REPONSE IMMUNE — Agent infectieux
Virulence
— Défense hote
e |ocal (BPCO)
e général (corticoides)
(alcool)
e génétique (?)
(réponse inter-individuelle)
— Role antibiothérapie ?

Défense / Infection
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/L (TNFa, IL-1....)
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10 Ccompiee

sarrere comses L oo
(épithélium) dendritiques (Y RC3D sur les PNN)
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Régulation
de la réponse
inflammatoire
immune innée

Non contréle

Réponse
de la prolifération inflammatoire
bactérienne dévastatrice
Lésions tissulaire

Défaillance organique

1. Macrophage et PNN :
généralités, activités et modulation des fonctions
immunes

* Macrophages : 1 ligne

résidents L phagocyte

— Alvéoles L sécrétion de cytokines
interstitium
vaisseaux

recrutement d’autres
voies aériennes cellules
* PNN : principales cellules phagocytaires,
agit dans les tissus infectés aérobie
et anaérobie — demi- vie bréeve

Ma

- interviennent dans I'immunité naturelle et acquise
- capable d'internaliser, de tuer et de dégrader des
microorganismes

- Coopération avec les lymphocytes : I. acquise




Lors de la réponse innée, les cellules de premiére
ligne reconnaissent des structures stables, immunes
communes a de nombreuses agents infectieux :

- Endotoxines (LPS)

* Réle des cellules phagocytaires dans
limmunité naturelle
L Ma et PNN portent a leur surface des
récepteurs qui se lient aux résidus communs
de carbohydrates que 'on trouve a la surface

des bactéries et qui sont absents des cellules
humaines

Ma = {)Bactéries
ou

- Peptidoglycanes
- Ac.lipoteichoique PN
- Flagelline Internalisation de la bactéries
Activité bactéricide & dégradatation
- mannan....
Monocytes/macrophages

=P Cellules phagocytaires

Destruction des organismes pathogenes

Macrophages —— —— les monocytes quittent le sang au bout
de 3 & 4 jours et s'établissent dans les tissus ou ils se différencient en
macrophages tissulaires, adoptant parfois des caractéristiques morphologiques
spécifiques du lieu ou ils se trouvent :

¢

Syst.digestif

e histiocytes du tissu conjonctif

e macrophages alvéolaires du poumon (vaisseaux,
bronches...)

e cellules de Kupffer du foie

e ostéoclastes de I'os

e macrophages des synoviales

e macrophages fixes ou libres de la rate ou des ganglions

Leur durée de vie est longue (1 a 3 mois) et ils sont encore
capables de se diviser. lls meurent sur place a moins d’'étre
entrainés par la lymphe vers les ganglions lymphatiques.
lls contiennent de grosses granulations cytoplasmiques qui
sont des lysosomes contenant de nombreuses enzymes
mais pas de myélopéroxydases.

« TNFo =

MACROPHAGE

« Produit des cytokines pro et anti-inflammatoires

Anti-inflammatoires

- activation mol.adhérence +lL-1Ra
(m|grat|on_ PNN du sang . SRTNFa I &Il
vers les tissus
T ICAM-1, LFA-1) ‘110

 Corrélation () IL-1, TNFa, IL-9, PG

TNFo — Apache Il
(pneumonies séveres)
PUREN, Chest 95)

eIL-1

« IL-8 = afflux neutro +++
altération neutro +++

IFN — Fiévre
— INF« 7 Mobilté PNN

— IL-1 - croissance bactérienne
— Vasodilatation
. (L-6) Edéme
" T Expression de Molécules
adhérence sur endothélium
—, & Inflammatoire
. T Recrutement cellulaire
—. T Sécrétion d'IFNy

o T Active les hépatocytes
Activation 1

Lympho T et B CRP....
L INK

Immunité

acquise




Afflux de cellules inflammatoires aprés activation macrophagique

« Activation cellulaire
— libération de médiateurs
expression de récepteurs membranaires
Ex=TNFa — 7T Mol. Adhérence ~ endothélium
chemotactique Macrophage
T Mol. Adhérence = PNN

MACROPHAGE

* Produit aussi NO

Mecanismes impliqués dans la lyse baclérienne

E 3 pH acide

protéase cytolytique
H,0,
Enzymes lysosomiales
Lactoferrine exposiiond Fanion || actit des potenes || | SCHVIé ds enzymes
i i E‘SDSDI‘I’I-INES.I:IEI'SISIEII-
A supercxyde pendant cationigues (défersines, ce de 'activité
Activation du C3..... I phagocytos actbpmie . de Ia lactolerine

1. adhérence R R
1 2
— —

2. ingestion Pénétration de la bactérie

dans la cellule, dans un

a phagosome

3. Formation du
phagolysosome

: fusion de la membrane du
phagosome avec celle d’'un
lysosome

4.Elimination des micro-organismes : différents

mécanismes
e acidification (production d’ac.lactique)
e libération d’hydrolases (lysozyme, phospholipase,
protéase, RNAase .....)
o formation d'H,0, — Radicaux libres 0,
(en présence de — Bactéricide
peroxydase)
e accumulation de dérivés azotés toxiques NO, NO-, NO;
e production de défensines (PNN) = peptides qui généerent
des canaux ioniques dans les membranes bactériennes
e Cathepsin G




Macrophages — role de cellule présentatrice d'Ag

Présentation

Dégradation Liaison
de la bactérie du peptide de ce complexe
en peptides au CMHCI Il a la surface
du Ma

- pouvoir bactéricidie T avec I'activation
- activé par : e substances bactériennes (endotoxines...

MODULATION DE LA REPONSE IMMUNE

MACROPHAGE

LPS,
peptidoglycanes)
e lymphokines (z T) = IFNy +++
(T bactéricidie)
= IL-2, TNFa, GMCSF
notion de cofacteur =
=IFN, TNF

0 bacterlmdle

=IFNy  pseudomonas (Nelson, ARRD 92)

MODULATION DE LA REPONSE IMMUNE

— Les Ly T activés

IFNy |
et Macrophages IFNy

l

—=z~7 Macrophages

et T bactéricidie
dépendante et indépendante de I'O,

MODULATION DE LA REPONSE IMMUNE

+—— E.Coli
+—— Staph.aureus

* Macrophages — alcooliques
—+ cirrhotiques

* Cirthose = | activité antibactérienne +++
vial TNFa | IL-1B
{Wallaert ARRD 9])

» | releasing TNFor
par le macrophage

(MONTON Eur Respir J 97

| alcool
corticoides

MODULATION DE LA REPONSE IMMUNE

* ALCOOL L réponse inflammatoire / sepsis

Klebsiella ===> souris d clearance
"alcooliques” | survie

I IL-12

L IFN-y | contréle

L IL-10

(Zizman Alcohol Clin Exp Res 1998)

- E g
|

MODULATION DE LA REPONSE IMMUNE

* Fonction Macrophage
Capacité — phagocytes
d | Tabac
d | certains polluants




MODULATION DE LA REPONSE IMMUNE

* | fonction macrophagique corrélée a I'age
(/ﬁ avec les monocytes circulants)
* | % des macrophages et T Ly avec I'age }LBA

— Dysfonction du macrophage avec 'age =
associée au facteur de mortalité du sujet agé

atteint de pneumopathie infectieuse
(J Invest Med 1999, Zissel)

- Le neutrophile
L granulocytes
L ne résident pas dans les tissus sains

L migrent rapidement du sang vers les sites
d’infection

L « avant portes des défenses naturelles »

L phagocytose et bactéricidie

I POLYNUCLEAIRE NEUTROPHILE I

secorminine

primsing

= arurophiles ou lysooemoes ! = phosphatsse aloaline
= hydrolases scides | Inctofenrine

= phospluntinscs scibos | = Iy EOEVTne

= progdines catianiques |

iyl e ro yadases

dlascaaes

s, opsonisation (opaonine, 100, fibronectine
u Hbres O (HOy ks .0
T bactéricidie

IL-8

¢ Mono, Ly, endoth, épith <«—= LPS, TNFa, IL-1,p .....

‘ IL-8 chemoattractant

— PNN
activation

* LBA-pneumonie bactérienne
TIL-8 corrélé afflux neutro
corrélé taux élastase
avec 7T ratio élastase/anti-élastase
(Villard — AJRDCCM 1995)
* Compartimentalisé
* T IL-8 LBA pneumocytose/DC (Benfield AIDS 1995)

MODULATION DE LA REPONSE IMMUNE
®* CRP — (-) réponse chemotactique induite

par I'lL-8 pour le PNN
(Zhong J Immunol 1998)

Réle d'immunomodulation +++

2. Réponse innée différente en

fonction des bactéries et dans le temps




ptation de signaux

Bactérie ] ~— acellulaires
Endotoxine = activation de facteurs
=LPS I de transcription
Récepteur (NFkB, AP-1, Fos, Jun)
Ex : toll-R
Contréle Réponse
I'expression des différente
génes régulant selon le
la réponse immune pathogéne

et la libération des
cytokines et chimiokines

Le macrophage migration
inhibitory factor ou MIF

@ Produite rapidement aprés exposition
aux bactéries ou —~~7 par de CK pro-
inflammatoires

MIF — Module I'expression de TLR4 —
permet au macrophage de répondre
rapidement en cas d’infection par un
micro-organisme

(Roger Nature 2001)

® La réponse inflammatoire lors de pneumonie
infectieuse est compartimentalisée pour la

plupart des CK (TNF, IL-1p, IL-8) sauf pour

I'IL-6, reflet d'inflammation générale (#
ARDS)

® Souris déplétées en Macrophage
Pneumonie a BG (-) > Klebsiella

{ Survie
T CFU (Kelbsiella) poumon et sang
TPNN (x 7)

(BROUG-HOLUB, Infect Immunol 1997)

(Cheung, infection and immunity, 00) pseudomonas
role du macrophage dans la défense anti PA
souris déplétée ou non en macrophages, infectés i PA

clairance bactérienne, recrutement cellulaire, phagocytose in vitro

= role du PHN-+++dans la clairance bactérienne de PA
- pas d'implication des MA sur la clairance pulmonaire de PA (diff pour

klebsiella), i d"implication sur le recrutement des PNN

- faible phagocytose in vitro des PA par le macrophage

ROLE DES LEUCOTRIENES

Klebsiella intratrachéale (1) —  souris L
(2) —»  souris ko
(pas géne 5L0O)
(1) T neutro, T LT poumon
(2) T mortalité, T bactériémie, T PNN

v phagocytose | \acrophages
{ bactéricide

(Bailie J Immunol 1996)

LPS — souris T PNN, T Macrophages
T MIP-1a. poumon

Anti MIP-1a.  — { PNN, | Macrophage
{ de 'l de perméabilité
LPS induite
(bleu Evans)
1 Mortalité (24 h, 48 h id)

{ expression ICAM-1

(Standiford J Immunol 1995)




(Rudner, J Immunol 00)

Roéle de I'lL-1 et du MIP-2 dans l'infection oculaire

a PA de la souris

- IL-1 produit par mono mais aussi cell. cornéennes
résidentes et il y a une augmentation de TARNm
codant pour I'lL-1 (12 h aprés infection cornéenne
aPA)

- Il'y a des souris sb a PA (B) et résistantes (balb/c)

- Evaluation IL-1 (prot et ARN)

- Pré-TT par IL-1 avant infection

- En fait, I'lL-1 est associé a la destruction
cornéenne, sécrété de fagon intense chez
la souris susceptible au PA (B) comparée a la balb/c

- le TT par anti-IL-1 diminue les PNN et le MIP-2
Orl'lL-1 = MIP-2 = PNN

L’augmentation prolongée d’IL-1 induit une lésion
cornéenne via une augmentation du MIP-2 et des
PNN sans améliorer la clairance bactérienne

(Jean, AJRCCM, 1998)

Endotoxine en intra-alvéolaire 16 heures avant une
instillation de PA

- Endotoxine —recrutement de PNN (rx libres, élastase,
lytique in vitro pour PA)

- Comparaison a 24 h de I'infection a PA des groupes PA
et endo/PA

- Le groupe endo/PA a une moindre mortalité, moins de
Iésions épithéliales, une meilleure clairance bactérienne
(LBA et poumon)

LE LPS GENERE UN RECRUTEMENT DE PNN ACTIF
FONCTIONNELLE QUI DIMINUE LA MORTALITE?
PROBABLEMENT LIE AU PRE-RECRUTEMENT DES
PNN

3. Mécanismes d'échappement aux cell.
phagocytaires : ex : pseudomonas

Réaction hite/] : ificité du pseud

1/ effet barridre de I'épithélium
2 rile des Tg

présence d'Ac anti-exotoxin A, exopolysaccharide mucoid, LPS, protéines
membranaires. ...

Rile protecteur 7

Mon suffisant

Des taw élevés sont associés 4 une maladie pulmonaire plus sévire
(accumulation de CI 7)

3/le complément (sérum / poumon)

= les protéases provenant de PA et des PN peuvent protéolyser be C1, C3, C3
responsables d"une diminution du rile opsonisant du comphément

alors que I"activité bactéricide du sérom/PA est normale

I"expression du RC3b est done normalement régulée sur le PNN circulant dans
I'infection 4 PA

Mais ;

= il y a une diminution de I"expression de RC3b sur le FNN du poumon infecté
par PA (CF) (BAL), qui st clivé par des protéases (ex : protéases des PNN ¢f
duPA)




#qﬁm &/ metivité phagocytaire of immunité cellulaire

- I'élastase et |a protéase alcaline du PA - le macrophage infervient dans la phagocytose, et secrite des protéases, agents
- dégrade I'TL-2 oxydants, des cytokines, complément...
i = 1 phagosyte parfois de fagon non opsonisante le PA par des nécopteurs
- imactive I'IFNgamma s

- inactive partiellement le TNFalpha

OR le FA

= le PA inactive I'lL-2 et 'IL-IR - produit des substances cytotoxigues qui modifient I"immunité cellalaine

- laleukocidin Mse bes FNN et les Ly

(relation T/PA) - exotoxin A est cytotoxique pour le macrophage et diminee la phagooyiose,
elle inkibe la prolifiération des PN

= I'hémolyzsine détrait les granales des PR et compromet la clairance

JdeMacrophage & IL-1etTNF I8 (fibro,cell épi, )  IPNN bactérienne

Le PA diminue la phagocytose opsonique : Le PA diminue la phagocytose non opsonique :

- protéolyse les IgG opsonisante

- inhibe 'attachement de PA mucoide pour la pha t
- protéolyse les récépteurs du C3b sur les phagocytes P phagocytose

- inhibe la fixation des Ac ou du Cplt sur le PA (PNN et macrophage) (modifie les relations hydrophobes)

par I"alginate de souche mucoide - I'exotoxin A inhibe directement la phagocytose
- protéolyse de la fibronectine (qui majore la phagocytose - protéolyse du TNF
des PNN et des macrophages)
- hydrolyse de la phosphatidylcholine - inhibition de I'action du PNN par le PA,
(75% des phospholipides du surfactant Jpar la phospholipase C avec résistance i la phagocytose et & la bactéricidie du PNN

Etat d’'Immunosuppression profond
4. Sepsis et réponse innée : et prolongé
« La dé ivation macrophagi »
a désactivation macrophagique —> | Mono/ 4 Macrophage
| Expression HLADR
J capacité de CPA
{ production de TNFa
IL-1B
IL-6
(Randow, J Exp Med 1987)
(Docke, Nature 1997)
( Munoz, JCI 1991)




* La « désactivation du macrophage » est
associée a une

T infection
T mortalité

* EX : les patients septiques sont
particulierement
sensibles aux Infections nosocomiales —
Pseudomonas aeruginosa

Rbéle IL-10 dans la désactivation
du macrophage

(+) x IL-10 — régulation de la réponse pro-inflammatoire
— la neutralisation de I'lL-10 chez le rat
septique —» ™1 CK pro-inflammatoire
T mortalité

(-) x Dans la pneumonie bactérienne, I'lL-10 semble inhiber
la réponse immune innée anti-bactérienne

G
IL-10 — activité phagocytaire & bactéricide
des PNN & macrophage in vitro

1L-10

+ immunomodulateur
* Mono, Ly T, B, PNN
+ © TNFa, IL-1, IL-6, IL-8, PG...

« | mortalité choc endotoxinique animal via
© TNFo.  (Gerard J Exp Med 93)

» Klebsiella intra-trachéale

\ Souris —— 1 TNFa
MIP-1a
MIP-2
T ARNm
4 IL-10 Poumon
1 IL-10 (++48h)
T TNFa
T MIP-1a, MIP-2
J CFU k.pneumoniae

T survie

()IL-10 T clearance bactérie

T CKProl (Greenberger J Immunol 1995)
T survie souris

(Steinhauser, J Immunol 1999)

* Comprendre les mécanismes expliqguant comment
un syndrome septique peut altérer une réponse
immune innée pulmonaire, et la contribution de
I'lL-10 dans la « désactivation leucocytaire »

&> Modeéle de souris
TO ® sepsis abdominal
/ (CLP =~ ligature coecal)

Tl ® challenge intra-pulmonaire par
Pseudomonas aeruginosa

(Steinhauser)

M.M. :
L. LBA > <

— Evaluation phagocytose/macrophage alvéolaire
(x PIA1AM)
Bactéricidie — MA
Concentration pulmonaire
IL-12, IL-10, TNFa
—— CFU Pseudomonas aeruginosa
(sang & poumon)
— Activité myéloperoxydasique/poumon
(PNN)
Comparé souris — CLP /Sham
(contrdle)

—_—
—_—




Résultat

s -l'fl'u;

g
100 a E 't' 2 <
A T — 4 = J
¥ e ppeond : Pacrendmuia
E T —ar— L laliss E 3
E L L T N ES - =2
4 3 3l
o H o/ 1y
ik [ 1
S A e g N
o & : : : ¢ o
a i 2 3 4 5 b dhamy cLP sham CLP
Days Post Pseudomonas saline sabine d P
Le sepsis abdominal altére la clearance pulmonaire de PA
aprés challenge IT
Apres PA
=
g
g
3
Sham CLP CLP

CPL +ITPA —» T Leucocytes + PNN

Activité MPO conservée dans les CLP-PA

o
-

=

O ngd lung)

THEF {ngt lung}
— va

wlne prevdomian sale prbataming

Réponse en IL-10 >>> dans le groupe CPL/PA
? — un deuxieme foyer infectieux (IT) chez une souris septique
— SHIFT balance prol/anti | — IL-10

24h 2h
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Treatment

P. aeruginosaihM % Killing
Sham/1gG 070 %.1" 74313
Shamfes-1L-10 086 = 2 T63I x5

| CLP/IgG 0.29 = .1 440 %3 |
CLPoe-1L-10 0.58 £ .1 612+ 47

“ P aeruginosa’AM represents mean = SEM number of intracellular bacteria per
AM, while % Killing represents mean = SEM percestage of ingested bacteria that
were killed. AM from gix 10 eight animals per group were pooled.

=, p <001 as compared with AM from all other groups.

t. p = 0.05 as compared with AM recovered from sham-operaied animals. Rep-
resentative of wo separale experiments,

Discussion

Prédispose aux infections
— pulmonaires
Mortalité¢ T

« Sepsis abdo — bactériémie puis infection PA pulmonaire

™ Mortalité avec | phagocytose
I bactéricidie
R T bactériémie
Hypothéses
@®Recrutement PNN insuffisants ou
J capacité de réponse du PNN
Mais - activitt MPO 11 dans ce modéle
- présence n.accru de PNN1 poumon
mais propriété phagocytaire ?

® | fonction des macrophages alvéolaires dans
le sepsis

— désensibilisation

= ici: 44 phagocytose
bactéricidie des MA

= sepsis { activation des monocytes et
des macrophages alvéolaires

® IL-10...
111 IL-10 =~ poumon des souris CLP + PA/contrdle
S.immun

Sepsis «primé »
réponse anti |

Infection
PA

= Anti IL-10 immédiatement lors du sepsis = délétére
(~ systémique : anti IL-10 : IP)

= Anti IL-10 lors 2" infection/poumon)
pourrait étre bénéfique

désactivation

du macrophage alvéolaire
1 bactéricidie
1 phagocytose

Anti IL-10 — IT
— NON

- Compartimentalisation

- Non accés aux sites stratégiques
- Dose Ac/Ag....

* Ma et PNN : role important dans la réponse innée
* Role du Ma dans le dvpt de la réponse acquise (Ly

» Secrétion de CK pro- et anti-inflammatoires

CONCLUSION

(phagocytose et bactéricidie)

T et B)

— Equilibre précaire...
— Désactivation macrophagique (r6le de I'lL-10)
— Importance des toll-R dans la qualité de la réponse

innée, explique en partie la réponse variable en fonction
du type bactérien

— Altération des fonctions macrophagiques (alcool, tabac,
vieillesse)...mortalité majorée dans ces cas

11



Rile ceniral des macrophages dans I'immunité el dans I'inflammation
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