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Effets des particules diesel
sur le développement de la réaction inflammatdiezgique
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Résumé du projet de recherche et résultats attendus

Difféerents facteurs peuvent étre impliqués dansrdarudescence des maladies respiratoires
allergiques, observée au cours des 20 dernieregseanrLes particules diesel sont capables
d'augmenter la synthése d'IgE, un des marqueuta dEaction allergique, et pourraient entrainer
une aptitude accrue de I'appareil respiratoireveld@per ou potentialiser une sensibilité allergiqu

a divers allergénes. La maladie asthmatique esctEarsée par I'afflux au niveau bronchique de
lymphocytes Th-2 responsables de la secrétion akiogs favorisant la synthése d’IgE (IL-4) et le
recrutement d’éosinophiles (IL-5). Le but de ceaibest de démontrer que les particules diesel, et
plus particulierement les hydrocarbures polyarogquess, sont capables d’induire le recrutement
préférentiel de lymphocytes Th2 par le biais d'pneduction accrue de chimiokines, molécules
connues pour leur capacité d'attraction des csllinigammatoires. Ces aspects seront évalués d’'une
part in vitro sur des cellules de sujets allerggjaeposées au diesel et a 'allergene relevanttrd’a
part in vivo, dans un modele de souris SCID hun@msisallergiques et soumises a une exposition
aux particules diesel. Le résultat attendu esélaahstration de la capacité du diesel a induire des

chimiokines pro-Th-2, favorisant la recrudescenee maladies allergiques.
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1. Justifications du projet de recherche

a) Situation actuelle du sujet, bibliographie

L'appareil respiratoire est kable privilégiée des polluants atmosphériquésix a 14 mille litres
d'air transitent chaque jour par nos voies aérigneé la zone d'échange alvéolaire déployée
couvrirait de 80 a 100 m2, ce qui en fait la plagé surface de contact entre notre organisme et
I'environnement dans lequel nous vivons. Différefasteurs peuvent étre impliqués dans la
recrudescence des maladies respiratoires allergigpiaservée au cours des dernieres années.
L'augmentation de la charge allergénique a été&éggomme une explication possible; cependant
il semble peu probable gu’elle soit responsabldaderévalence accrue des maladies allergiques
(Emmanuel, 88). Par contre, des études épidémaplegi ont montré un lien entre les polluants
atmosphériques et l'accroissement de lincidenaged morbidité des maladies allergiques des
voies aeériennes (Corbo, JACI,93; Bascom, ARRD, 19@Ih des composants majeurs de la
pollution inhalée dans les zones industrialisédscesstitué par les particules de diesel et leurs
hydrocarbones polyaromatiques. Le parc automobdlechis est en augmentation constante, avec
une progression des véhicules diesel tres impertadie un peu moins de 9% en 1981, ils sont
passés a 30% du parc automobile en 1994. La Feside pays comportant le plus fort taux de
diesélisation en Europe.

L'asthme est une affection fréquente caractérisée par nifeaimation bronchique et une réponse
bronchospastique anormale aux allergenes et aitenils traduisant une réactivité anormale de la
bronche de l'asthmatique. L'asthme est fréqueg4de la population francaise), parfois sévere
(2000 morts par an en France) et colteux (8 nmiiate francs par an environ). Les deux éléments
majeurs de la physiopathologie de l'asthme sont progluction accrue d'IgE spécifiques de
I'allergene capable d'activer les cellules effeeside type mastocyte et basophile, et une expressi
préferentielle par les lymphocytes d'un profil dgokines de type Th-2 (IL-4 et IL-5) qui est
responsable de l'accroissement de la productiogEddt du recrutement et de l'activation des
eosinophiles, cellules impliquées dans les dommdgd&®pithélium respiratoire. L'on sait que les
particules diesel sont capables d'augmenter ldheégatd'IgE in vitro, mais également in vivo dans
des modeles animaux (Diaz-Sanchez, JCI, 94; Taked&CI, 1995, Takafuji, JACI, 87). Le diesel
augmente également la production de cytokines eitpiger de type Th-2, et active directement les
cellules effectrices de la réaction allergiqueetelfjue les éosinophiles (Diaz Sanchez, JACI, 96,
Terada, I1AAI 97). Ces particules pourraient emgaiune aptitude accrue de I'appareil respiratoire
développer ou potentialiser une sensibilité altprgi a divers allergenes, expliquant la fréquence

accrue de l'asthme.



Dans le laboratoire, nous nous sommes intéresd@sfet du diesel sur la premiére étape de la
réaction inflammatoire allergique qui est [l'attraction des cellules au site de lactién
inflammatoire par des molécules chimiotactiques, daimiokines. Parmi celles-ci, nous avons
etudié I'lL-8 surtout actif sur les neutrophiles MCP-1 actif sur les monocytes, et le RANTES actif
sur les lymphocytes, monocytes et éosinophiles.élé montré que les hydrocarbures de particules
diesel (DEP-PAH) sont capables d'activer les agdluhononucléees (CMN) de sujet normaux qui
relarguent de I'lL-8 et du RANTES alors qu'il y aeuinhibition de la production de MCP-1.
L'analyse fonctionnelle des surnageants de CMNuées par le diesel montre que dans un test de
chimiotaxie ces surnageants attirent de facon itapte les neutrophiles et les eosinophiles,
confirmant que l'induction de la production de clokines est un des mécanismes impliqués dans le
recrutement de cellules inflammatoires et ce mémee des sujets non allergiques (Fahy, JACI,99).
Dans un second temps, nous avons analysés les npa@naesetres mais chez des sujets allergiques.
En état de base les mémes résultats sont obseriéamee de relargage de chimiokines. Or, quand
on stimule les CMN par l'allergene relevant et liesdl, on constate une tres importante
potentialisation de la production de ces chimiokigai peut &tre multipliée par 5. L'étude des voies
d'activation cellulaire a montré que la productides chimiokines induite par le diesel est
dépendante des MAP kinases et en particulier des&s p38 et erk 1/2 (Fahy, AJRMB, 2000).

L'amplification de la production de chimiokines ewonjonction avec l'allergene pourrait en

partie expliquer les exacerbations cliniques desthme en relation avec la pollution.

Certaines chimiokines ont la particularité de rearwe facon préferentielle les sous-populations
lymphocytaires Th-2 (productrices d'IL-4 et d'ILirBpliquées dans I'asthme) ou Th-1 (productrices
d'lL-2 et d'IFNy contre balancant les effets Th-2). Ce recrutermsiferentiel est lié a I'existence a
leur surface de récepteurs pour certaines chimaesken particulier CCR3, CCR4 et CCR8 sur les
Th-2 et CCR5 et CXCR3 sur les Th-1. Les ligandSegpedtiels de ces récepteurs, permettant
I'attraction de ces sous populations, sont I'éa@ypour le CCR3, le MDC et le TARC pour le
CCR4, I'-309 pour le CCRS, et I'IP-10 et le MIGupde CXCR3 (Syrbe, SSI, 1999). D’autres
chimiokines présentent un intérét notamment le PARCPulmonary and Activation-Regulated
Chemokine. Celle-ci est produite par les cellulesnamucléées et les macrophages et est
chimiotactique pour les lymphocytes mais pas pesimhonocytes. De plus PARC a la particularité
d'étre inductible par les cytokines de type 2 notemt I'IL-4, I'IL-13 et I'IL-10; il est par contre
inhibé par les cytokines de type 1 telles I'lifRolitz, cytokine, 2000).



Nous nous proposons donc d'étudier I'effet du disse notamment les chimiokines impliquées
dans le recrutement des cellules Th-2, ce qui pdufavoriser le développement de la réaction
allergique.

2. Plan de Recherche détaillé

a) Obijectif général, résultats attendus, aspentsvants

L'étude proposée a pour but de préciser si lescpbes de diesel associées ou non a l'allergene
peuvent, par le biais des phagocytes mononucléésy directement des lymphocytes de type Th-

2 (impliqués dans le développement de la réactiergique) par I'induction de chimiokines.

Si cette hypothese est confirmée, comme le laisésager quelques résultats préliminaires, il
s’agirait de la premiere démonstration d’'un effetdiesel sur la production de chimiokines pro-Th-
2. Il s’agirait d’'un argument supplémentaire enef@vde I'implication de la pollution par le diesel
dans la recrudescence actuelle des maladies gllegi

b) Sites et cas retenus

L’étude sera réalisée au sein de l'unité INSERM dirgée par A.B. Tonnel située a I'Institut
Pasteur de Lille. Les patients allergiques ou nerord recrutés au Centre Hospitalier et

Universitaire de Lille, dans le service de la QGjure des maladies respiratoires, a I'hopital Calkmett

¢) Programme de travalil

1. Induction de chimiokines pro Th-2 par les celkg mononucléées (CMN) stimulées par le

diesel (1ere année)

Plusieurs chimiokines seront évaluées : I'eotaxin®RC , MDC, 1-309 et PARC pour leurs
propriétés pro-Th-2. Un effet inhibiteur sur la gwation de chimiokines pro-Th-1, telles I'IP-10 et

le MIG, sera également recherché.

Les CMN de sujets allergiques et de sujets témainene concentration de 2 x &I@l seront
stimulées en présence d'allergéne et/ou d’extiaitdiesel (DEP-PAHS) pendant le temps optimal
déterminé dans des expériences préliminaires. uesageants des cultures seront récupérés,
aliguotés et congelés jusqu'a leur dosage par Eli#isant des kits commerciaux (R & D, UK).
Les cellules seront lysées en présence de Trizmingttant la récupération des ARN totaux



correspondants. L'expression de 'ARN messager [@sudiverses chimiokines sera évaluée en
utilisant une technique de RT-PCR apres mise aatmes conditions optimales de PCR pour
chaque chimiokine.

2. Mécanisme impliqué (1ere année)

Certaines cytokines sont capables d'induire desmigkines ainsi que l'expression de leur
récepteurs. C'est notamment le cas de I'lL-4 d1ld&3 qui induisent la production d'éotaxine, de
MDC et de PARC. L'IFNy a I'effet inverse sur ces chimiokines alors gatluit I'expression d'IP-
10 et MIG. Afin de voir si I'effet du diesel suntuction de chimiokines au niveau des CMN passe
par une production de cytokines des anticorps aksdants de ces différentes cytokines seront
utilisés. Des études cinétiques seront égalemdetteées avec évaluation des cytokines et

chimiokines impliquées en protéine et en ARN mesisag

3. Effet fonctionnel de l'induction de ces chimiakés sur I'attraction in vitro des sous-

populations lymphocytaires Th-1 ou Th-2 (1ere anhée

Deux types de lymphocytes Th-1 ou Th-2 seront sétdj d'une part des sous-populations
differenciées a partir du sang périphérique pacagktail de cytokines, d'autre part des clones Th-1
ou Th-2 fournis grace a une collaboration avec Héssel (U454 INSERM, Montpellier). Des
cellules CD4CD45RO0 purifiées a partir du sang périphérique seromhuttes par un anticorps
anti-CD3 et incubées soit en présence d'IL-4 ettidla-12 pour la différenciation Th2, soit en
présence d'lL-12 et d'anti-IL-4 pour la différenma Th-1. Aprés 10 jours de culture, leur pro# d
cytokines sera évalué en cytométrie de flux (semredssay Miltenyi) et par dosage ELISA
(Biosource international) afin de vérifier leur @osation. Quant aux clones lymphocytaires Th-1 et
Th-2 obtenus a partir de la peau, ils seront cereent testés en chimiotaxie vis-a-vis de
surnageants de CMN ou de macrophages alvéolaineglés par le diesel. La technique classique

de la chambre de Boyden sera utilisée pour cesitesitro.
4. Analyse du type de récepteur chimiokinique ingpié (2nde année)
 Analyse de l'expression des récepteurs de ckimge par FACS

Apres stimulation de fagon cinétique en présenceiekel plus ou moins allergene, les CMN seront

analysées en cytométrie de flux pour I'expressesrécepteurs spécifiques des Th-1, le CCR5 et



le CXCR3 et pour les récepteurs spécifiques de® Th-CCR3, CCR4 et CCR8. L'analyse des
récepteurs se fera sur les populations lympho@gait monocytaires isolées visuellement par leurs

propriétés de taille et de densité.

* Analyse de I'expression d'ARN messager des tetasp
Sur les mémes cultures les cellules seront lysédszel et 'ARN extrait. Les différents récepteur
seront évalués par RT-PCR de fagcon semi-quantta@eci permettra d'apprécier si les variations
observées a la surface sont le résultat d'une roatiiin endogene de synthése ou si elles sont liees

a une interaction avec le ligand naturel.

* Participation fonctionnelle des récepteurs dénsecrutement Th-1/Th-2
Deux types d'approche pourront étre utilisées. ®'part I'existence pour certains récepteurs
d'anticorps neutralisants permettra d'évaluer leuplication dans l'effet chimioattractant des
surnageants de CMN ou de macrophages stimulé® pkedel, sur les sous-populations Th-1/Th-2
par les tests de chimiotaxie précédemment dé@ititre part nous disposons au laboratoire de
vecteurs d'expression contenant les cDNA codant €CCR1, CCR2, CCR3, CCR4 et CCR5
(fournis par le NIH AIDS Reagent reference progralg transfection de ces vecteurs dans une
cellule eucaryote permet d'obtenir des cellulesrimmgnt uniquement le récepteur considéré. Ces
transfectants seront utilisés pour tester I'effén@attractant des surnageants sur chaque réecepteu

individuellement.

5. Attraction in vivo des sous populations lymplytaires Th-1 ou Th-2 dans le modéle de la

souris SCID humanisée apreés inhalation de particaldiesel (2nde année)

Les souris CB1scid/scidhomozygotes pour la mutatiaeid (Bosma, Nature, 1983) ne possedent
pas de lymphocytes T et B matures fonctionnelsteGrtitation aboutit a un réarrangement aberrant
des génes a la fois du récepteur lymphocytaire dr pantigéne et des immunoglobulines. Ces
souris tolerent donc le non soi et sont incapallesrejeter des transplants allogéniques ou
xénogeéniques. Elles représentent de ce fait un lmal@éechoix de reconstitution immunologique.

Les expériences menées dans le laboratoire morguentles souris SCID reconstituées avec des
cellules de patients allergiques et stimulées pae wntra-péritonéale ou par voie d'inhalation
développent une synthése d'IgE humaines (Pesté&l4)]1IQuand ces souris sont stimulées par voie

d'aérosol, un infiltrat de cellules humaines esteolé au niveau pulmonaire (Duez, EJI, 96).



Grace au modele de la souris SCID humanisée ailgzgil est possible d'analyser in vivo, plusieurs
aspects de la réponse allergique humaine facepalliation par les particules diesel. Les souris
SCID allergiques sont stimulées par l'allergénecifipée par voie aérienne. Pour uniformiser la
distribution de l'allergéne et des particules di¢sersoie intratrachéale sera utilisée pour lesxdeu
expositions. Aprés traitement avec un Ac anti NKili@ant le développement des cellules
humaines, les souris seront reconstituées avecalsspopulations lymphocytaires T polarisées in
vitro vers un profil Th-1 ou Th-2 selon les mod&itprécedemment décrites et provenant d'un
donneur allergique, et immeédiatement stimuléesvpag intratrachéale par l'allergéne spécifique et
les particules de diesel.

Quatre groupes de 10 souris chacun seront évaRigsoupes recevant l'allergene ou les particules
de diesel seules, un groupe recevant les 2 prodiitsn groupe ne recevant aucun produit. L'effet
de l'exposition aux particules diesel sera évalug la quantification de linfiltrat cellulaire
pulmonaire apprécié par immunocytochimie pour difés marqueurs humains (lymphocytes CDA4,
CDS8, leucocytes CD45, basophiles, marqueurs da&aiv lymphocytaires, éosinophiles), et sur
I'expression des ARN messagers au niveau pulmooad@nt pour les cytokines de type 1 (It
IL-2) ou 2 (IL-4 et IL-5). Ceci permettra d'évalusrle diesel recrute effectivement plus de cedlule
Th-2 que Th-1 dans un modele in vivo proche derine.

d) Composition et responsabilité de chague panenai

* CHRU de Lille, Clinique des maladies respirateire

B Wallaert : recrutement des patients et respdasalientifique

* Institut Pasteur de Lille (A Capron, directeur)

. rémunération d’un technicien, mise a dispositlerfrais de fonctionnement
* U416 INSERM (AB Tonnel, directeur), lieu de ré&aliion des travaux

A Tsicopoulos : responsable scientifique

[I. DIFFICULTES RENCONTREES

Les parties in vitro ont été menées selon le prjésenté en 2001 et se sont étalées sur 'année
2002 et 2003. Cependant le financement des prajsst été retardé (prévu du 22/01/2003 au
21/01/2005), I'étudiante qui s’occupait de ce pamgme a passé sa these en Septembre 2003, et
avait juste commenceé les expériences in vivo ssisturis SCID. Des vacations étaient prévues

pour la suite du programme, cependant elles avéténlemandées pour un niveau these, et il nous



a fallu un an pour trouver quelgu’un avec le protrespondant (Chang Ying, étudiante en thése
chinoise). C’est la raison pour laquelle, nous avdemandé une prolongation du programme d’un
an jusqu’au 21/01/2006. Cette personne n’ayantggsalification pour travailler sur les animaux,
elle a poursuivi le programme par une partie gavait pas été énoncée dans la demande initiale a
savoir I'effet des particules diesel sur la gérdsemaladies allergiques (voir résultats).

Au total, le projet présenté a été réalisé en epter la partie in vitro, partiellement pour larfia

in vivo, mais une étude supplémentaire a été régut

I RESULTATS

On note depuis une vingtaine d’année une recrudesaes maladies allergiques dont
un des facteurs favorisant pourrait étre I'expositau diesel. La réaction allergique est
caractérisée par 'afflux au niveau bronchiqueyseghocytes Th-2

, responsables de la sécrétion de cytokines famrig synthése d’IgE (IL-4) et le
recrutement d’éosinophiles (IL-5).

L’objectif de ce travail est d’apprécier si les fparles de diesel et plus particulierement les
hydrocarbures aromatiques, pouvait induire le teonent préférentiel de lymphocytes Th2,
cellules fortement impliquées dans les maladiesgitjues et notamment I'asthme.

L’intérét de notre étude s’est focalisé sur I'effiéregulateur des émissions diesel sur
la modulation d’expression de chimiokines, qui d¢mtparticularité de recruter de fagon
préférentielle les sous populations lymphocytaifé@® (productrices d’IL-4 et d’IL-5
impliqués dans I'asthme) ou Thl (productrices @llet d'IFNy contre balancant les effets
Th2).

Notre travail sur les modulations de I'expressierctlimiokines par le diesel combiné ou non a
I'allergene a permis de réunir toute une sérieédeltats ayant donné lieu a 2 publications dans des
journaux spécialisés et une en cours de soumission.

Nous avons choisi de travailler avec des extraggamiques des particules de diesel, réalisés
avec un solvant (le dichlorométhane), car si lgpsararboné de ces particules apparait important
pour les possibles effets cancérigenes ou danstleles conduitem vitro avec des cellules de
structure, il semble bien que ce soit ces hydragaghadsorbés qui soient responsables de la plupart
des effets sur les parametres de la réaction infiaimire (Boland, 99).

Nous avons adopté les doses de 50 a 100 ng de BHBARI (ou 50 a 100 ng/million de
cellules mononucléées ou de macrophages alvéglaiaes I'ensemble de nos travaux. On peut se

poser la question de la relevance physiologiquaaltelle concentration. Une étude menée a Tokyo



a calculé que la concentration moyenne annuellBERs est de 24 pghtsoit 40% de ma masse
particulaire totale) (Yoshizumi, 89). On peut caléser, au vu de leur taille moyenne, que 25% des
particules de diesel se déposent dans le syst@apeatire (Heyder, 87). Puisque nous respirons 15
a 20 ni d’air par jour, nous sommes susceptibles de woiiren 0.1 mg de DEPs se déposer dans
nos voies respiratoires (il est intéressant derrpi& Los Angeles, cette valeur est estimée a @.3m
(Diaz-Sanchez, 94), ce qui est assez concordamgqire les DEP-PAHs représentent pres de 40%
de la masse des DEPs récupérées sur les filtr&erfdka, 95), on peut obtenir une valeur de 40 ug
par période de 24h. Un individu moyen possede envit milliard de macrophages dans ses
poumons. On obtient donc une valeur de 40 ng de-B&Rs par million de macrophages, ce qui
est tout a fait dans 'ordre de grandeur des camaons utilisées dans cette étude. Pour leslesllu
mononucléées, ce calcul s’avere beaucoup plusitkffa réaliser, mais le fait que I'on obtienne une
dose-réponse avec des concentrations croissani2SRi¢>AHs permet de penser que I'on se trouve

a des niveaux physiologiquement représentatifs.

Dans notre approchie vitro, nous avons travaillé avec deux populations cahes :

Les cellules mononucléées (CMN) du sang périphériganstituées de lymphocytes
et de monocytes/macrophages, les premieres étapbnsables de I'orchestration de la
réponse immune, et les secondes étant de fortdsigirices de chimiokines. Il nous a semblé
avantageux de ne pas chercher a purifier plus dwendu I'autre de ces types cellulaires. En
effet, si cela ne permet pas d’étre certain ddgine exacte des variations observées, cela
nous permet de nous placer dans un cadre plusguoha situatiom vivo, ou les échanges
entre ces cellules par médiateurs ou co-signaux esamiaux pour le métabolisme des
chimiokines.

Les macrophages alvéolaires sont, avec les cell@mthéliales bronchiques, la
premiere ligne de défense de I'organisme face grdssion tant par les composés polluants
gue par les allergenes. Ces cellules nous ont gariculierement intéressé dans cette étude,
d’autant qu’elles sont de fortes productrices denaskines.

Les chimiokines sont des molécules pluripotentesc ale multiples cibles cellulaires,
responsables pour une large part du recrutementceligdes de l'immunité et de leur
activation a un stade trés précoce de la réacmdlammatoire. Nous pensons que les
altérations du métabolisme des chimiokines pardsall sont un des mécanismes par lesquels
le diesel a une action directe sur les cellules umitaires, induisant et exacerbant ainsi la

réponse inflammatoire.



Pour les travaux utilisant I'allergene majeur dentttophagoides pteronyssinus, Der
p 1, nous avons opté pour une dose de 100 ng/nile Peotéine est purifiée sur colonne
d’affinité en utilisant un anticorps spécifiquepartir d’extraits d’acariens. Elle est ensuite
passée sur colonne de polymixine B afin d’élimilesr possibles contaminations en LPS. La
concentration choisie peut facilement étre renéentiors d'une exposition naturelle
(Rusznak, 99).

1) Le diesel favorise le recrutement de lymphocyte$h-2 par les CMN et macrophages
alvéolaires (MA) de patients allergiques en régulandifférenciellement la production de MDC
et d’IP-10

Dans cette premiere partie de notre projet, nouss sommes focalisés sur la chimiokine MDC
(attirant les Th2 par le CCR4) et IP-10 (attiraed Th1l par le CXCR3). Les patients sélectionnés

présentaient tous un asthme allergique aux acariens

a) Le diesel potentialise sélectivement la producth de MDC induite par I'allergéne et diminue le
relargage d'lIP-10 par les CMN et MA.

La production de MDC et d'IP-10 a été évaluée areani de CMN ou de MA de sujets allergiques
stimulés in vitro par Derp 1 plus ou moins assaci¥ DEP-PAH. Les DEP-PAH seuls diminuent la
production constitutive d’'IP-10, mais n’ont pasftéesur la production de MDC. Cependant quand
ils sont associés a la stimulation allergénique, EP-PAH potentialise la production de MDC
induite par Derp 1. Ces effets sont également ueé&® en au niveau de I'expression des ARN
messagers, montrant que la régulation par le deggelaussi bien au niveau transcriptionnel que

traductionnel.

b) La double stimulation diesel et allergene induitine activité chimiotactique pour les cellules Th2

L’effet chimiotactique global des surnageantsutaites a été testé en chimiotaxie et il sS’avere g
la double stimulation DEP-PAH et Derp 1 permetderutement de clones Th-2 mais pas Th-1. Le
recrutement des cellules Th-2 est partiellemenb#lpar un anticorps anti-MDC laissant a penser
gue d'autres facteurs pro-Th-2 sont impliqués. @dpat la production de TARC et d'éotaxine

(deux autres chimiokines pro-Th2) ne sont pas nexigar le diesel.

Ces données suggerent que le diesel pourrait ifitenane réaction allergique en cours, en partie
en I'augmentant la production de MDC favorisantsile recrutement des Th-2.



c) La potentialisation de la production de MDC parle diesel passe par la voie CD28 mais pas par les
cytokines.

Le mécanisme d’induction de MDC nécessite la préseale I'allergéne : dans un premier temps
nous avons testé I'’hypothese d’'un mécanisme papaaies cytokines de type Th-2. En effet I'lL-4
et I'lL-13 sont des facteurs d’'induction de MDC 'atlergéne est capable de stimuler la production
d’IL-4. Des expériences de cinétiqgue ont montrél quy avait pas de variation d’ARNm pour I'lL-

4 ou I'lL-13 avant I'apparition de MDC. De plus dasticorps neutralisant anti-IL-4 ou anti-IL-13
n’inhibent pas la production de MDC induite parsbaciation DEP-PAH/Derp 1. Les chimiokines
peuvent également étre induites par la voie CD2&sjuaussi utilisée par 'allergene, or il s’aver
gu'une proteine de fusion (CTLA-4-Ig) bloquant laiex CD28 inhibe la production de MDC
amplifiée par les DEP-PAH. La voie CD28 au niveas dymphocytes T peut étre activée par
plusieurs ligands, notamment CD80 et CD86 expriragsniveau des cellules présentatrices
d’antigene. Des inhibiteurs spécifiques de ces digaxds ont été utilisés et montrent que c’est la
voie CD86 qui est impliquée dans linduction de MO@ar Derp 1 et la voie CD80 dans

I'amplification de la production de MDC par le deks

Au total, le diesel agit en régulant la productida chimiokines particulieres amplifiant la
polarisation Th-2 soit directement comme par l'aegtation de MDC soit indirectement en
diminuant la production de chimiokines pro-Th-1(coenl'IP-10), et pourrait donc exacerber la
réaction allergique et par la méme la sévérité ymsptdmes. Il est intéressant de noter que ces
effets sont aussi retrouvés au niveau des macreghatyéolaires , qui constituent une des
premieres cellules en contact avec la pollutionémetire, dysrégulation qui se produit donc

directement au niveau pulmonaire.

Ce travail a été publié en 2002 danddernal of Immunology :

Fahy O, Senechal S, Pene J, Scherpereel A, Lagsallennel AB, Yssel H, Wallaert B,
Tsicopoulos A.

Diesel exposure favors Th2 cell recruitment by mmuradear cells and alveolar macrophages from
allergic patients by differentially regulating maphage-derived chemokine and IFN-gamma-
induced protein-10 production.

J Immunol. 2002 Jun 1;168(11):5912-9.

Il a également fait I'objet d’'une présentation danscongres international et a été publié sousdorm
d’abstract

Senechal S, Fahy O, Pene J, Tonnel AB, Yssel Hla&falB, Tsicopoulos A.

Diesel exposure favours Th-2 cell recruitment bynorclear cells and alveolar macrophages
from allergic patients by dysregulating MDC andli®production.

J. Allergy Clin. Immuno) 2002, 109 :A164



2) L’exposition au diesel chez le sujet allergiquiavorise la polarisation Th-2 en induisant des

chimiokines pro Th2 et en permettant la clearance &s chimiokines Th-1

La seconde partie de ces travaux s’est attachéehgncher les autres facteurs pouvant expliquer
I'attraction des cellules Th-2, puisque le MDC seealsuffit pas a expliquer la totalité de cet effet
Nous nous sommes particulierement interéssés a09]- chimiokine attirant les Th-2 par le
récepteur CCRS8, et au MIG, chimiokine attirant Tds1 par le CXCR3. D’autres chimiokines
présentent un intérét notamment le PARC ou Pulnyoaad Activation-Regulated Chemokine.
Celle-ci est produite par les cellules mononuclétdss macrophages et est chimiotactique pour les
lymphocytes mais pas pour les monocytes. De plUR®A la particularité d'étre inductible par les
cytokines de type 2 notamment I'lL-4, I'lL-13 &#t{10; elle est par contre inhibée par les cytokine

de type 1.

a) Le diesel mais pas l'allergene induit le relargge d’'I-309 par les CMN de patients asthmatiques,
mais les deux stimuli favorisent la production de M5 et de PARC.

Parmi les chimiokines associées au profil Th-230P est induit exclusivement par le diesel et de
facon prolongée, I'allergéne n’ayant aucun effets deux stimuli induisent la production de PARC
apres 48 hr de stimulation, et de facon contrablecton note une augmentation de MIG présente
uniguement a 24 hr. Malgré la présence de la cliimgopro-Th-1 MIG, I'effet fonctionnel est une
attraction de cellules Th-2 que ce soit pour desagyeants aprés 24 ou 48 hr de stimulation, qui est
fortement diminuée par un mélange d’anticorps adigants anti-MDC et anti 1-309, montrant que

ces deux chimiokines sont majoritairement respdaesate I'effet pro-Th-2.

b) Le diesel uprégule les récepteurs de chimiokinesssociés aux lymphocytes Th-1 mais pas
Th-2

Notre hypothese était que le diesel pourrait égalarfavoriser le recrutement de cellules Th-2, soit
en augmentant I'expression des récepteurs de ckime® exprimés sur les cellules Th-2 (CCR3,
CCR4 et CCR8), soit en diminuant I'expression dasepteurs de chimiokines exprimés sur les
cellules Th-1 (CXCR3, CCR5, et CXCR6).

Nous avons évalué leur expression en ARNm sur faulption totale de CMN de sujets
allergiques, ne distinguant pas les différentessgmpulations. Par contre pour leur



expression en surface, nous avons utilisé un tnEequage afin de distinguer les monocytes,

des lymphocytes.

Aucune modulation d’expression n'a été observéa aurface des monocytes, que ce soit

celle de CCR4, CCR5 et CXCR3 qui sont tous 3 exgsimla surface de ce type cellulaire.

Nous n’avons observé aucune hausse d’expressionedepteurs associés a un profil Th2,
notamment en réponse a l'allergéne, probablemeatidait que les cellules Th2 représentent

gu'un faible pourcentage des cellules circulantes, permettant pas I'observation de
variations significatives, dans notre étude.

Etonnamment, I'expression CXCR3 et CCR5 est augeeerdu niveau des cellules T
stimulées par le diesel, ceci de facon tardive,sméest pas modulée par l'allergéne,
suggérant un mécanisme spécifiqgue d’'une activgtasrie diesel, mais ce mécanisme reste a
déterminer.

Pour évaluer la fonctionnalité de cette augmentadies récepteurs chimiokiniques de type Th-1, les
lymphocytes T stimulés 48 heures par le dieseltestes en chimiotaxie vis-a-vis des ligands du
CXCR3, le MIG et I'IlP-10. De facon surprenantegplparait que ces lymphocytes ne sont pas attirés
par ces ligands, bien qu’ils migrent de facon ndengad’autres chimiokines telles que le SDF-1.
Ces résultats montrent que le récepteur CXCR3 dpigsugmenté en expression de surface est en
fait déconnecté de la voie de transduction inddisammigration cellulaire. Ce phénoméne a été
décrit précédemment comme un mécanisme d’éliminate maniére a capturer le ligand
correspondant (D'Amico, Frascaroli et al. 2000)ci@eurrait expliquer la disparition de MIG a 48
heures, par capture tardive, permettant un effedrédble du diesel sur I'activité chimiotactique
sélective vis-a-vis des cellules Th2. Cette augatemt du CXCR3, pourrait ainsi contribuer & une
hausse de la clairance des chimiokines pro-Thjucexpliquerait la diminution de production de
ces chimiokines a 48h.

Le diesel favorise la balance vers la polarisaffdn2 chez le sujet allergique en induisant la
production de chimiokines pro-Th-2 mais aussi emwifidgant la clearance des chimiokines pro-Th-1
par le biais d ‘une augmentation des récepteumiokiniques de type Th-1.

Au total, le diesel met donc en jeu plusieurs mésames de régulation, pour favoriser une
réponse de type Th2, chez des sujets allergiques :
= D’une part, 'augmentation et I'induction de la guetion de chimiokines associées au
profil Th2, telles que MDC, 1-309 et PARC,
= Drautre part, I'inhibition de synthese de la chikiite pro-Thl IP-10



= Enfin, I'induction d’'un mécanisme de rétrocontrgd@r augmentation de I'expression
des récepteurs de chimiokines, permettant de @ptar chimiokine Thl MIG,

produite malgré tout.

Ainsi, le diesel pourrait affecter différentes ésple la réaction allergique, en modulant la

synthése de diverses chimiokines attirant spédfitgnt les cellules Th2 :

= Le déclenchement de la réaction allergiqyeen accentuant a lui seul
la production d’'I-309,

= son amplification, par le renforcement de la synthese de MDC induite
par I'allergene

= sa continuité par la production tardive de PARC.

Ce travail a été publié dané&\therican Journal of Critical Care and Respiratory &tlicine

Senechal S, de Nadai P, Ralainirina N, Scherpéredébrng H, Lassalle P,
Tonnel AB, Tsicopoulos A, Wallaert B.

Effect of diesel on chemokines and chemokine recsphvolved in helper T cell
type l/type 2 recruitment in patients with asthma.

Am J Respir Crit Care Med. 2003 Jul 15;168(2):2152pub 2003 Apr 30.

Cette étude a un autre intérét qui est que popremiere fois en ce qui concerne les chimiokines a
potentialité Th-2, le diesel seul a un effet enealos de l'allergéne, ce qui laisse a penser que ces
phénomeénes pourraient également survenir chezjét san allergique. Ce volet a constitué la
derniere partie rajoutée dans ce projet afin derdener si le diesel pouvait favoriser une réaction

immune de type Th-2 chez des sujets non allergiques

3) Effets du dieselin vivo dans un modéle de souris SCID humanisée

Grace au modéele de la souris SCID humanisée, pastible d’analysan vivo, plusieurs aspects
de la réponse allergique humaine face a la potiytiar les particules de diesel.

Afin d’évaluer in vivo l'effet du diesel, nous avons dans un premier gngsté divers
moyens pour administrer les particules de diesdaden homogéne au niveau pulmonaire. Apres
plusieurs essais infructueux, une méthode pardiailid’injection intratrachéale s’est révélée
reproductible et donnant une uniformité de distidou des particules de diesel au niveau

pulmonaire.



Des expériences préliminaires sur 36 souris onet&etuées afin de déterminer la dose de
diesel et la cinétique optimales d’induction d’'wéponse inflammatoire pulmonaire humaine par

voie intratrachéale.

a) Matériel et méthodes

Reconstitution des souris

Des souris C.B. 17 agées de 5 semaines, élevéssidamronditions stériles strictes (en isolateur )
I'Institut Pasteur de Lille, ont été utilisées damdte étude. Dans cette étude préliminaire, ajpmés
traitement avec un anticorps anti-NK facilitantdéveloppement des cellules humaines, les souris
SCID sont reconstituées avec 10%bellules mononucléees de donneur sain, non ajleegipar
voie péritonéale, les CMN ayant été purifiees sadgnt de Ficoll.

Schéma expérimental

Afin de déterminer le temps et la dose optimauxeteutement, des expériences cinétiques et de
dose réponse ont été effectuées. Les doses de25Ct1200 pg de particules de diesel ont été
administrées, deux fois par semaine a raison d'deex ou trois semaines, la premiére injection se
faisant simultanément a la reconstitution des soiré plus, pour chaque temps, une souris servant
de contrdle, a recu le tampon de dilution des @algs de diesel soit du PBS 50 nM a pH 7,4, avec
0,05 % de Tween 80.

Dans ces expériences, 12 groupes de trois souraoon été utilisés : trois souris par condition.
Sacrifice des souris et prélevements d'organes

Les souris sont sacrifiees a une, deux ou troias@s, les poumons sont récupéreés et fixés en PFA
4%, pour étude en immunohistochimie. Les difféerefittgments obtenus aprés division des
segments pulmonaires (partie supérieure, partigamédt partie inférieure), ont été inclus dans une

résine (OCT) qui est solidifiee par congélationsibawzote liquide. Les blocs sont gardés a —80°C.

Immunohistochimie

L’infiltrat pulmonaire a été évalué en immunohigtooie sur des coupes transversales des parties
médianes de poumon réalisées au cryostat et cau@egm. Les sections sont ensuite incubées
pendant 30 min a température ambiante, avec desoq® dirigés contre divers marqueurs
spécifigues humains: CD45 (Becton Dickinson) ree@issant les leucocytes, CD68 (Dako)
reconnaissant les macrophages et monocytes, HLAD2R0) reconnaissant les cellules exprimant

cette molécule de classe Il a leur surface.

Apres 2 lavages en PBS (Tampon phosphate, cont@@&mnte Tris HCI 0,5M pH 7,6 et 10% NaCl
1,5M), l'anticorps secondaire, anticorps polyclodallapin dirigé contre des Ig de souris est incubé



pendant 30 min. Aprés 2 lavages en TBS (5 min),inoebation de 30 min est réalisée avec un

complexe phosphate Alcaline antiphosphatase akdinsouris (APAAP).

La révélation enzymatique finale nécessite du Rt comme substrat (coloration rouge). La
réaction est arrétée avec de l'eau distillée. Emaint, les noyaux sont contrecolorés a
’hématoxyline pendant 45 sec. Les lames sont &msnontées en Glycergel et prétes pour une

observation microscopique.

b) Résultats préliminaires

Ces premieres expériences montrent tout d’abordl'gqyection intratrachéale de particules de

diesel permet une bonne pénétration de ces pasieul sein de I'appareil pulmonaire (Figure 1).
Cette exposition de diesel entraine un recrutemahilaire par rapport au diluant contréle.

On note au niveau des coupes médianes de poumosciement de leucocytes CD4@igure

2A) et de monocytes/macrophages CD@&ure 2B). Par contre, aucun recrutement dellesl

HLADR™ n’est observé. Le recrutement cellulaire consaggarait optimal pour la plus faible dose

de 50 pg de particules de diesel. De plus, le Hadtecte de facon dose-dépendante le recrutement

cellulaire des la premiére semaine, et de manieeigéguliére les semaines suivantes, la cinétiqu

préconisée pour induire un recrutement pulmonatel@enc d’'une semaine.

Figure 1: Photographie d'immunohistochimie d'une sectioédmne pulmonaire, aprés
injection intratrachéale de particules de diedazaune souris SCID humanisée.
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Figure 2: Cinétique et dose réponse du recrutement pulmel@rcellules humaines, aprés
injection intratrachéale de particules de dieselzane souris SCID humanisée. Les sections
médianes pulmonaires murines ont été immunomargueedes anticorps dirigés contre les
leucocytes CD45humains (A) et contre des monocytes/macrophage88CBumains (B).
Les résultats sont ici exprimés en nombre moyeocetlales positives par coupe pulmonaire,

pour 3 souris par condition.



Cette étude préliminaire nous a permis d’apprégiez ces particules de diesel se
répartissent uniformément dans tout le poumon aitigent un recrutement de leucocytes et
de monocytes-macrophages.

Cependant, ce recrutement reste faible, il faudnacdprobablement augmenter la
guantité de CMN injectées par souris. En effetsdaette premiere étude, nous avons utilisé
un faible nombre de cellules (10¥)(our pouvoir reconstituer 'ensemble des souvisca
des cellules d’'un méme donneur. La reconstitutipimeale et la cinétiqgue ayant été définies,
nous pouvons donc utiliser plus de cellules parisoi@n général 20x#p De plus, ces
expériences preliminaires ont été effectuées amedonneur non allergique, et il est possible

gu’'avec des donneurs allergiques, le recrutemdnignaire soit plus important.

En conclusion de cette partie, les premiers résuftimient encourageants, mais du fait
du départ de I'étudiante en thése qui s’occupaitalesujet, ce sujet n'a pas été poursuivi.
Grace aux vacations subventionnées par PRIMEQU®Abydjet a été repris un an plus tard ,
mais sur la partie genese des réactions allergioaele diesel.

4) Le diesel favorise chez les sujets normaux learutement de cellules Th2 par I'induction de
PARC et I'inhibition d’'IP-10

Tres peu d’études se sont penchées sur la capmstarticules de diesel a induire
une réaction allergique de type Th2, sur des sujetsatopiques. Certains travaux montrent
gue le diesel est capable de générer certains ptmesnde la réaction allergique, comme
I'induction de médiateurs responsables du recruterd@&osinophiles (Fahy, Tsicopoulos et
al. 1999), de la production d’IgE (Diaz-Sanchezidoa et al. 1994), ou encore la libération
d’histamine et d’IL-4 par les basophiles (Devouass&axon et al. 2002).

Nous nous sommes donc intéresseés a l'effet de adggcyles sur la modulation
d’expression des chimiokines étudiées précédematmt des CMN des sujets allergiques et
recrutant préférentiellement les sous populatigmgphocytaires Th2 (MDC, 1-309 et PARC)
ou Thl (IP-10 et MIG).

En ce qui concerne les chimiokines associées dil pid, les CMN de sujets non
atopiques présentent une production spontanée GeeMt'IP-10, a des taux bien supérieurs
a ceux observés pour des CMN de sujets allergi(feedsy, Senechal et al. 2002; Senechal,

De Nadai et al. 2003), suggérant qu’elles puispanticiper a la maintenance des réponses



Th1l, chez ces sujets non atopiques, comme obsangdiautres travaux (Gangur, Simons et
al. 1999). D’autre part, I'exposition au dieselngfuit aucune modulation d’expression pour
MIG, alors qu’il provoque une tres forte diminutide la production d’'IP-10. Cette baisse de
production est observée tres tardivement, a 48ekesuggérant qu'une exposition chronique
plus longue soit nécessaire chez ces sujets npigas, pour obtenir des effets identiques a
ceux observés chez les sujets allergiques. Ceaeéesegdonc que comme chez les sujets
atopiques, le diesel puisse favoriser indirectemerg réponse Th2 chez les sujets non
atopiques, en diminuant la synthése de chimioknoeTihl, IP-10. Cela montre aussi que la

dérégulation de I'lP-10 est bien directement ligalgesel et pas au statut génétique du sujet.

En ce qui concerne les chimiokines associées il ph2, I'exposition au diesel n'a
aucun effet sur la production d’I-309 et de MDCr pees CMN de sujets allergiques,
cependant, nous avions observé une hausse de tleesgnd’l-309 suite a une stimulation
diesel chez des sujets allergiques. Ces résuligtgsent que cette production d’lI-309 induite
par le diesel, ne soit pas due aux particules égetlielles-mémes, mais a une prédisposition

géneétique liée a leur statut d'allergique.

D’autre part, malgré I'absence de production denabkines pro-Th2 connues (I-309
et MDC) (Andrew, Chang et al. 1998; Imai, Nagiraakt1999; Inngjerdingen, Damaj et al.
2000; Haque, Fallon et al. 2001), I'exposition @&sdl de CMN de sujets normaux, provoque
une recrutement accru de cellules polarisées ThRpme Thl, laissant a penser, qu’il y a
d’autres chimiokines impliquées que celles déjances pour attirer les cellules Th2. Du fait
de la présence de PARC dans les surnageants weBulanous avons évalué si cette

chimiokine pouvait étre a 'origine de cette attra.

En effet, l'utilisation d’anticorps neutralisanttaRARC inhibe fortement I'attraction
spécifiqgue de ces cellules Th2 polarisées. Cedtagsisuggerent donc que le récepteur du
PARC, encore inconnu, soit exprimeé a la surfacecadlales Th2, et non pas seulement a la
surface de ces cellules T naives, comme rapportg kdalittérature (Adema, Hartgers et al.
1997), et que le PARC soit un nouveau médiateurigug dans le développement des
réactions allergiques de type Th2. Ceci a été nogéfirécemment dans notre laboratoire (de
Nadai et al, 2005).



Par ailleurs nous avons recherché le mécanisnmelwttion de la production de
PARC par les CMN de sujets non allergiques. Il étawgue le diesel est capable d’induire de
I'IL-13, mais pas d’'IL-4 ou d’IL-10, cytokines cabple@s d’induire la production de PARC. Par
ailleurs, l'utilisation d’'un Ac neutralisant anti-13 inhibe la production de PARC induite par
le diesel.

D’autre part, cette expression de PARC induitelpatiesel, observée aussi bien chez
des sujets non atopiques, que chez des sujetgialles (Senechal, De Nadai et al. 2003),
suggere que la production de PARC puisse étre esevdies utilisées par le diesel pour

favoriser une réponse Th2.

Ces résultats montrent que le diesel peut indugs dérégulations de chimiokines
pro-Th2 (PARC) et pro-Thl (IP-10), chez des sujgt® atopiques, et pourrait ainsi

directement générer une réaction de type Th2.

Ces résultats sont en cours de rédaction, et liempap étre soumis a publicationJdAllergy Clin

Immunol.

Ces résultats ont également été présentés a uresanternational :

S Sénéchal, Chang Ying, P de Nadai, C Chenivess®rily, AB Tonnel, B Wallaert, A

Tsicopoulos

Diesel exposure favors Th2 cell recruitment by mmuwbear cells from non atopic subjects by
differentially regulating CCL18 and CXCL10 produsti

Keystone symposium on leukocyte trafficking : cittand molecular mechanisms

Taos, NM, March 1-6th 2005, A329



Conclusion

La pollution atmosphérique urbaine est a la foizegae et particulaire, et les
tendances industrielles actuelles font des moteiasel les principales sources de particules
dans l'air. Ces émissions diesel sont duales : paticules de carbone présentent a leur
surface de multiples composés adsorbés, dont lpsésentants de la famille des
hydrocarbures polyaromatiques. Ces particules detseurs composés organigues associés
sont probablement impliqués dans la recrudescaymmnte des manifestations pathologiques

allergiques.

Dans ce travail, nous avons voulu évaluer 'impied extraits organiques de particules diesel
sur la phase d'initiation et sur I'orientation @eréponse inflammatoire allergene-dépendante,
en analysant les dérégulations d’'une famille de iat€drs responsables du recrutement

cellulaire, les chimiokines.

Nous avons pu montrer que I'exposition de cellohemonucléées et de macrophages
alvéolaires de sujets présentant un asthme allezgiqux extraits organiques de diesel induit
une dérégulation marquée de la synthése et dedagtion de chimiokines aboutissant a
favoriser le recrutement des cellules de type ThRules clés de la réaction inflammatoire
allergique. Plusieurs mécanismes sont impliquésjalpart une induction de chimiokines
pro-Th2 (MDC, 1-309 et PARC), et une diminutionaemiokines pro Th-1 (IP-10), et
d’autre part une surexpression de recepteurs ckimgues pro-Thl (CCR5 et CXCR3)
permettant I'élimination des ligands correspondabesplus chez des sujets non allergiques,
les extraits organiques de diesel sont égalemeatbbas de favoriser un profil Th2 par

I'induction d’IL-13 et par la méme de la chimiokipeo-Th2 PARC.

En conclusion, nos travaux soulignent les effetdupeateurs d’'une exposition combinée
diesel/allergene ou diesel seule sur un parametsendel de la réponse inflammatoire,
potentiellement responsable d’'une augmentationatobne des acteurs cellulaires et de leur
activation, et donc d’'une séverité accrue des symes chez les patients allergiques, voire de

la génése de réactions allergiques chez le sujstaio
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