au moins quatre fonctions essentielles : (1)
alerter le systéme immunitaire de la présence d'é¢léments indésirables, (2) capturer et présenter
aux lymphocytes T les oligopeptides issus des ¢léments étrangers, (3) participer a
I'élimination de ces éléments étrangers, (4) participer a la réparation des lésions occasionnées
par les réponses immunitaires. Ces cellules sont caractérisées par une trés grande plasticité qui
a pu rendre difficile la définition de sous-populations distinctes ou d'états d'activation
particuliers. La caractérisation d'un nombre croissant d'antigénes de différenciation et 1'é¢tude
du transcriptome et du protéome de ces populations ont permis de les définir avec une plus
grande objectivité. De nombreux travaux ont permis d'élucider avec une précision croissante
les mécanismes physiologiques fondamentaux permettant a ces cellules de réaliser les
fonctions mentionnées ci-dessus : (1) L'adhésion a de nombreuses cellules ou surfaces peut
étre induite par plusieurs dizaines de récepteurs spécialisés et 1’attachement influence de
nombreux aspects du comportement cellulaire. (2) La capacité de détecter les gradients de
facteurs chimiotactiques et de se déplacer dans I'organisme est également indispensable a la
réalisation des fonctions de ces cellules. (3) La phagocytose permet la capture de nombreuses
particules étrangeres qui sont ensuite dégradées de maniére plus ou moins compléte. (4) Les
molécules étrangeres qui ont été incomplétement dégradées peuvent étre présentées aux
lymphocytes T en association avec des signaux qui vont guider qualitativement et
quantitativement leur activation. (5) les particules qui ne peuvent étre phagocytées peuvent
étre dégradées au moyen de la libération de substances toxiques, c'est la cytotoxicité a
médiation cellulaire. (6) Enfin, la libération de nombreux facteurs participe aux réactions
immunitaires et a la réparation des lésions. Ces données expliquent I'implication des cellules
monocytaires, macrophagiques et dendritiques dans la quasi-totalité¢ des situations
pathologiques.

Mots clefs : Phagocytose, Adhésion, Migration, Inflammation, Présentation de I'antigéne,
cytokines, chimiokines, cytotoxicité.



1 - INTRODUCTION

1.1 - Importance du sujet et objectifs de l'article.
Il est permis d'attribuer aux cellules monocytaires et dendritiques au moins quatre
fonctions essentielles :

Détection d'une présence indésirable et émission d'un signal d'alarme. Le systéme
immunitaire adaptatif est capable de reconnaitre avec une extréme spécificité des structures
étrangeres ayant pénétré dans 1'organisme qu'il défend. Cependant, cette spécificité peut
ralentir considérablement la réponse immunitaire : On sait que les lymphocytes T sont répartis
en "clones" exprimant un seul récepteur de l'antigéne (TCR : T cell receptor, capable de
reconnaitre une structure trés précise exprimée par un complexe peptide/molécule
d'histocompatibilité). Etant donné qu’une tres faible proportion des clones existant dans un
organisme peut reconnaitre une cellule infectée par un agent pathogéne donné, la détection
d’une infection nécessiterait un délai prohibitif [Bongrand 1998] en I’absence d’un
mécanisme permettant aux cellules infectées ou altérées d’étre signalées "a I'attention des
lymphocytes". Comme nous le verrons plus bas, cette alerte repose sur des récepteurs
membranaires spécifiques d'une part de motifs structuraux caractéristiques des
microorganismes potentiellement pathogénes (PAMP: pathogen associated molecular
patterns), d'autres part de structures témoignant d'une altération cellulaire (DAMP : damage
associated molecular patterns).

Présentation des antigenes aux lymphocytes afin de déclencher une réponse spécifique et de I'
orienter qualitativement et quantitativement. Cette fonction inclue le transport des antigeénes
étrangers dans les organes lymphoides, leur traitement, et leur présentation aux lymphocytes
en association avec des facteurs de "costimulation". Cette fonction est indispensable a la
stimulation des lymphocytes T qui sont incapables de reconnaitre un antigéne natif.

Participation a l'étape effectrice des phénomenes inflammatoires mis en oeuvre pour répondre
aux facteurs d'agression. Cette fonction inclue des fonctions d'élimination telles que la
phagocytose, mais aussi la secrétion de médiateurs cytotoxiques (dérivés réactifs de
'oxygene) ou le recrutement et l'activation d'autres populations cellulaires.

Participation a l'équilibre homéostatique de l'organisme. En 'absence d'agression, I'équilibre
d'un organisme nécessite une élimination des cellules en fin de vie et le soutien des cellules de
remplacement. Par exemple, 1'équilibre du tissu osseux résulte de l'action opposée des
ostéoblastes et des ostéoclastes, qui sont des cellules macrophagiques dont les fonctions ont
récemment suscité de nombreuses études. Les macrophages sont capables de synthétiser de
multiples facteurs capables d'influencer ces processus.

Toutes ces fonctions nécessitent une régulation quantitative trés précises : une réponse
immunitaire insuffisante permettra le développement d'une infection 1étale. Une réponse trop
active se traduit par des phénomenes d'hypersensibilité. Un déficit fonctionnel des
ostéoclastes entrainera une ostéopétrose. En conséquence, les cellules monocytaires,
macrophagiques et dendritiques sont impliquées dans la plupart des situations pathologiques :
infections, maladies cardiovasculaires, cancers, maladies inflammatoires. I1 est donc
indispensable aux médecins de comprendre leur fonctionnement, ce qui peut éclairer les
mécanismes physiopathologiques, permettre de tirer partie des explorations biologiques pour



diagnostiquer la présence ou le mode d'évolution d'une maladie, suggérer un traitement et en
suivre l'efficacité.

Le but de cet article est essentiellement de fournir les bases nécessaires pour
reconnaitre les cellules monocytaires, macrophagiques et dendritiques, explorer leur état
(structure et fonction) chez un patient, et relier ces données a une situation pathologique.

1.2 — Impossibilité et inutilité d’une présentation exhaustive.

L'augmentation exponentielle de nos connaissances a certainement modifié ce que
nous pouvons attendre d'une revue. Il y a une vingtaine d'années, un éditeur langait une série
de livres ("FactsBooks") destinés a résumer en quelques centaines de pages ce qu'il fallait
savoir d'un ensemble de protéines telles que, par exemple, les cytokines, les molécules
d'adhésion ou les antigénes leucocytaires. Depuis cette date, le développement de méthodes
d'investigation a haut débit a considérablement multipli¢ les données disponibles, et celles-ci
sont maintenant accessibles en ligne sur des sites publics (on peut citer la base GEO : gene
expression omnibus, du NIH : Attp://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) ou méme sous la forme de
"données supplémentaires" associées aux articles traditionnels : on peut ainsi trouver dans une
seule publication les valeurs comparatives de I'expression de plusieurs milliers de génes par
une dizaine de populations leucocytaires [Robbins 2008]. Le nombre de publications a
¢galement continué de croitre : sur la banque de données "Pubmed" utilisée par tous les
biologistes, on retrouve plus de 130 000 publications parues des années 2001 a 2010 et
comportant les mots clefs "monocyte", "macrophage" ou "dendritic cell". En conséquence,
alors que des revues anciennes consacrées a une espece cellulaire telle que le macrophage
[Auger 1992] laissaient une large place a des listes relativement exhaustives de composants
spécifiques de ces cellules (récepteurs membranaires, substances libérées), les besoins actuels
des lecteurs concernent davantage des principes généraux qui leurs permettront d'organiser
une masse considérable de données dont il est essentiel d'apprécier la signification et la
validité (qui n'est pas toujours absolue). D'autre part, alors qu'il est bien reconnu que
l'intégration des données disponibles nécessite la mise en place de nouveaux cadres
conceptuels au sein de la biologie cellulaire [Mellman 03], il reste utile de conserver quelques
reperes historiques pour comprendre le sens des données actuelles. C'est ce que nous tenterons
de faire dans le présent chapitre.Enfin, étant donné la prépondérance de 1'anglais dans la
littérature scientifique, il nous a paru raisonnable de rappeler les termes anglais les plus
spécifiques en méme temps que leur traduction.

1.3 - Plan de l'article.

L'exposé comportera deux parties :
- Une description générale des cellules monocytaires, macrophagiques et dendritiques. Il s'agit
de répondre a quelque questions simples : comment peut-on définir ces cellules ? comment
peut-on les reconnaitre ? ou peut-on les trouver dans 1'organisme ? peut-on définir plusieurs
sous-populations ? quel est leur cycle de développement ?. Ce point est essentiel car les
cellules macrophagiques font preuve d'une exceptionnelles plasticité [Mosser 2008] et les
propriétés fonctionnelles des cellules qui font I'objet de notre étude sont particuliérement
dépendantes de leur état de différenciation et d'activation.
- Nous passerons ensuite en revue les mécanismes physiologiques fondamentaux sur lesquels
repose le fonctionnement de ces cellules : adhésion, migration, phagocytose, cytotoxicite,
secrétion de médiateurs, présentation de 1'antigéne. Ces processus mettent en jeu une masse
considérable de processus complexes qui interdisent toute présentation exhaustive. Il nous a
paru plus utiles d'essayer de dégager des principes généraux qui aident a ordonner les
informations dont nous disposons. Par ailleurs, nous essaierons lorsque cela est possible de



limiter notre présentation aux cellules humaines, dans le but de faciliter I’application au
domaine médical.

2 DESCRIPTION GENERALE

2.1 - Rappel historique. Phagocytes mononucléés et cellules dendritiques.

Le terme de macrophage a été utilisé par Metchnikoff dés le siecle dernier. En 1924,
Ashoff définissait le systéme réticuloendothélial comme une famille de cellules réparties
dans tout I’organisme et révélées par leur propriété de capter des particules colloidales
(carmin, encre de chine) introduites dans la circulation. Cette classification a été critiquée
dans la mesure ou cette famille regroupait des cellules trés diverses (macrophages,
fibroblastes, cellules endothéliales) qui ne présentaient pas ’homogénéité de morphologie,
d’origine et de fonction que I’on attend d’un « systéme » [van Furth 1975]. C’est pourquoi il a
été proposé en 1969 d’individualiser le systéeme des phagocytes mononucléés [van Furth
1975] dont le premier élément reconnaissable est le monoblaste, apparu dans la moelle
osseuse, et qui donne naissance au promonocyte puis au monocyte. Ce dernier quitte la
moelle osseuse en une quinzaine d’heures [Whitelaw 1975]. Il passe ensuite dans la
circulation sanguine ou il existe une fraction de cellules libres et une fraction dite marginée,
liée aux parois vasculaires [van Furth 1986]. Il émigre enfin dans les tissus périphériques.
Cette migration apparait comme un phénomene aléatoire dont la demi-vie a été estimée a 70
heures environ. Dans les tissus périphériques, les monocytes peuvent se différencier en
fonction de I’environnement en macrophages dans la rate et les cavités pleurales, péritonéale
ou péricardique, en macrophages alvéolaires dans les poumons, en histiocytes dans le tissus
conjonctif, en ostéoclastes dans le tissus osseux, en microgliocytes dans le tissu nerveux, en
cellules de Kupffer dans le foie. Ces cellules peuvent alors survivre plusieurs mois.

Les cellules dendritiques ont été individualisées dans la rate de souris en 1973
[Steinman 1973] et distinguées des macrophages en particulier par leur morphologie et une
moindre activité phagocytaire. Ces cellules ont suscité un intérét particulier lorsqu’il est
apparu qu’elles pouvaient présenter des antigénes aux lymphocytes T avec une efficacité
remarquable : en particuliers, elles apparaissaient comme les seules cellules capables de
stimuler des lymphocytes T « naifs », n’ayant pas encore rencontré « leur » antigéne
[Mellman 2001]. Leur distribution est également ubiquitaire : on peut en trouver de faibles
quantités (une dizaine de cellules par pl) dans le sang [Szabolcs 2003] ou ils ne persistent pas
plus d'une semaine [Merad 2009]. On les retrouve également dans les organes lymphoides, et
dans les tissus non lymphoides qu'il apparait pertinent de séparer en tissus stériles (coeur,
pancréas) et en tissus exposés au passage de substances étrangéres (filtres comme le foie,
interfaces avec l'environnement comme la peau et le poumon) [Merad 2009].

Avant de décrire la cinétique et les propriétés des différentes populations cellulaires
que nous avons évoqueées, il est nécessaire de discuter les méthodes utilisées pour les définir,
les reconnaitre, les isoler et les étudier. En effet, ces méthodes constituent la base de toutes les
¢tudes ultérieures et définissent clairement les limites des conclusions qui peuvent étre tirées
des résultats expérimentaux.

2.2 — Définition et caractérisation des phagocytes mononucléés et des cellules
dendritiques.

Remarque préliminaire. Il est essentiel de comprendre que la classification des cellules de
I’organisme est une opération complexe qui peut comporter une part d’arbitraire : dans une
récente revue [Vickaryous 2006] qui conduisait a proposer 1’existence de 411 populations



cellulaires différentes dans 1’espéce humaine, les auteurs remarquaient que a) on admet qu’il
n’y a pas de continuum entre les différentes cellules, autrement dit, il n’est pas illégitime
d’essayer de définir des populations. b) Une cellule présente de nombreuses variations au
cours de son développement, une population ne peut donc pas étre totalement homogene.
Nous allons rapidement décrire les différentes méthodes utilisées pour reconnaitre et définir
les phagocytes mononucléés et leurs sous-populations.

Figure 1 : Phagocytose de microsphéres de latex.

Des macrophages péritonéaux de rat ont été incubés pendant une heure en présence de
microspheres de latex d’une diamétre de 0,7 pm. La phagocytose est aisément observé en
microscopie optique sans nécessiter une coloration particuliére.

2.2.1 - Morphologie. L’ examen microscopique de cellules fixées et éventuellement colorées
(May-Griinwald- Giemsa) reste largement utilisé¢ pour caractériser les cellules sanguines. Le
développement de I’informatique et des systemes de traitement d’image peut d’ailleurs
conduire a augmenter la rapidité et I'objectivité de ces procédés [Cornet 2008 ; Swolin 2003].
L’observation microscopique permet facilement de distinguer les phagocytes mononucléés
des granulocytes (« microphages » de Metchnikoff, dont la forme du noyau avait conduit a la
dénomination erronée de « polynucléaire »). Les monocytes partagent quelques aspects
typiques : une forme irréguli¢re, un noyau ovalaire ou réniforme, un rapport
nucléocytoplasmique relativement faible, mais ils sont hétérogeénes et parfois difficiles a
distinguer morphologiquement des lymphocytes ou des cellules NK sanguines [Auffray
2009]. Les cellules dendritiques avaient ét¢ dénommées sur la base de leur morphologie
caractéristique [Steinman 1973] qui les distingue des macrophages [Fogg 2006], mais on a
remarqué que ce critére était parfois difficile a appliquer [Auffray 2009]

En conclusion, les propriétés morphologiques ne sont pas assez stables ni assez
caractéristiques pour permettre une caractérisation exhaustive des populations cellulaires.

2.2.2 - Cytochimie. L’expression de peroxydase a souvent €té utilisée pour suivre la
différenciation des phagocytes mononucléés. L expression d’estérases non spécifiques



(produisant une coloration cytoplasmique diffuse apres traitement a 1’alpha-naphtyl-butyrate)
a également été utilisée pour reconnaitre ces cellules.

2.2.3 - Taille et densité. Alors que les tentatives d'automatisation des observations
microscopiques restent récentes et limitées, on a depuis longtemps essay¢ de compter les
monocytes sanguines sur la base de leur taille et de leur densité [Loos 1976; Figdor 1982] et
ces méthodes ont depuis longtemps permis de définir plusieurs sous-populations de
monocytes [Grage-Griebenow 2001 ]

2.2.4 - Propriétés fonctionnelles. Les propriétés fonctionnelles ont souvent été utilisées pour
reconnaitre les phagocytes mononucléés.

Ces cellules ont la propriété de phagocyter activement des particules cibles, en
particulier lorsqu’elles ont été recouvertes d’immunoglobulines. Cette propriété a conduit a
qualifier les phagocytes mononucléés de phagocytes professionnels, pour les distinguer de
« phagocytes occasionnels ». Des particules de latex introduites dans le sang sont rapidement
phagocytées par les monocytes et les granulocytes qui peuvent ainsi étre détectés sans
ambiguité (Figure 1).

La capacité¢ d’adhérer aux récipients de culture présente un intérét particulier car elle
a souvent été utilisée pour purifier les cellules phagocytaires contenues dans une population
hétérogeéne. La généralisation de cette pratique a conduit a utiliser le terme de cellules
adhérentes pour désigner les cellules présentatrices d’antigéne qui étaient assimilées aux
macrophages [Mosier 1968]. Ce n’est que bien plus tard que cette propriété a pu étre attribuée
a une classe particuliére de récepteurs membranaires (récepteurs éboueurs ou scavenger
receptors [Fraser 1993]).
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Figure 2 :Cytométrie en flux. Un cytométre en flux permet en quelques dizaines de secondes de mesurer de 4 a plus de 10
paramétres sur plusieurs milliers de cellules individuelles. On peut facilement représenter de maniére intuitive les valeurs de
deux paramétres : la figure représente les résultats obtenus sur un échantillon de leucocytes sanguins. Le paramétre SSC (side
scatter) est d’autant plus €1évé qu’une cellule est riches en granules capables de diffuser la lumiére a des angles élevés. Le
paramétre FSC (forward scatter) donne une représentation des dimensions cellulaires (qui déterminent la section efficace
d’interaction avec le rayonnement du laser). Cette figure montre que deux paramétres suffisent a définir des populations
cellulaires. L’analyse pourra étre précisée au moyen des paramétres de fluorescence qui sont déterminés simultanément.
L’augmentation récente des capacités des cytométres en flux rend de plus en plus difficile ’interprétation des résultats.

2.2.5 - Antigenes spécifiques. L’utilisation d’anticorps spécifiques a toujours €té considérée
par les immunologistes comme une méthode de choix pour identifier les différentes



populations cellulaires qu’ils étudiaient. L ’efficacité de cette approche a été considérablement
renforcée a la fois par la découverte des anticorps monoclonaux qui ont permis de caractériser
des centaines d’antigenes de différenciation, et par le développement de la cytométrie en

flux : cette technique a permis de détecter simultanément jusqu’a 17 marqueurs différents sur
des milliers de cellules individuelles [Perfetto 2004] et elle peut actuellement étre utilisée en
routine dans les laboratoires de biologie pour explorer au moins 8 parameétres différents. La
cytométrie de flux est largement utilisée a la fois pour distinguer des lignées cellulaires
différentes (par exemple, les monocytes, les neutrophiles, les lymphocyte T, B et NK dans le
sang) et pour distinguer 1’état de différenciation ou d’activation de populations plus
restreintes, par exemple les cellules dendritiques [Szabolcs 2003, Wang 2009 JIM], les
monocytes [Grage-Griebenow 2001] ou des macrophages [Ambarus 2012].

Il y a une dizaine d’années, les cytometres en flux de routine mesuraient
simultanément quatre parameétre cellulaires : les propriétés de diffusion de la lumiére aux
petits angles (« forward scatter » ou FS, dépendant essentiellement de la taille) ou aux grands
angles (« side scatter » ou SS, dépendant de I’hétérogénéité optique, ou encore de la
granularité) et deux parametres de fluorescence (Figure 2). L’¢étude de la diffusion de la
lumiere permettait de différencier les lymphocytes, les granulocytes et les monocytes parmi
les leucocytes sanguins. Un petit nombre de marqueurs spécifiques pouvaient étre utilisés
pour le controle et I’affinement des résultats. On peut ainsi citer :

- CD11bCD18, une intégrine aussi appelée MAC-1 (macrophage-1) ou CRIII (récepteur du
complément de type III) qui est un récepteur capable de fixer des dizaines de ligands
différents [ Yakubenko 2002]. Malgré son nom, cette intégrine peut aussi étre exprimée par
des lymphocytes tels que les cellules NK (natural killers)

- CD11cCD18, une intégrine de structure voisine, est souvent utilisée pour reconnaitre les
cellules dendritiques [Wang 2009].

- CD14 reconnait des motifs moléculaires retrouvés sur des lipopolysaccharides bactériens,
des lipoprotéines a haute densité¢ (HDL), le fibrinogene. 11 fait partie des récepteurs
spécifiques de motifs ou pattern recognition receptors (PRRs) qui sont capables de
reconnaitre directement de trés nombreuses structures étrangeres, ce qui permettra a la fois le
développement de réactions inflammatoire et de la réponse immunitaire adaptative [Gordon
2002]. Dans le sang, CD14 est considérée comme relativement spécifique des cellules
my¢loides, mais certains monocytes peuvent en étre dépourvus [Grage-Griebenow 2001].

- Les cellules phagocytaires peuvent reconnaitre les particules couvertes d’anticorps au moyen
de nombreux récepteurs spécifiques des immunoglobulines. En particulier, les récepteurs de
haute (CD64), moyenne (CD32) et basse (CD16) affinité des IgG, dont les constantes
d'affinité sont respectivement voisines de 10%, 2.10° et 5.10° M [Murphy 2008]. Le récepteur
de haute affinité CD64 est considéré comme spécifique des monocytes/macrophages, bien
qu'il soit inductible sur les granulocytes.

- Les molécules CD33 (membre de la superfamille des immunoglobulines fixant 1'acide
sialique) et CD68 (molécule tres acide retrouvée dans les granules cytoplasmiques mais aussi
sur la membrane cellulaire) ont également été retrouvées sur les monocytes

En conclusion, si les marqueurs antigéniques constituent une méthode de choix pour
reconnaitre des populations et des sous-populations cellulaires, leur spécificité n'est
généralement pas absolues et I'on utilise plutot des combinaisons de marqueurs pour définir
des sous-populations cellulaires (Table 1)

La multiplication importantes des données fournis par la cytométrie de flux conduit
actuellement au développement de méthodes automatiques de traitement basées sur la
statistique multivariée (Encadré 1) qui vont permettre de regrouper des amas de points dans



des espaces multidimensionnels. I est probablement trop tot pour évaluer la fiabilité et
I’utilité de ces développements [Pedreira 2008 A, Pyne 2009].

2.2.6 - Transcriptome.

Au cours de la derniere décennie, les développements technologiques engendrés par le
projet de séquengage du génome humain ont permis d'étudier une fraction substantielle ou
méme la totalité du transcriptome de populations cellulaires a partir d’échantillons de
dimensions raisonnables (de l'ordre de 10° cellules) en utilisant des puces ou microarrays
disponibles commercialement. Aprés une étape essentielle de standardisation, les résultats
sont présentés sous forme de tableaux d'expression relative de milliers de geénes et facilement
accessibles dans des banques de données publiques telles que GEO (gene expression
omnibus), ou associées aux publications sous forme d'informations supplémentaires
disponibles en ligne.

Les résultats sont présentés sous forme de tableaux de valeurs que 1'on peut se représenter
comme des points dans un espace multidimensionnel (Lebart 2006). Par exemple, si I'on
¢tudie I'expression de 5000 genes dans vingt populations cellulaires on peut considérer une
population cellulaire comme un point dans un espace de 5000 dimensions. On peut alors
effectuer le traitement suivant [Eisen 1998; Robbins 2008] : Apres avoir défini une distance
dans cet espace, on peut regrouper les deux populations les plus voisines, et les remplacer par
une "population moyenne". Ce processus peut étre répété plusieurs fois, ce qui permet de
construire un "arbre" suggérant des relations évolutives entre les différentes populations. Les
conclusions peuvent étre comparées a celles qui résultent de traitements plus complexes, et
moins intuitifs, tels que I'analyse en composants principaux. L'intérét de cette démarche peut
étre illustré par une comparaison de plusieurs populations leucocytaires et murines
comportant des lymphocytes (T, B, et NK), des cellules myéloides "traditionnelles
(monocytes et granulocytes neutrophiles) et des cellules dendritiques de ganglions
lymphatiques dont on peut distinguer trois sous populations : les cellules dendritiques
"plasmacytoides" ou pDC, qui seraient les principaux producteurs d’interféron q, et les
cellules dendritiques "classiques" ou cDC comportant deux sous-populations [Robbins 2008].
qui pourraient étre spécialisées respectivement dans la stimulation des lymphocytes T CD4 et
CDS8 [Heath 2004 ; Dudziak 2007]. Ce travail a conduit aux conclusions suivantes :

- la distinction de plusieurs populations doit reposer sur l'analyse d'une combinaison de
marqueurs.

- Les cellules monocytaires et dendritiques se retrouvent sur une branche commune séparée de
la branche "lymphoide" des cellules T, B et NK. Il faut noter que ce résultat n’était pas
absolument prévisible. Par exemple, 1’existence de nombreuses propriétés communes aux
cellules dendritiques et NK a récemment été soulignée [Spits 2007].

- Si 'on regroupe les cellules humaines et murines, on constate que les pPDCs humaines et
murines se retrouvent dans un méme groupe, alors que les deux sous-populations de cDCs
humaines d'une part, murines d'autre part, se retrouvent dans des groupes différents. Cet
exemple montre bien les limites des analogies existant entre des especes différentes. Elle
confirme 1'impossibilité de superposer de maniere absolue les étapes de la différenciation
hématopoiétique chez I'hnomme et la souris [Geissmann 2010; Doulatov 2010].

Il faut souligner que ce type d'étude ne se limite pas a la définition de populations
cellulaires. La comparaison de I'expression génique dans plusieurs populations peut aussi
donner des indications sur le role de génes jusqu'ici inconnus [Robbins 2008]

2.2.7 - Protéome.
Malgré l'intérét majeur de I’étude du transcriptome, on a pu remarquer que sa
détermination ne fournissait qu'une image incomplete de la structure cellulaire, car
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l'expression des protéines n'est pas strictement corrélée a celle du RNA messager [Gygi
1999]. D’autre part, les protéines peuvent subir des modifications post-traductionnelles
susceptibles de modifier leurs fonctions. Le développement de la spectrométrie de masse
permet maintenant d'analyser des mélanges complexes de protéines a partir de quantités
raisonnables de matériel. Par exemple une étude récente combinant 1'électrophorese sur gel de
polyacrylamide, la chromatographie a haute pression et la spectrométrie de masse a permis
d'individualiser 458 protéines membranaires des macrophages murins a partir de quelques
dizaines de mg de matériel [Zhang 2007]. Les auteurs ont ainsi retrouvé la plupart des
marqueurs membranaires connus, ainsi qu'un nombre significatif de protéines nouvelles.

En conclusion : plusieurs méthodes, et plus particulicrement la cytométrie de flux, en raison
de sa simplicité et de la possibilité de tri, et la transcriptomique, en raison de son exhaustivité,
permettent de caractériser un nombre croissant de populations et de sous-populations
cellulaires, ce qui constitue la base de leur étude.

Nous allons maintenant rapidement décrire les différentes étapes du développement et de la
différenciation des principales populations de cellules monocytaires, macrophagiques et
dendritiques dont les fonctions seront décrites au chapitre suivant. Cet exposé permettra de
d'éclairer la signification des termes de sous-population, d'activation, de sensibilisation

(« priming ») et de polarisation qui sont essentiels a la description du matériel cellulaire
faisant 1'objet des études expérimentales.

2.3 - Développement des cellules monocytaires, macrophagiques et dendritiques.

Nous ne disposons pas encore d'un modele exhaustif et définitif de 'hématopoiése humaine
[Doulatov, 2010] et les recherches de ces dernic¢res années ont révélé la complexité et la
multiplicité des mécanismes de développement cellulaire. Nous nous bornerons donc a
rappeler quelques principes simples qui devraient fournir un cadre suffisant. Pour clarifier
I’exposé, nous distinguerons de maniére un peu arbitraire les processus de différenciation,
relativement irréversibles, qui conduisent a I’apparition de plusieurs sous populations
cellulaires stables, et d'activation, correspondant a des modifications fonctionnelles, qui se
traduisent généralement par une augmentation de certaines fonctions, parfois au prix de la
disparition de fonctions complémentaires. Plusieurs espeéces de molécules peuvent déclencher
ces processus de développement. Il peut s'agir de molécules endogénes appartenant a la
famille des cytokines [Encadré 2 et §2.3.1.1.], et de molécules produites par des
microorganismes (Pathogen Associated Molecular Patterns ou PAMPs [Medzhitov 2002]) ou
des cellules altérées (Damage Associated Molecular Patterns ou DAMP [Matzinger 2002].
Les PAMPs et les DAMPs peuvent étre reconnus en particulier par les récepteurs éboueurs
qui sont susceptibles de faciliter la phagocytose (§3.3.1.1.), ou les "Toll like receptors"
(TLRs). Les TLRs ont été identifiés chez la drosophile chez qui ils sont impliqués a la fois
dans la morphogeneése et les défenses immunitaires. Chez I'homme, on a identifi¢ 10 TLRs qui
peuvent €tre exprimés essentiellement sur la membrane cellulaire (TLR 1,2 4, 5, 6 et 10) ou
dans les organelles intracellulaires (TLR 3, 7, 8 et 9). Ils reconnaissent des structures
caractéristiques des procaryotes telles que certains lipopolysaccharides (TLR4), les RNA a
deux brins (TLR3) ou la flagelline (TLRS), mais aussi des "heat shock proteins" (TLR2)
libérées par les cellules altérées [Manavalan 2011].

2.3.1 - Différenciation.
2.3.1.1 - Le systeme classique des phagocytes mononucléés..

On considére couramment que la formation d’un organisme repose sur une suite
d’étapes de maturation liées a une diminution monotone du potentiel de différenciation
cellulaire [Galvao 2010]. Dans ce cadre, il y a une vingtaine d'années [Alberts 1994], la
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différenciation des lignées sanguine pouvait étre représentée comme un arbre engendré par
une cellule souche hématopoiétique pluripotente. Un événement précoce €tait supposé séparer
les lignées lymphoides (lymphocytes T, B et NK) et my¢loides : un précurseur myéloide
commun (CMP : common myeloid presursor) donnant naissance aux cellules formatrices
de colonies (CFC : colony forming cells) parmi lesquelles la CFC-GM donnait naissance a
des colonies mixtes de précurseurs des granulocytes neutrophiles et des monocyte-
macrophages.

Le systéme des phagocytes mononucléés défini par van Furth s'intégrait dans ce
schéma : le monoblaste se différenciait en promonocyte puis en monocyte dans la moelle
osseuse, passait dans le sang sous forme de monocyte, qui migrait ensuite vers les tissus
périphériques en se différenciant en macrophage, susceptible de survivre plusieurs mois. On
pouvait attribuer aux phagocytes mononucléés deux fonctions essentielles : (1) agir comme
effecteurs essentiels de I'élimination des cellules altérées ou des microorganismes pathogenes.
La phagocytose constituait le mécanisme essentiel, renforcé par la secrétion de médiateurs
actifs. (2) Coopérer avec les lymphocytes T pour permettre le développement des réponses
immunitaires adaptatives dépendant des lymphocytes T [Mosier 1968].

D'autres travaux ont permis d’identifier des facteurs de croissance spécifiques
nécessaires aux étapes de différenciation et de prolifération il s'agit de cytokines, comprenant
en particulier le multi-CSF ou interleukine 3, le GM-CSF (granulocyte-macrophage colony
stimulating factor) et le M-CSF (macrophage colony stimulating factor). Ces facteurs peuvent
étre produits par plusieurs espéces cellulaires comprenant les lymphocytes T (interleukine 3
ou IL-3), les fibroblastes (IL-3, GM-CSF, M-CSF), les cellules endothéliales (GM-CSF, M-
CSF), les phagocytes mononucléés eux mémes (GM-CSF, M-CSF). Ces facteurs de
croissance peuvent stimuler a la fois la prolifération et la différenciation des précurseurs des
monocytes/macrophages, et activer des fonctions effectrices telles que la phagocytose. Les
récepteurs des facteurs de croissance appartiennent a des classes de récepteurs bien connues :
récepteurs associés a des tyrosine-kinases (récepteur du M-CSF également nommé M-CSFR,
CD115 ou c-fims) ou récepteurs de la famille des récepteurs des cytokines (GM-CSFR, IL-
3R). La réponse d'une cellule a une combinaison de facteurs de croissance dépend des
récepteurs qu'elle exprime et du traitement quantitatif des signaux qu'ils produisent.

2.3.1.2 - Les différentes populations de cellules dendritiques.

Définition. Les travaux initiaux de Steinman et Cohn [Steinman 1973, 1974] ont permis de
distinguer des phagocytes mononucléés de cellules qui en différaient par leur morphologie
(responsable de leur appellation) et une moindre activité phagocytaire et adhésive. Ces
cellules ont suscité un intérét croissant lorsqu'on a démontré leur remarquable capacité de
présenter les antigénes aux lymphocytes T, en particulier naifs [Mellman 2001]. La
nomenclature de ces cellules est compliquée par leur diversité structurale et fonctionnelle, qui
dépend a la fois de leur localisation et de leur histoire.

Cellules dendritiques lymphoides (plasmactytoides) et myéloides. 11 y a une dizaines d'années,
on pouvait proposer un schéma de différenciation distinguant deux types de cellules
dendritiques, issues respectivement d'un précurseur lymphoide et my¢loide [Alberts 2002].
Logiquement, on distinguait les cellules dendritiques lymphoides exprimant le marqueur
CD123 (correspondant a la chaine alpha du récepteur de I'L-3) des cellules dendritiques
myéloides (CD11c+/CD123-) dont la croissance était stimulée par le GM-CSF plutot que 1'IL-
3 [Szabolcs 2003].

- On utilise le terme de cellules dendritiques plasmacytoides ou pDCs pour désigner des
cellules remarquables par leurs capacité de production d'interféron a [Merad 2009]. Une
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¢tude transcriptomique récente retrouve chez les pDCs une transcription élevée du geéne
codant pour CD123 (IL3RA) mais pas de celui qui code pour CD11c (ITGAX) [Robbins
2008]. Ces cellules correspondent donc aux cellules dentritiques lymphoides définies ci-
dessus.

- Pour désigner les cellules dendritiques myé¢loides, on utiliser parfois les termes de cellules
dendritiques classiques (¢DCs: conventional dendritic cells) et de cellules dendritiques
tissulaires qui distinguent les cellules dendritiques retrouvées dans les ganglions
lymphatiques et les autres tissus. Cet usage a été critiqué [Merad 2009] dans la mesure ou les
cellules dendritiques tissulaires ayant endocyté une particule étrangeére peuvent se différencier
(avec une diminution de l'activité phagocytaire et une augmentation de l'expression de
molécules d'histocompatibilité) et migrer vers les ganglions lymphatiques.

- Comme nous l'avons d¢ja indiqué, on retrouve des cellules dendritiques dans le sang : 0,5%
et 5% des leucocytes sanguins pourraient étre respectivement des cellules dendritiques
plasmacytoides et classiques.

Sous-populations de cellules dendritiques classiques. On a depuis longtemps distingué les
lymphocytes T CD4+, qui reconnaissent essentiellement les antigénes exogenes présentés par
les molécules d'histocompatibilité de classe II, et les lymphocytes T CD8+, reconnaissant les
antigenes endogenes présentés par les molécules d'histocompatibilité de classe I : c'est le cas
de la majorité des lymphocytes T cytotoxiques qui peuvent ainsi reconnaitre et détruire les
cellules infectés par des virus. En accord avec ce schéma, on a pu distinguer chez la souris
plusieurs sous- populations de cDC, ayant respectivement la capacité de présenter des
antigeénes aux lymphocytes T CD4 et CD8 (ces dernieres cDCs expriment les marqueurs
CD8a et CD205) [Heath 2004]. 1l existe aussi plusieurs sous-populations de cDCs humaines
et celles-ci pourraient présenter une spécialisation analogue.

2.3.1.3 - Relation entre les phagocytes mononucléés et les cellules dendritiques.

Récemment, on a décrit chez la souris un précurseur médullaire commun aux macrophages et
aux cellules dendritiques [Fogg 2006 ; Geissmann 2010]. La situation apparait moins claire
chez 'homme [Geissmann 2010]. Il n’est pas certain que les monocytes puissent se
différencier en cellules dendritiques en I’absence de réaction inflammatoire. En particulier, on
admet que les cellules de Langerhans de 1’épiderme, apparentées aux cellules dendritiques
[Geissmann2010], sont capables de se renouveler en I’absence d’apport extérieur.

Plasticité des précurseurs hématopoiétique. Plusieurs expériences suggerent de réprésenter
les étapes de la différenciation cellulaire par un réseau plutot que par un arbre [Galvao 2010].
Dans le domaine de I’hématopoiése, un article récent suggere que les phagocytes
mononucléés et les cellules dendritiques pourraient se différencier a partir de deux
précurseurs au moins : les GMPs (granulocyte-macrophage progenitors) et les MLPs
(multilymphoid progenitors)[Doulatov 2010]. D’autres travaux soulignent la plasticité des
différentes populations cellulaires : des lymphocytes B [Xie 2004] ou des lymphocytes T
[Laiosa 2006] ont pu €tre reprogrammeés en macrophages a la suite de la surexpression de
facteurs de transcription spécifique.

Difficulté d'appliquer aux cellules humaines les résultats obtenus chez la souris.

Il serait séduisant d'appliquer a 'homme les résultats obtenus chez la souris, facilités par la
disponibilité de marqueurs de surface des différentes populations, de méthodes de culture
efficace, et la possibilité d'invalidation génique [Doulatov, 2010]. Cependant, I'expérience a
montré que des différences substantielles pouvaient exister entre différentes especes. Par
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exemple, on sait depuis longtemps que 1'équilibre des chaines kappa et lambda est tres
différent chez I'homme et la souris.

Modes de renouvellement cellulaire en conditions normales et inflammatoire.

En dehors du cas particulier des cellules dendritiques mentionné plus haut, il a été
démontré que, dans le tissu nerveux, les cellules microgliales pouvaient se renouveler sans
passer par le compartiment des monocytes [Ajami 2007]. Les monocytes ne sont donc pas les
précurseurs obligatoires des phagocytes mononucléés en I’absence d’inflammation.

Cependant, de nombreux travaux ont montré que les monocytes cultivés en présence
de cytokines inflammatoires pouvaient acquérir des caractéristiques de plusieurs sous-
populations de macrophages ou de cellules dendritiques. Ce point sera détaillé¢ dans le
paragraphe consacré a 1’activation des cellules phagocytaires. Deux résultats méritent d’étre
soulignés : (a) les monocytes différenciés en présences de cytokines ne deviennent pas
nécessairement identiques aux populations cellulaires retrouvées en I’absence d’inflammation.
Cette constation est bien illustrée par une comparaison du transcriptome de cellules
dendritiques purifiées ou différenciées in vitro a partir de monocytes [Robbins 2008]. (b) Il a
été souligné que les phagocytes mononucléés présentent une trés grande plasticité qui interdit
peut-étre la définition de sous-populations bona fide [Mosser 2008].

2.3.1.4 - Complexité des mécanismes de I'hématopoiése.

I1 serait évidemment trés utile de disposer d'un cadre théorique simple permettant
d'organiser les multiples données expérimentales dont nous disposons. Il a paru tentant de
supposer que l'expression génique pouvait étre considérée comme la superposition de
quelques "programmes génétiques" [Segal 2003 ] dont la réalisation pourrait étre contrdlée par
un petit nombre de facteurs de transcription [Hu 1997 ; Iwasaki 2007]. Par exemple, il a été
suggéré que 1'équilibre des facteurs de transcription PU.1 et C/EPBa pouvait déterminer la
décision de précurseurs hématopoiétiques murins de se différencier en macrophage (si
l'induction de PU.1 précédait celle de EPBa) ou en granulocyte neutrophile (dans le cas
contraire) [Laslo 2006]. Cependant, des travaux récents ont montré que la réalité était bien
plus complexe. Au terme d'une étude comparative du transcriptome de 38 populations de
cellules hématopoiétiques humaines, il a été¢ conclu que des centaines de facteurs de
transcription étaient exprimés de manicre différentielle entre les lignées étudiées, suivant 80
modules cohérents. Ces facteurs €taient organisés en circuits interconnectés dont seulement
une partie de la complexité a pu étre analysée [Novershtern 2011].

2.3.2 - Activation des phagocytes mononucléés.

De nombreuses études ont permis de souligner la trés grande plasticité des phagocytes
mononucléés [Stout 2005, Mosser 2008]. Les propriétés fonctionnelles qui seront décrites
dans le §3 peuvent étre modifiées quantitativement et qualitativement par le
microenvironnement cellulaire sans qu'il soit nécessairement possible de définir des sous-
populations aussi clairement séparées que, par exemple, les lymphocytes T CD4 et CDS. On
peut parler de sensibilisation ou d'activation pour désigner le développement de capacités
fonctionnelles. Un stimulus peut aussi orienter le développement des phagocytes vers un type
particulier de fonction. On parle alors de polarisation.

Nous préciserons ces notions en définissant un certain nombre de termes qui ont été utilisés
dans le passé.

2.3.2.1 - Définitions classiques.
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Les macrophages retrouvés dans les tissus périphériques en absence de réaction inflammatoire
ont été qualifiés de macrophages résidents. ils ont une activité métabolique faible et une
activité phagocytaire réduite.

Des ¢études pionniéres réalisées par Mackaness ont montré que la guérison de certaines
infections telles que la tuberculose étaient associées a une augmentation considérable de
l'activité métabolique, phagocytaire et bactéricide des macrophages locaux qui ont été
qualifiés de macrophages activés [Cohn, 1978]. Alors que de nombreux stimuli pouvaient
augmenter l'activité des macrophages, il est rapidement apparu que le terme générique de
macrophage activé recouvrait des populations trés différentes. On a proposé de réserver la
dénomination de macrophage activé aux cellules fortement bactéricides apparaissant a la suite
d'une infection, et stimulées par des cytokines telles que l'interféron y (autrefois appelé MAF:
macrophage activating factor). Des substances "irritantes" telles que des milieux de culture
qui étaient souvent injectés a des souris par voie intrapéritonéale permettaient d'obtenir des
macrophages induits (elicited macrophages) activement phagocytaires mais dépourvu de
l'activité bactéricide des macrophages activés.

Plus récemment, il est apparu que les propriétés des phagocytes mononucléés étaient
modifiées qualitativement autant que quantitativement par de nombreuses combinaisons de
substances inflammatoires.

2.3.2.2 - Etats d’activation M1 et M2.

- Classiquement [Mosser03 ; Martinez06], la culture de monocytes en présence d’interféron y
(IFNy) associ€ ou non a d’autres cytokines (TNFa, GM-CSF) et a des substances bactériennes
(lipopolysaccharides bactériens : LPS) augmente fortement leur activité phagocytaire et
bactéricide, ainsi que leur capacité de produire certaines cytokines (IL-13, TNFa, IL-12) et
des dérivés réactifs de I’oxygene.

- On s’est apercgu ensuite que d’autre cytokines (IL-4, IL-13) ou des complexes immuns
(stimulant les récepteurs Fc) stimulaient les phagocytes mononucléés de maniere différente :
augmentation de la production d’IL-10, augmentation de 1’expression de certains récepteurs :
récepteurs fossoyeurs, récepteurs du mannose, qui induit la phagocytose.

Ces deux états d’activation ont respectivement été appelés « activation classique » et

« activation alternative » [Stein92, Mosser03]. Par analogie avec la notion d’équilibre
Th1/Th2 [Mosmann 1986 ; Encadré 3] on a propos¢ de dénommer respectivement M1 et M2
ces états d’activation classique et alternative, ce qui suggérait une interprétation logique de
cette dualit¢ [MantovaniO5]. On a également désigné les macrophages M1 et M2 par les
termes de macrophages « inflammatoires » et « anti-inflammatoires ».

2.3.2.3 - Multiplicité des états d’activation.

Au moment méme ou les termes de macrophages M1 et M2 étaient proposés, de nombreuses
¢tudes expérimentales montraient que les états de stimulation des macrophages étaient en fait
multiples [Stout05]. 11 a été récemment suggéré de représenter 1’état d’activation d’une
population donnée de macrophages comme une combinaison quantitativement variable de
trois types « purs » associé€s a trois fonctions essentielles : (a) la défense de 1’hote contre les
agressions. (b) la réparation des 1ésions. (c) la régulation de la réponse immunitaire
[Mosser08]. Cette présentation est séduisante, puisqu’elle permet d’associer des conséquences
pathologiques a un déséquilibre de chacune de ces fonctions : destructions tissulaires liées a
une réaction inflammatoire excessive, fibrose associée a un exces de la seconde « branche »,
auto-immunité du fait d’un déséquilibre des fonctions régulatrices. L’avenir nous montrera si
cette distinction est réellement fructueuse.

2.3.2.4 - Sensibilisation (priming)
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Le terme de sensibilisation ("priming") a souvent été utilisé pour désigner la propriété de
certains stimuli d'augmenter la réactivité des cellules phagocytaires vis-a-vis d'une stimulation
ultérieure. Ce terme a trés souvent été appliqué a la réponse oxydative des phagocytes. Par
exemple, le TNFa n'induit pas directement la libération de dérivés réactifs de I'oxygene par
les granulocytes, mais l'exposition a cette cytokine augmente fortement la réponse ultérieure a
un facteur chimiotactique. L'exposition a 1'lL-27 augmente la production d'IL-6 ou de TNFa
chez les monocytes stimulés par un lipopolysaccharide bactérien [Guzzo2012]. On a suggéré
que l'exposition a l'interféron o augmentait la capacité de cellules dendritiques de stimuler la
différenctiation de lymphocytes Thl et Th17 [Farkas 2012]. Ce "priming" peut €tre considéré
comme une activation transitoire. Il illustre la dépendance de la réactivité des cellules
phagocytaires vis-a-vis de leur histoire immédiate.

2.3.3 - Modéles d’étude des phagocytes mononucléés.

Les résultats que nous avons cités montrent bien d'une part que les phagocytes mononucléés
présentent des variations individuelles importantes, d'autre part que leur activité fonctionnelle
dépend de leur histoire. Il en résulte que les résultats des études expérimentales réalisées sur
ces populations cellulaires dépendent fortement du matériel initial. Il est donc utile de résumer
quelques points important concernant les modeles qui ont couramment été utilisés pour
¢tudier les fonctions des cellules monocytaires. Nous nous limiterons aux études effectués
chez I'homme.

- Le mod¢le de choix est constitué¢ par les monocytes de sang périphérique. Le matériel de
départ est essentiellement constitué par un mélange de lymphocytes et de phagocytes
mononucléés préparés par centrifugation du sang sur une barriere de densité¢ (PBMC :
peripheral blood mononuclear cells). On a proposé une double centrifugation pour séparer les
monocytes des lymphocytes. L'élutriation (centrifugation a contre courant) est un procédé
plus complexe nécessitant un équipement particulier qui n'est pas généralisé[Figdor 1 982]. 1l
faut noter que la seule centrifugation, considérée pourtant comme un traitement "banal", peut
induire une certaine activation des cellules [Kuijpers 1991]. D'autre part, les préparations de
monocytes peuvent étre contaminés par d'autres fractions cellulaires, comme les plaquettes
[Du 2006].

La séparation par adhérence aux récipients de culture permet d'obtenir des préparations riches
en monocytes, mais il est difficile de détacher ces cellules. Une autre méthode intéressante
consiste a effectuer une sélection négative : les suspensions de PBMCs sont mélangées a des
microspheres magnétiques couvertes d'anticorps fixant les populations non monocytaires. Ces
microspheres sont ensuite éliminés avec un aimant. Ce procédé est commercialisé (Miltenyi
Biotec[])

- Les préparations de monocytes ont pu étre utilisées pour obtenir par différenciation in vitro
d'autres populations de macrophages (culture pendant une semaine sur un substrat recouvert
de constituant des matrices extracellulaires) ou de cellules dendritiques (utilisation d'un
mélange de GM-CSF, de TNF et d'IL-4). On a pu remarquer que ces modeles pouvaient
différere des "équivalents" qu'ils étaient supposés représenter [Robbins 2008].

- La limitation quantitative due a la faible concentration des monocytes ont conduit a utiliser
des lignées immortalisées [Harris 1985]. Par exemple, on a pu utiliser la lignée
promy¢élocytaire HL60 qui peut étre différenciée in vitro en cellules "neutrophil-like" (par
ajout de DMSO dans le milieu) ou "monocyte-like" (par ajout d'un ester de phorbol :
I’acétate-myristate de phorbol ou PMA). La lignée monocytaire THP-1 [Tsuchiya 1982] peut
¢galement étre transformée en cellules "macrophage-like" au moyen de quelques jours de
culture. La lignée U937 constitue un autre modele d'étude. Il est largement reconnu que ces
cellules ne peuvent pas étre considérées comme des modeles vraiment représentatif des
cellules normales. D'autre part, elles peuvent dériver et différer largement d'un laboratoire a
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'autre. Cependant, elles ont permis d'obtenir des résultat important, et la possibilité de les
modifier par transfection constitue une possibilité précieuses.

3 - FONCTIONS DES CELLULES PHAGOCYTAIRES, MACROPHAGIQUES ET
DENDRITIQUES.

Le comportement d'une cellule dépend a la fois des propriétés de cette cellule, des
informations qu'elle recoit de I'extérieur, et du traitement de ces informations qui conduit a
déclencher certains programmes. Bien que tous ces processus sont intriqués, il parait
nécessaire, dans un but de clarification, de décrire séparément quelques programmes dont
l'association permet a une cellule de réaliser un certain nombre de tache. Il a été suggéré
[Adams 1984] de distinguer les capacités des macrophages, qui sont des processus
¢lémentaires tels que 1'adhésion ou la migration, des fonctions, qui représentent un ensemble
de processus permettant de répondre a un besoin, comme par exemple, la phagocytose. Les
auteurs ont reconnu eux-mémes les limites de cette classification et nous décrirons
successivement sous le terme de fonctions des comportement semblant correspondre a un
besoin ou a un but cohérent.
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Figure 3 : Etapes de ’adhésion cellulaire. L attachement d’une cellule a une surface débute par la formation
d’une premicére liaison (A) qui est suivi rapidement de la formation de plusieurs dizaines a plusieurs centaines de
liaisons supplémentaires (B), ce qui nécessite une diffusion latérale des récepteurs d’adhésion membranaire (en
bleu) et une déformation cellulaire nécessaire a la formation d’une zone de contact moléculaire. Dans certains
cas, la cellule s’étale activement (C). Le cytosquelette (en jaune) se renforce dans la région de contact, ce qui
augmente la rigidité cellulaire. Le détachement (D) est un processus actif incomplétement compris qui peut
comprendre une dépolymérisation locale du cytosquelette d’actine, une protéolyse de certains récepteurs
d’adhésion, la génération de forces de traction qui vont détruire les liaisons.

3.1 - Adhésion.

La capacité d'adhérer a des surfaces est une propriétés fondamentale de la quasi-totalité des
populations cellulaires, et cette adhésion détermine de maniere souvent essentielle des
processus fondamentaux : survie, prolifération, différenciation, migration, activation [Pierres
2000; Vitte 2005]. Les phagocytes mononucléés ont été souvent appelés cellules adhérentes
en raison de leur capacité d'adhérer a de trés nombreuses surfaces avec des spécificités
souvent particuliéres [Rich 1981]. Cette capacité est essentiellement due a la présence sur la
membrane d'une trés grande variété de récepteurs. Le volume de cette revue ne permettrait pas
de décrire exhaustivement les propriétés adhésives des macrophages. Nous décrirons
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successivement (1) Les principaux récepteurs membranaires impliqués dans I'adhésivité des
cellules phagocytaires. (2) les étapes de 1'adhésion cellulaire, (3) les mécanismes de régulation
de I'adhésion, (4) les conséquences de I'adhésion : quels signaux sont-ils percus par les
cellules au contact d'un substrat et en quoi leur comportement est-il modifi€, enfin (5) nous
décrirons brievement les méthodes actuellement disponibles pour explorer I'adhésion
cellulaire.

3.1.1 - Récepteurs impliqués dans les propriétés adhésives des phagocytes mononucléés.

On peut estimer qu'un leucocyte exprime plusieurs dizaines, voire plus de cent espéces de
récepteurs membranaires capables d'induire 1'adhésion a une surface couverte de ses ligands
spécifiques. La stimulation de ces récepteurs peut engendrer des cascades de signalisation qui
induiront des comportements spécifiques. Une description exhaustive de ces récepteurs
n'entrerait pas dans le volume alloué a cette revue. Il nous parait plus utile de fournir un cadre
général en décrivant succinctement les principales familles de récepteurs impliqués dans
l'adhésion [Isacke 2000]. Celles ci sont en régle exprimées par plusieurs sous-populations de
phagocytes mononucléés.

3.1.1.1 - Sélectines. Bien que d'identification récente, ces molécules constituent sans doute la
famille la plus simple de récepteurs d'adhésion. Les sélectines doivent leur nom a la partie N-
terminale, extracellulaire, qui a la structure d'une lectine animale de type C dont le ligand
comporte pour motif principal un tétrasaccharide : le groupement sialyl-LewisX. Ce motif
n'est fixé qu'avec une faible affinité par la L-sélectine, car il ne représente pas son ligand
complet. Seule la L-sélectine (sélectine leucocytaire, CD62L) est exprimée par les leucocytes,
en particulier les cellules phagocytaires. Elle est en régle concentrée au sommet des
microvilli, ce qui augmente l'efficacité d'interaction avec son ligand mucinique porté par les
cellules endothéliales, et que nous allons décrire brievement.

3.1.1.2 - Mucines. Les structures muciniques se présentent comme des chaines
polypeptidiques "hérissées" de chaines oligosaccharidiques qui empéchent leur repliement, ce
qui confere a la molécule une forme allongée. Les principaux ligands de la L-sélectine sont la
molécule CD34 exprimée par certaines cellules endothéliales (la forme exprimée par les
leucocytes ne fixe pas la L-sélectine du fait d'une glycosylation différente), la molécule
endothéliale MAdCAM-1 (mucosal adressin cell adhesion molecule 1), dont la partie
extracellulaire comporte deux domaines immunoglobuliniques et une région mucinique), et la
molécule GlyCAM-1 (glycosylation-dependent cell adhesion molecule 1, qui peut étre
exprimée a la surface de certaines cellules endothéliales ou secrétée). Notons aussi que les
leucocytes expriment un récepteur mucinique des sélectines endothéliales : PSGL-1 (P-
selectin glycoprotein ligand 1, CD162)

3.1.1.3 - Intégrines. Comme leur nom l'indique, ces molécules sont des protéines
membranaires intrinséques. Ce sont des hétérodimeres formés d'une chaine a (parmi 18
espéces) et d'un chaine 3 (parmi 8 espéces connues). Vingt-quatre intégrines ont été
retrouvées. Les leucocytes, et les phagocytes mononucléés, expriment essentiellement les
intégrines [32 constituées d'une chaine 32 (CD18) et d'une chaine a. Elles sont toutes
susceptibles d'étre exprimées par les phagocytes mononucléés. Leurs ligands sont souvent des
membres de la superfamille des immunoglobulines. On peut citer :

- CD11aCD18 (LFA-I : lymphocyte function associated I), qui fixe essentiellement les
molécules ICAM (ICAM-1 a ICAM-5) qui sont exprimées en particulier sur les cellules
endothéliales, mais aussi sur les leucocytes et de nombreuses cellules non hématopoiétiques.
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- CD11bCD18(MAC-1 : macrophage 1, CRIII : récepteur du complément de type III) : cette
molécules fixe également des molécules ICAM, le fragment C3bi du complément, et de
nombreux autres ligands parmi lesquels le fibrinogene et la fibronectine [ Yakubenko 2002].

- CD11cCD18, récepteur multispécifique fixant en particulier ICAM-1 et le fragment C3bi, a
déja été cité pour son utilisation comme marqueur des cellules dendritiques.

- CD11dCD18, de découverte plus récente, peut fixer en particulier [CAM-3 et la molécule
endothéliale VCAM-1 (CD106). Cette intégrine est particulierement exprimée par les cellules
spumeuses (foam cells) d'origine monocytaire, que 1'on trouve au stade initial de
développement des I1ésions d'athérosclérose [ Yakubenko 2006].

Les intégrines ont été qualifiées de "machines bidirectionnelles" qui transmettent des signaux
centripetes aprés avoir fixé leur ligand, et dont la régulation peut faire appel a des signaux
centrifuges (§3.1.3.3).

Les phagocytes mononucléés peuvent également exprimer des intégrines (31, qui sont
souvent des récepteurs de constituants de la matrice extracellulaire : a4p1 (CD49dCD29) est
un récepteur de la fibronectine mais aussi de la molécule endothéliale VCAM-1. a531
(CD49eCD29) est également un récepteur de la fibronectine. Enfin, l'intégrine aV[33, qui fixe
des molécules telles que la vitronectine, est impliquée dans la résorption osseuse par les
ostéoclastes et 1'élimination des cellules mortes.

Figure 4 : Présence d’une barriére anti-adhésive sur les membranes cellulaires.

La figure représente en conservant une échelle approximative des molécules d’adhésion (récepteur des
immunoglobulines en bleu, molécule ICAM-1 en gris, la leucosialine, une molécule potentiellement répulsive de
grande taille (en rouge) et des polysaccharides liés a la surface (en marron). Les récepteurs d’adhésion peuvent
se trouver enfouis dans une région répulsive qui peut empécher 1’attachement.

3.1.1.4 Membres de la superfamille des immunoglobulines.

La superfamille des immunoglobulines [ Williams 1988] rassemble des molécules comportant
un ou plusieurs domaines présentant des caractéristiques structurales des domaines des
immunoglobulines (environ 110 acides aminés, deux feuillets beta antiparalleles, un pont
disulfure formant une boucle d'une soixantaine d'acides aminés, une dimension de I'ordre de
4x2,5x2,5 nm). Parmi les récepteurs d'adhésion susceptibles d'étre exprimés par les
phagocytes mononucléés, on peut citer :
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- Les molécules ICAM, déja citées. L'activation des leucocytes peut conduire a une agrégation
résultant de 1'interaction des intégrines leucocytaires et des molécules ICAM.

- PECAM-1 (CD31) est une molécule d'adhésion homotypique que 1'on trouve a la fois sur les
leucocytes et les jonctions interendothéliales. Elle semble impliquée dans la transmigration.

- Les molécules JAM (junctional adhésion molecules) sont des molécules d'adhésion
homotypiques que I'on retrouve sur les cellules endothéliales et sur les leucocytes humains.
Elles semblent également impliquées dans la migration transendothéliales.

3.1.1.5 Cadhérines.

Ces molécules d'adhésion homotypiques sont en particulier impliquées dans la stabilité des
endothéliums. Elles peuvent étre exprimées par certaines populations de cellules myéloides
telles que les cellules de Langerhans.

3.1.2 - Les étapes de l'adhésion cellulaire.

Comme l'indique la Figure 3, on peut distinguer quatre étapes successives : (1) la formation
d'un premier contact moléculaire, (2) la consolidation de 1'adhésion, (3) 1'étalement (processus
facultatif) et (4) la déadhésion.

3.1.2.1 - Formation d'un premier contact. Comme le montre la Figure 4 , la surface cellulaire
peut étre représentée comme une bicouche lipidique renforcée par le cytosquelette sous-jacent
et dont la face externe expose des protéines intrinséques dont le domaine extracellulaire
possede une longueur de quelques nm a quelques dizaines de nm (on peut citer par exemple
les molécules d'histocompatibilité : 8 nm, et la leucosialine/CD43 : 43 nm). Ces protéines sont
incluses dans un assemblage plus lache de macromolécules intrinséques, souvent riches en
polysaccharides et constituant le glycocalyx (matrice péricellulaire ou "cell coat") dont
1'épaisseur peut varier de 0,1 um a plusieurs um [Robert 2006].Ce glycocalyx engendre une
répulsion par deux mécanismes complémentaires : (1) du fait de sa charge globale négative,
l'intrication des glycocalyx de deux cellules entraine une répulsion €lectrostatique. La portée
de cette répulsion est faible en raison de l'effect d'écran des ions présents dans le milieu. (2) :
du fait de leur flexibilité, les polymeres présents a la surface se comportent comme des
"ressorts" et engendrent une répulsion : c'est le phénomene de stabilisation stérique [de
Gennes 1988]. Pour que les récepteurs cellulaires puissent entrer en contact avec leurs
ligands, exposés par des cellules ou des tissus, il faut donc que le glycocalyx se réorganise, en
particulier par diffusion latérale des molécules répulsives [Soler 1997]. Cette réorganisation
nécessite des forces et/ou du temps [Patel 1995; Sabri 1995]. Des résultats récents [Zidovska
2008 ; Pierres 2008] suggerent un mécanisme potentiel permettant a des cellules de franchir la
barricre répulsive : les membranes cellulaires sont extrémement mobiles et présentent des
"ondulations" d'amplitude nanométrique et de fréquence pouvant dépasser 1/seconde (soit 1
Hz), ce qui pourrait permettre d'établir des contacts au travers du glycocalyx.

Le premier contact entre des récepteurs d'adhésion va permettre I'établissement d'une
liaison moléculaire qui va maintenir les membranes en contact. La rapidité de formation et la
durée de vie de cette premicre liaison sont des paramétres clefs qui vont décider de la
formation ou non de la molécule d'adhésion. Au cours des deux derniéres décennies, des
techniques innovantes ont permis d'étudier expérimentalement la formation et la dissociation
de liaisons entre des récepteurs d'adhésion [Robert 2007, Pierres 2008a]

3.1.2.2 - Consolidation de l'adhésion.

Les expériences réalisées au niveau des liaisons individuelles ont montré que la durée
de vie des liaisons formées avec des récepteurs tels que les intégrines ou les sélectines était
souvent inférieure a quelques secondes et ne résistait pas a des forces de traction supérieures a
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quelques dizaines de piconewton. Cependant, I'attachement d'une cellule a une surface peut
résister a une force plus de mille fois supérieure et durer plusieurs jours ou méme des mois.
La formation d'un attachement solide repose sur la combinaison de plusieurs processus :
-L'adaptation de la membrane cellulaire a la surface adjacente est nécessaire pour réaliser une
aire de contact moléculaire compatible avec le contact des récepteurs d'adhésion. A la suite de
ce processus ("alignment" ou "fitting"), les surfaces adhérentes sont séparées par une distance
de quelques dizaines de nanomeétres [Mege 1987, Pierres 2002 & 2003]. Les mécanismes mis
en jeu, qui conduisent a un aplatissement des microvilli, restent mal connus.

- Le cytosquelette d'actine sous-membranaire se renforce ce qui conduit a une augmentation
de la rigidité membranaire. L'importance de ce mécanisme est démontré par les conséquences
d'une désorganisation locale du cytosquelette, qui peut conduire a la déadhésion [Rees 1977].
- Enfin, une redistribution latérale des molécules membranaires conduit a une concentration
des récepteurs d'adhésion dans la région de contact et a une déplétion locale des molécules de
grande taille susceptibles d'exercer une action anti-adhésive, comme la leucosialine (CD43)
[Bell 1984; Soler 1997]. Les mécanismes de cette redistribution ne sont pas entiérement
connus : ils peuvent comporter une composante "passive", résultant des lois de la
thermodynamique, et des phénomenes actifs [Delon 2001].

3.1.2.3 - Etalement.

L'adhésion d'une cellule a une surface peut se limiter a la formation d'une aire de contact de
quelques pm?* a quelques dizaines de pm?. Dans certains cas, on peut observer une
modification majeure de la morphologie cellulaire. Alors qu'une cellule en suspension est
souvent approximativement sphérique, du fait de la tension membranaire, I'adhésion a une
surface peut entrainer 1'émission de lamellipodes et un aplatissement considérable de la cellule
qui va conduire a la formation d'une aire de contact de quelques centaines de um? [Pierres
2002]. Cet aplatissement s’accompagne d’une augmentation de I’aire apparente de la
membrane, ce qui implique en particulier un « déplissement » significatif. Les mécanismes
mis en jeu ne sont pas complétement compris. L'étalement s'accompagne souvent d'une
modification des fonctions cellulaires [Laurent 1991]. Des mode¢les ont été proposés pour
expliquer ce phénomene qui reste incomplétement compris [Meyers 2006; Neves 2008].

3.1.2.4 - Déadhésion.

De nombreux travaux ont montré que la séparation d’une cellule adhérente et d’une surface
est souvent un phénomene actif pouvant résulter de nombreux processus non exclusifs :

- La dissociation du cytosquelette sous-membranaire peut entrainer une diminution de la
rigidité de la surface cellulaire, ce qui permettra une rupture progressive des liaisons [Rees
1977].

- Le détachement peut nécessiter un effort de traction de la cellule. Les forces mises en jeu
peuvent entrainer une rupture locale de la membrane et des fragments cellulaires peuvent
persister dans la zone de contact.

- Le détachement peut étre réalisé par des ligands cellulaires endogenes qui détacheraient les
récepteurs d’adhésion par compétition avec les ligands exogenes [Cai 1996].

- On a suggéré que le détachement d’une cellule et d’une surface puisse résulter d’une lyse
enzymatique des molécules impliquées dans I’adhésion [Cai 1996].

- Enfin, un mécanisme qui n’a pas été exploré consisterait pour une cellule adhérente a
introduire dans la zone de contact des constituants « encombrants » du glycocalyx qui
écarteraient suffisamment les surfaces d’interaction pour empécher le contact des récepteurs
d’adhésion et de leurs ligands [Seveau 2000].

3.1.3 — Régulation de I’adhésion.
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La néessité pour une cellule de controler trés précisément son attachement aux surfaces qui
I’entourent est attestée par la multiplicité des mécanismes régulateurs qui interviennent de
maniére non exclusive pour contrdler 1’attachement [Vitte 2005]. Nous les citons rapidement :

3.1.3.1 — Modulation du glycocalyx.

Comme nous 1’avons indiqué, 1’adhésion cellulaire est essentiellement déterminée par
I’interaction de récepteurs membranaires avec des ligands exogenes. Ces récepteurs sont

« enfouis » dans une région répulsive anti-adhésive. Un procédé efficace de régulation
positive de I’adhésion consiste a réduire 1’épaisseur du glycocalyx. Nous avons montré que
I’activation de cellules monocytaires par des stimulations physiologiques (interféron gamma,
fibronectine) entrainait en quelques heures une diminution de 1’épaisseur du glycocalyx
(environ 20%) accompagnée d’une désialylation de la molécule anti-adhésive CD43.
Parall¢lement, la capacité de capture dynamique de particules couvertes d’immunoglobulines
G était augmentée [Sabri 2000].

3.1.3.2 — Régulation de [’expression des récepteurs membranaires d’adhésion.

C’est sans doute le mécanisme le plus « naturel » de régulation de I’adhésion et celui qui a été
le plus étudié. La régulation positive de 1’adhésion des cellules monocytaires est souvent
associée a une augmentation de 1’expression des molécules d’adhésion. Par exemple,
I’exposition de cellules phagocytaires a une substance chimiotactique telle que le fMLF peut
décupler en quelques minutes 1’expression de I’intégrine CD11bCD18 [Elbim 1994].
Réciproquement, 1’activation de ces cellules peut entrainer le clivage et la libération de L-
sélectine (CD61L).

3.1.3.3 — Modification conformationnelle des molécules d’adhésion.

Les modifications conformationnelles constituent un mode majeur de régulation des fonctions
des protéines. Les intégrines constituent un exemple remarquable : on a depuis longtemps
décrit des anticorps monoclonaux capables de modifier 'activité des intégrines, et, de manicre
concomitante, de mesurer cette activité. Au cours de la derniére décennie, les études de
diffraction des rayons X ont permis de mettre en évidence plusieurs conformations
remarquables des intégrines leucocytaires LFA-1 (CD11aCD18) et MAC-1 (CD11bCD18) :
on distingue au moins trois conformations : une forme inactive correspondant a une position
recourbée de la molécule, ce qui rend inaccessible le site actif. Une forme redressée d'affinité
moyenne, et une forme redressée dont la haute affinité est liée a une modification
conformationnelle du site actif [Salas 2004].

Les modifications conformationnelles peuvent tre initiées par des signaux centripetes
engendrant des cascades de signalisation intracellulaires (signalisation "inside-out"). Ces
cascades sont déclenchées par l'activation de récepteurs spécialisés tels que les récepteurs des
substances chimiotactiques. L’activation des intégrines peut aussi étre déclenchée par des
stimulations extracellulaires : anticorps déja mentionnés, qui stabilisent les conformations
actives, ou modification de I'équilibre ionique. Les ions Mn*" sont souvent utilisés pour
activer les intégrines.

3.1.3.4 - Modification de la distribution topographique des molécules d'adhésion sur la
membrane.

Il est maintenant bien établi que les molécules membranaires ne sont pas réparties
uniformément sur la membrane plasmique. Plusieurs expériences montrent que cette
répartition est étroitement régulée et peut fortement conditionner I'activité fonctionnelle des
récepteurs d'adhésion :
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a) L'activation des intégrines membranaires s'accompagne de la formation de micro (ou méme
nano-) agrégats de quelques molécules seulement [Detmers 1987]. Bien que I'importance
respective de I'agrégation et des modifications conformationnelles des intégrines ne fasse pas
l'objet d'un consensus, plusieurs expériences démontrent que l'agrégation des récepteurs
d'adhésion possede la capacité intrinséque d'augmenter 1'adhésivité, sans doute en favorisant
la formation d'interactions multivalentes [Vitte 2004].

b) L'observation en microscopie électronique des membranes cellulaires met bien en évidence
la rugosité de cette membrane a I'échelle submicrométrique. Il parait intuitivement évident
que l'efficacité fonctionnelle des récepteurs d'adhésion doit étre augmentée si ceux ci sont
localisés a I'extrémité des protrusions plutdt que dans les régions les plus concaves. Cette
hypothese a été vérifiée dans le cas des sélectines : ces molécules sont concentrées aux
extrémités des protrusions des membranes leucocytaires en raison d'interactions impliquant la
région transmembranaire de ces molécules. La modification des régions transmembranaires
peut abolir la localisation sur les microvilli, réduisant ainsi l'activité adhésive des sélectines
sans que les sites de reconnaissance soient altérés [von Andrian 1995]. Réciproquement, le
controle de la topographie des récepteurs peut étre mis a profit par les cellules pour réguler
leur activité adhésive : on a décrit un regroupement des intégrines leucocytaires sur les
régions les plus externes en réponse a un stimulus activateur [Erlandsen 1993].

3.1.3.5 - Modulation de la mobilité latérale des récepteurs d'adhésion.

11 parait logique de penser que I'établissement d'un attachement solide entre deux surfaces
nécessite que les récepteurs puissent se déplacer dans le plan de la membrane de maniére a
venir se localiser en face de leurs ligands. Cette hypothese simple est confortée par une
expérience largement citée [Kucik 1996] : la technique de "single particle tracking " (suivi au
microscope de particules nanométriques attachées a des molécules membranaires) a permis de
montrer que l'activation fonctionnelle de I'intégrine leucocytaire LFA-1 par des esters de
phorbol entrainait de maniére concomitante une "libération" de ces molécules, qui permettait
de multiplier leur coefficient de diffusion par un facteur supérieur a 10.

3.1.3.6 - Renforcement de l'attachement des récepteurs d'adhésion au cytosquelette.

La force que peut supporter un récepteur d'adhésion est au maximum égale a la solidité de sa
fixation a la cellule. Il est logique de penser que I'attachement de la région intracytoplasmique
du récepteur au cytosquelette contribue a la résistance a 1'arrachement. La vraisemblance de
ce modele simple est confortée par des données expérimentales : si 1'on remplace la L-
sélectine native par une molécule incapable de s'accrocher au cytosquelette sous- jacent du
fait d'une délétion de la région intracytoplasmique, la capacité de fixer son ligand n'est pas
altérée mais ce traitement inhibe la capacité d'induire un "roulement" sur une monocouche
endothéliale [Dwir 2001] suivant un mécanisme décrit dans le paragraphe 3.2.

Les mécanismes que nous avons discutés expliquent 1'effet ambivalent d'une libération
des récepteurs d'adhésion vis-a-vis du cytosquelette : la mobilité latérale sera augmentée, mais
la solidité de I'insertion membranaire sera diminuée. Ce double mécanisme pourrait expliquer
des effets contradictoires d'une altération du cytosquelette sur 1'adhésivité cellulaire [Lub
1997].

En conclusion : de multiples mécanismes participent a I'efficacité fonctionnelle des
récepteurs d'adhésion, et il ne suffit pas de recenser les récepteurs membranaires exprimés par
une cellule (par exemple en utilisant la cytométrie de flux) pour rendre compte de son
adhésivité.
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3.1.4 - Conséquences de l'adhésion des cellules phagocytaires et parameétres détectés par les
cellules adhérentes.

Comme nous l'avons indiqué, 1'adhésion a une surface modifie considérablement les
propriétés et le comportement cellulaires, qu'il s'agisse de survie, de prolifération, de
différenciation ou de comportements a court terme comme les mouvements ou la secrétion de
médiateurs. L'étude de ces phénomenes constitue un domaine trés actif et nous ne disposons
pas d'une inteprétation générale des phénomenes. Une conclusion remarquable qui s'est
maintenant imposée est que le comportement cellulaire n'est pas dicté seulement par la nature
biochimique des molécules exposées par les surfaces, mais aussi par des propriétés physiques
telles que la rigidité et la topographie. Nous illustrerons ces remarques par quelques exemples
s'appliquant aux cellules phagocytaires.

3.1.4.1 - Nature biochimique du substrat : On sait depuis longtemps que 1'adhésion a une
surface entraine la différenciation des monocytes en macrophages. Ce processus est
profondément affecté par la nature de la surface. Par exemple, une expérience classique a
montré que des monocytes se différenciaient beaucoup plus efficacement sur une surface de
verre lorsque celle-ci avait préalablement été recouverte dune couche de collagéne, qui est un
ligand de certaines intégrines [Kaplan, 1982].

3.1.4.2 - Propriétés physico-chimiques du substrat : On sait depuis longtemps que les cellules
sont capable de distinguer des substrats de propriétés biochimiques différentes. En particulier,
les macrophages adhérent de maniére particuliérement efficace aux surfaces hydrophobes
[Rich 1981 ; Capo 1979] ou dont la charge €lectrostatique a été réduite [Capo 1981 ; Mcge
1987]. Les mécanismes mis en jeu ne sont pas entierement connus. En particulier, la
conformation des molécules adsorbées sur une surface dépend des propriétés
physicochimiques de celle ci, ce qui peut influencer la nature des sites de reconnaissances
exXposés.

3.1.4.3 - Distribution latérale des sites de reconnaissance : Dans certaines conditions, des
macrophages adhérant a une surface recouverte de fibronectine peuvent fusionner de maniére
a former des cellules géantes multinucléées. La fibronectine est reconnue par des intégrines
membranaires telles que a5B1 (CD49eCD29). Ces molécules reconnaissent deux sites
différents au moins, mimés par les oligopeptides RGD et PHSRN (désignés par la
nomenclature a une lettre des acides aminés). On a montré que I'effet de la fibronectine
pouvait tre mimé par des surfaces couvertes de sites RGD et PHSRN a conditions que ceux-
ci soient séparés par un "espaceur" de longueur convenable et convenablement orientés [Kao
2001]. D'autres expériences réalisées sur des fibroblastes concluent égalemement a
l'importance de la topographie des ligands des récepteurs membranaires.

3.1.4.4 - Rugosité et topographie tridimensionnelle (3D) du substrat : On a rapporté depuis
longtemps que les macrophages se concentraient sélectivement sur les surfaces rugueuses, a
'opposé des fibroblastes [Rich 1981]. Plus récemment, il a été rapporté que des granulocytes
neutrophiles déposées sur des surfaces rugueuses présentaient une mortalité élévée
vraisemblablement liée a la production de dérivés oxygénés [Chang, 2003]. On a également
montré que l'efficacit¢ de phagocytose d'une particule fixée par des macrophages dépendait de
sa forme et de sa relation géométrique avec la membrane cellulaire [Champion 2006].

3.1.4.5 - Rigidité du substrat : De nombreuses expériences réalisées sur plusieurs especes
cellulaires ont montré que les cellules adhérentes exergaient des forces sur les substrats sous-
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jacents et développaient des réponses dépendant de la rigidité de ce substrat. Cette régle
s'applique aux phagocytes mononucléés : des macrophages s'étalent beaucoup plus
efficacement sur des surfaces rigides que sur des gels de polyacrylamide de faible résistance
mécanique [Féréol 2006].

En conclusion : II est maintenant bien établi que le comportement cellulaire résulte de
l'intégration de nombreuses informations concernant leur environnement. Les interactions
adhésives constituent un mode majeur de génération de telles informations. Les mécanismes
mis en jeu sont encore incomplétement compris et font I'objet de recherches actives [Pierres
2009].

3.1.5 - Exploration de l'adhésion.

L'adhésivité cellulaire a longtemps été étudiée au moyen de techniques simples donnant des
informations qualitatives : des populations cellulaires étaient déposées sur un substrat. Apres
une incubation de durée variable, les cellules non adhérentes étaient éliminées par un simple
lavage et les cellules adhérentes étaient comptées et - éventuellement -examinées avec un
microscope standard. Plus récemment, de nombreuses méthodes ont été développées pour
¢tudier I'adhésion cellulaire de maniére bien plus sensible en fournissant des données
quantitatives. Ces méthodes ont été décrites dans plusieurs ouvrages [Bongrand 1994] et
revues [Bongrand 1999] et nous nous citerons seulement deux techniques complémentaires :

3.1.5.1 - Chambre a flux laminaire. 11 s'agit d'une méthode trés puissante d'étude de 1'adhésion
cellulaire [Pierres 2008a] : une suspension cellulaire est injectée dans une chambre a faces
paralléles de faible épaisseur (quelques centaines de pm) située sur la platine d'un microscope.
Les trajectoires cellulaires sont suivies individuellement et un traitement informatique simple
permet de calculer la fréquence et la durée des événements adhésifs. En présence d'un flux
suffisamment faible, la force d'entrainement des cellules est de I'ordre du piconewton, et une
liaison moléculaire individuelle peut suffire a entrainer un arrét détectable.

3.1.5.2 - Microscopie a contraste de réflection (IRM : interference reflection microscopy ou
RICM : reflection interference contrast microscopy). Cette méthode optique introduite par A.
Curtis permet de visualiser le contact moléculaire entre une cellule et une surface plane
[Pierres 2003]. Il n'est pas nécessaire d'utiliser un marqueur et les cellules peuvent étre suivies
individuellement dans une enceinte thermostatée placée sur la platine d'un microscope. Il est
ainsi possible de déterminer de maniére extrémement précise la cinétique d'attachement.

Ces méthodes ont permis de mettre en évidence des déficits de I'adhésion des cellules
phagocytaires : le LAD (leukocyte adhesion deficiency) est certainement 1'exemple le plus
représentatif. Le LAD de type I, 1ié a un déficit d'expression des intégrines [32, a été découvert
peu apres la caractérisation de la molécule LFA-I. Il comporte un déficit évident de I'adhésion
leucocytaire. Plus récemment, des formes moins séveres de LAD (LAD de type III) ont été
mises en évidence : elles sont dues a des déficits fonctionnels de 1'activation des intégrines, et
ont pu en particulier étre attribuée a une anomalie d'une molécule interagissante avec les
intégrines, la kindline 3. Des déficits quantitatifs de I'adhésion et de I'é¢talement ont pu
aisément €tre mises en évidence avec les méthodes que nous venons de citer [Robert 2011].

3.2 - Migration des phagocytes mononucléés

La capacité de se déplacer est un élément indispensable au fonctionnement des cellules
phagocytaires. Une cellule capable d'ingérer et de détruire des microorganismes pathogenes
serait inefficace si elle devait attendre un contact fortuit pour déclencher son activité. Les
leucocytes peuvent mettre en jeu plusieurs mécanismes complémentaires pour organiser leurs
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déplacements. Nous les examinerons successivement avant de citer bri¢vement les principales
méthodes utilisées pour explorer ces processus.

3.2.1 - Mécanismes de migration.

3.2.1.1 - Migration sur une surface en présence de facteurs chimiotactiques.

Le dispositif expérimental le plus simple consiste a observer au microscope les déplacements
de cellules déposées sur une surface. Les granulocytes neutrophiles figurent parmi les cellules
les plus étudiées dans ce domaine et nous nous appuierons essentiellement sur les résultats
obtenus avec ce modele. Une étude détaillée n'entrerait pas dans le cadre de ce chapitre et des
renseignements complémentaires peuvent étre trouvés dans une excellente revue [Kay 2008].

Description générale. Un neutrophile déposé sur une surface peut détecter des gradients de
concentrations trés faibles de substances chimiotactiques : Une différence de concentration
de 'ordre de 2% entre deux extrémités distantes d'une dizaine de pm suffit a déclencher le
mouvement. La cellule émet une protrusion (lamellipode) dans la direction ou la
concentration de facteur chimiotactique est maximale. Le déplacement s'effectue par un cycle
comprenant l'adhésion du lamellipode a l'avant, une contraction cellulaire qui permet le
détachement de la région opposée, plus étroite, appelée uropode et 1'avancement du corps
cellulaire. Ce mouvement repose donc sur une succession de phénomenes d'attachement a
l'avant et de détachement a 1'arriere. Il nécessite une polarisation de la cellule (c'est
précisément la définition d'une orientation). La vitesse de déplacement peut atteindre une
dizaine de pm par minutes. Si le gradient de concentration est suffisant, la cellule se dirige
sans détour dans la direction de celui-ci. Le rapport du déplacement effectué durant un
intervalle de temps donné a la longueur du chemin parcouru (c'est I'indice chimiotactique)
est alors voisin de 1'unité. Si la direction du gradient est modifiée expérimentalement, la
cellule se réoriente progressivement en émettant de nouveaux lamellipodes.

Récepteurs des substances chimiotactiques. Les phagocytes mononucléés peuvent
reconnaitre des substances de structure chimique trés variées au moyen de nombreux
récepteurs possédant une remarquable communauté de structure : il s'agit de protéines
membranaires de type I formées de 350 acides aminés environ, et dotées de sept segments
transmembranaires, ce qui est une propriété¢ connue des récepteurs mettant en jeu des
protéines G hétérotrimériques [Snyderman 1984]. Il ne serait pas possible de décrire tous les
récepteurs exprimeés par toutes les sous-populations de phagocytes mononucléés, mais il est
intéressant de citer des exemples importants :

- le N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLF), qui peut étre reconnu par des
récepteurs d’affinité modulable (Kp =20 nM et 1 nM ; [Snyderman 1984]), est considéré
comme représentatif de structures exprimées par les procaryotes, dont la synthese protéique
commence par la mise en place d'un résidu formyl-methionine. Cela expliquerait la capacité
connue des des surnageants de cultures de bactéries d'attirer les phagocytes.

- Certains constituants du complément, en particulier le C5a, sont chimiotactiques pour les
phagocytes qui sont ainsi attirés par les surfaces activatrice du complément (par la voie
classique ou une voie alternative). Cette propriété est un exemple de synergie entre le systeme
immunitaire adaptatif (producteur des anticorps) et inné.

- Certaines chimiokines [Encadré 4] (RANTES, MCP 1, MCP 2, MCP 3) peuvent étre
libérées par les lymphocytes activés par la rencontre d’un antigéne. Cette capacité de recruter
des phagocyte était connue depuis longtemps et attribuée a un hypothétique LDCF
(Iymphocyte derived chemotactic factor) de nature chimique mal définie.
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- Certaines chimiokines qu’ils libérent, ce qui permet a des phagocytes activés de recruter
d’autres phagocytes (Les « macrophage chemotactic proteins » MCP 1, 2 et 3 déja citéees) et
des facteurs chimiotactiques lipidiques (PAF : platelet activating factor).
- Certains facteurs libérés sur les sites de 1ésions cellulaires, tels que la thrombospondine, sont
chimiotactiques pour les cellules phagocytaires. La capacité des phagocytes de détecter des
cellules récemment tuées est illustrée par le phénomene de nécrotaxie décrit par M. Bessis.

La migration des cellules dendritiques, d'abord vers les tissus périphériques, puis vers
les organes lymphoides apres la détection et la capture des antigénes, constitue un autre
exemple important [Banchereau 2000].

Au total : les phagocytes mononucléés expriment de nombreux récepteurs leur
permettant de se diriger au sein de I’organisme dans des conditions de repos ou en présence
d’une agression : Les phagocytes vont alors se diriger vers les régions ou se développent des
bactéries, ou des structures étrangeres sont reconnues par le systéme immunitaire adaptatif
(anticorps et lymphocytes T), enfin, sur les lieu ou se développent des Iésions cellulaires. I1
convient de rappeler deux propriétés importantes des récepteurs chimiotactiques :

- La régulation de I’affinité et la désensibilisation sont des propriétés importantes de ces
récepteurs qui jouent sans doute un role essentiel dans leur capacité de fonctionner dans une
domaine tres large de concentrations de facteurs chimiotactiques. On distingue la
désensibilisation homologue, qui désigne la diminution de sensibilité d'un récepteur apres
l'exposition a son propre ligand, de la désensibilisation hétérologue, qui désigne la
désensibilisation d'un récepteur a la suite de 1'exposition de la cellule a un ligand d'un autre
récepteur, ce qui suggere que la désensibilisation concerne une voie de signalisation
commune.

- La stimulation des récepteurs chimiotactiques peut entrainer plusieurs types de réponses
cellulaires : classiquement, la réponse a une faible concentration de ligand consiste a amorcer
un déplacement cellulaire alors que des concentrations plus élevées peuvent entrainer la
secrétion de facteurs bactéricides.

Mécanismes de signalisation. Les mécanismes moléculaires de guidage chimiotactisme sont
trés complexes et incomplétement connus. Des résultats récents ont montré que les cellules
disposent de plusieurs mécanismes de guidage. Un des mécanismes les plus étudiés repose sur
la concentration locale de phosphatidyl inositol 3,4,5 tris-phosphate qui induirait la formation
de pseudopode en interagissant avec des protéines capables de le reconnaitre (en particulier
par I’intermédiaire de domaine d’homologie avec la pleckstrine). Cette redondance des
mécanismes de signalisation est un facteur de robustesse pour la cellule, mais complique
considérablement 1’interprétation des données expérimentales [Hoeller 2007 ; Kay 2008].

3.2.1.2 — Migration tridimensionnelle.

La plupart des études concernant les mécanismes de déplacement cellulaire portent sur les
déplacements sur une surface. Les expériences ont mis en évidence un mécanisme général de
locomotion comportant de nombreux cycles d'adhésion (a I'avant) et de déadhésion (a 'arriere
de la cellule). 11 a été justement remarqué que dans les conditions physiologiques les cellules
doivent se déplacer dans un environnement tridimensionnel, ce qui privilégie l'importance de
la capacité de déformation par rapport aux mécanismes adhésifs. [Lammermann 2008].

3.2.1.3 - Circulation leucocytaire et diapédese.

La capacité des cellules immunitaires de migrer des vaisseaux sanguins vers les tissus
(diapédése) joue un role important dans 1'accomplissement de leurs fonctions. Ainsi, les
monocytes et les cellules dendritiques présents dans le sang migrent rapidement vers les tissus
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en vue de poursuivre leur maturation. D'autre part, l'initiation des réactions inflammatoires
repose sur la capacité des cellules endothéliales activées de fixer et d'activer les leucocytes
circulants pour induire leur passage vers les tissus. Les mécanismes généraux de cette
interaction ont fait 1'objet de multiples études au cours des 25 derniéres années et semblent
obéir a un méme schéma [Springer 1995 ; Ley 2007] :

- Les sélectines E et P exprimées par les cellules endothéliales interagissent avec leur
principal ligand leucocytaire PSGL-1. La formation et la rupture successives de nombreuses
liaisons sélectine/PSGL-1 réduit la considérablement la vitesse d'écoulement des leucocytes
(de quelques mm/s a une dizaine de pm/s), entrainant un déplacement saccadé appelé
"roulement" ou "rolling".

- Le ralentissement des leucocytes leur permet d'interagir avec les facteurs chimiotactiques
liés a la matrice péricellulaire des cellules endothéliales. Il en résulte une activation des
intégrines membranaires
- Ces intégrines se fixent a leurs ligands (en particulier LFA-I - CD11aCDI18 se fixe aux
molécules ICAM et VLA-4, et CD49dCD29 se fixe 8 VCAM-I), ce qui entraine l'arrét des
leucocytes.

- Les cellules immunitaires se dirigent alors vers les jonctions des cellules endothéliales
qu'elles traversent en bloquant temporairement les liaisons homotypiques formées par les
molécules JAM et PECAM-1/CD31 [Alon 2004]

- Aprés la traversée des jonctions interendothéliales, les leucocytes doivent ensuite traverser la
basale sous jacente et entamer leur déplacement intra-tissulaire.

De trés nombreuses molécules participent a ces processus. Le processus d'adressage des
leucocytes a I'endothélium avait été¢ comparé [Springer 1995] a un téléphone cellulaire, guidé
par une combinaison sélective de trois molécules parmi les sélectines, les facteurs
chimiotactiques et les intégrines, qui pouvaient varier d'une espece cellulaire a 1'autre, et
parmi les régions de 1'organisme. Plus récemment, il a été estimé [Ley 2007] que 1'activation
des intégrines par les chimiokines était initiée par 47 protéines, qui conduisaient a mettre en
jeu un réseau de pres de 900 protéines liées par 6000 interactions.

3.2.2 — Exploration du chimiotactisme.

Depuis longtemps, la mesure du chimiotactisme est effectuée dans le cadre de I'exploration
fonctionnelle des phagocytes mononucléés. Les tests effectués in vivo (fenétre de Rebuck) ne
sont plus pratiqués. On peut mentionner trois méthodes utilisable in vitro :

- On peut observer (éventuellement avec un enregistrement en accéléré) le déplacement des
leucocytes dans des chambres spéciales permettant de créer un gradient de concentration
d'une substance chimiotactique. Cette méthode permet de déterminer la trajectoire et de
calculer un "indice chimiotactique" égal au rapport de la distance des extrémités de la
trajectoire a sa longueur totale (un indice égal a un correspond a une trajectoire rectiligne,
témoin d'un guidage parfait).

- La chambre de Boyden est constituée de deux compartiments séparés par un filtre (les
dimensions des pores ont un diamétre de 3 a 5 pum). Un facteur chimiotactique est introduit
dans un compartiment, et des leucocytes sont déposés sur le filtre, dans l'autre compartiment.
On mesure au bout de quelques heures le nombre de cellules ayant traversé le filtre (ce qui
peut bénéficier d'un marquage des cellules) ou le déplacement maximal des cellules dans le
filtre (celui-ci doit d'abord étre rendu transparent par un traitement chimique, puis observé au
microscope).

- La migration sous agarose est étudiée en déposant sur une lame de verre une solution
d'agarose chauffé qui se solidifie au refroidissement. On creuse avec un emporte-piece des
séries de trois puits permettant d'introduire des cellules (puits central), une solution témoin ou
une solution chimiotactique. Apres une quinzaine d'heure, une observation microscopique a
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faible grossissement permet de visualiser le nuage formé par les cellules au cours de leur
déplacement sous la couche d'agarose. On peut ainsi aprécier la mobilitité spontanée et la
capacité de diriger le mouvement dans la direction du gradient.

L'exploration du chimiotactisme a permis de détecter des anomalies qui pouvaient étre
temporaires (diminution du chimiotactisme chez les sujets infectés, ce qui pourrait étre dii a
une désensibilisation de nombreux récepteurs) ou liés a une anomalie génétique : le déficit
d'adhésion li¢ au LAD entraine une anomalie détectable par la technique de migration sous
agarose, mais la migration au travers d'un filtre est normale, en accord avec des expériences
déja citées [Lammermann 2008]. Réciproquement, la migration peut étre anormale dans la
chambre de Boyden et normale sous agarose : cela semble étre le cas chez les patients atteints
de syndrome de Chediak Higashi : la présence de granules géants géne les déformations des
cellules et leur déplacement dans un filtre. La migration sur une surface (conditions 2D) est
cependant normale.

3.3 - Phagocytose

La phagocytose est 1'ingestion d'une particule par une cellule. Cette fonction est apparue tres
tot dans 1'évolution : on la retrouve chez les protozoaires qui l'utilisent pour leur nutrition. La
phagocytose existe a la fois dans le Régne animal et dans le Régne végétal. Il n'est donc pas
surprenant que de nombreuses populations cellulaires puissent ingérer des particules dans des
conditions particuliéres. Cependant, la capacité de phagocyter activement des particules
étrangeres couvertes d'anticorps est réservée aux phagocytes "professionnels"”, granulocytes et
phagocytes mononucléés, et constitue un moyen efficace d'éliminer les microorganismes
pathogenes ainsi que les constituants altérés de 1'organisme sans Iéser les tissus environnants.
Nous décrirons rapidement trois phases successives de la phagocytose : reconnaissance,
ingestion et digestion.

3.3.1 - Reconnaissance.

A T'exception de quelques situations tres particulieres (phagocytose de surface), 1'ingestion
d'une particule nécessite sa fixation préalable a la cellule. Cependant, seuls certains des
récepteurs d'adhésion des phagocytes peuvent déclencher 1'ingestion [Capo 1978]. Nous
décrirons successivement les principaux mécanismes d'adhésion susceptibles de déclencher la
phagocytose.

3.3.1.1 - Reconnaissance directe des particules étrangeres et des cellules altérées.

Il n'est pas illogique de constater l'intrication des mécanismes de reconnaissance de
certains motifs caractéristiques des microorganismes étrangers (PAMP : pathogen associated
molecular patterns) et celle de structures associées a des 1ésions des constituants de
'organisme (DAMP : damage associated molecular patterns) : il est utile que le systéme
immunitaire puisse étre alerté par la détection d'un agent étranger [Medzhitov 2002], mais
aussi par la détection d'une I€sion exercée par un agent étranger qui a pu échapper a la
reconnaissance [Matzinger 2002]

- On sait depuis longtemps que les phagocytes peuvent fixer et phagocyter des particules
hydrophobes telles que des bactéries non encapsulées, des microspheres de latex ou des
hématies modifiées par certains aldéhydes [van Oss 1975 ; Capo, 1979]. Les mécanismes mis
en jeu sont complexes : un matériau introduit dans un milieu biologique est recouvert en
quelques secondes de macromolécules dont la conformation va évoluer progressivement
[Vitte 2004a]. Il est donc tres difficile d'identifier la structure moléculaire "reconnue" par les
phagocytes.

- Le terme de "récepteurs éboueurs" (scavenger receptors) est utilisé pour désigner
plusieurs familles structuralement différente de récepteurs membranaires [Pearson 1996;
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Greaves 2009] qui peuvent fixer de nombreuses structures microbiennes, mais aussi des
lipoprotéines altérées, ce qui peut participer au role supposé des phagocytes mononucléés
dans I'athérosclérose [Moore 2011]. Ces récepteurs éboueurs peuvent déclencher plusieurs
réponses cellulaires : phagocytose, mais aussi pinocytose ou libération de cytokines. Nous
citerons en particulier:

*Les récepteurs éboueurs de type A (SRA I, SRA II, MARCO). Ils ont une région
extracellulaire formée de trois brins dont 1'arrangement est semblable a celui du collagéne. Ils
reconnaissent les LDL (low density lipoproteins) oxydées, les polysaccharides anioniques et
des bactéries Gram -. Leur implication dans la reconnaissance de particules hydrophobes a été
rapportée depuis plusieurs décennies [Fraser 1993].

*Les récepteurs éboueurs de type B (SRB-I, CD36) ont un domaine
intracytoplasmique conservé. IIs reconnaissent surtout des lipides : phospatidyl sérine, LDL
oxydées. CD36 peut aussi fixer les cellules apoptotiques par l'intermédiaire de la
thrombospondine (dont il est un récepteur) ou la phosphatidylsérine dont on sait qu'elle est un
"marqueur" des cellules apoptotiques : ce phospholipide se trouve sur le feuillet interne de la
membrane plasmique des cellules vivantes, et apparait sur le feuillet externe au cours de
l'apoptose.

*Les récepteurs éboueurs de type C contiennent deux domaines "CCP" (complement
control protein) N terminaux et un domaine mucinique. IIs fixent les beta glucanes et des
sucres microbiens non chargés.

- Les phagocytes mononucléés peuvent ¢galement reconnaitre des motifs polysaccharidique
par des récepteurs "dédiés". Le récepteur du mannose est sans doute I'exemple le mieux
défini, et I'on a pu montrer que la stimulation de ce récepteur pouvait déclencher la
phagocytose. Il est séduisant d'imaginer que les récepteurs des polysaccharides sont apparus
pour permettre aux phagocytes de fixer les bactéries recouvertes d'une capsule
polysaccharidique hydrophile et antiphagocytaire.

- Notons enfin que la reconnaissance des cellules apoptotiques peut mettre en jeu l'adsorption
de vitronectine qui est reconnue par l'intégrines av[33 exprimée par les phagocytes
mononucléés.

3.3.1.2 - Reconnaissance des particules "marquées” par le systeme immunitaire adaptatif :
récepteurs des immunoglobulines.
Les phagocytes mononucléés expriment de nombreux récepteurs leur permettant de
reconnaitre des immunoglobulines IgG (CD16, CD32, CD64), les IgA (CD89), les IgE
(récepteur de faible affinité FceRII). Les récepteurs des IgG ont été les plus étudiés, en
particulier le récepteur de haute affinit¢ CD64 (La constante de dissociation est de 1'ordre de
10*M™) et de moyenne affinité (CD32, K, est de l'ordre de 2x10° M™). 11 est intéressant de
remarquer que ces récepteurs peuvent se compléter comme I'explique un raisonnement assez
simple : si les récepteurs de haute affinité des phagocytes portent tous des anticorps, en
l'absence de sensibilisation récente, le nombre absolu d'immunoglobulines spécifiques d'un
pathogéne donnée est nécessairement faible sur chaque cellule phagocytaire. Par exemple, si
0,01% des immunoglobulines circulantes peuvent se fixer a une bactérie données, un
monocyte exprimant 50.000 récepteurs de haute affinité ne portera que 5 molécules
spécifiques de la bactérie considérée, ce qui est insuffisant pour induire la phagocytose. Au
contraire, si la bactérie pénétre dans I'organisme et fixe les immunoglobulines circulantes qui
la reconnaissent, les récepteurs de moyenne affinité des monocytes pourront agir en synergie
pour fixer et endocyter cette bactérie.

L'importance des récepteurs Fc est illustrée par un exemple particulierement
démonstratif : un seul pneumocoque peut engendrer une infection Iétale chez une souris
incapable de produire des anticorps spécifiques apres l'induction d'un état de tolérance.
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La phagocytose peut étre également induite par des constituants du complément tels
que le C3bi qui est fix¢é par l'intégrine CD11bCD18. Une synergie est possible entre plusieurs
systémes de reconnaissance. On peut rappeler a ce propos le terme ancien d'opsonisation qui
signifie étymologiquement "préparer pour manger". Ce terme désigne le "marquage" de
particules par des facteurs tels que les anticorps ou le complément, ce qui déclenche leur
ingestion par les cellules phagocytaires qui les rencontrent.

3.3.1.3 - Combinaisons des mécanismes spécifiques et non spécifiques.

La complexité du systtme immunitaire est bien illustrée par l'intrication des phénomenes
spécifiques et non spécifiques : 'activation des constituants du complément a la surface d'une
particule peut étre déclenchée par la présence d'anticorps (voie classique) et par des
mécanismes de reconnaissance innés. Le complément peut induire la phagocytose chez des
phagocytes mononucléés par l'intermédiaire des récepteurs du complément. Le récepteur
CRIIT (MAC-1, CD11bCD18) qui reconnait le constituant C3bi ne peut induire la
phagocytose que si le phagocyte a été préalablement activé. Par ailleurs Il existe une synergie
entre les récepteurs Fc et les récepteurs du complément. Enfin, on a montré que le CRIII peut
interagir avec plus de 30 ligands, protéiques ou non protéiques, comprenant des motifs
bactériens et de nombreux constituants de 1'organisme, en particulier des constituants des
matrices extracellulaires [ Yakubenko 2002]

3.3.2 - Ingestion.
3.3.2.1 - Description générale.
L'ingestion d'une particule adhérant a un phagocyte peut s'effectuer en quelques secondes
[Evans 1989]. Le mécanisme précis d'ingestion peut dépendre de la nature des récepteurs
ayant permis la reconnaissance. La phagocytose d'une particule couverte d'immunoglobulines
s'effectue par 1'émission membranaire d'une protrusion analogue a un lamellipode qui s'étale
sur la particule jusqu'a ce qu'elle I'englobe compleétement dans une vacuole qui se détache de
la membrane par un mécanisme incomplétement élucidé [Fairn 2009]. Selon le modéle
classique de la fermeture-éclair [Griffin 1975], l'ingestion nécessite que la totalité de la
surface puisse adhérer aux phagocytes, ce qui montre que le lamellipode doit étre "guidé" le
long de la surface. La particule se trouve alors englobée dans une vésicule formée par une
partie de la membrane qui a été internalisée. Des études quantitatives récentes [Zhang 2010]
montrent cependant que le mécanisme impliqué peut étre plus compliqué que ne le suggere ce
modele simple.

Ce schéma général peut étre précisé par plusieurs remarques :

3.3.2.2 - Remarques.

- L'ingestion s'accompagne d'une redistribution latérale des molécules membranaires dont
certaines sont sauvegardées de l'internalisation. Cettre redistribution peut étre inhibée par des
drogues antagonistes des microtubules [Oliver, 1974].

- L'ingestion nécessite la "consommation" d'une partie de la membrane plasmique qui doit
étre libérée. C'est d'ailleurs ce phénoméne qui peut limiter quantitativement I'étendue de la
phagocytose. La libération de membrane pourrait s'effectuer par déplissement de la membrane
plasmique [Herant 2005] ou par exocytose de vésicules intracellulaires qui serviraient de
réservoir de membranes, comme cela se produit au cours de 1'étalement cellulaire [Gauthier
2009].

- Comme nous l'avons indiqué, les mécanismes de phagocytose peuvent différer suivant la
nature des récepteurs impliqués. Par exemple, on a rapporté que 1'ingestion de particules
opsonisées par des constituants du complément étaient internalisées a la suite de la formation
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d'une concavité sur la surface plutot que par I'émission d'un lamellipode [Munthe-Kaas, 1976;
Herant 2011]

3.3.3 - Digestion des particules phagocytées.

La phagocytose d'un microorganisme pathogeéne ne peut étre utile a I'organisme que si la
particule est détruite rapidement apres son ingestion. L'importance de la digestion est illustrée
par l'exemple des germes a développement intracellulaire qui ont acquis des mécanismes leur
permettant d'induire la phagocytose qui leur permet enduite de se multiplier dans un
environnement qui leur convient. C'est pour cette raison que les phagocytes mettent
simultanément en jeu de multiples mécanismes de destruction des particules phagocytées. Ces
mécanismes peuvent étre déclenchées dés la rencontre de la particule qui va étre ingérée. Ils
peuvent aussi €tre initiés par des processus de reconnaissance impliquant des "capteurs"
intracellulaires comprenant certains TLRs (TLR 3, 7, 8 et 9 mentionnés plus haut [Manavalan
2011] ou les constituants des inflammasomes [Strowig 2012]

On peut distinguer trois processus complémentaires :

3.3.3.1 - Acidification du phagosome.

La phagocytose est suivie en une dizaine de minutes d'une acidification de une a deux unités
pH. Ce processus est important a connaitre pour deux raisons au moins :

- L'acidification peut influencer significativement le devenir des microorganismes endocytés :
(a) l'acidification peut déclencher la traversée du phagosome par des virus comme le virus
grippal, ce qui a conduit a utiliser des inhibiteurs de l'acidification comme antiviraux. (b) On a
constaté que certaines bactéries comme Legionella Pneumophila [Horwitz 1984] inhibaient
l'acidification des phagosomes, ce qui a été interprété comme un mécanisme de survie. (¢) Au
contraire, certains parasites comme Leishmania peuvent accentuer l'acidification des
phagosomes pour se construire un environnement adapté [Antoine 1990].

- L'acidification peut moduler 1'efficacité des mécanismes bactéricides mis en jeu par la
cellule, par exemple les enzymes protéolytiques.

3.3.3.2 - Production de dérivés oxygenés réactifs.

La phagocytose déclenche une augmentation considérable de 1'activité métabolique cellulaire,
conduisant a une production considérable de dérivés réactifs de I'oxygeéne : anion superoxyde,
peroxyde d'hydrogéne, radical hydroxyle (OH.), oxygéne singulet ('O,). C'est l'explosion
oxydative ("oxidative burst"). Cette réponse repose sur 'activation d'une NADPH-oxydase
(NOX?2) qui s'organise sur la membrane plasmique avant méme la fermeture du phagosome
[Segal 2005 ; Russell 2009]. L'élement essential de cette oxydase est le cytochrome b558 qui
est constitué de deux sous-unités : p227"* et gp917"**. Le complexe nécessite également un
petit nombre d'autres constituants : p277"*, p40°", p47°">* et p21" qui est une petite protéine
G (phox signifie simplement : phagocyte oxidase).

L'activité bactéricide de ces composés a été attribuée a plusieurs mécanismes non
exclusifs: L'oxydation d'anions chlorure présents en abondance dans le milieu conduit a la
production d'hypochlorite (C1O") dont l'activité bactéricide est bien connue (eau de Javel).
L'importance d'un autre mécanisme a ét¢ mieux démontré chez la souris que chez 'homme :
l'activation des phagocytes induit la production de monoxyde d'azote (NO) qui est ensuite
oxydé en peroxynitrite ONO", qui joue un role important dans la destruction de pathogenes a
développement intracellulaire. L'importance de ces mécanismes a été critiquée [Segal 2005] :
il est difficile de prouver que des réactifs dont on a montré le réle bactéricide in vitro sont
effectivement responsables de I'activité bactéricide des phagocytes.
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L'importance de la réponse oxydative est attestée par les conséquences de son déficit,
une anomalie rare (l'incidence est voisine de 10°) appelée granulomatose chronique. On a
récemment constaté que les mitochondries pouvaient augmenter la production de dérivés
oxygénés [West 2011].

3.3.3.3 - Fusion des phagosomes avec les lysosomes

Le phagosome interagit successivement avec plusieurs compartiments vacuolaires de la
cellule [Russell 2009], et va acquérir des constituants spécifiques tels que LAMP-1
("lysosome-associated membrane protein 1"), témoins du processus de maturation du
phagosome. Cette maturation va conduire a introduire dans le phagosome de nombreuses
substances potentiellement bactéricides : le lyzozyme qui détruit certaines parois bactériennes,
les défensines, des protéases et des lipases [Auger 1999]. Ce processus conduit a transformer
le phagosome en phagolysosome apres plusieurs dizaines de minutes.

L'ensemble des processus d'acidification, de modification de 1'équilibre d'oxydo-
réduction, et d'introduction de différents enzymes conduisent a créer les conditions de la
destruction des particules phagocytées. L'inhibition de la fusion phagosome-lysosome figure
parmi les stratégies d'échappement développées par les agents pathogeénes a développement
intracellulaire (par exemple, les mycobactéries)

3.4 - Présentation de I'antigéne et modulation de la réponse immunitaire adaptative.

La réponse immunitaire adaptative est apparue dans I'évolution bien plus tardivement que la
phagocytose. Cependant, les fonctions des lymphocytes et des phagocytes mononucléées sont
profondément intriquées. Une étude détaillée des mécanismes mis en jeu n'entrerait pas dans
le cadre de cette revues. Nous décrirons successivement deux points fondamentaux : le
traitement de 'antigéne en vue de sa présentation aux lymphocyte T et le dialogue
bidirectionnel existant entre les lymphocytes et les cellules phagocytaires.

3.4.1 - Traitement de l'antigéne en vue de sa présentation aux lymphocytes T.

L'¢lucidation des mécanismes de reconnaissance des lymphocyte T a constitué un objectif
essentiel des immunologistes jusqu'a l'identification du récepteur des lymphocytes T et
I'¢lucidation a I'échelle de I'Angsrom de la structure des molécules d'histocompatibilité. Nous
résumons les principes généraux qui mettent en lumiere le role fondamental des phagocytes
mononucléés.

3.4.1.1 -Role des lymphocytes T CD4 et CDS (résumeé).

Les lymphocytes T, par l'intermédiaire de leur récepteur spécifique (TCR : T cell
receptor) ne reconnaissent pas directement une protéine étrangére native mais un oligopeptide
d'une dizaine d'acides aminés (résultant d'une protéolyse partielle) qui se trouve inséré dans
un sillon d'une molécule d'histocompatibilité [Bjorkman 1987]. Ce mécanisme explique le
phénomene longtemps mystérieux de la restriction de la reconnaissance par le complexe
majeur d'histocompatibilité : le lymphocyte T ne reconnait pas un antigéne étranger de
manicre intrinséque mais seulement dans le contexte du soi.

On distingue depuis longtemps deux catégories de lymphocytes T:

Les lymphocyte T exprimant l'antigéne différenciation CD8 reconnaissent les
oligopeptides associés aux molécules d'histocompatibilité de classe I (HLA-A, B et C chez
I'homme). Etant donné que ces molécules fixent en régle des fragments de protéines
endogénes, on peut penser que le role majeur des lymphocytes CD8 est de reconnaitre les
cellules synthétisant des protéines étrangeres, par exemple des protéines virales témoignant
d'une infection. Ces cellules seront détruites par les lymphocytes T CDS8 cytotoxiques, ce qui
a pour but d'arréter 1'infection.
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Les Lymphocytes T CD4 reconnaissent les oligopeptides associés aux molécules
d'histocompatiblité de classe II. Ces molécules ne sont exprimés que par des cellules
présentatrices spécialisées (phagocytes mononucléés, lymphocytes B). Les phagocytes
mononucléés associent aux molécules d'histocompatiblité de classe II des fragments de
protéines de particules exogénes phagocytées qui ont été incomplétement dégradées. Le
role du lymphocyte T consiste ici a activer des cellules effectrices qui sont souvent des
phagocytes mononucléés.

3.4.1.2 - Role des cellules phagocytaires.

Le résumé qui précéde explique que les cellules phagocytaires peuvent jouer plusieurs roles :
- Ingérer des particules étrangeres et les dégrader complétement.

- Ingérer des particules étranggre, et les dégrader incomplétement, pour associer les
fragments aux antigénes d'histocompatibilité de classe II pour les présenter aux lymphocytes
T CD4.

- Ingérer les particules étrangeres, les dégrader incomplétement et associer les fragments aux
antigeénes d'histocompatiblité de classe I pour sensibiliser des lymphocytes T CD8. c'est la
présentation croisée (cross presentation) dont les mécanismes sont incomplétement élucidés
[Heath 2004].

Cette multiplicité de roles explique l'existence d'une antinomie entre la capacité de
dégradation et la capacité de présentation, ce qui explique 1'utilité d'une différenciation
fonctionnelle : les cellules dendritiques ont pour rdle de sensibiliser les lymphocytes T (CD4
ou CDS), ce qui conduit a limiter leur activité protéolytique et a privilégier I'expression de
molécules d'histocompatiblité et de molécules d'activation des lymphocytes T. Une autre
fonction des cellules dendritiques consiste a se déplacer vers les organes lymphoides pour
accélérer la rencontre des lymphocytes T. Ces déplacements sont guidés par des récepteurs
des chimiokines.

Les monocytes et les macrophages peuvent dégrader plus efficacement les antigénes que les
cellules dendritiques, au prix d'une moindre efficacité de présentation. Cette compétition entre
la capacité de destruction et de présentation était suggérée par des expériences anciennes
[Mouton 1984] et a été confirmée par des données plus récentes [Delamarre 2005].

3.4.2 - Dialogue entre les lymphocytes T et les cellules phagocytaires.

Le role des phagocytes mononucléés dans I’activation des lymphocytes T ne se limite pas a
I’exposition sur leur surface de complexes (pMHC) formés entre les oligopeptides
antigéniques et les molécules d’histocompatibilité. On peut distingue schématiquement trois
fonctions complémentaires.

3.4.2.1 — Régulation de I’adhésion et des conditions physiques de l’interaction.

Lorsqu’un lymphocyte T « reconnait » un ligand de son TCR sur une cellule présentatrice, il
forme un contact durable qui comportera en particulier, apres quelques dizaines de minutes,
une réorganisation des molécules de sa membranes constituant la « synapse immunologique »
[Monks 1998 ; Grakoui 1999]. Cette adhésion nécessite une interaction des récepteurs
d’adhésion des deux cellules, en particulier LFA-1 sur la cellule T et la cellule présentatrice et
les molécules ICAM-1 exposées par les deux cellules. Un déficit d’adhésion compromet la
stimulation des lymphocytes T [Davis 2009]. Réciproquement, une activation excessive de
I’intégrine LFA-1 sur les cellules dendritiques peut diminuer 1’activation [Balkow 2010]. On
peut noter aussi qu’un fonctionnement correct du cytosquelette d’actine est nécessaire a la
capacité de stimulation des cellules dendritiques [AlAlwan 2001]. Les mécanismes mis en jeu
sont incompleétement compris. Quelques données expérimentales récentes suggerent
I’importance potentielle de force susceptibles d’étre exercées par les cellules présentatrices
sur les lymphocytes T [Huppa 2010 ; Li 2010; He 2012].
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3.4.2.2 — Exposition de molecules de co-stimulation.

L’activation lymphocytaire T dépend quantitativement et qualitativement de la stimulation de
plusieurs récepteurs « de costimulation », et non pas seulement de celle du TCR. On peut citer
en particulier les molécules lymphocytaires T CD28 (qui fixe en particulier CD80 et CD86),
CD40L/CD154 (qui fixe CD40) et CD70 (qui fixe CD27) [Rodriguez-Fernandez 2010]. La
capacité de stimulation des différentes populations de cellules présentatrices dépend autant de
I’expression de molécules de costimulation que de I’efficacité de traitement des protéines
étrangeres. Ces molécules pourraient déterminer les conséquences quantitatives de la
présentation : développement d'une réponse immunitaire de type TH1 ou TH2 [Kuchroo
1995], voire stimulation préférentielle de la tolérance [Geijtenbeek 2004 ]

3.4.2.3 — Libération de molécules activatrices.

Nous avons plusieurs fois mentionné I’importance du rdle des cytokines dans le
développement des cellules immunitaires : L’interleukine 1 (IL-1) autrefois appelée LAF
(Iymphocyte activating factor) est libérée par les phagocytes mononucléés et promeut
’activation lymphocytaire T. L’IL-12 facilite la formation de la synapse alors que le TGF-[3
(transforming growth factor ) I’inhibe. Réciproquement, 1’interféron gamma (IFN-y)
synthétisé par les lymphocytes T est un activateur des phagocytes mononucléés. Ces
cytokines peuvent étre libérées dans le milieu et agir a distance, mais une action au contact
(qualifiée de « juxtacrine ») a également été décrite [Kaplanski 1994].

3.5 — Cytotoxicité.

La phagocytose peut étre considérée comme un mécanisme trés « propre » d’élimination des
particules étrangeres, puisque les facteurs toxiques libérés par le phagocyte sont
essentiellement confinés dans le phagosome, ce qui évite les 1ésions des tissus environnants.
Cependant, ce mécanisme ne peut s’appliquer aux cibles de taille excessive. Cette limitation
justifie I’existence du processus de destruction au contact sans ingestion, qui constitue la
cytotoxicité a médiation cellulaire. Depuis plusieurs décennies, on a décrit la capacité des
macrophages de détruire des cibles au contact, soit par une reconnaissance directe comme
cela avait été rapporté pour des cellules tumorales [Piessens 1975], soit par I’intermédiaire
d’anticorps (c’est le phénomene d’ADCC : antibody dependent cell cytotoxicity). Bien que la
possibilité de contamination par d’autres populations cellulaires telles que les cellules NK
puisse étre évoquée [Auffray 2009], On peut estimer que certaines population de phagocytes
mononucléés possédent effectivement la capacité de cytotoxicité.En particulier, une sous-
population de monocytes n’exprimant pas CD16 (un marqueur NK) peut lyser des hématies
couvertes d’anticorps [Connor 90].

Les mécanismes permettant & un phagocytes mononucléé de détruire une cible au contact sont
sans doute multiples : on peut citer la secrétion de dérivés toxiques de 1I’oxygeéne ou de
protéases. D’autre part, certaines cytokines telles que le TNFa (tumor necrosis factor alpha)
sont fortement cytotoxiques : la lyse de cellules L929 a longtemps été mise a profit pour doser
le TNF.

La destruction au contact de tissu osseux a suscité beaucoup d’intérét au cours des
dernicres années [Boyle 2003]. Les ostéoclastes sont des phagocytes mononucléés
différenciés et activés par I’exposition a des facteurs spécifiques : RANKL (ligand de
RANK : receptor activator of NF kappa B ) et M-CSF/CSF-1 mentionné plus haut. Au contact
du tissu osseux, les ostéoclastes font appel a une intégrine 33 pour former une jonction étroite
entourant un espace clos ou ils vont secréter des enzymes (TRAP : tartrate resistant acid
phosphatase, cathepsine K) . Une activation excessive des ostéoclastes peut conduire a des
situations pathologiques, par exemple une ostéoporose ou des I€sions osseuses associées a la
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polyarthrite rhumatoide. Un déficit fonctionnel peut au contraire étre responsable d’une
osteopétrose.

3.6 - Libération de médiateurs

Les phagocytes mononucléés ont la capacité de synthétiser de trés nombreux médiateurs
jouant un role important dans le développement du systéme immunitaire et I’homéostasie de
I’organisme. Une description exhaustive de ces substances n’entrerait pas dans le cadre de
cette revue. Nous nous bornerons a énumérer une liste représentative de médiateurs important
en essayant de les classer, au moins approximativement, par fonction. Cette tentative est
compliquée par la multiplicité des cibles et des actions de nombreuses molécules.

3.6.1 — Les cytokines inflammatoires traditionnelles.

Interleukine 1. En dehors de son action activatrice des lymphocytes T, I’[L-1 induit
I’expression de molécules d’adhésion sur les cellules endothéliales, ce qui favorise le
déclenchement des réactions inflammatoires. Par ailleurs, cette substance est pyrogéne (on I’a
nommeé : pyrogene endogéne. Au contraire, le récepteur antagoniste de I’IL-1 (IL-1 RA) peut
réduire I’action de I’'IL-1.

Tumor necrosis factor a. Le TNF-a est ¢également une cytokine inflammatoire trés active, qui
peut induire I’expression de molécules d’adhésion, activer les cellules phagocytaires,
présenter une toxicité directe vis a vis des certaines especes cellulaires, et exercer des actions
métaboliques (activation d’une lipoprotéine lipase) ce qui, en particulier, lui a valu la
dénomination de cachectine.

Interleukine 6. L’action pro-inflammatoire de cette interleukine est plus discutable que celle
des molécules précédentes. L’IL-6 induit la synthése de la quasi-totalité des protéines de
phase aigue pas les cellules hépatiques.

3.6.2 -Cytokines chimiotactiques (chimiokines).
Les phagocytes mononucléés libérent de nombreuses chimiokines leur permettant de recruter
d’autres cellules immunitaires sur les lieux de leur activation. On peut citer :

- Des chimiokines CXC : I’interleukine-8 (IL-8) qui recrute les granulocytes, et MIP-2
(macrophage inflammatory protein 2)

- Des chimiokines CC : MCP-1 (monocyte chemoattractant protein 1) et RANTES.

3.6.3 — Des cytokines régulatrices de la réponse immunitaire.

Interleukine 10. I’IL-10 (CSIF : cytokine synthesis inhibitinf factor), d’action plutot anti-
inflammatoire.

Interleukine 12. 1’IL-12 (NKSF : NK cell stimulating factor) est un promoteur des réponse
TH-1.

Interleukine 18. L’IL-18 a été initialement caractérisée par sa capacité de potentialiser la
production d’interféron gamma (une cytokine Th1 typique) par les lymphocytes T stimulés
par ’'IL-12. Cependant, en I’absence d’IL-12, I’'IL-18 semble capable de stimuler une réponse
Th2.

3.6.4 — Facteurs de croissance.

Transforming growth factor (TGF). Le TGFa et les TGF[31, TGF[32, TGF[3. Le TGF[ est
considéré commeun facteur de déactivation du systéme immunitaire, qui participerait aux
processus de réparation suivant la phase destructrice de la réponse inflammatoire.
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On peut encore citer I’EGF (epidermal growth factor), le PDGF (platelet derived growth
factor), le VEGF (vascular endothelial growth factor), le bFGF (basic fibroblast growth
factor).

La multiplicité de ces facteurs explique pourquoi les macrophages ont pu dans le passé étre
utilisés comme « cellules de soutien » (feeder cells) pour réaliser de nombreuses cultures
cellulaires

3.6.5 — Autres facteurs intervenant dans les réactions inflammatoires.

Parmi les nombreux facteurs libérés par les macrophages, nous pouvons encore citer :

- la plupart des constituants du complément.

- Des facteurs de la coagulation (en particulier : facteur tissulaire, activateur du plasminogene)
- Des régulateurs enzymatiques (02-macroglobuline, inhibiteur de I’a1-antitrypsine,
inhibiteur de I’activateur du plasminogéne)

- des médiateurs lipidiques de I’inflammation : prostaglandines, leucotrienes, PAF (platelet
activating factor).

- Nous avons déja cité la production de dérivés oxygénés : ceux-ci peuvent étre produits au
niveau du phagosome, mais aussi €tre libéré en absence de phagocytose par des phagocytes
mononucléés convenablement stimulés (par exemple, par des chimiokines).

4 — CONCLUSION

Les phagocytes mononucléés constituent une famille de cellules présentant une plasticité et
une diversité fonctionnelle remarquables. Ils sont impliqués dans le maintien de I’homéostasie
de I’organisme, en participant par I’élimination des facteurs d’agression et aussi la réparation
des dommages tissulaires. IIs jouent un réle fondamentale dans les deux grandes classes de
réponses immunitaires, innée et adaptative, qui sont profondément intriquées.

Du fait de leur richesse fonctionnelle, les phagocytes mononucléés sont impliqués dans de tres
nombreuses situations pathologiques : infections et insuffisance de la réponse immunitaire,
maladies inflammatoires, athérosclérose, maladies auto-immunes, ostéoporose, qui sont
associées a une réponse immunitaire excessive ou mal dirigée, peut-étre méme dans le
développement tumoral [Biswas08]. Enfin, de trés nombreux travaux mettent en évidence la
subtilité du role des phagocytes mononucléés dans 1’évolution des tumeurs.

La connaissance des principes généraux de la physiologie de ces cellules est indispensable a
leur exploration, et a la mise en ceuvre des outils diagnostiques et thérapeutiques qui
découlent maintenant de la recherche fondamentale.
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ENCADRES

Encadré 1 — Statistique multivariée

Les méthodes statistiques familieres aux médecins ont été élaborées durant la premiere moitié
due XXe¢ siécle et concernent essentiellement 1’étude de la distribution d’une variable
(moyenne, écart-type, loi normale), éventuellement des corrélations entre deux variables.
L’appréhension intuitive des données est facilitée par 1’utilisation de figures simples (histo-
grammes, courbes de régression).

Depuis quelques décennies, les mathématiciens et les statisticiens ont développé [Lebart
2006]des méthodes permettant d’analyser des données beaucoup plus complexes qui sont sou-
vent représentées comme des tableaux de valeurs qui peuvent décrire plusieurs milliers de pa-
rametres mesurés sur des dizaines de populations (par exemple : expression génique ) ou des
dizaines de parametres mesurées sur des milliers d’individus (par exemple : une dizaine de
parametres mesurés sur plusieurs milliers de cellules). Les résultats d’une expérience peuvent
étre assimilées a une population de points dans un espace multidimensionnel, et leur traite-
ment nécessite un certain degré d’abstraction. Parmi les méthodes de traitement actuellement
proposées, on peut citer les méthodes de classification qui permettre de définir des groupes
parmi les individus (« clustering ») ou de construire des « arbres » (classification hiérar-
chique) analoques a ceux qui sont couramment utilisés pour représenter 1’évolution des es-
peces. L’analyse en composants principaux consiste a projeter un ensemble de données mul-
tidimensionnelles sur un sous espace dont les variables ont été judicieusement choisies
comme des combinaisons linéaires des coordonnées de cet espace multidimensionnel. La si-
gnification de ces variables n’est pas toujours facile a comprendre. Etant donné 1’accessibilité
croissante des méthodes d’analyse a haut débit et de logiciels permettant de réaliser ces opéra-
tions, il est important que les biologistes et les médecins se familiarisent avec les principes de
ces méthodes qui reposent souvent sur des hypothéses simplificatrices dont la validité n’est
pas assureée.
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Ecadré 2 — Cytokines.

Les cytokines constituent un réseau complexe de molécules impliquées dans les réactions im-
munitaires et inflammatoires. La complexité de cette famille et de la nomenclature de ses
constituants peut étre expliquée par quelques données historiques :

On a tres tot essayé d'attribuer les manifestations inflammatoires des réactions d'hypersensibi-
lité a des médiateurs biologiquements actifs produits par les lymphocytes (lymphokines) ou
les phagocytes mononucléés (monokines) convenablement activés. Ces médiateurs étaient
préparés sous forme de surnageants de culture extrémement hétérogenes, et définis par une
activité biologique : par exemple, le MIF (macrophage inhibiting factor) produit par des lym-
phocytes inhibait la migration des macrophages, le SRF (skin reactive factor) provoquait une
réaction cutanée ...

La difficulté principale résidait dans la mauvaise définition des lymphokines et des mono-
kines : un méme terme pouvait désigner deux molécules différentes si elles avaient une activi-
té biologique commune (par exemple, I'IL-1 et le TNFalpha sont pyrogénes et induisent I'ex-
pression endothéliale de molécules d'adhésion). Réciproquement, une molécule pourvue de
deux activités biologiques distinctes pouvait recevoir deux noms (I'interleukine 1 a été nom-
mée "pyrogene endogeéne” et "lymphocyte activating factor").

La nomenclature a évolué lorsque le développement des anticorps monoclonaux et de I'ingé-
niérie génétique ont permis la caractérisation moléculaires de ces médiateurs : on a convenu
ainsi de renommer interleukine une lymphokine ou une monokine définie au niveau molécu-
laire et ayant une action biologique démontrée sur des populations leucocytaires.

Il est vite apparu que la dénomination d'interleukine (IL en abrégé) était trop restreinte : une
interleukine telle que I'[L-1 peut étre produit par des cellules non leucocytaires, elle exerce
des effets dépassant largement le systéme immunitaire (cellules endothéliales, centres ner-
veux). Le terme général de cytokine a paru plus approprié pour désigner ces médiateurs so-
lubles des réactions immunitaires et inflammatoires dont la production est déclenchée par une
activation du systéme immunitaire. On utilise le terme de réseau des cytokines pour rappeler
plusieurs ¢léments de complexité de ce systeme : les cytokines peuvent étre produites par plu-
sieurs populations cellulaires. Elles ont plusieurs actions et plusieurs cibles (pléiotropie). Elles
peuvent se moduler mutuellement (au niveau des fonctions ou de la synthese).

Pour des raisons historiques, les cytokines ont pu recevoir des dénominations différentes : in-
terleukines mais aussi interférons, CSF's (colony stimulating factors), TNFs (tumor necrosis
factors), GF (facteurs de croissance ou growth factors). On peut rattacher aux cytokines les
chimiokines : famille de molécules chimiotactiques dont le nombre dépasse plusieurs dizaines.

Encadré 3 : Réponses immunitaires TH1 et TH2

On distingue depuis longtemps deux modes de réponse du systéme immunitaire a une stimu-
lation antigénique : la réponse humorale consiste a synthétiser des anticorps, la réponse cellu-
laire consiste a activer des cellules telles que les lymphocytes T cytotoxiques ou des macro-
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phages activés. On savait depuis longtemps que les conditions d’induction de ces deux modes
de réponses étaient différentes. Une interprétation ¢légante de ces constatations a été proposée
dans les années 1980 [Mosmann 1986] : il existerait deux populations de lymphocytes T auxi-
liaires ou « helpers » : les lymphocytes Thl activent les réponses cellulaires en produisant des
cytokines telles que I’interféron gamma, les lymphocytes Th2 activent les réponses humorales
en produisant des cytokines telles que I’IL-4 et I’'IL-5. L ’intérét de ce modele est di a I’anta-
gonisme de ces deux modes de réponse : le développement des lymphocytes Thl est stimulé
par I’interféron g et inhibé par I’IL-4. Réciproquement, I’IL-4 active les lymphocytes Th2. Il
en résulte que le choix du mode de réponse a un antigéne va étre conservé au cours du temps
dans un organisme donné. Une réponse défectueuse (par exemple, réponse humorale vis a vis
d’un agent pathogéne a développement intracellulaire) pourra donc éventuellement étre corri-

ge.

L’intérét de ce schéma a conduit a le transposer de I’espéce murine a 1’espece humaine, ce qui
est une approximation. D’autre part, on a proposer de distinguer deux états d’activation des
macrophages, M1 et M2, qui correspondraient 1’action de cytokines TH1 et TH2 respective-
ment.

Encadré 4 : Chimiokines.

Les chimiokines [Baggiolini 1997] constituent une famille de molécules initialement assimi-
Iées a des cytokines (I'IL-8 est une chimiokine) qui se distinguent par des similitudes de struc-
ture (environ 80 acides aminés, quatre cystéines formant des ponts disulfures) et de séquence.
On classe les chimiokines en quatre familles en fonction de 1'organisation des cystéines NH2
terminales qui peuvent étre séparées par zéro (CC), un (CXC) ou trois (CX3C) acides aminés.
La quatrieme famille (C) se caractérisant par I'absence d'une cystéine. On a décrit plus de
trente chimiokines. Leurs récepteurs présentent également des caractéristiques structurales
communes : ils sont formés de 350 acides aminés environ et comportent 7 segments trans-
membranaires, ce qui caractérise les récepteurs associés a des protéines G trimériques. La liai-
son de ces récepteurs a leurs ligands déclenche de nombreuses réponses cellulaires : augmen-
tation de la concentration de calcium cytosolique, mouvement, exocytose, prolifération.

La complexité du systeme des chimiokines résulte de plusieurs propriétés : plusieurs récep-
teurs peuvent reconnaitre une méme chimiokine (par exemple, 1'I[L-8 est reconnue par les ré-
cepteurs CXCRI1 et CXCR2). Un récepteur peur reconnaitre plusieurs chimiokines (par
exemple, CXCRI fixe les chimiokines GRO, mais pas CXCR?2). Plusieurs récepteurs d'une
méme chimiokine peuvent déclencher des réponses cellulaires différentes. Le systéme des
chimiokines et de leurs récepteurs forme un réseau.

L'une des fonctions importantes de ce réseau consiste a guider les mouvements des différentes
populations leucocytaires. Par exemple, les cellules dendritiques ayant détecté et capturé des
antigenes subissent un processus de maturation comportant 1'acquisition du récepteur CCR7
qui va leur permettre de migrer vers les ganglions lymphatiques.

Une derniére propriété importante des chimiokines est leur capacité de se fixer aux consti-
tuants des matrices péricellulaires. C'est ce qui leur permet, par exemple, de se localiser sur
les régions des parois vasculaires sur les lieux d'une réaction inflammatoire.



