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Résumé/Abstract 

Résumé : Le nintedanib (NTD), un médicament antifibrosant, ralentit le déclin de la fonction 
respiratoire chez les patients atteints de fibrose pulmonaire idiopathique (FPI). Le NTD 
exerce ses effets antifibrosants en inhibant l’activité cellulaire de différentes protéines à 
tyrosine kinase. Le NTD inhibe également l’activité kinase de la protéine humaine 
recombinante CSF-1R. Ce récepteur, exprimé par les cellules myéloïdes, contrôle différentes 
fonctions du macrophage. Cellule immunitaire résidente ou différenciée à partir du monocyte, 
le macrophage contribue au développement de la fibrose pulmonaire en secrétant des 
molécules pro-inflammatoires et pro-fibrosantes. Un premier objectif de mes travaux de thèse 
a été de déterminer si, en bloquant l’activité de CSF1-R, le NTD altère les propriétés in vitro 
du macrophage humain différencié à partir du monocyte circulant (MDM) par le CSF-1. Nos 
résultats démontrent que le NTD inhibe la phosphorylation et l’activité de CSF-1R dans le 
MDM, à de faibles concentrations équivalentes à celles bloquant l’activité de la protéine 
recombinante. En réduisant l’activité de CSF-1R, le NTD diminue l’adhérence du 
macrophage et l’expression de la chimiokine pro-fibrosante CCL2. De plus, en bloquant 
l’activité de CSF-1R et celles d’autres cibles moléculaires, le NTD altère la polarisation des 
MDM en macrophages M1 et M2. Il réduit la production de diverses interleukines et 
chimiokines par le macrophage M1 et prévient l’expression de marqueurs membranaires par 
le macrophage M2. Nos résultats démontrent en particulier que le NTD réduit l’expression de 
CXCL13, un biomarqueur pronostique de la FPI. Cette chimiokine est exprimée dans le tissu 
pulmonaire mais son origine cellulaire reste incertaine. Le second objectif de mes travaux de 
thèse a donc été de caractériser l’expression de CXCL13 dans le macrophage pulmonaire. Nos 
résultats démontrent que CXCL13 est exprimé par les macrophages alvéolaires de patients 
atteints de FPI. In vitro, l’expression de CXCL13 dans le macrophage alvéolaire et dans le 
MDM activé est induite par le TNF-α et l’IL-10, via l’activation respective des voies de 
signalisation NF-κB et JAK/STAT. Nous montrons que les concentrations sériques de 
CXCL13, de TNF-α et d’IL-10 sont significativement corrélées entre elles chez les patients 
atteints de FPI. Ces résultats suggèrent donc que le TNF-α et l’IL-10 peuvent contrôler 
l’expression de CXCL13 chez ces patients. 

Abstract: Nintedanib (NTD) is an antifibrotic drug that decreases the decline of the 
respiratory function of patients suffering from idiopathic pulmonary fibrosis (IPF). NTD 
exerts antifibrotic effects by inhibiting cellular activity of various tyrosine kinase proteins. It 
also prevents the activity of the human recombinant CSF-1R protein that is expressed by 
myeloid cells, especially macrophages. Resident cells or différentiated from circulating 
monocytes, the macrophages contribute to IPF by secreting several proinflammatory and 
profibrotic cytokines. In this context, the first objective of my thesis was to determine, if by 
inhibiting CSF-1R activity, NTD could alter the functions of human macrophages 
differentiated from blood monocytes (MoDM) by CSF-1 (also called M-CSF). Our results 
demonstrate that NTD blocks the phosphorylation and the activity of CSF-1R in CSF-1-
activated MoDM at very low concentrations that are similar to those inhibiting the human 
recombinant protein. By preventing CSF-1R activity, NTD reduces cell adhesion and 
expression of the profibrotic chemokine CCL2. Moreover, by blocking the activity of CSF1R 



and that of other molecular targets, NTD modulates the polarization of CSF-1-activated 
MoDM. It reduces the production of various interleukins and chemokines by M1 MoDM and 
prevents the membrane expression of M2 markers. Our results notably demonstrate that NTD 
significantly inhibits the expression of CXCL13, a prognostic biomarker of IPF. This 
chemokine is expressed in pulmonary tissues but its cellular origin is unclear. The second 
objective of my thesis was thus to characterize CXCL13 expression in pulmonary 
macrophages. Our results demonstrate that CXCL13 is expressed by alveolar macrophages in 
patients with IPF. In vitro, CXCL13 expression in activated alveolar macrophages and 
MoDM is controlled by TNF-α and IL-10 through the activation of the NF-κB and 
JAK/STAT pathways, respectively. Moreover, we demonstrate that seric concentrations of 
TNF-α, IL-10 and CXCL13 are correlated in patients with IPF. These results thus suggest that 
TNF-α and IL-10 could mediate CXCL13 expression in those patients. 
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Chapitre I: 

Généralités sur la fibrose pulmonaire 
idiopathique 
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I- Classification 

Les pneumopathies interstitielles diffuses (PID) sont des maladies respiratoires chroniques qui 

atteignent principalement le tissu conjonctif de soutien appelé interstitium pulmonaire. Les 

PID se caractérisent par une inflammation et/ou une fibrose pulmonaire qui est le stade final 

de ces pathologies conduisant à une perte progressive des fonctions respiratoires. Les PID 

regroupent un spectre large et très hétérogène de maladies divisées en quatre groupes 

principaux (voir figure 1): les PID induites par les médicaments ou associées à une 

connectivite, les PID granulomateuses telle que la sarcoïdose, les PID rares telles que la 

protéinose alvéolaire pulmonaire et les PID de cause inconnue, encore appelées idiopathiques 

(Hostettler, 2017). Ces dernières pathologies surviennent en l’absence de toute cause connue 

et de contexte médical spécifique. La forme la plus fréquente et sévère des PID idiopathiques 

est la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) (Raghu et al., 2011). Ce premier chapitre 

regroupe un ensemble des connaissances allant de l’épidémiologie à la physiopathologie de la 

FPI. 

 

Figure 1: Classification des pneumopathies interstitielles diffuses (PID). PAP: protéinose alvéolaire 
pulmonaire; HPCL: histiocytose pulmonaire à cellules de Langerhans; LAM: 

lymphangioléiomyomatose (Hostettler, 2017). 
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II- Généralités sur la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI) 

1- Définition 

La FPI est une maladie rare, chronique, irréversible et de cause inconnue. Elle se manifeste 

chez les personnes âgés de 55-75 ans (l’âge médian au diagnostic est de 66 ans) avec une 

prédominance masculine (King et al., 2011a). La médiane de survie n’est que de 2,5 à 3,5 ans 

lorsque le diagnostic est posé (King et al., 2011a). Ce pronostic sombre est l’un des plus 

mauvais parmi les PID (Raghu et al., 2018a). La FPI se caractérise par une fibrose pulmonaire 

progressive qui évolue graduellement et uniquement dans le poumon (Raghu et al., 2018a). 

Elle est associée à une perte progressive des fonctions respiratoires et à la détérioration rapide 

de la qualité de vie du patient. La FPI s’inscrit dans une forme sporadique ou une forme 

familiale qui se définit par la présence d’au moins deux cas de fibrose dans la même famille 

(Borie et al., 2015). Entre 2 et 20 % des FPI seraient des formes familiales, associées à une 

maladie génétique (Borie et al., 2015). 

2- Épidémiologie 

Différentes études épidémiologiques suggèrent que la FPI présente une incidence de 2 à 30 

nouveaux cas pour 100.000 personnes par an et une prévalence de 10 à 60 cas pour 100.000 

personnes (Martinez et al., 2017). La FPI affecterait 3 millions de personnes dans le monde, 

avec 130.000 cas aux États-Unis, 300.000 cas en Europe et 640.000 personnes souffrant de 

cette maladie en Asie orientale (Martinez et al., 2017). En France, l’incidence serait de 6,8 à 

9/100.000 par an, soit plus de 4000 nouveaux cas chaque année (Cottin et al., 2017). Il est à 

noter que l’incidence et la prévalence de cette pathologie augmentent avec l’âge du patient 

(Raghu et al., 2018a). La prévalence chez les patients de plus de 65 ans serait de supérieure à 

400 cas pour 100.000 personnes (Raghu et al., 2014). En dehors de l’âge et du sexe, des 

facteurs de risques génétiques, épigénétiques et environnementaux sont susceptibles de 

favoriser le développement de la FPI. 

3- Les facteurs de risques 

3.1- Les facteurs génétiques 

Selon Raghu et coll. (2018), 30% des sujets atteints d’une FPI familiale ou sporadique 

présentent une prédisposition génétique qui constituerait donc un facteur de risque important 

d’apparition de la maladie. Des mutations de nombreux gènes ont été identifiées chez les 
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malades atteints de FPI, mais aucune n’est systématiquement associée aux formes sporadiques 

de la FPI 

Des mutations touchent des gènes liés au maintien de la taille du télomère (notamment 

TERT, TERC), aux fonctions de la cellule épithéliale pulmonaire (MUC5B, SFTPC, SFTPA), 

ainsi qu’à l’immunité innée (TLR3, TOLLIP, ELMOD2) (Kropski et al., 2015).  Les 

mutations des gènes TERT (Telomerase Reverse Transcriptase) et TERC (Telomerase RNA 

Component) sont associées à la FPI. Ces dernières ont été mises en évidence respectivement 

dans 15% des formes familiales et 2 à 3% des formes sporadiques de FPI (Borie et al., 2015). 

Ces mutations entraînent un raccourcissement des télomères et par conséquent des 

chromosomes lors de la mitose. Le raccourcissement des télomères favorisent l’activation des 

voies de dommages à l’ADN et l’expression de la protéine p53. Il augmente également la 

production des espèces réactives de l’oxygène (ERO) qui contribuent au développement de la 

fibrose pulmonaire (Gulati and Thannickal, 2019). D’autre part, il existe des mutations de 

gènes codant pour le surfactant SFTPC (Surfactant Protein C) et SFTPA (Surfactant Protein 

A). Ces mutations engendrent un défaut de repliement de la protéine dans la cellule épithéliale 

alvéolaire de type II, à l’origine d’un stress du réticulum endoplasmique et/ou d’une altération 

du trafic intracellulaire de la protéine (Borie et al., 2015). Cela favorise une perturbation de 

l’homéostasie pulmonaire et de la fonction respiratoire (Kropski et al., 2013). En 2011, 

Seibold et coll ont mis en évidence un polymorphisme dans le promoteur de gène codant pour 

la mucine 5B (MUC5B) chez les patients atteints de PID familiale et de FPI sporadique 

(Seibold et al., 2011). La mucine 5B est une glycoprotéine sécrétée par les cellules 

épithéliales bronchiques,dont l’expression est diminuée chez les malades présentant un 

polymorphisme de MUC5B. Cette protéine est essentielle pour la clairance mucociliaire et la 

défense immunitaire innée (Fletcher and Evans, 2014). La diminution de l’expression de la 

mucine 5B est associée au développement de maladies respiratoires chroniques (Seibold et al., 

2011; Zhang et al., 2011), mais paradoxalement la présence du polymorphisme semble 

augmenter la survie des patients atteints de FPI (Peljto et al., 2013). Enfin, d’autre études ont 

rapporté une association entre le développement de la FPI et les polymorphismes i) du gène 

TOLLIP (Toll Interacting Protein) qui code une protéine inhibant la voie TGF-β 

(Transforming Growth Factor-beta) et régulant l’immunité innée en interagissant avec les 

Toll- Like Receptor (TLR) (Noth et al., 2013), ii) du gène ELMOD2 (ELMO Domain 

containing 2) qui contrôle l’expression d’une protéine jouant un rôle important contre les 
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infections virales (Pulkkinen et al., 2009), et iii) du gène TLR3 qui joue également un rôle 

majeur dans l’immunité innée (O’Dwyer et al., 2013). 

3.2- Les facteurs épigénétiques 

Différentes régulations épigénétiques pourraient être impliquées dans le développement de la 

FPI, notamment la modification du niveau de méthylation d’un certain nombre de gènes 

(Rabinovich et al., 2012). En effet, en 2014 une étude a identifié 2130 régions du génome 

dont le niveau de méthylation différait entre des patients atteints de FPI et des sujets contrôles 

(Yang and Schwartz, 2015). Parmi les gènes dont la méthylation est modifiée, on retrouve 

notamment ceux impliqués dans le développement embryonnaire du poumon contrôlé par la 

voie WNT-β caténine (Yang et al., 2014). D’autres études ont identifié des modifications de 

l’expression de divers microARN. Par exemple, l’expression du microARN Let 7 est réprimée 

dans les cellules épithéliales alvéolaires issues des patients atteints de FPI. Ceci contribue à la 

transition épithélio-mésenchymateuse (Pandit et al., 2010). Enfin, des études ont démontré des 

modifications de l’acétylation et/ou de la méthylation de certaines histones dans les 

fibroblastes pulmonaires, réduisant par exemple l’expression de la protéine anti-fibrosante 

Thy1 (Thy-1 membrane glycoprotein) (Sanders et al., 2011). 

3.3- Les facteurs environnementaux 

Plusieurs études épidémiologiques ont associé le développement de la FPI à différentes 

expositions environnementales (voir figure 2). Notamment, l’exposition au tabac ou aux 

poussières générées lors d’une activité professionnelle (agriculture, tailleurs de pierre, 

métallurgie) favorise la survenue et/ou la progression de la FPI (Taskar and Coultas, 2006). 

Le tabagisme représente en effet un facteur de risque environnemental majeur de la FPI, et 

probablement le plus fréquent. Les patients fumeurs atteints de FPI ont une médiane de survie 

plus faible que celle des patients non-fumeurs (Baumgartner et al., 1997). L’exposition 

domestique ou professionnelle à différents types de poussières influence le pronostic vital des 

patients atteints de FPI. En effet, plusieurs études ont montré la corrélation entre la FPI et 

l’exposition aux poussières (Taskar and Coultas, 2008, 2006). Une étude menée sur 1311 

patients atteints de FPI montre que les travailleurs exposés à des poussières organiques ou 

inorganiques manifestent des signes cliniques plus précoces et une mortalité plus importante 

que des travailleurs non exposés (Lee et al., 2015). Les agents microbiens jouent également 

un rôle potentiel dans la physiopathologie de la FPI (Chioma and Drake, 2017). Des études 

ont montré l’augmentation de la charge bactérienne dans les liquides de lavages broncho-
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alvéolaires (LBA) de patients atteints de FPI (Han et al., 2014a; Molyneaux et al., 2014). On 

détecte notamment une présence anormale de bactéries à Gram positif (Staphylococcus, 

Streptococcus) et à Gram négatif (Haemophilus, Neisseria, Veillonella) (Han et al., 2014a; 

Molyneaux et al., 2014). Une altération du microbiote pulmonaire est associée aux déclin de 

la fonction pulmonaire et à la survie des patients (Han et al., 2014b; Molyneaux et al., 2014). 

Huang et coll. (2017) ont montré une association entre la répression de l’expression des 

récepteurs NOD (NLR, nucleotide oligomerization domain receptors) par les cellules du sang 

périphérique, l’augmentation de la charge bactérienne au niveau des LBA et la plus faible 

survie des patients atteints de FPI (Huang et al., 2017b). L’augmentation de la charge 

bactérienne au niveau pulmonaire pourrait résulter de l’augmentation de micro-inhalations de 

liquide gastrique chez les malades souffrant de reflux gastro-œsophagien ou d’une réduction 

de la clairance bactérienne mucociliaire (Lee et al., 2010; Raghu and Meyer, 2012). Les 

agents viraux tels que l’EBV (Epstein-Barr Virus), le cytomégalovirus, le virus de l’hépatite C 

et les virus de l’Herpes sont souvent détectés au niveau de l’épithélium alvéolaire des patients 

atteints de FPI (Molyneaux et al., 2014), cependant leur contribution réelle à la maladie reste 

à préciser (Sgalla et al., 2018).  

 

Figure 2: Facteurs de risques de la fibrose pulmonaire idiopathique (FPI). 

4- Aspects cliniques de la FPI 

4.1- Les signes cliniques 

La FPI présente une phase asymptomatique pouvant durer plusieurs années puis une phase 

symptomatique peu spécifique ne permettant souvent de poser le diagnostic qu’à un stade déjà 
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avancé de la maladie. Les patients diagnostiqués présentent des signes fonctionnels tels 

qu’une toux sèche non productive, une dyspnée d’effort d’apparition progressive et des râles 

secs diffus crépitants reproduisant le bruit du « velcro ». Dans près de la moitié des cas, on 

observe un symptôme extra-pulmonaire d’hippocratisme digital (Cottin et al., 2017).  

La progression de la FPI, qu’elle soit lente ou rapide, se manifeste par l’aggravation des 

symptômes, un déclin irréversible de la fonction respiratoire et par la dégradation de la qualité 

de vie du patient. L’exploration fonctionnelle respiratoire montre une diminution de la 

capacité vitale forcée (CVF) et de la capacité de transfert du monoxyde de carbone au travers 

de la barrière alvéolo-capillaire (DLco) (Cottin et al., 2013, 2017). Cette altération des 

échanges gazeux conduit le plus souvent à un stade irréversible d’insuffisance respiratoire, 

entraînant à terme le décès du patient (Ley et al., 2011). Bien que généralement considéré 

comme une maladie à évolution lente, la fonction respiratoire et l’état clinique du malade 

peuvent se dégrader brutalement lors d’exacerbations aigues (voir figure 3). La progression de 

la FPI serait associée à des exacerbations aiguës dans 5 à 20% des cas (King et al., 2011a). 

Ces épisodes d’aggravation de la maladie peuvent être idiopathiques ou bien être secondaires 

à des infections, des inhalations, des gestes chirurgicaux/interventionnels ou des médicaments 

(Collard et al., 2016). En dehors de toute autre cause, les exacerbations aiguës sont fortement 

liées à la mortalité des patients avec une médiane de survie de seulement 3 à 4 mois (Collard 

et al., 2016). L’ensemble de ces signes cliniques restent peu spécifiques et peuvent être 

présents chez des malades souffrant d’autres fibroses pulmonaires et même d’autres maladies. 

Le diagnostic de la FPI est donc le plus souvent complexe. 

 

Figure 3: Evolution clinique de la FPI (King et al., 2011a). 
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4.2- Le diagnostic de Pneumopathie Interstitielle Commune ou PIC 

Le diagnostic fait appel à une approche pluridisciplinaire. Il associe la clinique, les 

explorations fonctionnelles respiratoires (EFR), l’imagerie tomodensitométrique thoracique et 

parfois l’aspect histo-pathologique pulmonaire. Ainsi, en absence de toute cause identifiable 

de PID (i.e. médicament, exposition ou maladie systémique), la présence d’une PIC (ou UIP 

terme anglosaxon pour Usual Interstitial Pneumonia) en imagerie et/ou en histologie est 

obligatoire pour poser le diagnostic (Raghu et al., 2018a) (voir figure 4). 

  

Figure 4: Algorithme diagnostique de la fibrose pulmonaire idiopathique. UIP: usual interstitial 

pneumonia; ILD: interstitial lung disease; CT: computed tomography (Cottin et al., 2017). 

 

Le résultat de la tomodensitométrie thoracique haute résolution (HRCT) ou scanner est 

fondamentale et permet d’identifier la PIC, parfois avec certitude (PIC certaine) (Cottin et al., 

2013). En effet, en cas de PIC certaine, le scanner thoracique montre des opacités réticulaires 

sous pleurales à prédominance basale, des lésions présentant un aspect en « rayon de miel » 

avec ou sans bronchectasie par traction (Raghu et al., 2018a). Dans ce cas, si on considère que 

cette PIC certaine est idiopathique, on peut retenir le diagnostic de FPI sans recourir à 

d’autres examens complémentaires (i.e. LBA ou biopsie pulmonaire). Dans le cas où le 

scanner ne permet pas de conclure à une PIC certaine, le diagnostic dépend alors des images 

histologiques obtenues sur une biopsie pulmonaire chirurgicale (Raghu et al., 2018a). Le 

diagnostic de PIC certaine en histologie repose sur la présence d’une fibrose marquée, d’un 
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remodelage architectural à prédominance sous-pleurale, d’une hétérogénéité spatiale des 

lésions de fibrose, de la présence de foyers fibroblastiques et de l’absence d’autres signes 

suggérant un autre diagnostic (Cottin et al., 2017; Raghu et al., 2018a). Les foyers 

fibroblastiques correspondent le plus souvent à un agrégat dense de fibroblastes, de 

myofibroblastes et de matrice extracellulaire riche en collagène (King et al., 2011a). Du rayon 

de miel peut s’associer à ces foyers fibroblastiques. Ce sont des espaces kystiques sous-

pleuraux et fibrotiques fréquemment remplis de mucus et de cellules inflammatoires qui sont 

bordés par un épithélium bronchiolaire (King et al., 2011a) (voir figure 5). Ils témoignent de 

l’évolution de la PID (Raghu et al., 2018a). 

 

Figure 5: (A,B) Pneumopathie interstitielle commune (PIC) en tomodensitométrie thoracique haute 

résolution comportant des opacités réticulaires de prédominance basale et sous-pleurale avec un aspect 

en rayon de miel (C) l’aspect histologique de la PIC en biopsie pulmonaire avec présence de foyers 

fibroblastiques (flèches) associés au rayon de miel (D) (King et al., 2011a). 

D’autres aspects histologiques sont également décrits. Le diagnostic de FPI repose sur 

unediscussion multidisciplinaire (DMD) au cours de laquelle est réalisée la synthèse des 

données cliniques, fonctionnelles, radiologiques, biologiques et histologiques. 

5- Physiopathologie de la FPI 

La physiopathologie de la FPI est particulièrement complexe car elle implique de multiples 

acteurs cellulaires dont les rôles évoluent probablement au cours du temps. De ce fait, les 

mécanismes cellulaires et moléculaires responsables du processus de fibrose ne sont pas 



36 

 

 

 

totalement connus et reposent encore fréquemment sur des hypothèses issues des modèles 

expérimentaux de fibrose développés chez les rongeurs. Il est consensuel d’affirmer que la 

fibrose pulmonaire est initiée sur le long terme par la répétition de l’agression de l’épithélium 

alvéolaire. Selon l’ancien paradigme, les lésions de cet épithélium induisait le recrutement et 

l’activation de cellules immunitaires inflammatoires, qui étaient secondairement responsables 

de la différenciation myofibroblastique au niveau du tissu alvéolaire agressé (voir figure 6) 

(Desai et al., 2018). Cependant les cellules immunitaires n’apparaissent plus comme les 

acteurs cellulaires clés initiant l’activation des fibroblastes. Selon le nouveau paradigme 

aujourd’hui accepté par la communauté scientifique et médicale, ce sont les lésions 

chroniques des cellules épithéliales alvéolaires (CEA) qui créent un microenvironnement 

favorable à l’activation, la prolifération et la différenciation du fibroblaste. Ces derniers 

prolifèrent et secrètent les éléments de la matrice extracellulaire (MEC) au niveau du tissu 

alvéolaire endommagé. Ces processus s’accompagnent d’une réponse inflammatoire qui 

contribue à l’agression du tissu épithélial alvéolaire mais également à la différenciation des 

fibroblastes (Desai et al., 2018). L’activation du système immunitaire jouerait davantage un 

rôle régulateur de cette interaction CEA/fibroblaste qui favoriserait le processus de fibrose 

pulmonaire. Dans ce chapitre nous allons décrire plus en détails ces différents types 

cellulaires impliqués dans la physiopathologie de la FPI. 

 

Figure 6: Changement du paradigme sur la physiopathologie de la FPI (Desai et al., 2018). 

5.1- Les cellules épithéliales alvéolaires (CEA) 

L’épithélium alvéolaire est constitué de 95% de CEA de type I (CEAI) et de 5% de cellules 

épithéliales alvéolaires de type II (CEAII) (voir figure 7). Les CEAI forment avec 

l’endothélium capillaire une barrière et une surface d’échange gazeux. Les CEAII contrôlent 
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la synthèse du surfactant, une protéine tensio-active empêchant le collapsus des alvéoles lors 

de l’expiration et jouant un rôle essentiel dans la défense immunitaire innée du poumon. De 

plus, les CEAII assurent le renouvellement de l’épithélium alvéolaire en se différenciant en 

CEAI (Nabhan et al., 2018). 

Physiologiquement, la mort des CEAI induite par des lésions occasionnelles stimule 

transitoirement la prolifération et la différenciation des CEAII afin de restaurer au plan 

structural et fonctionnel le tissu alvéolaire. En revanche, au cours de la fibrose pulmonaire, les 

agressions répétées de l’épithélium alvéolaire, notamment par les différents facteurs de 

risques chimiques et biologiques, entrainent un stress chronique des CEA conduisant à terme 

à un défaut du renouvellement du tissu épithélial (Selman et al., 2001). Cette mauvaise 

cicatrisation tissulaire se manifeste par des modifications profondes du devenir et du 

phénotype des CEA: mort cellulaire, production anormale de protéines pro-inflammatoires 

/pro-fibrosantes, sénescence et transition épithélio-mésenchymateuse (TEM) (Tanjore et al., 

2012; Winters et al., 2019). 

 

Figure 7: Représentation schématique de l’alvéole pulmonaire. Adapté selon 

(Grommes and Soehnlein, 2011). 

5.1.a- Stress du réticulum et activation de la réponse UPR 

 Il est aujourd’hui admis que la répétition des agressions des CEA induit sur le long terme 

un stress du réticulum endoplasmique (RE) perturbant les régulations post-traductionnelles et 

le repliement tridimensionnel des protéines. L’accumulation intracellulaire de protéines ayant 

des défauts de structure et de conformation favorise l’activation de la voie de signalisation 

UPR (Unfolded Protein Response).  
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 Ce processus implique différentes protéines transmembranaires du RE dont PERK (PKR-

like Endoplasmic Reticulum Kinase), ATF6 (Activating Transcription Factor 6), IRE1α 

(Inositol Requiring Enzyme 1α). L’UPR a notamment pour rôle d’induire l’expression des 

protéines chaperonnes. Ces dernières vont assurer le repliement de la protéine, la diminution 

de sa synthèse, l’augmentation de sa dégradation et si nécessaire engendrer une apoptose 

cellulaire (Burman et al., 2018). Des études in vivo ont démontré le rôle de l’UPR dans le 

développement de la fibrose pulmonaire. Notamment, l’induction du stress du RE par 

l’administration de tunicamycine potentialise le développement de la fibrose pulmonaire chez 

la souris exposée à la bléomycine (Lawson et al., 2011). L’expression des marqueurs de la 

réponse UPR tels que les protéines ATF4 et ATF6 ont également été identifiés dans les CEAII 

issues des patients atteints de FPI (Korfei et al., 2008). Une première conséquence majeure de 

l’induction du stress du RE et de l’activation de la voie UPR est l’induction chronique de 

l’apoptose des CEA. 

5.1.b- Mécanismes d’apoptose des CEA 

Différents modèles murins de fibrose pulmonaire ont démontré que le processus de fibrose 

se développe, le plus souvent, secondairement à l’apoptose des CEA. Chez la souris, 

l’induction de l’apoptose des CEA par le facteur « Fas ligand, FasL ou CD95L» induit une 

fibrose pulmonaire qui est potentialisée par le TGF-, un facteur pro-fibrosant puissant 

(Hagimoto et al., 1997; Hagimoto et al., 2002). Une autre étude a démontré que la 

surexpression du TGF-β induit une fibrose pulmonaire qui s’accompagne d’une apoptose des 

CEA impliquant le gène Early Growth Response 1 (EGR-1) (Lee et al., 2004). Enfin, la 

fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris est caractérisée par une apoptose 

des CEA initiée par la production des ERO et médiée par la voie des caspases (Wallach-

Dayan et al., 2006). Des études réalisées sur des tissus pulmonaires issus des patients atteints 

de FPI montrent également une augmentation du taux des CEAII apoptotiques, localisées 

essentiellement à proximité des foyers fibroblastiques (Barbas-Filho et al., 2001; Uhal et al., 

1998). Cette apoptose est associée à l’expression des protéines pro-apoptotique p53 et 

suppressive de tumeur p21 et à des dommages à l’ADN (Kuwano et al., 1996) (voir figure 8).  
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pulmonaire de plus faible intensité que celle des souris contrôles. De plus, au sein du tissu 

pulmonaire de ces souris déficientes en ανβ6, l’expression des gènes cibles du TGF-β1 n’est 

pas significativement augmentée par la bléomycine, contrairement à celle des gènes de souris 

sauvages (Munger et al., 1999). Ces résultats suggèrent donc un rôle important du stress 

cellulaire induit par la bléomycine pour augmenter l’expression de ανβ6 et activer 

l’expression et la libération du TGF-β1. Toutefois, le rôle de l’intégrine ανβ6 dans l’activation 

du TGF-β1 durant la FPI reste à démontrer (Wolters et al., 2014)  

Par ailleurs, durant le développement de la fibrose pulmonaire, la persistance du stress 

cellulaire, favorise l’arrêt irréversible du cycle cellulaire des CEA, qui s’engagent alors dans 

un processus de senescence. La cellule adopte un phénotype sécrétoire dit SASP (Senescence 

Associated Secretory Phenotype). Elle sécrète des cytokines, des facteurs de croissances et 

des métalloprotéinases (Winters et al., 2019). Lehmann et coll ont identifié une augmentation 

de l’expression de marqueurs de sénescence cellulaire, telles que celles de la cyclin-dependent 

kinase inhibitor (CDKN) 2A (P16) et de la CDKN1A (P21), dans le tissu pulmonaire de 

patients atteints de FPI (Lehmann et al., 2017). Les protéines P16 et P21 co-localisent avec le 

le pro-Surfactant Protein-C, un marqueur des CEAII (Lehmann et al., 2017). In vitro, le 

traitement des CEA de souris par la bléomycine induit l’expression de P16. De plus, le 

surnageant de ces cellules sénescentes induit l’expression du collagène par le fibroblaste (Tian 

et al., 2019). Enfin, il est important de noter que le raccourcissement des télomères entraîne 

aussi la senescence des CEA (Winters et al., 2019). Les voies moléculaires pouvant influencer 

le phénotype des CEAII sont présentées dans la figure 9. 
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Figure 9: Les différents facteurs moléculaires influençant le phénotype pro-fibrotique des CEAII 

(Tanjore et al., 2012). 

5.1.d- La transition épithélio-mésenchymateuse (TEM)  

La TEM est un processus biologique durant lequel la cellule épithéliale perd sa polarité 

apico-basale et son adhérence. Elle acquière alors des caractéristiques mésenchymateuses 

d’invasion, de migration et de synthèse de la MEC. Au niveau moléculaire, la TEM se traduit 

par la diminution de l’expression des gènes codant des protéines épithéliales telles que la E-

Cadhérine et les cytokératines et par l’augmentation de l’expression des gènes codant des 

protéines mésenchymateuses telles que la N-Cadhérine, la Vimentine, l’-Smooth Muscle 

Actin (α-SMA) et la fibronectine (Salton et al., 2019). La TEM est induite par plusieurs 

facteurs de croissance mais le TGF-β représente le ligand extracellulaire le plus étudié. Après 

sa fixation sur son récepteur (TGF-β-R), le complexe TGF-β/ TGF-β-R active les protéines 

SMAD2 et SMAD3. Le dimère SMAD2/SMAD3 forme un complexe trimérique avec 
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SMAD4. Ce dernier est transloqué au noyau et participe à la régulation transcriptionnelle de 

plusieurs gènes cibles. Le complexe SMAD diminue l’expression de l’E-Cadhérine via les 

facteurs de transcription SNAIL et augmente l’expression de la N-Cadhérine, de la 

fibronectine et de différentes métalloprotéinases (MMP) (voir figure 10) (Salton et al., 2019). 

Le processus de TEM des CEA pourrait contribuer au développement de la FPI, mais le 

rôle de ce mécanisme reste encore incertain (Jolly et al., 2018). Plusieurs arguments 

soutiennent l’hypothèse selon laquelle le développement des fibroblastes au niveau du tissu 

alvéolaire est induit, au moins en partie, par la TEM des CEA (King et al., 2011b). D’une part, 

des études montrent que les CEA localisées dans les foyers fibroblastiques de tissus 

pulmonaires de patients atteints de FPI expriment des marqueurs mésenchymateux et 

épithéliaux (Willis et al., 2005; Yamaguchi et al., 2017). Par exemple, Varma et coll ont 

démontré que les cellules de l’épithélium alvéolaire issues des patients atteints de FPI co-

expriment le marqueur épithélial GRHL2 (Grainyhead-like 2) et les marqueurs 

mésenchymateux vimentine et Zinc finger E-box binding homeobox1 (ZEB1) (Varma et al., 

2013). De plus, les CEA isolées de tissus pulmonaires de patients atteints de FPI et cultivées 

sur une matrice contenant de la fibronectine, perdent l’expression de marqueurs épithéliaux au 

profit de marqueurs mésenchymateux tels que le collagène-1 ou -SMA (Marmai et al., 2011). 

Enfin, in vivo, une étude de «Lineage Tracing» sur un modèle murin de fibrose pulmonaire a 

démontré que 17 à 21 jours après l’administration intratrachéale de bléomycine, les CEAII de 

souris expriment des marqueurs mésenchymateux dont la vimentine et l’α-SMA (DeMaio et 

al., 2012). En revanche, la présence d’une co-expression des marqueurs épithéliaux et 

mésenchymateux indique une transition incomplète des CEA en fibroblastes humains. Ceci 

montre que les CEA présentent un phénotype hybride et que le processus de TEM au cours de 

la FPI est incomplet. Des études supplémentaires sont nécessaires pour déterminer si les 

cellules issues de la TEM peuvent se différencier de façon définitive en fibroblaste et en 

myofibroblaste, notamment en secrétant les éléments de la MEC (Jolly et al., 2018). De plus, 

on ne peut exclure que les cellules endothéliales et les fibrocytes subissent un processus de 

transition mésenchymateuse favorisant la formation de ces foyers fibroblastiques (King et al., 

2011b).  
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Figure 10: Le rôle de la TEM dans le mécanisme physiopathologique de la fibrose pulmonaire. Adapté 

selon (Salton et al., 2019). 

5.2- Le fibroblaste et le myofibroblaste 

Durant un processus physiologique de cicatrisation tissulaire, un dialogue spatio-temporel 

entre l’épithélium et les cellules mésenchymateuses est primordial. En effet, la prolifération, 

la migration et la différenciation des cellules épithéliales, sont coordonnées avec le 

recrutement, la prolifération et la différenciation des cellules mésenchymateuses. Ces 

évènements s’accompagnent d’un remodelage de la MEC et à la fin du processus de 

cicatrisation d’une élimination des myofibroblastes par l’induction de leur apoptose 

(Horowitz and Thannickal, 2006). Différentes études ont démontré que ce dialogue 

intercellulaire est altéré durant la FPI. 

Le fibroblaste pulmonaire, résident ou recruté, est une cellule mésenchymateuse majeure 

de la FPI. Il assure le dépôt de la MEC lorsqu’il est différencié en myofibroblaste. Cependant 

l’origine de ces fibroblastes durant le développement de la FPI reste incertaine et 

possiblement multiple. Les fibroblastes pourraient proliférer et se différencier à partir i) de 

fibroblastes résidents ou ayant migré et infiltré le tissu pulmonaire, ii) de fibrocytes ayant 

migré du sang périphérique, et/ou iii) de cellules du tissu alvéolaire ayant subi une 

transformation mésenchymateuse (épithéliale, endothéliale et mésothéliale) (King et al., 

2011b). Suite à un stress ou une stimulation, le fibroblaste (résident ou recruté) génère des 

fibres de stress composées d’actine cytoplasmique. Le fibroblaste devient alors un proto-

myofibroblaste pouvant générer une force contractile. En présence de TGF-β (secrété par les 

CEA notamment), de protéines de la MEC telle que la fibronectine ou d’un stress mécanique, 
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le proto-myofibroblaste se différencie en myofibroblaste (Tomasek et al., 2002) (voir figure 

11). 

 

Figure 11: l’activation et la différenciation du fibroblaste en myofibroblaste (Tomasek et al., 2002). 

Les myofibroblastes sont des cellules mésenchymateuses de phénotype hybride. Elles 

regroupent des caractéristiques du fibroblaste et de la cellule musculaire lisse. En effet, son 

cytosquelette est constitué de β et γ-actine comme le fibroblaste, mais aussi d’α-actine du 

muscle lisse (α-SMA) (Tomasek et al., 2002). Comme toute cellule mésenchymateuse, les 

myofibroblastes issus des patients atteints de FPI se caractérisent par leur phénotype 

migratoire (Suganuma et al., 1995), leur capacité à sécréter des médiateurs pro-fibrotiques 

incluant le TGF-1, et leur activité contractile (Hinz et al., 2007). Cette dernière est liée à la 

formation des fibres de stress qui sont notamment composées de la protéine α-SMA (Hinz et 

al., 2007). Au cours du processus de cicatrisation physiologique, l’activité contractile est 

essentielle pour la fermeture de la plaie avant que le myofibroblaste ne soit normalement 

éliminé.  

Durant la FPI, et contrairement aux CEA, les myofibroblastes acquièrent une résistance à 

l’apoptose cellulaire. Ce paradoxe de la mort cellulaire est considéré selon Thannickal et coll 

comme un point essentiel de la physiopathologie de la FPI (Thannickal, 2006). Il peut 

expliquer la présence des myofibroblastes au niveau du tissu alvéolaire lésé et la formation 

des foyers fibroblastiques au niveau desquels des médiateurs de l’apoptose telle que la forme 

clivée de la caspase-3 ou le récepteur Fas sont peu exprimés (Nho et al., 2013).  
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5.2.a- Résistance des myofibroblastes à l’apoptose 

L’élimination des myofibroblastes par apoptose est essentielle dans la cicatrisation 

tissulaire car elle limite le dépôt excessif de la MEC et le développement de fibrose. Cette 

apoptose serait induite par la chute de l’expression des facteurs de croissance, la diminution 

de la synthèse de la MEC et la libération du monoxyde d’azote (NO) (Thannickal, 2006).  

La résistance des myofibroblastes à l’apoptose, notamment induite par le FasL, durant le 

processus de fibrose pulmonaire peut s’expliquer par une dérégulation de l’expression des 

protéines anti- ou pro-apoptotiques. La résistance à l’apoptose induite par FasL résulterait de 

l’augmentation de l’expression des facteurs inhibiteurs de l’apoptose tels que XIAP (X-linked 

Inhibitor of Apoptosis Protein) et FLIP (FLICE-Inhibitory Protein) (Tanaka et al., 2002). La 

surexpression du TGF-β chez les patients atteints de FPI contribuerait à l’acquisition du 

phénotype de résistance des myofibroblastes. En effet, le TGF-β1 inhibe l’apoptose des 

myofibroblastes induite par l’IL-1β, probablement en supprimant l’activité de la NO-synthase 

inductible (iNOS) et en augmentant l’expression de la protéine anti-apoptotique BCL-2 

(Zhang and Phan, 1999). Un autre mécanisme du TGF-β impliquerait l’induction de 

l’expression d’intégrines qui renforcent, non seulement l’adhérence des myofibroblastes, mais 

également leur survie en stimulant la voie de signalisation Focal Adhesion Kinase 

(FAK)/phosphoinositide 3-kinase (PI3K)/AKT (Xia et al., 2004). L’activation d’AKT 

augmente l’expression de différentes protéines anti-apoptotiques notamment via la stimulation 

du facteur de transcription NF-B (Nuclear Factor-κB) (Thannickal et Horowitz, 2006). Enfin, 

In vivo, l’administration des inhibiteurs de la voie FAK et AKT réduit l’accumulation des 

myofibroblastes et diminue la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Vittal et al., 

2005). L’ensemble des voies moléculaires anti-apoptotiques engagées dans le fibroblaste et le 

myofibroblaste est résumé dans la figure 12.  

 

Figure 12: Les médiateurs et les voies de signalisation anti-apoptotiques activés dans le fibroblaste et 

le myofibroblaste des patients atteints de FPI (Thannickal, 2006). 
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5.2.b- La matrice extracellulaire (MEC) 

La MEC est  un réseau macromoléculaire dynamique qui exerce trois fonctions principales : 

(1) constituer un support physique structuré empêchant le collapsus des voies respiratoires 

supérieures, (2) former une membrane basale spécialisée dans les échanges gazeux au niveau 

des voies respiratoires inferieures et (3) servir de réservoir de facteurs de croissance qui sont 

libérés lors de la dégradation de la MEC (Tomos et al., 2017). 

La MEC est un assemblage macromoléculaire tridimensionnel de nature glucidique et 

protéique. Ces macromolécules sont regroupées en trois catégories : les fibres de collagènes 

(fibrillaire I, II, III, V et non fibrillaire IV) et d’élastine, les glycoprotéines de structure 

(fibronectine, laminine) et les protéoglycanes et polysaccharides hydratés. La MEC est une 

structure extrêmement dynamique qui subit un renouvellement et un remodelage permanent. 

Son homéostasie est régulée par le fibroblaste qui secrète des protéines de dégradation de la 

MEC, telles que les MMP, et des inhibiteurs de MMP nommés Tissue Inhibitor of 

Metallopeptidase (TIMP) (Bagnato and Harari, 2015). Les myofibroblastes secrètent du 

collagène, de la laminine et de la fibronectine dans l’interstitium pulmonaire (Burgess et al., 

2016). La capacité des fibroblastes et des myofibroblastes à secréter les différents éléments de 

la MEC de manière équilibrée est régulée par différentes cytokines, facteurs de croissance, 

médiateurs lipidiques, protéases, ainsi que par les forces mécaniques s’exerçant sur ces 

cellules. Lors du processus de fibrose, cet équilibre est rompu et engendre un dépôt excessif 

de MEC à l’origine d’une rigidité anormale du tissu pulmonaire (Clarke et al., 2013).  

Les MMP sont des endopeptidases zinc-dépendant qui exercent physiologiquement une 

activité protéolytique sur les éléments de la MEC. Chez l’homme, il existe 24 MMP dont 8 

semblent impliquées dans la physiopathologie de la FPI (Tomos et al., 2017). Au niveau 

tissulaire, ces MMP sont localisées dans l’épithélium alvéolaire entourant les lésions 

fibrotiques (Fukuda et al., 1998). La MMP-7 (matrilysin) est la plus étudiée dans le contexte 

de la fibrose pulmonaire. La concentration de la pro-MMP-7 est augmentée dans les liquides 

de LBA issus des patients atteints de FPI. Au niveau tissulaire, cette dernière est exprimée par 

les CEAII et les macrophages alvéolaires (Fujishima et al., 2010). In vivo, les souris 

déficientes en MMP-7 présentent moins de fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Zuo 

et al., 2002) comparée aux souris contrôles. In vivo, la surexpression de la MMP-3 induit une 

fibrose pulmonaire typique caractérisée par un accroissement du dépôt de collagène et 

l’accumulation des myofibroblastes. De plus, les auteurs ont démontré que la MMP-3 induit la 

TEM des cellules épithéliales pulmonaires murines (Yamashita et al., 2011).  
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L’activité catalytique des MMP est contrôlée par les TIMP. La famille des TIMP comprend 

4 membres (de TIMP-1 à TIMP-4) et leur rôle dans la physiopathologie de la FPI reste peu 

clair (Tomos et al., 2017). La suppression de TIMP-1 ne semble pas modifier la fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris (Kim et al., 2005). Cependant, 

l’expression des TIMP est augmentée dans le tissu pulmonaire de patients atteints de FPI 

(Selman et al., 2000). Un déséquilibre entre l’expression des MMP et des TIMP pourrait 

réduire la dégradation de la MEC, induire une rigidité matricielle du tissu pulmonaire et in 

fine amplifier le processus de fibrose pulmonaire. En effet, la rigidité matricielle du tissu 

pulmonaire, associée aux tensions mécaniques induites par les mouvements respiratoires, 

modulent le phénotype du fibroblaste. Les fibroblastes pulmonaires « normaux » acquièrent 

un phénotype « FPI » lorsqu’ils sont cultivés dans une matrice dotée d’une rigidité optimale. 

L’augmentation de la rigidité matricielle favorise leur prolifération, leur résistance à 

l’apoptose, leur migration et leur capacité à produire de la MEC, notamment en inhibant la 

production de prostaglandine E2, un puissant inhibiteur de fibrose (Liu et al., 2010). La 

rigidité matricielle accroît également la capacité des myofibroblastes à secréter du TGF-β1 

sous sa forme active lors de la contraction de leurs fibres de stress (Wipff et al., 2007). Le 

mécanisme impliqué complète celui expliqué pour les CEA en prenant en compte cette notion 

de rigidité du tissu extracellulaire: Le TGF-β1 produit par le myofibroblaste est secrété sous 

forme inactive associée au peptide LAP. Au niveau tissulaire, LAP est préférentiellement 

localisée au niveau des foyers fibroblastiques et co-localisé avec la fibronectine, la fibrilline-1 

et la fibrilline-2, suggérant une connexion directe du complexe LAP/TGF-1 avec la MEC 

(Leppäranta et al., 2012). Les intégrines détectées à la surface des CEA relient également le 

peptide LAP au cytosquelette des myofibroblastes. La forte activité contractile des 

myofibroblastes induirait une traction du cytosquelette et une tension au niveau du complexe 

LAP/TGF-1. Lorsque la MEC est peu rigide et élastique, la traction serait transmise à la 

MEC qui se rétracterait, empêchant l’ouverture du dimère LAP. En revanche, lorsque la MEC 

devient rigide, comme cela est observé au cours du processus de fibrose pulmonaire, elle 

résisterait à la traction induite par la contraction des fibres musculaires. La tension serait alors 

maximale sur le dimère LAP qui s’ouvrirait et libèrerait le TGF-1 (voir figure 13) (Wipff et 

al., 2007). Cet impact de la rigidité de la MEC serait également opérant pour la libération du 

TGF-1 à partir des CEA.  
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Figure 13. Modèle expliquant la libération du TGF-β induite par la contraction du myofibroblastes 

dans le contexte de fibrose pulmonaire (Wipff et al., 2007). 

 

De plus, ce mécanisme démontré in vitro sur des fibroblastes en culture, semble être 

fonctionnel au niveau du tissu pulmonaire soumis au stress mécanique induit par la ventilation. 

En effet, lorsqu’il est soumis à une traction mécanique mimant l’inspiration, le tissu 

pulmonaire issu de rat ou d’humain présentant une fibrose pulmonaire secrète davantage de 

TGF-1 sous forme active que le tissu sain (Froese et al., 2016). Par ailleurs, au niveau 

moléculaire, ce stress mécanique stimule la phosphorylation de la protéine FAK au niveau des 

intégrines des myofibroblastes, puis active la voie Rho/Rock qui contrôle l’induction de gènes 

codant pour les éléments de la MEC (Upagupta et al., 2018) (voir figure 14). Au cours de la 

fibrose pulmonaire, le stress mécanique imposé aux tissus lors des mouvements respiratoires 

pourrait donc induire un rétrocontrôle positif entraînant une amplification des signalisations 

pro-fibrosantes qui renforcerait le dépôt de MEC. 

Chez les patients souffrant de FPI, la rigidité matricielle entraîne probablement une baisse 

de l’élasticité du tissu pulmonaire. Au plan fonctionnel et clinique, ces mécanismes 

contribuent à l’altération des échanges gazeux et à l’apparition des premiers signes cliniques 

(Upagupta et al., 2018).  
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Figure 14: Le rétrocontrôle positif entre le TGF-β1 et la MEC (Upagupta et al., 2018). 

 

5.3- Les cellules immunitaires  

Le système immunitaire a pour fonction de préserver l’intégrité de l’organisme en luttant 

contre les différents agents pathogènes. Afin d’éliminer ces éléments étrangers, le système 

immunitaire met en jeu une réponse immunitaire innée, non spécifique et rapide, et une 

réponse immunitaire adaptative, spécifique d’un antigène et plus tardive. La répétition des 

agressions de l’épithélium alvéolaire au cours de la fibrose pulmonaire favorise le 

développement d’une réaction inflammatoire chronique pouvant contribuer à la FPI (Desai et 

al., 2018). Les réponses immunitaires innées et adaptatives ont été mises en évidence au cours 

de la FPI, cependant leurs rôles dans la physiopathologie de la fibrose semblent complexes, 

parfois contradictoires et restent encore mal compris (Desai et al., 2018). Ce chapitre présente 

succinctement l’implication des principales cellules immunitaires dans le développement de la 

FPI. Le rôle du macrophage est décrit en détail dans la seconde partie de ce document.  

5.3.a- Mise en jeu des cellules de l’immunité innée 

Le système immunitaire inné est la première ligne de défense de l’organisme. Il regroupe 

les cellules phagocytaires (monocytes/macrophage et cellules dendritiques (CD)), les 

granulocytes (neutrophiles, éosinophiles, basophiles) et les cellules lymphoïdes innées qui 

incluent les cellules Natural Killers (NK).  
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1) Les cellules dendritiques (CD) 

Les CD sont les principales cellules immunitaires contrôlant le lien entre les systèmes 

immunitaires inné et adaptatif. Les CD sont présentent au niveau pulmonaire, où elles sont 

exposées de façon continuelle à différents agents pathogènes. Après leur activation, les CD 

migrent vers les ganglions où elles interagissent de façon spécifique avec les lymphocytes T 

(LT) (Liu et al., 2017a). La concentration de CD myéloïdes CD1c+ immature est augmentée 

dans les liquides de LBA des patients atteints de FPI (Tsoumakidou et al., 2009). Au niveau 

tissulaire, Marchal-Sommé et coll ont identifié la présence des CD immatures CD1a+CD1c+ 

DC-SIGN+ (DC-Specific Intercellular adhesion molecule-Grabbing Nonintegrin) 

préférentiellement dans les zones de foyers fibroblastiques (Marchal-Sommé et al., 2007). 

Cependant, des CD matures CD83+CD86+DC-LAMP+ seraient également détectées au niveau 

de structure appelée structures lymphoïdes tertiaires (SLT). Chez la souris, le traitement par la 

bléomycine augmente les concentrations de CD matures dans le tissu pulmonaire durant la 

phase de fibrose (Bantsimba-Malanda et al., 2010). L’inhibition de l’activité des CD par un 

agent immunomodulateur réduit la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine dans ce 

modèle.  

2) Les fibrocytes 

Les fibrocytes dériveraient de précurseurs monocytaires et pourraient se différencier en 

fibroblastes au sein des tissus lésés. Ils représentent une petite fraction des leucocytes 

circulant chez l’individu sain. Leur taux augmente lors de pathologies inflammatoires 

chronique médiée par le macrophage et caractérisée par la persistance de fibroblastes activés 

(Reilkoff et al., 2011). Lors d’une agression tissulaire, le fibrocyte migre vers le site 

endommagé en réponse à différentes chimiokines et se différencie en cellules 

mésenchymateuses ayant des propriétés de fibroblaste (Strieter et al., 2009). Le fibrocyte est 

caractérisé phénotypiquement par l’expression des marqueurs de cellule souche 

hématopoïétique tels que le CD45 et le CD34. Comme le fibroblaste, il peut secréter le 

collagène (Reilkoff et al., 2011). De plus, les fibrocytes expriment plusieurs récepteurs aux 

chimiokines, dont le récepteur CXCR4 (CX-Chemokine Receptor 4) sur lequel se fixe la 

chimiokine CXCL12 (SDF-1, Stromal cell-Derived Factor-1). CXCL12 semble jouer un rôle 

prépondérant dans la migration des fibrocytes et leur infiltration du tissu pulmonaire (Strieter 

et al., 2009). In vivo, l’expression de CXCL12 est augmentée dans le modèle de fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine. La neutralisation de CXCL12 diminue l’infiltration 

pulmonaire des fibrocytes et l’intensité de la fibrose pulmonaire induite chez la souris 
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(Andersson-Sjöland et al., 2008; Phillips et al., 2004). Les concentrations de CXCL12 sont 

augmentées dans le sérum et le liquide de LBA prélevés chez des patients atteints de FPI par 

rapport à celles mesurées chez les sujets contrôles. Chez ces malades, le taux de fibrocytes 

circulant est augmenté et l’infiltration des fibrocytes CD34+CD45+CXCR4+ dans le tissu 

pulmonaire est corrélée positivement au nombre de foyers fibroblastiques (Moeller et al., 

2009). Ce taux de fibrocytes circulant peut être utilisé comme un marqueur clinique de 

progression de la maladie. L’ensemble de ces études suggère un rôle potentiel du fibrocyte 

durant la FPI, mais celui-ci reste à confirmer (Desai et al., 2018).  

3) Les neutrophiles 

Lors d’une agression par un agent pathogène, les neutrophiles sont les premières cellules 

immunitaires recrutées au niveau du tissu pulmonaire. Ils assurent leur fonction 

antibactérienne en secrétant des protéases, des molécules oxydantes, des cytokines et des 

chimiokines (Kruger et al., 2015). La migration des neutrophiles vers le tissu pulmonaire 

endommagé est induite par la chimiokine IL-8 (CXCL8) et par le granulocyte colony-

stimulating factor (G-CSF). Le nombre de neutrophiles et les concentrations d’IL-8 et de G-

CSF sont augmentées dans les liquides de LBA de patients atteints de FPI (Ashitani et al., 

1999; Xaubet et al., 1998). Le nombre de neutrophiles est également corrélé négativement à la 

CVF des patients malades (Ashitani et al., 1999). Les neutrophiles contribuent au 

développement de la fibrose pulmonaire en secrétant diverses MMP et TIMP (Desai et al., 

2018). En particulier, les neutrophiles activés produisent une élastase ou neutrophile élastase 

(NE) qui dégrade divers composants de la MEC et génère des signaux de danger. In vivo, 

l’inhibition de la NE par une délétion génétique ou par un inhibiteur chimique diminue la 

fibrose pulmonaire induite par l’amiante (Gregory et al., 2015). De plus, cette NE induit la 

prolifération et la différenciation des fibroblastes pulmonaires humains en myofibroblastes 

(Gregory et al., 2015). Enfin l’expression de la NE est augmentée chez les patients atteints de 

FPI (Obayashi et al., 1997). Bien que les neutrophiles puissent jouer un rôle pro-fibrosant 

dans les modèles murins, leur contribution à la physiopathologie de la FPI reste incertaine. En 

effet chez les patients souffrant de FPI, l’aspect histopathologique de PIC n’est pas caractérisé 

par l’accumulation des neutrophiles (Desai et al., 2018).  

4) Les cellules lymphoïdes innées (CLI) 

Les CLI sont des lymphocytes associés au système immunitaire inné et sont issus d’un 

précurseur lymphoïde commun (Duerr and Fritz, 2016). Contrairement aux LT du système 
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immunitaire adaptatif, les CLI sont activées indépendamment d’une reconnaissance 

antigénique. Elles comprennent les CLI cytotoxiques (NK) et les CLI auxiliaires. Ces 

dernières sont classées en trois sous-groupes selon les cytokines produites: les CLI1 secrétant 

l’IFN-γ (Interferon γ), CLI2 produisant l’IL-13 et l’IL-5, et les CLI libérant de l’IL-17 et de 

l’IL-22. Les cytokines responsables de l’activation et de la prolifération des CLI2 sont l’IL-33 

et l’IL-25 qui sont sécrétées par les cellules épithéliales soumis à un stress, les cellules 

endothéliales, les CD et les macrophages (Duerr and Fritz, 2016). Ces cytokines jouent un 

rôle important dans la fibrose pulmonaire. In vivo, la bléomycine induit une fibrose 

pulmonaire de plus faible intensité chez les souris déficientes en récepteur à l’IL-33 (ST2-/-) 

ou traitées par un anticorps anti-IL-33 que celle induite chez les souris sauvages (Li et al., 

2014). Inversement, les souris sauvages traitées par l’IL-33 recombinante ont une 

exacerbation de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine (Li et al., 2014). Hams et coll 

ont montré que l’administration d’IL-25 est suffisante pour induire le développement d’une 

fibrose pulmonaire probablement médiée par les CLI2 (Hams et al., 2014). En effet, les souris 

déficientes en CLI2 et traitées par l’IL-25 présentent moins de fibrose pulmonaire. Les CLI2 

activées par l’IL-25 ou par des agents environnementaux seraient pro-fibrosantes en secrétant 

l’IL-13 qui stimule la production de collagène par le fibroblastes (Desai et al., 2018). Enfin, 

les auteurs ont démontré que les concentrations d’ILC2 et d’IL-25 sont augmentées dans les 

liquides de LBA et dans les tissus pulmonaires de patients atteints de FPI (Hams et al., 2014). 

L’ensemble de ces résultats suggèrent un rôle potentiel, mais à confirmer, des ILC dans la FPI. 

 L’engagement des cellules immunitaires innées dans la FPI est schématisé dans la figure 15. 

 

Figure 15: Le rôle du système immunitaire inné dans la de la FPI (Heukels et al., 2019). 



53 

 

 

 

5.3.b- Mise en jeu des cellules de l’immunité adaptative 

Les LT et les lymphocytes B (LB) contrôlent respectivement les réponses immunitaires à 

médiation cellulaire et humorale. Ces deux familles de lymphocytes sont détectées dans le 

tissu pulmonaire de patients atteints de FPI. 

1) Les lymphocytes T (LT) 

Les LT ont été identifiés en grand nombre dans les SLT des tissus pulmonaires de patients 

atteints de FPI (Marchal-Sommé et al., 2006). Les SLT sont des structures comprenant des 

zones riches en LT et LB, semblables aux organes lymphoïdes secondaires, mais elles ne sont 

pas encapsulées (Marchal-Sommé et al., 2007). Par un marquage de la prolifération cellulaire 

(Ki-67) et de l’apoptose (caspase-3 clivée), ces auteurs montrent que les LT ne prolifèrent pas 

et qu’ils ne sont pas engagés dans un processus apoptotique (Todd et al., 2013). Les LT 

auxiliaires CD4+ sont les LT les plus étudiés dans la FPI. Ils sont classés en plusieurs sous-

populations de LT helper (LTh) et en LT régulateurs (Treg).  

Historiquement, la balance LTh1/LTh2 a été considérée comme jouant un rôle important 

dans la physiopathologie de la FPI, avec un rôle anti-fibrosant pour les Th1 et un rôle pro-

fibrosant pour les Th2. Les LTh1, qui sont principalement activées par l’IL-12, secrètent 

notamment l’IFN- qui possède des propriétés anti-fibrosantes. Chez la souris, 

l’administration d’IL-12 diminue l’intensité de la fibrose pulmonaire induite par la 

bléomycine par rapport à celle observée chez la souris non traitée (Keane et al., 2001). Cet 

effet anti-fibrosant de l’IL-12 est associé à une augmentation des concentrations d’IFN-γ dans 

les liquides de LBA et dans les tissus pulmonaires des souris. Un co-traitement par l’IL-12 et 

par un anticorps neutralisant l’IFN-γ réduit l’effet protecteur de l’IL-12 (Keane et al., 2001). 

Inversement, les cytokines IL-4 et IL-13 sécrétées par les LT polarisés en LTh2 induisent la 

prolifération et la différenciation du fibroblaste humain en myofibroblaste. Ces effets sont 

inhibés par la culture des fibroblastes en présence d’IFN-γ (Saito et al., 2003). L’expression 

de l’IL-13 est augmentée dans le tissu pulmonaire et dans les liquides de LBA des patients 

souffrant de FPI (Parker et al., 2017). Le traitement de ces malades par l’IFN-γ (King et al., 

2009) ou par un anticorps anti-IL-13 (Tralokinumab) (Parker et al., 2017) ne réduit ni leur 

survie ni le déclin de leur fonction respiratoire. Le rôle des LTh1 et LTh2 dans la physiologie 

de la FPI demeure donc incertain. 

Les LTh17 secrètent l’IL-17 et l’IL-22. L’IL-17 stimule les défenses antimicrobiennes mais 

contribue aussi fortement au développement de maladies inflammatoires chroniques 

notamment dans un contexte d’auto-immunité (Desai et al., 2018). Mi et coll ont démontré 
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que l’IL17 induit in vitro la sécrétion du collagène et promeut la TEM des cellules épithéliales 

murines en partie via la production de TGF-β1 (Mi et al., 2011). In vivo, les auteurs montrent 

que la neutralisation de l’IL-17 diminue la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine ou 

par la silice. Des cellules Th17 sont détectées dans les infiltrats inflammatoires chez les 

patients atteints de FPI (Heukels et al., 2019). Cependant, en l’absence d’étude clinique sur 

les effets de molécules anti-IL17, le rôle exact de cette cytokine durant la FPI reste à 

démontrer (Desai et al., 2018).  

 La contribution des LTreg dans la progression de la FPI est également mal comprise. D’une 

part, les résultats de travaux étudiant l’évolution des concentrations des LTreg au cours de la 

maladie sont contradictoires. En effet, selon Kotsianidis et coll., la concentration des LTreg 

CD4+CD25+Foxp3+ dans les liquides de LBA et dans le sang périphérique, ainsi que leur 

fonctions immunosuppressives vis-à-vis des LTh, sont diminuées chez les patients atteints de 

FPI (Kotsianidis et al., 2009). Cependant une autre étude démontre l’augmentation des 

concentrations de LTreg dans ces tissus (Galati et al., 2014). D’autre part, le rôle des Treg 

dans la physiopathologie de la fibrose pulmonaire semble également dépendre de la période à 

laquelle ces cellules interviennent. En effet, une étude effectuée sur le modèle murin de 

fibrose pulmonaire induite par la bléomycine, et traitée par un anticorps anti-CD25 bloquant 

l’activité des LTreg, indique que les LTreg possèdent un rôle pro-fibrosant durant la première 

phase de la fibrose pulmonaire en induisant la sécrétion de TGF-β1 et de collagène. Mais ces 

LTreg exerceraient un rôle anti-fibrosant durant le stade avancé de la fibrose pulmonaire 

(Boveda-Ruiz et al., 2013). Par ailleurs, une sous population de Treg Sema 7a+ (Semamorphin 

7A) détectable chez les patients atteints de FPI, est capable d’induire une fibrose pulmonaire 

impliquant le TGF-β1 chez la souris (Reilkoff et al., 2013).  

2) Les lymphocytes B (LB) 

Comme les LT, les LB CD20+ ont été identifiés dans les SLT des tissus pulmonaires 

prélevés chez des patients atteints de FPI (Marchal-Sommé et al., 2006). Leur migration vers 

ces structures est assurée par la chimiokine CXCL13 qui est un biomarqueur pronostic de la 

FPI (voir la présentation CXCL13 dans le chapitre 2) (Vuga et al., 2014). Au niveau 

phénotypique, ces LB sont positifs pour les marqueurs CD40+ et CD40L. L’expression de 

CD40L reflète l’activation des lymphocytes qui peuvent à leur tour activer les CD CCR7+ 

CD40+ nouvellement recrutées au sein du tissu pulmonaire (Marchal-Sommé et al., 2006). De 

plus l’interaction CD40L/CD40 est essentielle dans le modèle de fibroses pulmonaire induite 

par l’auto-immunité (Zhang-Hoover et al., 2001). Toutefois, la FPI n’est pas une pathologie 
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auto-immune bien que des auto-anticorps soient fréquemment détectés chez ces malades. Les 

autoanticorps sont majoritairement dirigés contre des protéines présentes dans les CEA, telles 

que les protéines de structure comme la vimentine. Li et coll ont identifié une augmentation 

des concentrations plasmatiques d’IgG anti-vimentine chez les patients atteints de FPI, par 

rapport à celles mesurées chez des sujets contrôles. Ces concentrations sont corrélées 

négativement à la DLco, la CVF et la survie des patients (Li et al., 2017a). Le facteur BLys (B 

Lymphocyte stimulating factor, BAFF) régule la survie, la prolifération et la fonction des LB 

et joue un rôle critique dans les maladies auto-immunes. In vivo, la bléomycine induit 

l’expression de BLys chez la souris. L’invalidation génétique ou la neutralisation de cette 

cytokine diminue l’intensité de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris 

(François et al., 2015). Chez les patients atteints de FPI, la concentration sanguine de BLys est 

augmentée par rapport à celle de sujets contrôles et est corrélée négativement à la DLco de 

ces patients (Xue et al., 2013). L’infiltration des LB et la production d’auto-anticorps au 

niveau du tissu pulmonaire entretiennent probablement la réaction inflammatoire au cours de 

la FPI et notamment lors des exacerbations aiguës. Ainsi, chez des patients FPI présentant une 

exacerbation aiguë et des autoanticorps, l’élimination de ces immunoglobulines par échange 

plasmatique, et le traitement par le rituximab bloquant les LB, améliorent leur état clinique 

(Donahoe et al., 2015). Cependant, des études complémentaires sont nécessaires pour mieux 

comprendre leur rôle exact dans la physiopathologie de la FPI. 

L’engagement de l’ensemble des lymphocytes dans la FPI est schématisé dans la figure 16. 

 

Figure 16: Le rôle du système immunitaire adaptatif dans la physiopathologie de la FPI (Heukels et al., 
2019). 
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Chapitre II: Le macrophage 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



58 

 

 

 

 





60 

 

 

 

I- Les macrophages pulmonaires 

1- Le macrophage alvéolaire (MA) 

    Les MA représentent une grande fraction des cellules de la lumière alvéolaire. Ils sont en 

contact avec les CEA et sont directement exposés aux polluants environnementaux (Joshi et 

al., 2018). Elles sont dotées d’une grande taille, d’une forte granulosité et de capacité 

phagocytaire. Ainsi, le MA est très caractéristique et facilement identifiable (Fathi et al., 

2001). Au niveau phénotypique, le MA de souris est caractérisé par l’expression de MerkTK 

(Mer proto-oncogène Tyrosine Kinase), CD64, CD68, CD206 et F4/80. De plus, ces 

macrophages expriment fortement l’intégrine CD11c et la Siglec F (Sialic acide-binding lectin) 

mais n’expriment ni CX3CR1 ni CCR2 (Gibbings et al., 2015, 2017). Chez les humains sans 

pathologie respiratoire inflammatoire, le MA est identifié par l’expression de CD11c, HLA-

DR, CD68, CD206 et CD169 (siglec1, Sialoadhesin) (Byrne et al., 2016). 

1.1- Ontogénie du macrophage alvéolaire 

    Historiquement, Van Furth et coll ont suggéré que tous les macrophages tissulaires sont 

issus du monocyte circulant (van Furth and Cohn, 1968). Cette théorie a été réfutée suite à des 

études récentes qui montrent que les macrophages tissulaires résidents ont une origine 

embryonnaire. En effet, les MA sont issus de précurseurs embryonnaires du sac vitellin « yalk 

sac » ou des monocytes du foie fœtal (Guilliams et al., 2013). Contrairement aux autres 

macrophages qui occupent l’organe durant la phase prénatale, les précurseurs embryonnaires 

du MA occuperaient la niche alvéolaire immédiatement après la naissance (Guilliams et al., 

2013). La migration trans-épithéliale et l’implantation de ces précurseurs au niveau alvéolaire 

est dépendante de l’expression de la L-plastin (Todd et al., 2016). Cependant, leur 

différenciation en MA est assurée par le facteur de croissance GM-CSF (Granulocyte 

Macrophage Stimulating Factor), qui est principalement sécrété par les CEAII (Schneider et 

al., 2014). In vivo, les souris déficientes en GM-CSF ne produisent pas de MA même si les 

monocytes sont bien présents au niveau du tissus pulmonaire. Ceci démontre que le GM-CSF 

est primordial pour la différenciation du monocyte résident en MA et pour sa maturation chez 

la souris saine (Guilliams et al., 2013). Une fois différenciée, cette population de MA est 

dotée d’une durée de vie longue. Leur maintien serait assuré par un auto-renouvèlement in 

situ résultant de leur prolifération, avec une contribution minimale du monocyte circulant 

chez le sujet sain (Guilliams et al., 2013; Hashimoto et al., 2013).  
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1.2- Fonctions générales du macrophage alvéolaire chez le sujet sain 

    Une des fonctions clef du MA est d’assurer l’homéostasie du surfactant, une lipoprotéine 

qui réduit la tension superficielle air-liquide afin d’éviter tout collapsus alvéolaire. Le 

surfactant contribue aussi aux défenses immunitaires lors des infections microbiennes. Ces 

différents constituants assurent notamment l’opsonisation des agents microbiens et 

l’inhibition de l’entrée virale dans la cellule hôte. Ainsi l’homéostasie du surfactant est 

essentielle pour la fonction et l’immunité pulmonaire. La synthèse du surfactant est assurée 

par les CEAII et sa dégradation est contrôlée par le MA et les CEAII après sa recapture (Garbi 

and Lambrecht, 2017). Le catabolisme du surfactant par le MA est dépendant du GM-CSF. 

Les patients ayant des mutations du récepteur au GM-CSF (GM-CSFR) présentent une 

réduction du nombre de MA matures, des concentrations élevées de surfactant à l’origine 

d’une protéinose alvéolaire et sont plus susceptibles de développer des infections pulmonaires. 

L’expression du peroxisome proliferator activated receptor-gamma (PPARγ), induite par le 

GM-CSF, est essentielle pour le bon développement des MA et pour le catabolisme du 

surfactant (Garbi and Lambrecht, 2017). Chez le sujet sain, en l’absence de processus 

inflammatoire, le MA présente une activité de phagocytose beaucoup plus faible que les 

autres cellules de l’immunité innée.  Dans cette situation, le MA est immuno-réprimé et 

présente une tolérance immunitaire contrôlée notamment par le récepteur Signal Regulatory 

Protein alpha (SIRPα) (Garbi and Lambrecht, 2017). Une fois activé par ses ligands CD47, 

SP-A (Surfactant Protein A) et SP-D (Surfactant Protein D), le récepteur SIRPα inhibe la 

sécrétion des cytokines pro-inflammatoires et l’activation de la phagocytose par les MA 

(Garbi and Lambrecht, 2017). 

2- Le macrophage interstitiel (MI) 

    Le MI représente une population peu abondante de macrophages pulmonaires. Ils sont 

localisés au niveau de l’interstitium pulmonaire et sont en contact avec les CEA et les cellules 

endothéliales vasculaires (Garbi and Lambrecht, 2017; Liegeois et al., 2018). Contrairement 

au MA, les MI sont des cellules de petite taille. Leur morphologie est proche du monocyte 

circulant (Fathi et al., 2001). Le MI est peu étudié du fait d’une accessibilité réduite, et son 

ontogénie reste encore mal comprise. Néanmoins selon Scott et coll (2014), à la naissance, les 

MI pourraient dériver de macrophages embryonnaires issus du sac vitellin « yalk sac » et de la 

différenciation de monocytes circulants d’origine médullaire (Scott et al., 2014). À l’âge 

adulte, le MI serait principalement différencié à partir du monocyte circulant (Liegeois et al., 
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2018). À noter que ces MI possèdent une demi-vie plus courte que celle des MA (Cai et al., 

2014). La figure 18 résume l’origine du macrophage pulmonaire. 

 

 

Figure 18: Ontogénie du macrophage pulmonaire (Byrne et al., 2015). 

    Le MI de souris est caractérisé par l’expression de CMHII (Complexe Majeur 

d’Histocompatibilité de classe II), MerkTK, CD64, CD206 et l’absence de l’expression de 

Siglec F. De plus ces macrophages expriment fortement CD11b (Byrne et al., 2016). Chez les 

humains sains, le MI est identifié par l’expression de HLA-DR, CD68, CD206 et CD11b 

(Byrne et al., 2016). Le MI représente une population très hétérogène. Une étude récente sur 

souris a suggéré que les MI identifiés comme MerTK+CD64+CD11b+CX3CR1+SiglecF- 

peuvent être subdivisés en trois sous-types (Gibbings et al., 2017). Cette classification est 

définie selon leur niveau d’expression en CMHII, CD206, CCR2, Lyve-1 (Lymphatic vessel 

endothelial hyaluronic acid receptor 1), et CD11c. Ces populations sont nommées MI-3 

(CMHII+CD206LoCCR2+Lyve-1-CD11c+), MI-2 (CMHII+CD206+ CCR2-Lyve-1+/-CD11c-) et 

MI-1 (CMHIILoCD206+ CCR2-Lyve-1+CD11c-). Concernant la localisation, les auteurs 

suggèrent que les MI-3 se développent à proximité des monocytes et sont issus de la 

population monocytaire tandis que les MI-1 et les MI-2 sont des macrophages plus matures. 

Le profil transcriptomique de ces populations suggère qu’elles représentent un continuum de 

la différenciation du MI, allant de l’infiltration du monocyte circulant (MI-3) au MI 

différencié mature (MI-1 et MI-2) (Gibbings et al., 2017). Cependant, selon Chakarov et coll 

(2019), il n’y aurait que deux sous populations de MI différenciées à partir des monocytes 

circulants. Leur classification serait déterminée selon l’expression de CMHII et de Lyve-1 : 
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une population CMHIILoLyve-1Hi et une autre CMHIIHiLyve-1Lo (Chakarov et al., 2019). Les 

MI peuvent phagocyter les bactéries et autres microorganismes et possèdent une fonction 

immuno-régulatrice. En effet, ces cellules sécrètent davantage de cytokines que les MA, de 

nature pro-inflammatoire et immunosuppressive comme l’IL-10 (Liegeois et al., 2018).  Les 

caractéristiques du MA et MI sont résumés dans le tableau 1. 

 

Tableau 1: Résumé des caractéristiques du macrophage alvéolaire et du macrophage interstitiel 

(Byrne et al., 2016). 

À l’âge adulte, et lors de l’exposition à différents agents chimiques, physiques et biologiques 

(polluants, particules et microorganismes), le tissu pulmonaire est rapidement infiltré par des 

monocytes de sang périphérique qui se différencient en MI et/ou MA au cours d’un processus 

inflammatoire (Morales-Nebreda et al., 2015) (voir figure 19). 
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Figure 19: Développement du macrophage alvéolaire au cours de la vie  

(Morales-Nebreda et al., 2015). 

II- Le monocyte. 

    Les monocytes sont des cellules localisées au niveau du sang, de la moelle osseuse et de la 

rate. Morphologiquement, ils ont une forme cellulaire irrégulière avec un noyau en forme de 

« rein » et un ratio cytoplasme/noyau élevé. Ils constituent 10% des leucocytes totaux chez les 

humains et seulement 2-4% chez la souris. Le monocyte demeure dans le sang 1 à 2 jours, et 

en absence de dommage tissulaire induit par l’exposition à un agent pathogène, il est éliminé 

(Italiani and Boraschi, 2014). Le monocyte est originaire d’une cellule souche 

hématopoïétique (HSC) de la moelle osseuse. Cette dernière se différencie en précurseur 

commun myéloïde et lymphoïde dit ML–CFU (Myeloid and Lymphoid Coloning Forming 

Unit). En réponse au GM-CSF, le ML-CFU se différencie en précurseur commun des 

granulocytes et des macrophages dit GM-CFU (Granulocyte and Macrophage Coloning 

Forming Unit). Puis, sous l’action synergique des facteurs de croissances M-CSF 

(Macrophage Colony Stimulating Factor) et GM-CSF, le GM-CFU se différencie en 

progéniteur commun myéloïde M-CFU (Macrophage Coloning Forming Unit). En présence 

de M-CSF, le précurseur myéloïde se transforme ensuite en monoblaste et promonocyte avant 

d’atteindre le stade final de monocyte mature (Das et al., 2015) (voir figure 20). Ce monocyte  

est alors secrété dans le sang et va circuler vers ses tissus cibles via l’action des chimiokines. 
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Figure 21: Sélection des trois sous-populations de monocytes humains selon leur expression relative 
en CD14 et CD16 (Wong et al., 2012). 

    Le rôle physiologique de chacune de ces sous-populations de monocytes n’est pas 

complètement défini. Ces cellules pourraient avoir des fonctions différentes dans les 

processus de défense immunitaire et de réparation tissulaire (Wong et al., 2012). En général, 

les monocytes classiques et intermédiaires ont des propriétés inflammatoires alors que le 

monocyte non classique (dite aussi patrouilleur) est doté de propriétés de surveillance (Italiani 

and Boraschi, 2014). Contrairement au monocyte patrouilleur, la forte expression de CCR2 

chez le monocyte inflammatoire lui permet de migrer facilement au niveau des sites 

inflammatoires.  

 

Tableau 2: Résumé des caractéristiques des sous-populations monocytaires (Sprangers et al., 2016). 

    Dans le contexte de la fibrose pulmonaire, des études montrent l’implication du monocyte 

classique Ly6Chigh. In vivo, Ji et coll ont noté l’augmentation du taux de monocytes circulant 

Ly6Chigh trois jours après l’administration de bléomycine chez la souris, puis une 

augmentation du taux de MA (F4/80+CD11c+CD206+) et de MI (F4/80+CD11c-CD206+) 

durant la phase fibrotique (Ji et al., 2014). La déplétion des monocytes classiques 
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Ly6CHighCD11b+CD115(CSF1R)+ du sang périphérique par le clodronate réduit la 

concentration des macrophages pulmonaires et l’intensité de la fibrose pulmonaire. 

Inversement, le transfert de cette population de monocytes inflammatoires après 

l’administration d’une faible concentration de bléomycine exacerbe la fibrose pulmonaire 

(Gibbons et al., 2011). De façon similaire, l’administration de spironolactone prévient le 

développement de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine en diminuant l’expansion 

des monocytes Ly6Chigh et le nombre de macrophages F4/80+CD11c+CD206+ activés au 

niveau alvéolaire (Ji et al., 2013). Enfin, le Pentraxin (Serum amyloid P), une nouvelle 

stratégie thérapeutique envisagée pour la FPI (Raghu et al., 2018b), réduit in vivo la fibrose 

pulmonaire induite par le TGFβ1 (Murray et al., 2011) et semble être un inhibiteur puissant de 

la différenciation du monocyte en macrophage (Moreira et al., 2010). 

    Concernant le rôle de la chimiokine CCL2 dans la fibrose pulmonaire, les souris déficientes 

en CCR2 présentent moins d’accumulation de monocytes classiques Ly6Chigh et de 

macrophages CD68+ au niveau du tissu pulmonaire et développent moins de fibrose 

pulmonaire en réponse à la bléomycine (Baran et al., 2007; Osterholzer et al., 2013). La 

concentration de CCL2 est plus élevée dans les LBA de patients atteints de FPI que chez des 

sujets contrôle, ce qui suggère une possible augmentation de l’infiltration pulmonaire des 

monocytes chez ces malades (Suga et al., 1999). Cependant le traitement de ces patients par le 

Carlumab, un anticorps monoclonal dirigé contre CCL2, ne prévient pas le déclin de la CVF 

ou de la DLco, et n’augmente pas la durée de survie (Raghu et al., 2015). L’analyse des 

monocytes circulants de 35 patients atteints de FPI montre une association positive entre 

l’augmentation des sous-classes intermédiaires et non classiques de monocytes 

(CD14highCD16High) et la progression de la maladie (Moore et al., 2014). De plus, selon Yu et 

coll, chez les patients FPI, 28 % des MA et 17% des MI maintiendraient une forte expression 

du marqueur monocytaire CD14 (Yu et al., 2016). 

2- La différenciation du monocyte en macrophage: rôle du M-CSF 

    Une fois dans le sang, le monocyte peut circuler pendant 1 à 3 jours avant de migrer vers le 

tissu pulmonaire endommagé où il se différencie en MI. Cette différenciation est assurée 

principalement par le M-CSF (ou CSF-1, Colony Stimulating Factor-1), un facteur de 

croissance hématopoïétique secrété par les cellules endothéliales, les fibroblastes, les cellules 

épithéliales, les macrophages, les cellules stromales et les ostéoblastes (Hamilton, 2008; 

Pixley and Stanley, 2004) (voir figure 22). Sa concentration sérique est détectable chez le 

sujet sain et est estimée à environ 10 ng/ml (Hume and MacDonald, 2012). 
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Figure 22: Régulation du développement du macrophage par le CSF-1. Adapté selon  

(Pixley and Stanley, 2004). 

    Le CSF-1 exerce ses effets via le récepteur CSF-1R (Colony Stimulating Factor-1 

Receptor). Au niveau hématopoïétique, ce récepteur est exprimé fortement par le monoblaste, 

le promonocyte, le monocyte, le macrophage et faiblement par la HSC (Pixley and Stanley, 

2004; Stanley and Chitu, 2014). Le CSF-1R est un récepteur à tyrosine kinase homodimérique 

de type III de la famille des PDGF (Stanley and Chitu, 2014). Il est codé par le proto-

oncogène c-fms. Ce dernier est localisé au niveau du chromosome 5 chez l’homme et au 

niveau du chromosome 18 chez la souris (Stanley and Chitu, 2014). Au niveau structural, le 

CSF-1R est une protéine transmembranaire, constituée d’une région extracellulaire fortement 

glycosylée et formée de cinq domaines d’immunoglobulines, d’une région transmembranaire 

et d’une région intracellulaire. Cette dernière est constituée d’un domaine juxta-membranaire 

(JMD) et d’un domaine intracellulaire à tyrosine kinase interrompue par un domaine 

d’insertion des kinases (Pixley and Stanley, 2004) (voir figure 23). 
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macrophage au niveau du tissu cible dépendent de la voie PI3K/Akt induite par le complexe 

CSF-1/CSF-1R (Stanley and Chitu, 2014). 

Chez les humains, le CSF-1R induit la différenciation des HSC vers la lignée monocytaire 

via l’induction du facteur de transcription myéloïde PU.1. Au niveau du monocyte, le 

complexe CSF-1/CSF-1R engendre l’activation des kinases PI3K/Akt et ERK1/ERK2, de 

manière cyclique et corrélée à la phosphorylation/déphosphorylation de CSF-1R Tyr-723. Ces 

vagues successives d’activation d’Akt augmentent l’amplitude et la durée de la 

phosphorylation/déphosphorylation et sont essentiels pour l’activation des caspases 8 et 3. Le 

clivage de la nucleophosmine (NPM) par ces caspases contribue à la différenciation des 

monocytes en macrophages (Jacquel et al., 2009). Le rôle d’ERK1/2, qui n’est pas nécessaire 

au clivage de la nucleophosmine, reste cependant à définir plus précisément dans le processus 

de différenciation (Stanley and Chitu, 2014) (voir figure 24).  

 

Figure 24: La signalisation CSF-1/CSF-1R durant la différenciation macrophagique 

 (Stanley and Chitu, 2014). 

    La migration cellulaire au sein des tissus est une fonction essentielle du macrophage 

mature. Le complexe CSF-1/CSF-1R contrôle cette propriété via la régulation des complexes 

focaux des macrophages. Ces complexes contiennent des protéines similaires à celles 
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(Baran et al., 2007). De plus, les sujets atteints de FPI présentent des concentrations de CSF-1 

et de CCL2 dans les liquides de LBA plus élevées que celles mesurées dans les LBA de sujets 

non malades, ce qui suggère que ces deux cytokines peuvent également contribuer au 

développement de la fibrose pulmonaire chez les humains (Baran et al., 2007).  

        Au total, le complexe CSF-1/CSF-1R joue un rôle fondamental dans la réponse 

immunitaire innée en promouvant la survie, la prolifération et la migration des macrophages, 

mais également en favorisant leur propriété de phagocytose et en augmentant leur capacité de 

synthèse de cytokines. Le profil des cytokines produites est un élément essentiel pour 

caractériser la polarisation des macrophages en cellules pro-inflammatoires M1 ou pro-

fibrotique M2 (Hamilton et al., 2014). Ces deux types de macrophages jouent un rôle 

important durant le processus de fibrose pulmonaire. Ce concept de polarisation 

macrophagique est décrit de façon détaillé dans le paragraphe suivant.  

III- Polarisation des macrophages 

    Les macrophages jouent un rôle indispensable dans le système immunitaire inné et 

adaptatif. Durant la réponse innée, le macrophage assure la défense contre l’agent pathogène 

et régule l’infiltration des leucocytes. De plus, il collabore avec les LT et LB par une 

communication cellulaire directe ou via un mécanisme qui engage des cytokines, des 

chimiokines, des radicaux libres et des métabolites (Gordon, 2003). Le macrophage joue un 

rôle important de l’initiation à la résolution de la réponse immunitaire adaptative. Sa fonction 

dépend du phénotype qu’il acquiert, c’est-à-dire sa polarisation, suite aux différents signaux 

générés par son microenvironnement tissulaire (Mantovani et al., 2005). La polarisation du 

macrophage peut conduire à un phénotype pro-inflammatoire ou pro-fibrosant contrôlant 

respectivement une altération tissulaire ou bien une régénération et une cicatrisation tissulaire. 

    Historiquement les LT ont été considérés comme jouant le rôle central de la réponse 

immunitaire, tandis que les macrophages étaient classés comme des cellules effectrices de la 

réponse inflammatoire. En 1986, Mossman Coffman et coll ont démontré que les LT de souris 

peuvent être classés en sous-types Th1 et Th2. Cette classification est basée selon la capacité 

des cellules Th1 et Th2 à secréter respectivement de l’IFN-γ et de l’IL-4 (Mosmann et al., 

1986). Ces deux cytokines ont des effets opposés sur le système immunitaire générant ainsi 

ces réponses dénommées de type Th1 ou Th2 (Mosmann and Coffman, 1989a, 1989b). Même 

si les macrophages sont exclus de ce concept Th1/Th2, leur rôle dans cette balance n’est pas 

nul. En effet, ils secrètent de l’IL-12 ou de l’IL-10 qui favorisent respectivement l’orientation 

des réponse de type Th1 ou Th2 (Gordon, 2003). Cette capacité des macrophages à produire 
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majoritairement de l’IL-12 ou de l’IL-10 a donné naissance au concept de la polarisation 

M1/M2 (Mantovani et al., 2004, 2005; Mills et al., 2000). L’IFN-γ sécrété par les cellules Th1 

et les cellules NK promeut la polarisation M1 « classique » des macrophages qui présentent 

alors un phénotype pro-inflammatoire de type Th1. A l’inverse, l’IL-4 et l’IL-13 induisent une 

polarisation « alternative » M2 donnant naissance à des macrophages inflammatoires de type 

Th2 (Gordon, 2003). Cependant, selon le microenvironnement auquel les macrophages sont 

exposés, cette polarisation M2 peut-être orientée vers différents sous-types plus finement 

différenciés. Ainsi, Montavani a proposé en 2004 que les macrophages soient polarisés en 

cellules pro-inflammatoires (« classiques ») de type M1, lorsqu’ils sont stimulés par le 

lipopolysaccharide (LPS) seul ou en association avec l’IFN-γ, et en cellules de type M2a 

(« alternatifs », de type Th2, pro-fibrosants), M2b (« immunorégulateurs », impliqués dans la 

réparation tissulaire) et M2c (plus anti-inflammatoires et pro-fibrosants) en réponse à divers 

stimuli (Mantovani et al., 2004) (figure 26). 

    Dans ce chapitre nous allons nous intéresser aux macrophages M1 et M2a, deux sous-types 

impliqués dans la physiopathologie de la fibrose pulmonaire.   

 

Figure 26: Inducteurs et propriétés fonctionnelles des différentes populations du macrophage polarisé  
 

(Mantovani et al., 2004). 
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1- Le macrophage pro-inflammatoire type M1 

    Les macrophages M1 classiques sont impliqués dans la réponse immunitaire à médiation 

cellulaire médiée par des signaux impliquant l’IFN-γ et le LPS. Ces macrophages sont 

caractérisés par leur sécrétion de cytokines (TNF-α, IL-1β, IL-12 et IL-6 notamment) et de 

chimiokines (CXCL10 et CXCL11) pro-inflammatoires. De plus, les macrophages M1 

présentent une forte expression du CMHII et des molécules de co-stimulation CD80 et CD86. 

Fonctionnellement, les M1 présentent une forte activité d’endocytose et de phagocytose 

permettant de dégrader l’agent pathogène capturé. Cette activité antimicrobienne est contrôlée 

par plusieurs mécanismes comme l’acidification du phagosome, la synthèse des ERO et la 

libération du NO à partir de la L-arginine via l’activité catalytique de l’enzyme iNOS 

(Martinez et al., 2008). 

    L’IFN-γ est la principale cytokine polarisant le macrophage en cellule M1. Il est produit par 

les cellules NK, les lymphocytes CD4+ Th1 et les lymphocytes T CD8+, et il est faiblement 

secrétée par les LB. Le LPS, un composé membranaire majeur des bactéries à gram négatif, 

active également le macrophage et induit son phénotype M1 (Guha and Mackman, 2001). Le 

LPS présente une structure moléculaire PAMP (Pathogen Associated Molecular Patterns) lui 

permettant de se fixer sur des récepteurs spécifiques de type PRR (Pattern Recognition 

Receptor) appelés TLR (Arora et al., 2019). 

 

1.1- Les TLR (Toll Like Receptor) 

    Les TLR jouent un rôle critique dans la réponse immunitaire innée en fixant, non seulement 

les structures PAMP des agents pathogènes mais également des molécules DAMP (Danger 

Associated Molecular Pattern) de diverses natures tels que  des acides nucléiques (ADN), des 

fragments d’organites libérés par la cellule en nécrose, de l’ATP ou du collagène (Arora et al., 

2019). Il existe dix TLR conservés et fonctionnels chez l’homme TLR1-TLR10) et douze 

TLR chez la souris (TLR1-TLR9, TLR11-TLR13) (Arora et al., 2019). 

    Au niveau pulmonaire, les MA expriment faiblement les TLR3, TLR5 et TLR9 et plus 

fortement le TLR1, TLR2, TLR4, TLR7 et le TLR8 (Arora et al., 2019). Au niveau cellulaire, 

Les TLR sont localisés sur la membrane cellulaire ou au niveau d’organites intracellulaires 

(endosome, lysosome, endolysosome, et RE) pour les TLR3, 7, 8, et 9 (Margaritopoulos et al., 

2017). Le TLR2 forme un complexe hétérodimérique avec le TLR6 ou le TLR1 afin de 

reconnaitre respectivement les lipoprotéines di-acétylées et les lipoprotéines tri-acétylées 

exprimées par les bactéries à gram positif. Le TLR5 reconnaît une protéine des flagelles 
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avec la protéine MD-2 (Myeloid differenciation factor 2) puis sa fixation à la partie 

extracellulaire du TLR4 qui est alors activée (Vaure and Liu, 2014) (voir figure 28). 

 

Figure 28: Interaction du LPS, via LBP, avec le complexe CD14/MD-2/TLR4 (Vaure and Liu, 2014). 

 

1.1.a- La signalisation commune des TLR 

    Suite à la fixation du ligand à son récepteur TLR, quatre protéines adaptatrices contenant le 

domaine TIR peuvent être recrutées : MyD88 (Myeloid differenciation factor 88), Mal 

(MyD88 adapter like) également dénommée TIRAP (TIR domain containning adapter 

protein), TRIF (TIR domain containing adapter protein interferon-β) également dénommée 

TICAM-1 (TIR domain adapter molecule-1) et TRAM (TRIF related adapter molecule) 

également dénommée TIRP (TIR containing protein) ou TICAM-2 (TIR containing adapter 

molecule-2). Le TLR4 active deux voies de signalisation majeures : la voie dépendante de 

MyD88 nommée MyD88-TIRAP, et la voie indépendante de MyD88 mais dépendante de 

TRIF nommée TRIF-TRAM. Cette seconde voie de signalisation est activée lors de la 

translocation du TLR4 activé vers le compartiment endosomale (Vaure and Liu, 2014). 

 

1) La voie dépendante de MyD88 

    MyD88 est une protéine adaptatrice constituée d’un domaine TIR au niveau C-terminal 

permettant de se lier au TLR et d’un domaine de mort au niveau N-terminal permettant de lier 

le TLR à la protéine IRAK (IL1 Receptor Associated Kinase) (Takeda and Akira, 2004). 

IRAK4 phosphoryle IRAK1 qui recrute et active alors TRAF6 (TNF Receptor Associated 

Factor) au niveau du complexe récepteur. Le complexe IRAK1/TRAF6 se dissocie du 

récepteur et se lie à la membrane avec TAK1 (TGFβ Activated Kinase 1), TAB1 et TAB2 

(TAK1 Binding Protein). IRAK1 reste au niveau membranaire où il sera dégradé, alors que le 

complexe TRAF6/TAK1/TAB1/TAB2 se dirige vers le cytoplasme où il s’associe avec 

d’autres protéines telles que Ubc13 et Uev1 (E2 ligase). Ce large complexe multiprotéique 
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active TAK1 qui à son tour phosphoryle et stimule le complexe IKK (Inhibitor of κB Kinase) 

et la MAPK JNK. Ces voies de signalisation plus distales contrôlent respectivement 

l’activation des facteurs de transcription NF-κB et AP-1 (Activated protein-1) (Takeda and 

Akira, 2004) (voir figure 29). NF-κB et AP-1 induisent l’expression de différentes cytokines 

pro-inflammatoires telles que le TNF-α, IL-1β, IL-6 et l’IL-8 (Tugal et al., 2013). 

 

 

Figure 29: La voie dépendante de MyD88 induite par le TLR (Takeda and Akira, 2004). 

 

2) La voie indépendante de MyD88 et dépendante de TRIF 

    L’internalisation du TLR4 dans les endosomes active la voie TRIF-TRAM et le facteur de 

transcription IRF-3 (IFN Regulatory Factor 3) via TBK1 (TANK Binding Kinase 1) et 

IKKε/IKKi (IκB kinase). Au final, cette voie stimule l’expression de gènes codant des 

cytokines majeures telles que les IFN de type I (IFN-α et -β) (Takeda and Akira, 2004). Plus 

tardivement, le complexe TRIF-TRAM active également la voie de signalisation NF-κB mais 

aussi les MAPK JNK et p38-kinases (Häcker et al., 2011) (voir figure 30). Ainsi, les deux 

voies dépendante et indépendante de MyD888 activent le facteur de transcription NF-κB 

(Tugal et al., 2013). 
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Figure 30: La voie dépendante de TRIF induite par le TLR (Häcker et al., 2011). 

 

    Une fois sécrétés, les IFN-α et -β vont se fixer sur leurs récepteurs IFNAR (Interferon 

Receptor) couplés à la signalisation JAK/STAT. Le récepteur activé recrute d’abord les 

protéines adaptatrices JAK1 (Janus Kinase 1) et Tyk2 (Tyrosine Kinase 2). Ces dernières 

phosphorylent les facteurs de transcription STAT1 et STAT2 (Signal Transducer and Activator 

of Transcription) qui forment alors un hétérodimère et migrent vers le noyau. Le dimère 

recrute IRF-9 (IFN Regulatory Factor 9) pour former le complexe ISGF3 (IFN Stimulated 

Gene Factor 3) qui se lie à l’ADN et induit l’expression de gènes codant des protéines 

d’action antivirale. L’IFN-α et -β peuvent aussi induire la formation d’un homodimère STAT1 

qui à son tour induit l’expression des gènes pro-inflammatoires (Ivashkiv and Donlin, 2014). 

De la même façon, l’IFN-γ induit la phosphorylation et la dimérisation de STAT1 qui recrute à 

son tour IRF-3. Le complexe STAT1/IRF-3 induit l’expression de chimiokines telles que 

CCL2, CCL5 et CXCL10 (Biswas et al., 2012). De plus, l’IFN-γ contrôlent l’expression des 

gènes codant des récepteurs de cytokines (CSF2RB, IL-15R, IL-12R, IL-6R), des marqueurs 

d’activation (CD36, CD38, CD69, CD97) et des molécules d’adhérence cellulaire telles que 

ICAM1 (Intracellular Adhesion Molecule 1) et ITGAL (integrin alpha 1) (Martinez and 

Gordon, 2014). 
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1.2- La signalisation NF-κB (Nuclear Factor-κB) 

    NF-κB représente une famille de facteurs de transcription régulant l’expression de gènes 

impliqués dans de très nombreuses fonctions cellulaires, notamment dans la réponse 

immunitaire et inflammatoire. Elle comporte cinq sous-unités actives : p50 (NF-κB1), p52 

(NF-κB2), RelA (p65), RelB et c-Rel (Liu et al., 2017b). A l’état basal, le facteur de 

transcription NF-κB est inactif et est séquestré au niveau du cytoplasme par les protéines 

inhibitrices de la famille IκB (Inhibitor of NF-κB). Deux voies de signalisation majeures 

aboutissent à l’activation des facteurs de transcription NF-κB. Il s’agit de la voie canonique 

classique et de la voie non-canonique dite aussi alternative, qui toutes deux régulent la 

réponse immunitaire et inflammatoire (Liu et al., 2017b). 

    La voie canonique est activée par les ligands des récepteurs de différentes cytokines (TNF-

α, IL-1) et ceux des PRR, notamment le LPS. Cette voie est initiée secondairement à la 

dégradation d’IκBα lors de sa phosphorylation par le complexe IB-kinase (IKK). Ce 

complexe est composé de deux sous-unités catalytiques IKKα et IKKβ et d’une sous-unité 

régulatrice IKKγ (NEMO, NF-κB Essential Modulator). Le complexe IKK peut être activé 

par des cytokines, des facteurs de croissances, des composés microbiens et des agents de 

stress cellulaire. Après activation, IKK phosphoryle IκBα, ce qui favorise sa conjugaison à des 

résidus d’ubiquitine et son adressage au protéasome où cette protéine inhibitrice est dégradée. 

L’élimination d’IκBα permet alors la translocation nucléaire des sous-unités NF-κB 

canoniques sous forme de dimères, tels que p50/RelA et p50/C-Rel (Liu et al., 2017b). 

    Contrairement à la voie canonique, la voie non-canonique est activée par un nombre 

restreint de stimulis appartenant à la superfamille des TNFR (Tumor Necrosis Factor-

Receptor), telles que les protéines LTβ-R (Lymphotoxin β Receptor), BAFF-R, et CD40. De 

plus, cette voie ne requière pas la dégradation d’IκBα mais celle de NF-κB2/p100. La 

molécule centrale de cette signalisation est NIK (NF-κB Inducing Kinase, MAP3K14) qui 

coopère avec IKKα afin de phosphoryler p100 puis d’induire son ubiquitination et son clivage 

sous sa forme mature p52. Cette sous-unité peut se dimériser avec la protéine RelB et migrer 

dans le noyau pour réguler l’expression de nombreux gènes impliqués dans la réponse 

immunitaire (Liu et al., 2017b). La figure 31 résume l’ensemble des deux voies de 

signalisation NF-κB. Il est important de noter que la voie canonique contrôle l’expression de 

p100 et de RelB et qu’elle régule donc positivement la voie non-canonique. 
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Figure 31: Les voies de signalisation canonique (classique) et non-canonique (alternative) de NF-κB. 

Adapté selon (Pal et al., 2014). 

 

    Fonctionnellement, la voie NF-κB canonique est impliquée dans la réponse immunitaire 

tandis que la voie NF-κB non canonique est considérée comme un axe de signalisation 

supplémentaire qui coopère avec la voie canonique afin de réguler des fonctions spécifiques 

du système immunitaire adaptatif (Liu et al., 2017b). La voie NF-κB canonique induit 

l’expression de très nombreux gènes codant des protéines impliquées dans le processus pro-

inflammatoire. Il s’agit de cytokines (IL-1β, IL-6, TNF-α, GM-CSF, IL-4, IL-5), de 

chimiokines (IL-8, MCP-1, MIP-1α), de molécules d’adhérence (VCAM-1, ICAM-1, E-

Selectin) (Bonizzi and Karin, 2004) et d’enzymes telle que iNOS (Bonizzi and Karin, 2004). 

La voie NF-κB non canonique contrôle principalement l’expression de gènes codant les 

chimiokines CXCL13 (B Lymphocyte Chemoattractant, BLC), SLC (Secondary Lymphoid 

tissus Chemokine, CCL21), SDF-1 (Stromal cell Derived Factor 1α, CXCL12) et ELC 

(Epstein-Barr virus-induced molecule 1 Liguand CC Chemokine, CCL19) qui sont impliquées 

dans le développement et le maintien des organes lymphoïdes secondaire (Bonizzi and Karin, 

2004). Les principales caractéristiques du macrophage M1 et des voies de signalisation 

impliquées dans sa polarisation sont résumées dans la figure 32. 
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Figure 32: Voies de signalisation contrôlant la polarisation du macrophage M1 (Tugal et al., 2013). 

 

1.3- Rôle des cytokines et des chimiokines M1 dans le développement de la FPI 

Des cytokines pro-inflammatoires sont impliquées dans la physiopathologie de la FPI. 

Dans cette partie nous allons nous intéresser au rôle du TNF-α, IL-1β, IL-10 et CXCL13. 

1.3.a- Tumor Necrosis Factor alpha (TNF-α) 

    Le TNF-α est une cytokine pro-inflammatoire synthétisée par différents types cellulaires 

dont le macrophage M1 et le MA. Chez l’homme, on distingue les formes membranaire et 

soluble du TNF-α. A l’issue de sa traduction, la protéine TNF-α est exprimée au niveau de la 

membrane plasmique. Cette forme membranaire subit un clivage protéolytique par une MMP 

nommée TACE (TNF-α Conserving Enzyme, ADAM 17) qui produit la forme soluble du 

TNF-α. L’action du TNF-α s’effectue via ces deux récepteurs, le TNF-R1 (p55 ou p60) et le 

TNF-R2 (p75 ou p80). Le TNF-R1 est présent sur de nombreux types cellulaires tandis que 

l’expression de TNF-R2 est fortement régulée et restreinte aux cellules immunitaires et 

notamment aux macrophages (Parameswaran and Patial, 2010). 

    Une fois sécrété, le TNF-α, sous forme homotrimérique, se lie au domaine extracellulaire 

du TNF-R1, ce qui libère la protéine inhibitrice SODD (Silencer of Death Domain) du 

domaine intracellulaire du TNF-R1 et permet le recrutement de la protéine adaptatrice 

TRADD (TNF Receptor Associated Death Domain). La protéine TRADD sert de plateforme 
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auxquelles s’associent les protéines adaptatrices RIP-1 (Receptor Interacting Protein-1, encore 

appelé RIPK1), TRAF2 (TNFR Associated Factor 2) et les protéines anti-apoptotiques cIAP-1 

et cIAP-2 (inhibitor of cellular Apoptosis protein) (Borghi et al., 2016; Parameswaran and 

Patial, 2010). Ce complexe multiprotéique s’engage alors dans l’activation de différentes 

voies de signalisation conduisant notamment à l’expression de gènes codant d’autres protéines 

inflammatoires. Cette fonction « pro-inflammatoire » du TNF-R implique la voie canonique 

NF-κB via l’activation d’IKK par la protéine RIPK1 et dans une moindre mesure l’activation 

de la MAPK JNK (voir figure 33). Concernant TNF-R2, son activation prolongée engendre la 

dégradation de TRAF2 et l’activation de la voie non canonique NF-κB (Borghi et al., 2016). 

 

 

Figure 33: Modèle de la signalisation induite par le complexe I-TNF-R  

(Kalliolias and Ivashkiv, 2016). 

 

    Dans le contexte de la fibrose pulmonaire, le rôle du TNF-α reste encore mal compris. 

D’une part, l’administration intra-trachéale de TNF-α diminue les dépôts de collagène et 

améliore la compliance pulmonaire de souris traitées par la bléomycine. De plus, les souris 

invalidées pour le TNF-α (TNF-α- /-) et exposées à la bléomycine présentent un dépôt de 

collagène pulmonaire, une augmentation de l’infiltration pulmonaire par les cellules 

inflammatoires et une détérioration de la compliance pulmonaire plus importante que les 

souris sauvages. Ces résultats suggèrent donc que le TNF-α contribue à la résolution de la 
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fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris (Redente et al., 2014). En 

revanche, l’administration intra-trachéale de la bléomycine chez le rat augmente l’expression 

du TNF-α, et l’inhibition de sa production par l’Infliximab prévient le développement de la 

fibrose pulmonaire (Altintas et al., 2016). Par ailleurs, Hou et coll ont démontré que le TNF-α 

induit la différenciation des cellules pulmonaires mésenchymateuses de souris en 

myofibroblastes par un mécanisme dépendant de la voie NF-κB (Hou et al., 2018). Enfin, le 

TNF-α induit l’apoptose des cellules épithéliales alvéolaire A549 et des CEAII de souris, et 

favoriserait donc l’induction de dommages épithéliaux à l’origine de l’activation des 

fibroblastes (Yang et al., 2018). Contrairement à d’autres études, ces résultats suggèrent donc 

que le TNF-α pourrait contribuer au développement de la fibrose pulmonaire (Hou et al., 

2018). Ainsi le TNF-α pourrait avoir un rôle pro-fibrotique ou anti-fibrotique selon le 

microenvironnement tissulaire considéré. Toutefois, le traitement des patients atteints de FPI 

par l’Etanercept, un médicament neutralisant le TNF-α, ne prévient pas le déclin de leur 

fonction respiratoire (Raghu et al., 2008).  

 

1.3.b- L’interleukine-1beta (IL-1β) 

    L’IL-1β est une cytokine pro-inflammatoire majeure contrôlant l’expression d’autres 

cytokines ou chimiokines pro-inflammatoires (KC, TARC, IL-6…) (Gasse et al., 2007). Elle 

est produite tout d’abord (appelé premier signal) sous la forme inactive de pro-IL-1β. 

L’expression de cette pro-forme est induite par la voie NF-κB canonique, notamment lors 

d’une stimulation par le LPS ou le TNF-α. Dans un second temps, le clivage de la pro-IL-1β 

au niveau d’un complexe inflammasome génère la forme active IL-1β qui est alors secrétée 

(Swanson et al., 2019). L’inflammasome est un complexe multi-protéique contenant une des 

protéines NLR (NOD Like Receptor) qui sert de plateforme pour le recrutement de 

partenaires. Dans le macrophage, l’inflammasome clivant la pro-IL-1β contient fréquemment 

la protéine NLRP3. Cette protéine, encore appelée NALP3 ou cryopyrine, est constituée des 

domaines PYD, NACHT et LRR. Elle s’associe à la protéine adaptatrice ASC (Adaptator 

protein apoptosis associated Speck-like protein containing a CARD) et à la pro-caspase 1 

(Parsamanesh et al., 2019) (voir figure 34). 
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    L’IL-1β joue probablement un rôle important dans le développement de la fibrose 

pulmonaire. En effet, les concentrations pulmonaires d’ARNm IL-1β au niveau tissulaire sont 

fortement augmentées au cours de la fibrose induite par la bléomycine chez la souris (Cavarra 

et al., 2004). Gasse et coll ont démontré que les souris invalidées pour MyD88 et IL-1R1 et 

traitées par la bléomycine ont des concentrations plus basses de cellules inflammatoires 

(neutrophiles, lymphocytes) dans les fluides de LBA (Gasse et al., 2007). Ces souris 

présentent moins de fibrose pulmonaire que les souris sauvages, notamment une réduction des 

dépôts de collagène au niveau tissulaire et des concentrations plus faibles de TGF-β1 dans les 

liquides des LBA. Ces effets sont contrecarrés par l’administration d’IL-1β chez les souris 

MyD88-/- et IL-1R-/- (Gasse et al., 2007). De même, la surexpression de l’IL-1β dans le 

poumon de rat promeut la différenciation de myofibroblastes, l’apparition de foyers 

fibroblastiques et de dépôts des éléments de la MEC. Les concentrations de TGF-β sont 

également augmentées dans les fluides de LBA (Kolb et al., 2001). In vitro, Tian et coll ont 

démontré que l’invalidation génétique de NLRP3 dans les cellules épithéliales pulmonaires 

A549 prévient la production d’IL-1β, la sécrétion de TGF-β1 et la TEM induites par la 

bléomycine (Tian et al., 2017). Ces résultats suggèrent donc que la protéine NLRP3 pourrait 

contrôler la TEM via le TGF-β1. Enfin, plusieurs études ont montré que les concentrations 

d’IL-1β dans les fluides de LBA sont augmentées chez les patients atteints de FPI, par rapport 

à celles mesurées chez les sujets contrôles (Lasithiotaki et al., 2016; Wilson et al., 2010). 

Cependant, selon Lasithiotaki et coll (2016), ex-vivo, les macrophages isolés des liquides de 

LBA de patients atteints de FPI ne produisent pas plus d’IL-1β que ceux isolés de sujets 

contrôles (Lasithiotaki et al., 2016). Cette augmentation de la concentration d’IL-1β dans les 

liquides de LBA ne résulterait donc pas obligatoirement d’une sécrétion accrue de la cytokine 

à partir des MA. 

 

1.3.c- L’interleukine-10 (IL-10) 

    L’IL-10 a été décrite pour la première fois par Mosmann et coll comme une cytokine 

produite par les lymphocytes Th2. Elle a été initialement nommée CSIF (Cytokine Synthesis 

Inhibitory Factor) (Sabat et al., 2010). Une fois sécrétée, l’IL-10 interagit avec son récepteur 

IL-10R, un complexe tétramérique constitué, d’une part, de deux chaînes polypeptidiques 

constituant la sous-unité IL-10R1 et, d’autre part, de deux autres chaînes polypeptidiques 

formant la sous-unité IL-10R2 (Donnelly et al., 1999). Alors que de très nombreux types 

cellulaires expriment IL-10R2, la sous-unité IL-10R1 est principalement détectée dans les 
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cellules immunitaires et notamment dans les monocytes et les macrophages. L’activation des 

monocytes par le LPS induit l’expression des gènes codant l’IL-10R1 et l’IL-10R2 alors 

qu’une stimulation par l’IFN-γ ou le TNF-α n’induit que l’expression du gène codant l’IL-

10R2 (Sabat et al., 2010).  

La liaison de l’IL-10 à son récepteur requière deux étapes. Premièrement, l’IL-10 se fixe sur 

la sous-unité IL-10R1, ce qui modifie la conformation de l’IL-10 et permet dans un second 

temps l’association du complexe IL-10/IL-10R1 avec IL-10R2. IL-10R2 seul ne peut se lier à 

l’IL-10 (Sabat et al., 2010). La liaison de l’IL-10 au domaine extracellulaire de son récepteur 

IL-10R1 active les tyrosines kinases JAK1 (associée à l’IL-10R1) et Tyk2 (associée à l’IL-

10R2). Ces kinases vont à leur tour phosphoryler deux tyrosines spécifiques (Tyr446 et 

Tyr496) de la chaîne polypeptidique intracellulaire du récepteur IL-10R1. Une fois 

phosphorylés, ces résidus de tyrosine servent de plateforme de liaison du facteur de 

transcription STAT3. Ce dernier se lie à ses sites et va à son tour être phosphorylé par JAK1 

(Donnelly et al., 1999). De plus, l’IL-10 peut également activer les protéines STAT1 et STAT5 

(Sabat et al., 2010). La phosphorylation de STAT3 induit son homodimérisation, sa 

dissociation de son récepteur et sa translocation vers le noyau. Le dimère STAT3 se lie alors à 

ses éléments de réponse, appelés SBE (STAT Binding Element), localisés sur les promoteurs 

de différents gènes activés par l’IL-10 (Donnelly et al., 1999; Sabat et al., 2010) (voir figure 

36). 

    L’IL-10 est une cytokine principalement anti-inflammatoire qui bloque l’expression de 

nombreuses cytokines. Cependant, l’IL-10 peut induire l’expression des gènes codant CD64, 

TIMP-1, CCL2, CCR5, IL1Ra, TNFR2, et SOCS3 (Supressor Of Cytokine Signaling-3). Les 

protéines SOCS, dont SOCS3, inhibent l’expression de gènes pro-inflammatoires induits par 

le LPS et l’IFN-γ tels que celle des gènes TNF-α, IL-1β, IL-6, IL-8, IL-10, CD80, CD86, 

CMHII et iNOS (Donnelly et al., 1999). C’est principalement par ce mécanisme que l’IL-10 

exerce ses effets anti-inflammatoires. 
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Figure 36: Activation du récepteur à l’IL-10 (Sabat et al., 2010). 

    Le rôle de l’IL-10 dans le développement de la fibrose pulmonaire reste encore indécis. 

D’une part, un ensemble de travaux démontrent que l’IL-10 a des effets pro-fibrosants. In vivo, 

l’exposition des souris à la silice par voie respiratoire augmente l’expression de l’IL-10 dans 

les tissus pulmonaires et accroit sa concentration dans les liquides de LBA. Les souris 

déficientes en IL-10 présentent une exacerbation de la réponse inflammatoires aiguë des tissus 

pulmonaires après l’instillation intratrachéale de silice, mais développent une fibrose 

pulmonaire moins intense que les souris sauvages (Arai et al., 2000; Nakagome, 2006) 

(Huaux et al., 1998). De plus, Barbarin et coll ont démontré que la surexpression d’IL-10 

dans ce modèle de fibrose pulmonaire induite par la silice augmente les concentrations des 

cytokines pro-fibrosantes IL-4 et IL-13 dans les liquides de LBA et les niveaux de dépôt de 

collagène dans le tissu pulmonaire (Barbarin et al., 2005). De même, le maintien d’une 

surexpression de l’IL-10 chez la souris transgénique pendant plus d’un mois induit une fibrose 

pulmonaire impliquant une augmentation des concentrations de CCL2 et l’infiltration de 

fibrocytes dans les tissus pulmonaires (Sun et al., 2011). Enfin, in vitro, les MA isolés des 

souris exposées à l’IL-10 présentent une augmentation significative de l’expression des 

ARNm TGF-β1 comparé aux MA issus de souris non traitées (Barbarin et al., 2004). 

Inversement, différentes études démontrent que la surexpression de l’IL-10 réduit la fibrose 

pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris (Arai et al., 2000; Nakagome, 2006). 
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Notamment, l’administration d’IL-10 diminue significativement la production de TGF-β1 

dans le tissu pulmonaire, très probablement en inhibant l’expression de l’intégrine αvβ6 qui est 

essentielle à l’activation du TGF-β1 (Nakagome, 2006). De plus, in vitro, le traitement par 

l’IL-10 prévient la différenciation des fibroblastes pulmonaires humains en myofibroblastes 

induite par le TGF-β1(Shamskhou et al., 2019). L’IL-10 réduit la formation des fibres de 

stress et la sécrétion de collagène. Chez les patients atteints de FPI, les concentrations d’IL-10 

dans le sérum et l’expression de l’IL-10 dans le tissu pulmonaire sont augmentées par rapport 

à celles mesurées chez des sujets contrôles (Alhamad et al., 2013; Bergeron et al., 2003). Les 

MA isolés des liquides de LBA de ces patients présentent également une augmentation des 

concentrations d’ARNm IL-10 (Martinez et al., 1997). Au total, l’IL-10 présente des effets 

pro- et anti-fibrosant selon les modèles de fibrose pulmonaire et sa concentration pulmonaire 

semble augmentée chez les patients atteints de FPI. Des travaux complémentaires seraient 

donc nécessaires afin de mieux comprendre son rôle chez ces malades. 

 

1.3.d- La chimiokine CXCL13 

    Les chimiokines sont des cytokines chimiotactiques de faible poids moléculaire (8-10 kDa) 

classées en quatre groupes CXC, CC, C, et CX3C selon l’organisation de leurs résidus 

cystéines en position N-terminal. Ces ligands attirent et activent sélectivement différents types 

cellulaires. CXCL13, est une chimiokine connue sous le nom de BLC (B-Lymphocyte 

Chemoattractant) ou BCA-1 (B Cell Attracting Chemokine-1) (Hussain et al., 2019). En 

réponse à une stimulation par la lymphotoxine-, et en dehors de tout contexte pathologique, 

CXCL13 est sécrétée de façon constitutive par les CD folliculaires et les cellules stromales 

localisées au niveau des zones B des organisations lymphoïdes secondaires (OLS) (Cyster et 

al., 2000; Hussain et al., 2019). Les OLS sont présents au niveau des ganglions lymphatiques, 

de la rate, des amygdales et dans les muqueuses de différents tissus, notamment les intestins et 

les poumons (formations lymphoïdes associées aux bronche ou BALT) (Cyster et al., 2000; 

Hussain et al., 2019). CXCL13 joue un rôle physiologique majeur en orchestrant une 

migration cellulaire spécifique vers ces OLS. Il attire fortement les LB tout en assurant la 

migration d’un faible taux de LT et de macrophages. CXCL13 assure sa fonction via son 

récepteur CXCR5 nommé aussi BLR1 (Burkitt Lymphoma Receptor 1). Ce dernier est 

fortement exprimé par les LB matures et les lymphocytes Th folliculaire (Thf) (Hussain et al., 

2019). Les OLS sont formés durant l’embryogenèse et contribuent à l’immuno-surveillance 

en assurant une interaction optimale entre les CPA (Cellules Présentatrice d’Antigène) et les 
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lymphocytes. Après la reconnaissance spécifique de l’antigène, les lymphocytes s’activent, 

prolifèrent, se différencient et migrent vers le site inflammatoire cible où ils exercent leur 

fonction effectrice spécifique (Moyron-Quiroz et al., 2007; Yadava et al., 2016). La 

signalisation induite par le complexe CXCL13/CXCR5 contribue également à d’autres 

réponses physiologiques telle que la survie et la prolifération cellulaire (Hussain et al., 2019). 

   Au niveau physio-pathologique, la dérégulation de l’expression de CXCL13 et/ou de 

CXCR5 contribue au développement de différentes maladies. En effet, l’augmentation de 

l’expression de CXCL13 au niveau des organes non-lymphoïdes promeut l’organisation de 

structures lymphoïdes ectopiques dite SLT (structure lymphoïde tertiaire) (Hussain et al., 

2019). Comme les OLS, les SLT sont formées d’agrégats de LT et de LB mais ces structures 

sont non-encapsulées (Yadava et al., 2016). Des SLT se développent notamment au cours de 

maladies inflammatoires chroniques (Bronchopneumopathie chronique obstructive, BPCO), 

de maladies auto-immunes (arthrite rhumatoïde) et de cancers (NSCLC, Non Small Lung 

Cancer). Sur le long terme, les SLT sont généralement impliquées dans la sévérité de la 

physiopathologie de ces maladies (Hussain et al., 2019). La neutralisation de CXCL13 semble 

être une cible thérapeutique pour ces pathologies (Finch et al., 2013). 

    Au niveau pulmonaire, l’organisation de SLT peut être induite par différents agents 

infectieux, bactériens (P. aeruginosa) ou viraux (virus Influenzae), ou par des agents 

chimiques (fumée de cigarette), et elle implique la production de CXCL13 (Fleige et al., 2014; 

Moyron-Quiroz et al., 2004; Yadava et al., 2016). Ces structures sont détectées chez les 

patients souffrant de BPCO sévères et elles expriment CXCL13 (Yadava et al., 2016). 

Expérimentalement, l’exposition de souris à des extraits de cigarette induit la formation de 

SLT au niveau bronchique et augmente l’expression pulmonaire de CXCL13. 

L’administration préventive ou curative d’un anticorps dirigé contre CXCL13 diminue la 

formation des SLT, atténue la destruction des parois alvéolaires et réduit les marqueurs 

inflammatoires dans les liquides de LBA (Bracke et al., 2013). 

    Chez les patients atteints de FPI, Marshal Sommé et coll ont identifié la présence de SLT au 

niveau des tissus pulmonaires (Marchal-Sommé et al., 2006). Ces foyers ou agrégats 

lymphoïdes, riches en LB, sont généralement localisés à proximité de zones de tissus 

fibroblastiques. Ils comprennent également des lymphocytes CD3+, des CD et des cellules 

endothéliales (Marchal-Sommé et al., 2006). CXCL13 est détectée au niveau des SLT 

pulmonaires et serait exprimée par des cellules présentant le marqueur CD68 qui est 

caractéristique des cellules du lignage monocyte/macrophage (DePianto et al., 2015; Vuga et 
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al., 2014). Toutefois, l’origine cellulaire précise de CXCL13 au niveau pulmonaire, chez les 

patients souffrant de FPI, reste à démontrer. Différentes études récentes ont mis en évidence 

CXCL13 comme un biomarqueur pronostique de la FPI (DePianto et al., 2015; Vuga et al., 

2014). En effet, les concentrations plasmatiques de CXCL13 sont plus élevées chez les 

patients atteints de FPI que celles mesurées chez des patients atteints de BPCO ou chez des 

sujets contrôles. Ces concentrations de CXCL13 sont plus fortes chez les malades présentant 

une hypertension artérielle pulmonaire ou une exacerbation aigue. Elles augmentent au cours 

du temps et les malades ayant les plus fortes concentrations plasmatiques de CXCL13 ont une 

survie à 6 mois qui est réduite (Vuga et al., 2014). Le rôle physiopathologique de CXCL13 et 

des SLT dans le développement de la FPI n’est cependant pas encore bien connu.  

 

2- Le macrophage pro-fibrotique de type M2a 

    L’IL-4 et l’IL-13, secrétées principalement par les lymphocytes Th2, les mastocytes et les 

basophiles, inhibent la polarisation des macrophages en cellules de type M1 et induisent 

l’activation alternative du macrophage en cellule de type M2a (Martinez et al., 2008).  

    L’IL-4 se lie à deux types de récepteur hétérodimérique : i) le récepteur de haute affinité de 

type IL-4Rα/γC (type I) exprimé à différents degrés par les LT, LB, les mastocytes et les 

macrophages, et ii) le complexe récepteur de faible affinité IL-4Rα/IL-13Rα1(type II) 

exprimé par les LB, les cellules endothéliales, les monocytes et les fibroblastes. L’IL-13 

interagit avec un récepteur leurre monomérique IL-13Rα2 et le récepteur hétérodimérique IL-

4Rα/IL-13Rα1 membranaire (Mueller et al., 2002; Roy et al., 2002).  

    L’activation des récepteurs par l’IL-4 et l’IL-13 induit différentes voies de signalisation 

dont la voie principale JAK/STAT. Le facteur de transcription STAT6, sous forme de dimère, 

contrôle les effets de l’IL-4 et de l’IL-13 sur la polarisation du macrophage (voir figure 37) 

(Tugal et al., 2013). STAT6 contribue à bloquer la polarisation M1 par différents mécanismes. 

D’une part, STAT6 coopère avec le facteur de transcription KLF4 (Kruppel Like Factor 4) 

afin de réprimer l’expression de différents gènes contribuant à l’activation du macrophage en 

cellules M1. De plus, STAT6 active le récepteur nucléaire PPARγ qui s’associe alors avec le 

répresseur NCoR (Nuclear receptor corepressor) afin d’inhiber l’activité transcriptionnelle de 

NF-κB et d’AP-1. L’activation de STAT6 stimule également l’expression de gènes codant 

différentes protéines induisant le phénotype M2 du macrophage (Tugal et al., 2013).  
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    Au plan fonctionnel, l’action microbicide des M2a est peu efficace due à la faible 

production des ERO et des espèces réactives de l’azote. En particulier, l’IL-4 et l’IL-13 

induisent l’expression du facteur de transcription HIF-2α (Hypoxia Inducible Factors-2α) qui 

limite la production de NO en activant l’enzyme Arg1 (arginase-1). Cette enzyme métabolise 

la L-arginine en polyamines et ornithine qui sont impliqués dans la fibrose et le remodelage 

tissulaire. En effet, elles promeuvent la prolifération du fibroblaste et la production du 

collagène (Wynn, 2004). Par conséquence, l’Arg1 réduit les concentrations de L-arginine 

utilisée par la NO synthase pour la production de NO (Tugal et al., 2013). L’ensemble des 

caractéristiques du macrophage M2a et des voies de signalisation impliquées dans cette 

polarisation est résumé dans la figure 38. 

 

 

 

 

Figure 38: Caractéristiques et voie de signalisation impliquées dans le macrophage M2a.  

Adapté selon (Tugal et al., 2013). 
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2.1- Rôle des cytokines pro-fibrosantes 

Les cytokines pro-fibrosantes sont impliquées dans la physio-pathologie de la FPI. Comme 

le rôle du TGF-β, secrété par les macrophages M2a (Martinez et al., 2008), a été présenté dans 

la chapitre I, on étudiera dans cette partie le rôle de CCL18, CCL22 et du PDGF-BB. 

2.1.a- La chimiokine CCL18 

    CCL18 est connue sous le nom de PARC (Pulmonary and Activation-Regulated 

Chemokine), MIP-4 (Macrophage Inflammatory Protein-4), DC-CK1 (Dendritic Cell-

Chemokine 1) et AMAC-1 (Alternative Macrophage Activation-associated CC-chemokine-1). 

C’est une chimiokine présente de façon constitutive au niveau pulmonaire, mais son 

expression est fortement augmentée au cours des processus inflammatoire et fibrotique 

(Chenivesse and Tsicopoulos, 2018). Les MA et les CD folliculaires sont les principales 

cellules produisant CCL18. Mais, in vitro, d’autres types cellulaires secrètent CCL18 : les CD 

dérivées de monocyte, le mastocyte, l’éosinophile et le macrophage M2 humain (Chenivesse 

and Tsicopoulos, 2018). L’expression de CCL18 est fortement augmentée par l’IL-4 et l’IL-13. 

    CCL18 induit des propriétés chimiotactiques chez des cellules portant le récepteur CCR8 

fonctionnel auquel elle se lie (Islam et al., 2013). Le CCR8 est principalement exprimé par les 

lymphocytes Th2 et Treg. Cependant, CCR8 est absent chez LT naïfs qui ont pourtant une 

grande capacité à migrer en réponse à CCL18. Cela suggère donc que la chimiokine peut se 

fixer sur un autre récepteur sur les LT (Chenivesse and Tsicopoulos, 2018). En dehors des LTs, 

CCL18 exerce également des propriétés chimiotactique vis à vis des CD immatures, des 

cellules NK, des basophiles, de progéniteurs de la moelle osseuse, et des fibroblastes 

(Chenivesse and Tsicopoulos, 2018). En revanche, CCL18 n’est pas chimiotactique pour les 

CD matures et les éosinophiles. Les lymphocytes Th2 et Treg infiltrant les tissus, en réponse à 

CCL18, contribuent à l’inhibition de la prolifération des lymphocytes Th1 CD4+CD25-, 

probablement par la sécrétion d’IL-10. Ces résultats suggèrent donc que CCL18 régule 

négativement le processus inflammatoire, particulièrement au niveau du poumon où cette 

chimiokine est fortement exprimée (Chenivesse and Tsicopoulos, 2018). 

    Dans le contexte de la fibrose pulmonaire, le CCL18 induit la production de collagène par 

les fibroblastes pulmonaires via les protéines ERK1/ERK2, PKCα ou Sp1 (Specificity 

protein1)/SMAD3 (Atamas et al., 2003; Luzina et al., 2006a, 2006b). Chez la souris, la 

surexpression de CCL18 induit une fibrose pulmonaire impliquant le recrutement de LT 

(Luzina et al., 2006c). Dans un modèle de co-culture in vitro, les LT (Jurkat) induisent 

l’expression de TGF-β et de collagène par les fibroblastes pulmonaires (Luzina et al., 2009). 
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Paradoxalement, le CCL18 diminue pourtant le dépôt de collagène et la fibrose pulmonaire 

induite par la bléomycine chez la souris (Pochetuhen et al., 2007).  

    Les concentrations de CCL18 dans le sang et dans les liquides de LBA de patients atteints 

de PID sont plus élevées que celles mesurées chez des sujets contrôles (Cai et al., 2013). Ces 

concentrations sont corrélées avec le pourcentage de lymphocytes dans les liquides de LBA 

(Cai et al., 2013). Chez les patients atteints de FPI, les concentrations sériques de CCL18 sont 

corrélées avec le déclin de la fonction pulmonaire, l’apparition d’exacerbation aiguë et la 

mortalité (Prasse et al., 2009; Schupp et al., 2015). In vitro, le collagène de type I induit la 

sécrétion de CCL18 à partir de MA isolés de liquides de LBA de patients atteints de FPI 

(Stahl et al., 2013). Les surnageants de culture de ces macrophages stimulent la production de 

collagène par les fibroblastes pulmonaires humains, créant ainsi une boucle de rétrocontrôle 

positif (Prasse et al., 2006). L’ensemble de ces résultats suggèrent donc que CCL18 contribue 

probablement au développement de la fibrose pulmonaire humaine. 

 

2.1.b- La chimiokine CCL22 

    CCL22 est une chimiokine CC identifiée initialement dans le macrophage mature et ainsi 

nommée MDC (Macrophage-Derived Chemokine) ou STCP-1 (Stimulated T cell Chemotactic 

Protein-1). CCL22 est en fait très exprimée par le macrophage et les CD différenciées à partir 

de monocyte. Cette expression est induite par les cytokines de type Th2 dont l’IL-4 et l’IL-13 

et est inhibée par différentes cytokines de type Th1 (IFN-γ, IFN-α et IL-12). CCL22 peut être 

dégradée par la sérine protéase CD26 produite par les Th1 (Mantovani et al., 2000). Après 

fixation sur son récepteur CCR4, CCL22 exerce une action chimiotactique vis à vis des 

lymphocytes Th2, les cellules NK, les macrophages et les CD immatures (Mantovani et al., 

2000).  

    In vivo, l’irradiation thoracique du rat induit une fibrose pulmonaire associée à une 

augmentation de l’expression de l’ARNm CCL22 (Inoue et al., 2004). De la même façon, 

chez la souris, la bléomycine accroît l’expression de CCL22 et de CCR4 au cours de la fibrose 

pulmonaire (Belperio et al., 2004). Les concentrations de CCL22 et de LT CD4+ CCR4+ dans 

les liquides de LBA de patients FPI sont plus élevées que celles mesurées chez les malades 

atteints de sarcoïdose ou chez des sujets contrôles (Inoue et al., 2004). Ces concentrations sont 

corrélées négativement avec les valeurs de DLco (Pignatti et al., 2006; Yogo et al., 2009). En 

dehors des LT CD4+ pulmonaires, CCR4 a été détecté sur les MA-CD68+. Les concentrations 

de CCL22 dans les liquides de LBA sont corrélées au pourcentage de MA-CD68+CCR4+, ce 
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qui suggère que CCL22 pourrait modifier la physiologie pulmonaire en recrutant des LT et 

des macrophages (Yogo et al., 2009). Enfin, selon Shinoda et coll (2009), les concentrations 

plasmatiques de CCL22 seraient significativement plus élevées chez les patients décédés 

d’une FPI que chez les survivants. Toutefois, ces résultats ont été obtenus sur une petite 

cohorte de seulement 39 patients (Shinoda et al., 2009). 

 

2.1.c- Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) 

    Le PDGF a été identifié en 1970 comme un facteur de croissance libéré par les plaquettes 

d’où l’appellation de « Platelet-Derived Growth Factor ». Ce facteur de croissance d’action 

autocrine ou paracrine est composé de deux chaînes polypeptidiques A et B. Ces dernières se 

lient par un pont disulfure formant ainsi un homodimère ou un hétérodimère. On distingue le 

PDGF-AA, PDGF-AB, PDGF-BB, PDGF-CC et le PDGF-DD. Ces deux derniers sont 

exprimés sous forme inactive et requière un clivage protéolytique extracellulaire (Raica and 

Cimpean, 2010). 

    Au niveau pulmonaire, le PDGF est exprimé par les cellules épithéliales et le MA 

(Klinkhammer et al., 2018). Les cellules mésenchymateuses (fibroblaste et myofibroblaste) 

sont la cible de ces facteurs de croissance (Raica and Cimpean, 2010). Le récepteur au PDGF 

(PDGF-R) se présente aussi sous forme homodimérique (αα et ββ) ou hétérodimérique (αβ). 

Les PDGF-R sont des récepteurs à tyrosine kinase de classe III. Le PDGF-BB est le seul 

ligand interagissant facilement avec ces trois récepteurs (voir figure 39) et il constitue un 

médiateur clef de la cicatrisation et de la réparation tissulaire (Noskovičová et al., 2015). 

 

 

 

Figure 39: Les ligands PDGF et leur interaction avec le récepteur PDGF-R (Noskovičová et al., 2015). 
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    La liaison du PDGF à son récepteur induit une autophosphorylation du récepteur au niveau 

de ses résidus tyrosine et entraine l’activation des voies de signalisation ERK et PI3K. Le 

PDGF est un facteur de croissance puissant pour les fibroblastes. Son activité est régulée par 

différentes protéines extracellulaires et par des éléments de la MEC (Bonner, 2004). 

Le PDGF joue un rôle essentiel dans l’expansion des foyer fibroblastiques en stimulant la 

prolifération, la migration et la survie des fibroblastes et des myofiboblastes (Wollin et al., 

2015). Il induit aussi la synthèse de collagène par le myofibroblaste (Karakiulakis et al., 2007). 

In vivo, la surexpression de PDGF induit une fibrose pulmonaire chez le rat (Yoshida et al., 

1995). Le PDGF contribue également à la fibrose pulmonaire produite par irradiation 

thoracique chez la souris. Le traitement par un antagoniste du récepteur au PDGF réduit 

l’inflammation et la fibrose pulmonaire induite par les radiations. Le blocage du PDGF-R 

entraîne en effet une diminution de l’infiltration de leucocytes dans le tissu pulmonaire et 

prévient les altérations de l’architecture tissulaire telles que la formation de foyers 

fibroblastiques et les dépôts de collagène (Dadrich et al., 2016). Le PDGF stimule la 

migration des fibrocytes humains et les inhibiteurs du PDGF-R préviennent l’infiltration des 

tissus pulmonaires par les fibrocytes au cours de la fibrose induite par la bléomycine chez la 

souris. (Aono et al., 2014).  

Enfin, les MA isolés à partir de liquides de LBA de patients FPI expriment davantage le 

PDGF-BB que les MA de sujets contrôles (Martinet et al., 1987). La concentration sérique de 

PDGF-BB chez les patients atteints de FPI est également supérieure à celle mesurée chez les 

des malades atteints de sarcoïdose (Ziora et al., 2015). L’ensemble de ces résultats démontre 

le rôle pro-fibrotique du PDGF durant la fibrose pulmonaire. 
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Chapitre III: Place du Nintedanib 
dans la prise en charge thérapeutique 

de la FPI 
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En 2015, l’American Thoracic Society (ATS)/ European Respiratory Society (ERS)/ 

Japanese Respiratory Society (JRS)/ Latin American Thoracic Society (ALAT) a publié les 

recommandations cliniques pour la prise en charge de la FPI. Le tableau 3 résume l’ensemble 

de ces lignes directrices et les compare à celles publiées en 2011 (Aryal and Nathan, 2018). 

L’approche thérapeutique de la FPI intègre deux stratégies, l’une médicale non 

pharmacologique et une seconde fondée sur l’utilisation de médicaments à visée 

symptomatique ou plus spécifiquement anti-fibrosants. Le but de ces traitements est de 

stopper la progression de la maladie, de réduire les symptômes, de prévenir les exacerbations 

aiguës et de prolonger la survie des patients (Bonella et al., 2015; Cottin et al., 2017). 

 

Tableau 3: Comparaison des recomandations de 2011 et de 2015 pour la prise en charge de la FPI 

(Aryal and Nathan, 2018). 

I- La prise en charge non pharmacologique 

1- La transplantation pulmonaire 

    Au cours des cinq dernières années, la FPI est devenue l’une des principales pathologies 

respiratoire pouvant être pris en charge par la transplantation pulmonaire (Yusen et al., 2014). 

Dans les lignes directrices de 2011, ce traitement était déjà fortement recommandé (Raghu et 

al., 2011). Selon le rapport d’OPTN (Organ Procurement and Transplantation Network), aux 

Etats-Unis, la proportion de patients atteints de FPI et bénéficiant d’une transplantation 

pulmonaire a constamment augmenté durant ces dernières années. Actuellement la fréquence 

des transplantations serait d’environ 4000 cas par an dans ce pays (Valapour et al., 2015). Des 

études montrent que la transplantation pulmonaire améliore la survie des patients atteints de 
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FPI au stade avancé (Cottin et al., 2017; Thabut et al., 2003). La médiane de survie après 

transplantation semble cependant plus courte que celle des patients transplantés pour d’autres 

maladies pulmonaires comme la BPCO (Spagnolo et al., 2018). De plus, seule une petite 

fraction de patients bénéficie de cette intervention. La relative rareté de cette intervention 

résulte de plusieurs facteurs. L’âge avancé des patients susceptibles d’être transplanté 

augmente notamment le risque de complications durant ou après cette opération. De plus, la 

disponibilité des transplants compatibles reste souvent très limitée. 

   Il est recommandé d’informer les patients de la possibilité de prendre en charge leur maladie 

par une transplantation pulmonaire dès que le diagnostic de FPI est confirmé. L’indication 

principale de la transplantation concerne les patients de moins de 65 ans présentant une forme 

sévère ou s’aggravant de la fibrose pulmonaire (Cottin et al., 2017). Au-delà de 65 ans, la 

transplantation reste exceptionnelle et doit être considérée en l’absence de comorbidité (Cottin 

et al., 2017). Le choix de pratiquer une transplantation mono ou bi-pulmonaire n’est pas 

définitivement tranché car les bénéfices et les risques associés à ces deux techniques ne 

semblent pas différer. La transplantation bi-pulmonaire pourrait accroitre la durée de survie 

des patients par rapport à celle mesurée chez ceux ayant bénéficié d’une transplantation 

mono-pulmonaire (Spagnolo et al., 2018). Cet avantage est à prendre avec précaution car le 

délai avant la transplantation bi-pulmonaire est généralement plus long et le rétablissement de 

ces patients semble beaucoup plus lent (Aryal and Nathan, 2018; Nathan et al., 2010). 

2- La réhabilitation respiratoire  

    La réhabilitation respiratoire dans la FPI associe généralement une activité physique telle 

que la marche avec des exercices favorisant la résistance et/ou la souplesse musculaire 

(Spagnolo et al., 2018). Une étude récente montre une amélioration de la distance au test de 

marche de six minutes (de 35 à 81 mètres), une augmentation de la capacité physique en 

général, une diminution de la dyspnée et une meilleure qualité de vie des patients atteints de 

FPI et ayant bénéficié d’une réhabilitation respiratoire (Vainshelboim et al., 2016). L’exercice 

physique semble également accroitre la compliance pulmonaire. La réhabilitation respiratoire 

peut être proposée à n’importe quel stade d’évolution de la maladie et chez les patients en 

attente d’une transplantation pulmonaire (Kenn et al., 2015). Toutefois, le bénéfice de ces 

exercices ne semble pas varier selon la sévérité de la maladie et serait inférieur à celui observé 

chez les patients souffrant de BPCO (Cottin et al., 2017). L’impact de la réhabilitation 

respiratoire sur la qualité de vie du patient se maintient pendant plusieurs mois si une activité 
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physique contrôlée est maintenue. Son efficacité à plus long terme reste en revanche à étudier 

(Spagnolo et al., 2018). 

3- L’oxygénothérapie 

    L’intérêt de prescrire une oxygénothérapie de déambulation dans le cadre de la prise charge 

de la FPI reste débattue. En effet, si l’oxygénothérapie améliore la capacité physique des 

malades, son impact sur les symptômes et la qualité de vie sont incertains et variables selon 

les patients (Fraser and Hoyles; Spagnolo et al., 2018). En France, il est recommandé de 

prescrire une oxygénothérapie de longue durée chez les patients souffrant de FPI et présentant 

une insuffisance respiratoire chronique sévère (Cottin et al., 2017). 

 

II Les traitements médicamenteux à visée symptomatique 

L’objectif de ces traitements est i) de réduire l’impact des symptômes sur la qualité de vie 

des patients et ii) de minimiser le stress et les conséquences psychologiques, principalement la 

dépression et l’anxiété, qui peuvent survenir lors de la progression naturelle de la maladie 

(Spagnolo et al., 2018). 

1- Toux et dyspnée 

    La dyspnée et la toux apparaissent généralement au début de la maladie et sont fortement 

associés à une réduction de la qualité de vie du patient. Comme expliqué précédemment, la 

réhabilitation respiratoire et dans une moindre mesure l’oxygénothérapie, peuvent améliorer 

les symptômes associés à la dyspnée. De faibles doses de morphine (10 à 30 mg/j) peuvent 

être utiles chez des patients présentant une dyspnée sévère, mais ce traitement nécessite une 

surveillance stricte des effets secondaires (Kohberg et al., 2016). 

    La toux chronique est un autre symptôme majeur de la FPI. Une étude a montré l’effet 

bénéfique des corticostéroïdes dans la réduction du reflexe de toux chez les patients atteints 

de FPI (Hope-Gill et al., 2003). La thalidomide a aussi été étudiée comme traitement potentiel 

de la toux. Malgré son effet positif sur la qualité de vie des patients, seulement 20 % des 

sujets ont terminé l’étude en raison d’effets indésirables (Horton et al., 2012). Les fortes doses 

de thalidomide ou de corticostéroïdes ne sont pas recommandées du fait de leur faible 

tolérance (Cottin et al., 2017). Récemment, Birring et coll ont étudié l’efficacité et la 

tolérance du PA101, une nouvelle formulation du cromoglicate sodique dans le traitement de 
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la toux chez les patients atteints de FPI. Ce médicament diminuerait d’environ 30 % la 

fréquence de la toux chez ces patients (Birring et al., 2017). 

 

2- Reflux gastro-œsophagien 

    Le reflux gastro-œsophagien est une complication fréquemment détectée chez les patients 

atteints de FPI. Il favorise les micro-aspirations chroniques qui contribuent à la 

physiopathologie et à la progression de la maladie (voir chapitre I). De ce fait, un traitement 

antiacide semble être bénéfique pour ces patients (Spagnolo et al., 2018). 

    Initialement, différentes études ont suggéré que des traitements antiacides menés avec des 

inhibiteurs de pompe à proton ou des antagonistes des récepteurs H2 stabilisent la fonction 

pulmonaire et accroissent la survie des patients souffrant de FPI (Lee et al., 2011, 2013). 

Ainsi en 2015, les lignes directrices recommandaient l’utilisation de la thérapie antiacide qui 

est généralement bien tolérée chez ces patients (Aryal and Nathan, 2018). Cependant, des 

études récentes ne confirment pas les résultats de ces études antérieures, et en particulier ne 

montrent pas d’impact des traitements antiacides sur la qualité de vie, le déclin de CVF et sur 

la mortalité des patients atteints de FPI (Kreuter et al., 2016). De plus, cette thérapie semble 

associée à une augmentation de la fréquence des infections pulmonaires (Johannson et al., 

2017). Des études supplémentaires sont donc nécessaires pour clarifier l’intérêt du traitement 

antiacide dans la prise en charge de la FPI (Aryal and Nathan, 2018; Spagnolo et al., 2018). 

Enfin, une étude récente (WRAP-IPF) a démontré que l’utilisation de la technique 

chirurgicale de laparoscopie est bien tolérée chez les patients atteints de FPI et qui présentent 

des reflux gastro-œsophagiens (Raghu et al., 2018c). 

3- Exacerbations aigues 

    La prise en charge des exacerbations aiguës est une urgence médicale car le pronostic de 

ces complications est sombre. Etant donné le rôle probable de l’inflammation aiguë dans le 

développement des exacerbations, les lignes directrices recommandent l’utilisation de 

corticostéroïdes à fortes doses mais leur efficacité réelle reste à démontrer (Arai et al., 2017; 

Papiris et al., 2015). L’ajout de cyclophosphamide, un second médicament 

immunosuppresseur, au traitement par corticoïdes, pourrait réduire la mortalité induite par les 

exacerbations aigues. L’efficacité de ce co-traitement est actuellement en cours d’évaluation 

(Naccache et al., 2019). Enfin, un traitement antibiotique à large spectre est généralement 
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proposé lors de l’hospitalisation du patient pour la prise en charge d’une exacerbation aiguë 

(Cottin et al., 2017). 

III- Les médicaments antifibrosants 

Deux traitements pharmacologiques à visée antifibrosante ont été approuvés par les lignes 

directrices de 2015 (Aryal and Nathan, 2018). Ces derniers sont (1) la pirfénidone qui a 

bénéficié d’une autorisation de mise sur le marché (AMM) en 2008 au Japon, en 2011 en 

Europe et en 2014 aux Etats-Unis (Varone et al., 2018) et (2) le nintedanib dont l’AMM été 

obtenu en 2014 aux Etats-Unis et en 2015 en Europe (Wind et al., 2019). Les paragraphes 

suivant présentent succinctement les effets antifibrosants de la pirfénidone et plus en détail 

ceux du nintedanib puisque c’est ce second médicament que j’ai étudié au cours de mes 

travaux de thèse. 

1- Pirfénidone 

    La pirfénidone est commercialisée en France sous le nom d’Esbriet (Cottin et al., 2017). 

Cette molécule non peptidique de petite taille a été initialement développée pour ces 

propriétés antipyrétique et analgésique (Heukels et al., 2019). En 1995, Iyer et coll ont 

démontrent l’effet antifibrotique de cette molécule dans un modèle murin de fibrose 

pulmonaire (Iyer et al., 1995). La figure 40 montre la structure chimique de la pirfénidone. 

 

Figure 40: Structure chimique de la pirfénidone (Macías-Barragán, 2010). 

    La cible moléculaire de la pirfénidone reste inconnu, mais son effet antifibrosant a été 

démontré in vitro et in vivo (Cottin et al., 2017). Cette molécule réduit la prolifération, la 

différenciation des fibroblastes et la synthèse du collagène induites par le TGF-β (Conte et al., 

2014). En plus de cet effet antifibrosant, la pirfénidone est dotée de propriétés anti-

inflammatoires (Iyer et al., 2000) et anti-oxydantes (Pourgholamhossein et al., 2018). 
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    Les essais cliniques CAPACITY-1 et -2 ont évalué l’efficacité de la pirfénidone par rapport 

à un placébo pour traiter le FPI (Cottin et al., 2017). Ces essais de phase III ont été menés sur 

344 patients pour CAPACITY-1 et sur 435 patients pour CAPACITY-2. La posologie de 

pirfénidone commune à ces deux essais était de 2403 mg/j par voie orale (Noble et al., 2011). 

L’analyse statistique poolée de ces deux essais a montré un effet supérieur de la pirfénidone 

par rapport au placébo, notamment sur i) le déclin de la CVF après 72 semaines de traitement, 

ii) le % de patients présentant une dégradation de la CVF > 10 % et iii) sur la réduction de la 

distance parcourue en 6 minutes (Noble et al., 2011). Ces résultats été confirmés par l’essai 

ASCEND, un autre essai de phase III qui a démontré en particulier une diminution du déclin 

annuel de la CVF qui était de 235 ml dans le groupe pirfénidone et de 428 ml dans le groupe 

de patients recevant le placebo (King et al., 2014). 

    Le profil de tolérance de la pirfénidone été évalué au cours de plusieurs études cliniques 

chez les patients atteints de FPI (Valeyre et al., 2014). Les effets indésirables notés 

comprennent des symptômes gastro-intestinaux (nausée, diarrhée, anorexie, dyspepsie), 

cutanés (éruption, photosensibilité) ou neurologiques (vertige, fatigue) pouvant être associés à 

une atteinte hépatique (élévation des transaminases). Ces effets secondaires ont pu entrainer 

l’arrêt du traitement (Cottin et al., 2017). Cette molécule est aujourd’hui contre-indiquée chez 

les patients présentant une photosensibilité, une atteinte hépatique et rénale sévère (Cottin et 

al., 2017). Un co-traitement avec les inducteurs et les inhibiteurs des cytochromes CYP1A2est 

déconseillé (Cottin et al., 2017). 

2- Nintedanib 

2.1- Présentation et mécanismes d’action du Nintedanib 

    Le nintedanib (NTD), ou BIBF1120, est commercialisé en France sous la forme 

d’ethanosulfonate de BIBF1120 avec le nom Ofev® (pour la FPI) et Vargatef® (pour les 

cancers). La figure 41 montre la structure chimique du NTD. Initialement, le NTD a été conçu 

comme une molécule anti-angiogénique pour la prise en charge de cancers. Mais actuellement 

son AMM ne concerne que la FPI. 
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Figure 41: Structure chimique de l’ethanosulfonate du BIBF1120 (Roth et al., 2015). 

    A faible concentrations (1 à 100 nM), le NTD est un inhibiteur de protéines à tyrosine 

kinase et notamment de différents récepteurs à tyrosine kinase (Varone et al., 2018). Ses 

propriétés inhibitrices ont été plus particulièrement décrites sur les récepteurs au VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor receptor, VEGF-R), au FGF (Fibroblasts Growth Factor 

Receptor, FGRF-R) et au PDGF (PDGF-R) qui jouent un rôle essentiel dans le 

développement de la FPI (Wind et al., 2019; Wollin et al., 2015). Le NTD bloque le site de 

liaison à l’ATP des domaines kinases de ces récepteurs, ce qui inhibe leur 

autophosphorylation et prévient secondairement l’activation des voies de signalisation 

associées. Le niveau d’activation de ces récepteurs à tyrosines kinases est régulé par des 

tyrosines phosphatases, notamment par la protéine SHP2 (Src Homology 2 domain-containing 

Phosphatase 2). L’expression de cette phosphatase est diminuée dans les fibroblastes isolés de 

patients atteints de FPI. À plus fortes concentrations (1 à 10 µM), le NTD agit comme un 

activateur de phosphatase. En particulier, il augmente l’expression de la protéine SHP2 

(Varone et al., 2018). Il n’est actuellement pas connu si ces fortes concentrations de NTD 

peuvent être réellement atteintes dans les tissus pulmonaires de patients traités par ce 

médicament. La pertinence clinique de ce second mécanisme reste donc à clarifier. En 

interférant avec l’activité des récepteurs à tyrosine kinase, le NTD exerce des effets 

antifibrosants se manifestant par une inhibition de la migration, de la prolifération et de la 

différenciation des fibroblastes pulmonaires humains (Wollin et al., 2015) (voir figure 42). 
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Figure 42: Mécanisme d’action du Nintedanib (Wollin et al., 2015). 

    Le NTD inhibe aussi des protéines à activité tyrosine kinase dont la kinase Flt-3 (Fms-like 

tyrosine-protein kinase-3). Cette dernière est exprimée à la surface des précurseurs 

hématopoïétiques et participe à l’hématopoïèse (Wollin et al., 2015). De plus, le NTD inhibe 

différents membres de la famille Src dont Lck (lymphocyte-specific tyrosineprotein kinase), 

Lyn (tyrosine-protein kinase lyn) et Src (proto-oncogene tyrosine-protein kinase src) (Wind et 

al., 2019). La kinase Lck est impliquée dans l’activation et la survie des LT alors que Lyn 

participe à la signalisation du récepteur BCR (B-cell antigen receptor) (Wollin et al., 2015). 

Les kinases Src sont fonctionnellement impliquées dans la régulation de la prolifération, de la 

différenciation, de la mobilité et de l’adhérence cellulaire. L’inhibiteur de la famille Src 

(AZD0530) prévient in vitro l’activité des fibroblastes pulmonaires humains et réduit le 

développement de la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris (Wollin et al., 

2015). Le tableau 4 résume les CI50 (Concentration Inhibitrice médiane) du NTD sur les 

différentes tyrosines kinases. 
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les fibroblastes de patients atteints de FPI présentent une expression basale de PDGF-R et de 

FGF-R plus élevée que celle des cellules de patients « contrôles » et que le NTD inhibe la 

prolifération de ces fibroblastes induite par le PDGF-BB, le FGF et le VEGF. Le NTD 

augmente aussi l’expression de la pro-MMP2, inhibe celle de TIMP2 et réduit la sécrétion du 

collagène induite par le TGF-β dans les fibroblastes pulmonaires (Hostettler et al., 2014). Plus 

récemment, Sato et coll. ont démontré que le NTD inhibe in vitro la migration et la 

différenciation de fibrocytes humains induites par le PDGF, le FGF ou le VEGF (Sato et al., 

2017). Cet inhibiteur réduit également l’accumulation des fibrocytes dans le tissu pulmonaire 

dans le modèle de fibrose induite par la bléomycine chez la souris (Sato et al., 2017). Enfin, le 

NTD réduit la fibrose pulmonaire et la TEM induites par la ventilation mécanique de souris 

traitées 5 jours auparavant par la bléomycine (Li et al., 2017b). A ce stade (5 jours), le 

traitement par la bléomycine induit essentiellement des lésions pulmonaires inflammatoires 

aiguës mais peu de fibrose. La ventilation mécanique de ces souris h déclenche une réponse 

pro-fibrosante rapide. Dans ce modèle, le NTD prévient le développement de la fibrose 

pulmonaire secondaire à la ventilation mécanique, au moins en partie, en inhibant la 

production du TGF-β et l’activation de la kinase Src (Li et al., 2017b). 

2.3- Études cliniques chez les patients souffrant de FPI 

    Les effets thérapeutiques du NTD chez les patients atteints de FPI ont été analysés dans 

trois études cliniques randomisées en double aveugle: l’étude clinique de phase II dite 

TOMORROW (To imprOve pulMOnaRy fibROsis With BIBF1120) et les études cliniques de 

phase III dites INPULSIS-1 et-2 (Mazzei et al., 2015). 

    Dans l’étude TOMORROW, 432 patients atteints de FPI ont reçu un placebo ou du NTD 

par voie orale (50 mg/jour, 50 mg x2/jour, 100 mg x2/ jour ou 150 mg x2/jour) pendant 52 

semaines. Les résultats montrent que les sujets traités par 150 mg de NTD deux fois par jour 

présentent une diminution significative du déclin de la CVF, une réduction de l’incidence des 

exacerbations aiguës et une légère amélioration de leur indice SGRQ (St George’s 

Respiratory Questionnaire) de qualité de vie (Richeldi et al., 2011). Dans les études 

INPULSIS-1 et -2, 1066 patients souffrant de FPI, et provenant de 24 pays, ont reçu du NTD 

(150 mg x2/jour) ou un placebo pendant 52 semaines (Richeldi et al., 2014a, 2014b). Le 

premier critère de jugement était le déclin de la CVF. Les résultats ont confirmé un 

ralentissement significatif du déclin de la CVF chez les patients traités par le NTD. Dans 

l’étude INPULSIS-1, le déclin de la CVF était de 114,7 ml/ans dans le groupe NTD et de 

239,9 ml/an dans le groupe placebo, soit une différence entre les deux groupes de 125,3 ml/an 
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(p<0.0001). Dans l’étude INPULSIS-2, la chute de CVF était de 113,6 ml/an et de 207,3 

ml/an respectivement dans les groupes NTD et placebo, soit une différence de 93,7 ml/an 

(p=0.0002) (Wollin et al., 2015). Ce ralentissement du déclin de la CVF est associé dans 

l’étude INPULSIS-2 à un allongement significatif du délai avant l’observation de la première 

exacerbation aiguë chez les patients atteints de FPI traités par le NTD.  

    En revanche, les études de TOMORROW et INPULSIS n’ont pas mis en évidence d’effet 

du NTD sur la mortalité des patients atteints de FPI. Cependant, une méta-analyse de 

l’ensemble des études cliniques, et les résultats d’études observationnelles, suggèrent que le 

traitement avec le NTD peut accroître l’espérance de vie de ces patients (Maher and Strek, 

2019). A l’issue des trois études cliniques, une AMM a été délivrée en 2014 aux États-Unis et 

en 2015 en Europe pour le traitement de la FPI par le NTD (Wind et al., 2019). Actuellement, 

il est recommandé de prescrire du NTD (150 mg x2 / jour) chez les patients avec un 

diagnostic confirmé de FPI modérée, définie par une CVF > 50 % de la valeur prédite et une 

valeur de DLco > 30 % de la valeur prédite (Cottin et al., 2017). 

2.4- La pharmacocinétique du NTD 

    Après une administration par voie orale, le NTD est rapidement absorbé au niveau 

intestinal, mais sa biodisponibilité est faible de l’ordre de 5 % seulement chez les humains 

(EMA, assessment report 2015). Cela résulte d’un premier passage intestinal et hépatique. 

Notamment, le NTD est un substrat de la P-gp (P-glycoprotéine), une protéine de transport 

d’efflux exprimée par les entérocytes, qui limite donc l’absorption intestinale du médicament. 

Une fois absorbé, le NTD se fixe fortement aux protéines plasmatiques, principalement à 

l’albumine, avec un pourcentage de l’ordre de 98 % chez les humains. La concentration 

plasmatique maximale (de 70 à 80 nM) est mesurée après 2 à 4 h, et l’équilibre est atteint 

après 6 jours (Wind et al., 2019). Le NTD se distribue dans l’ensemble de l’organisme et ne 

s’accumule pas. La demi-vie terminale du NTD est de 7 à 19 h (Varone et al., 2018). Au 

niveau hépatique, le NTD est principalement hydrolysé par des estérases (voie majeure, 

environ 60 %) ou déméthylé par le cytochrome CYP3A4 (voie mineure, environ 4 %) pour 

former respectivement les métabolites BIBF1202 et BIBF1053 (Wind et al., 2019) (voir 

figure 43). Une fraction du métabolite BIBF1202 est ensuite glucurono-conjugué par 

l’UGT1A1 (UDP-glucuronosyltransferase, UGT). L’élimination rénale du NTD et de ses 

métabolites est très négligeable. L’excrétion fécale/biliaire est la voie principale d’élimination 

(93.4%) du NTD non métabolisé (environ 20 %) et de ses produits de biotransformation 

(Varone et al., 2018; Wind et al., 2019). 
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Figure 43: Métabolisme et excrétion du Nintedanib (Wind et al., 2019). 

 

2.5- La tolérance du NTD chez les patients souffrant de FPI 

    Le profil de tolérance de NTD a été étudié au cours des essais cliniques TOMORROW et 

INPULSIS. Les effets secondaires les plus communs sont gastro-intestinaux, il s’agit 

principalement de diarrhées (60 %) (Cottin et al., 2017; Richeldi et al., 2014b). Cependant 

l’intensité de cet effet indésirable est généralement modérée et n’a conduit à un arrêt définitif 

du traitement que chez seulement 5 % des patients recevant du NTD au long terme (Crestani 

et al., 2019). D’autres effets indésirables sont notés telles que des nausées, une perte de poids 

et d’appétit. De plus, un traitement standard par du NTD peut augmenter les concentrations 

plasmatiques des enzymes hépatiques mais une toxicité hépatique est rarement à l’origine 

d’un arrêt du traitement. Toutefois, il est déconseillé de prescrire du NTD chez les patients 

présentant une atteinte sévère du foie. Il est intéressant de noter que la diminution de la 

posologie du NTD, en deçà des doses standards (150mg x2/jour), chez les patients présentant 

ces effets indésirables, n’a pas eu de conséquence sur le déclin de la CVF (Varone et al., 

2018). Enfin théoriquement, le NTD peut induire des saignements étant donné son activité 

anti-angiogénique (anti-VEGFR), mais la fréquence de ces effets indésirables n’est pas 

augmentée chez les patients recevant du NTD. Toutefois, il est prudent de surveiller 
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étroitement les patients présentant un risque hémorragique ou cardiovasculaire et traités par le 

NTD. Enfin, les médicaments inhibant ou induisant le CYP3A4 ou la P-gp peuvent interférer 

avec le métabolisme hépatique du NTD, modifier ses concentrations plasmatiques et ainsi 

perturber ses effets thérapeutiques et/ou indésirables (Varone et al., 2018). 
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Objectifs de la thèse 
    La prise en charge pharmacologique de la FPI repose sur l’utilisation de deux médicaments 

antifibrosants, la pirfénidone et le nintédanib (NTD) qui ralentissent le déclin de la fonction 

respiratoire. Le NTD est un inhibiteur des protéines à tyrosine kinase, notamment des 

récepteurs à tyrosine kinase du PDGF, VEGF et FGF qui jouent un rôle essentiel dans le 

développement de la FPI. En interférant avec l’activité de ces récepteurs, le NTD inhibe in 

vitro l’activation, la prolifération et la différenciation des fibroblastes pulmonaires humains. 

Par ailleurs, le NTD diminue l’intensité de l’inflammation associée au processus de fibrose 

pulmonaire induite expérimentalement chez la souris. De plus, à de très faibles concentrations 

compatibles avec celles mesurées dans le plasma de patients traités par le NTD, cet 

antifibrosant inhibe l’activité kinase de la protéine recombinante du récepteur CSF-1R humain. 

L’activation du CSF-1R par son ligand CSF-1 contrôle différentes propriétés essentielles du 

macrophage humain, telles que la survie et l’adhérence.  

    Le macrophage pulmonaire est un acteur cellulaire majeur favorisant le développement de 

la FPI. Il sécrète des cytokines pro-inflammatoires et pro-fibrosantes qui contribuent 

notamment à l’infiltration, à la prolifération et à l’activation des fibroblastes en 

myofibroblastes. La répétition des agressions de l’épithélium alvéolaire stimule l’infiltration 

du tissu pulmonaire par des monocytes du sang périphérique puis leur différenciation en 

macrophage interstitiel et/ou alvéolaire. Selon leur microenvironnement, ces cellules 

immunitaires clés peuvent se polariser in situ en macrophages « pro-inflammatoires » M1 ou 

« pro-fibrosants » M2. Expérimentalement, la déplétion des monocytes circulant ou 

l’invalidation génétique du CSF-1 chez la souris réduit le pool de macrophages pulmonaires et 

diminue l’intensité de la fibrose pulmonaire induits par la bléomycine. Enfin, les 

concentrations de CSF-1 sont augmentées dans les liquides de lavages bronchoalvéolaires de 

patients atteints de FPI. Il est donc probable que le CSF-1 puisse contribuer au développement 

de la fibrose pulmonaire humaine en contrôlant l’émergence et/ou le maintien d’un pool de 

macrophages pulmonaires matures. En bloquant l’activation du récepteur CSF-1R, le NTD 

pourrait donc interférer avec les propriétés pro-inflammatoires et pro-fibrosante du 

macrophage humain, notamment au niveau du tissu pulmonaire. Lorsque j’ai débuté mes 

travaux de thèse, l’impact de NTD sur les fonctions du macrophage humain différencié à 

partir du monocyte circulant n’était pas connu. 

    Le premier objectif de ma thèse a donc été de caractériser les effets de faibles 

concentrations de NTD i) sur les fonctions du macrophage humain différencié par le CSF-1 à 
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partir de monocyte circulant et ii) sur la polarisation du macrophage en cellule pro-

inflammatoire M1 ou pro-fibrosante M2. Au cours de ce travail, j’ai étudié l’impact du NTD 

sur la viabilité et l’adhérence cellulaire, l’expression membranaire des marqueurs de 

différenciation et sur l’expression et la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires et/ou pro-

fibrosantes.  

Cette première étude a notamment mis en évidence la capacité du NTD à bloquer 

l’expression et la sécrétion de la chimiokine CXCL13 par le macrophage M1. CXCL13 

contrôle la formation d’îlots lymphoïdes dans différents organes et au cours de maladies 

inflammatoires chroniques. C’est un biomarqueur pronostique de la FPI dont l’expression est 

augmentée dans le tissu pulmonaire des patients. Dans le tissu pulmonaire, CXCL13 est 

fortement détectée dans les agrégats lymphoïdes situés au niveau de zones de fibrose. Selon 

les résultats d’une étude, cette chimiokine serait exprimée par des cellules CD68+ du lignage 

monocyte/macrophage. Cependant, lors du démarrage de cette thèse, l’origine cellulaire 

précise de CXCL13 et les voies de signalisation contrôlant son expression restaient à 

démontrer. Le second objectif de ma thèse a donc été i) de caractériser l’expression de 

CXCL13 dans les macrophages de tissus pulmonaires sur des biopsies pulmonaires 

chirurgicales de patients atteints de FPI et ii) de décrire in vitro les mécanismes cellulaires et 

moléculaires contrôlant l’expression de CXCL13 dans les macrophages humains différenciés 

à partir des monocytes sanguins ou isolés des liquides de lavages bronchoalvéolaires.  
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Chapitre IV:  

RESULTATS  
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Article 1: 

Alteration of human macrophage phenotypes by the anti-fibrotic drug nintedanib 

Nessrine Bellamri, Claudie Morzadec, Audrey Joannes, Valérie Lecureur, Lutz Wollin, 

Stéphane Jouneau, Laurent Vernhet. 

Int Immunopharmacol. 72 (2019) 112-123. 
 
Un résumé en français et sans figure est présenté ci-dessous. Il précède l’article original déjà 

publié. 

I- Contexte et justification de l’étude 

Le nintedanib (NTD), un médicament antifibrosant, ralentit le déclin de la fonction 

respiratoire et le taux d’exacerbations aiguës chez les patients atteints de FPI. Au niveau 

moléculaire, le NTD est un inhibiteur des protéines à tyrosines kinases tels que les récepteurs 

au PDGF, FGF et VEGF. In vitro, il exerce son effet antifibrotique sur des fibroblastes 

pulmonaires isolés de patients atteints de FPI très probablement en bloquant l’activité de ces 

trois récepteurs. En plus de ces propriétés, différentes études ont démontré que le NTD 

diminue les processus inflammatoires induits dans des modèles de fibrose pulmonaire, 

hépatique, rénale et cutanée. Le NTD réduit in vivo l’infiltration des lymphocytes et des 

neutrophiles dans le modèle de fibrose pulmonaire induite par la silice ou la bléomycine. Il 

prévient également l’infiltration des macrophages dans le modèle d’obstruction urétérale 

unilatérale. Enfin, le NTD diminue l’expression des cytokines pro-inflammatoires dans ces 

différents modèles de fibrose, dont celle de l’IL-1β, du TNF-α et de l’IL-6. 

Par ailleurs, le NTD inhibe l’activité kinase de la protéine recombinante du récepteur CSF-

1R humain. Ce récepteur, activé par les ligands CSF-1 ou l’IL-34, est majoritairement 

exprimé par les cellules myéloïdes. Le complexe CSF-1/CSF-1R contrôle la différenciation, 

l’adhérence et la mobilité des macrophages via l’activation des voies de signalisation 

PI3K/AKT et MAPK/ERK. Il est aujourd’hui admis que le macrophage différencié à partir 

des monocytes sanguins joue un rôle prépondérant dans le développement de la fibrose 

pulmonaire. De plus, l’invalidation du gène codant le CSF-1 réduit fortement le pool des 

macrophages alvéolaires et l’intensité de la fibrose pulmonaire induits par la bléomycine chez 

la souris. Cette délétion diminue la production de la chimiokine CCL2 qui contribue 

également au processus fibrosant en stimulant l’infiltration des monocytes. En inhibant 

l’activité kinase du CSF-1R et en prévenant secondairement l’activation des voies de 
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signalisation induite par le complexe CSF-1/CSF-1R, le NTD pourrait donc moduler les 

fonctions pro-inflammatoires et/ou pro-fibrosante du macrophage humain.  

    Afin d’explorer cette hypothèse, des monocytes de sang périphérique humain ont été 

différenciés en macrophages matures M0 par du CSF-1 (50 ng/ml) pendant 6 à 7 jours. Ces 

macrophages ont ensuite été prétraités par des concentrations croissantes de NTD (10 nM-

1000 nM), puis maintenues en culture en présence de CSF-1 (20 ng/ml), ou polarisés en 

macrophages M1 ou M2a, respectivement, par les combinaisons lipopolysaccharide 

(LPS)/Interféron-g (IFN-γ) (20 ng/ml) ou IL-4/IL-13 (20 ng/ml). 

II- Résumé des principaux résultats  

1- Le NTD inhibe la phosphorylation de CSF-1R et l’activation des voies de 
signalisation induites par le CSF-1 

Dans un premier temps, nous avons caractérisé l’effet du NTD sur la cinétique de 

phosphorylation du CSF-1R induite par le CSF-1 dans le macrophage M0. Nos résultats 

montrent, comme attendu, que le niveau de phosphorylation de CSF-1R est maximal dès une 

minute de stimulation puis qu’il décroit progressivement avec le temps. Cette phosphorylation 

de CSF-1R est associée à l’activation des voies de signalisation PI3K/AKT et MAPK/ERK. 

Le GW2580 (GW), un antagoniste spécifique du CSF-1R, bloque totalement l’activation de 

ces deux voies alors que le LY294002 un inhibiteur de la voie PI3K (Ly294002, LY), bloque 

uniquement la voie PI3K/AKT. Le traitement des macrophages M0 par le NTD inhibe de 

façon dose-dépendante le niveau de phosphorylation de CSF-1R. En effet, à 10 nM, le NTD 

diminue de 50 % le niveau de phosphorylation de CSF-1R, et cette inhibition est totale à des 

concentrations > à 200 nM. Le NTD réduit aussi la phosphorylation d’AKT et d’ERK mais 

uniquement pour des concentrations supérieures à 100-200 nM. 

2- Le NTD réduit l’adhérence des macrophages M0 et la sécrétion de CCL2 

Afin de déterminer les conséquences de l’inhibition des voies de signalisation résultant du 

blocage du CSF-1R par le NTD, nous avons étudié l’adhérence des macrophages M0, leur 

phénotype et la sécrétion de la chimiokine CCL2 qui est normalement fortement induite par 

CSF-1. Comme le GW et le LY, le NTD diminue fortement l’adhérence des macrophages M0 

induite par le CSF-1, avec un effet significatif pour des concentrations > 200 nM. Afin de 

déterminer si cette baisse de l’adhérence cellulaire résulte d’un effet cytotoxique du NTD, 

nous avons étudié son impact sur la viabilité des macrophages M0 en mesurant la mort 

cellulaire (marquage Annexin V/Iodure de propidium) par cytométrie en flux. Nos résultats 
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démontrent que, de manière similaire aux inhibiteurs GW et LY, le NTD n’induit pas de 

cytotoxicité pour des concentrations < 1 µM. Le NTD ne modifie pas non plus l’expression 

membranaire des marqueurs de différenciation CD71 et CD206. En revanche, comme le GW 

et le LY, il bloque l’expression du gène codant CCL2 et réduit la sécrétion de CCL2 induite 

par CSF-1. 

3- Le NTD diminue partiellement l’expression des marqueurs phénotypiques M2a 
mais ne modifie pas celle des marqueurs M1 

L’inhibition de la voie CSF-1/CSF-1R par le GW ne modifie pas les expressions 

membranaires des marqueurs de polarisation M1 (CD80, CD86, CD40 et CD83) et M2a 

(CD11b, CD200R, CD206 et CD209), ce qui indique que ces expressions sont maintenues 

indépendamment de la voie CSF-1/CSF-1R dans le macrophage humain. Le NTD n’a aucun 

effet sur l’expression des marqueurs M1 mais il diminue partiellement l’expression des quatre 

marqueurs M2a. Les effets du NTD sur l’expression de ces marqueurs de polarisation seraient 

donc indépendants de l’inhibition de l’axe CSF-1/CSF-1R. 

4- Le NTD diminue l’expression de différentes cytokines par le macrophage M1  

Comme le GW, le NTD diminue significativement la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoires IL-1β et IL-8 par le macrophage M1. Cependant, contrairement au GW, le 

NTD réduit également les niveaux d’ARNm et de protéines de l’IL-10 et de CXCL13, donc 

très probablement d’une manière indépendante de la voie CSF-1/CSF-1R. Ce résultat suggère 

que le NTD bloque le CSF-1R mais qu’il interfère aussi avec une ou plusieurs autres cibles 

moléculaires dans le macrophage M1. En revanche, comme le GW, le NTD a très peu 

d’impact sur l’expression des cytokines pro-fibrosantes CCL22 et PDGF-BB dans les 

macrophages M2a, mais il augmente celle de la chimiokine pro-fibrotique CCL18 lorsqu’il est 

utilisé à sa plus forte concentration (1 µM). 

III- Conclusions 

     Nos résultats démontrent que le NTD exerce un effet anti-inflammatoire en inhibant 

l’expression de l’IL-1β, IL-8, IL-10, CCL2 et de CXCL13 qui jouent un rôle important dans 

le développement de la fibrose pulmonaire. Ces résultats sont en accord avec ceux démontrant 

l’effet anti-inflammatoire du NTD dans différents modèles murins de fibrose. La pertinence 

clinique de ces résultats reste toutefois incertaine car le NTD altère in vitro la fonction des 

macrophages à des concentrations supérieures à celles mesurées dans le plasma de patients 
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atteints de FPI. En effet, le NTD altère significativement le phénotype des macrophages 

seulement à des concentrations > 200 nM alors que les concentrations sanguines de NTD 

mesurérd chez les patients atteints de FPI sont < 100 nM. Pour étudier les propriétés immuno-

modulatrices du NTD chez ces malades, il serait intéressant de mesurer les concentrations 

sanguines de diverses cytokines pro-inflammatoires (et/ou pro-fibrosantes) avant et après 

l’administration de ce médicament. 
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A B S T R A C T

The tyrosine kinase inhibitor, Nintedanib (NTD), has been approved for the treatment of idiopathic pulmonary
fibrosis (IPF). In cell-free systems, NTD was recently shown to inhibit kinase activity of the human recombinant
colony-stimulating factor 1 (CSF1) receptor (CSF1R) which mediates major functions of pulmonary macro-
phages. In the present study, we have investigated the effects of NTD on the phenotype of human monocyte-
derived macrophages controlled by CSF1 in order to identify its anti-inflammatory properties via CSF1R in-
hibition. NTD (0.01 to 1 μM) prevented the CSF1-induced phosphorylation of CSF1R and activation of the
downstream signaling pathways. NTD, like the CSF1R inhibitor GW2580, significantly decreased the adhesion of
macrophages and production of the chemokine ligand (CCL) 2. NTD also altered the polarization of macrophages
to classical M1 and alternative M2a macrophages. It reduced the secretion of several pro-inflammatory and/or
pro-fibrotic cytokines (IL-1β, IL-8, IL-10 and CXCL13) by M1 macrophages but did not prevent the expression of
M1 markers. While NTD (50–200 nM) partially blocked the synthesis of M2a markers (CD11b, CD200R, CD206,
and CD209), it did not reduce synthesis of the M2a pro-fibrotic cytokines CCL22 and PDGF-BB, and increased
CCL18 release when used at its highest concentration (1 μM). The effects of NTD on macrophage polarization
only was partially mimicked by GW2580, suggesting that the drug inhibits other molecules in addition to CSF1R.
In conclusion, NTD alters the CSF1-controlled phenotype of human macrophages mainly by blocking the acti-
vation of CSF1R that thus constitutes a new molecular target of NTD, at least in vitro.

1. Introduction

The anti-fibrotic drug nintedanib (NTD) has been approved for the
management of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF) [1]. It reduces the
annual decrease in forced vital capacity and acute exacerbations in
patients suffering from this progressive, irreversible lung disease [2].
This tyrosine kinase inhibitor blocks the ATP-binding sites within the
kinase domains of vascular endothelial growth factor (VEGF), basic fi-
broblast growth factor (bFGF) and platelet-derived growth factor
(PDGF) receptors [3]. It also inhibits the PDGF, VEGF or bFGF-depen-
dent proliferation of fibroblasts isolated from the lungs of IPF patients
[4,5].

In addition, several studies have shown that NTD prevents the de-
velopment of inflammatory processes during fibrosis in murine models
of lung, liver, renal and skin fibrosis [4,6–8]. It reduces the infiltration
of lymphocytes and neutrophils induced by silica or bleomycin in lungs
[4] and it decreases the infiltration of macrophages induced by uni-
lateral ureteral obstruction in kidney [7]. Moreover, NTD markedly
prevents the expression of major pro-inflammatory and pro-fibrotic
cytokines, such as tumor necrosis factor-α (TNF-α), interleukin-(IL-)1β,
IL-6 or chemokine ligand (CCL) 2 (CCL2), in fibrotic liver, lung and
kidneys.

A recent screening of a wide range of kinases in cell-free systems
demonstrated that low concentrations (IC50=5 ± 2 nM) of NTD
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inhibit the kinase activity of human recombinant colony-stimulating
factor 1 (CSF1) receptor (CSF1R) [9]. This receptor, activated by CSF1
(also called macrophage colony-stimulating factor) and IL-34, is mainly
expressed in myeloid cells [10]. The CSF1R/CSF1 complex plays major
roles in innate immunity and bone remodeling by osteoclasts, but it also
possesses an oncogenic potential due to its aberrant expression in sev-
eral human tumors cells [11]. Overall, CSF1 is a main hematopoietic
growth factor for cells of the monocyte lineage. CSF1 bound to CSF1R
activates several intracellular signal pathways, such as phosphatyidy-
linositol 3-kinase (PI3K), inducing the differentiation of monocytes into
mature macrophages and promoting their adhesion, spreading and
motility [10]. CSF1 also stimulates the production of the chemokine
CCL2 by macrophages, which contributes significantly to lung fibrosis
[12]. The capacity of NTD to inhibit CSF1R activation and downstream
signals in vitro has never been investigated although CSF1-activated
macrophages are important in pulmonary inflammation and fibrosis
[12,13]. Indeed, the pulmonary tissues of CSF1−/− and CCL2−/− mice
have less macrophage infiltration, collagen deposition and fibrosis in
response to bleomycin than do those of wild-type mice [12]. The ac-
cumulation of lung macrophages and subsequent pulmonary fibrosis
suffered by mice after thorax irradiation is blocked by inhibiting CSF1R
[13]. These pulmonary macrophages may differentiate from circulating
monocytes that infiltrate the lungs in response to pro-fibrotic stimuli
[14]. In fact, the genetic deletion of monocyte-derived macrophages or
the depletion of circulating monocytes by liposomal clodronate po-
tently reduces the number of alveolar macrophages and the develop-
ment of lung fibrosis in different murine models [15,16]. In humans,
the bronchoalveolar lavage fluids of patients with IPF contain higher
concentrations of CSF1 and CCL2 than do those of healthy controls
[12]. CSF1 specifically stimulates the production of the CD163 marker
in human monocyte-derived macrophages [17], and above-normal
numbers of CD163-positive macrophages have been detected in fibrotic
areas of the lungs of IPF and irradiated patients [12,13]. Altogether,
these results suggest that NTD may exert anti-inflammatory and anti-
fibrotic effects in the lungs by altering the phenotype of human CSF1-
dependent macrophages through CSF1R inhibition.

We have investigated this relationship to obtain a clearer picture of
the anti-inflammatory effects of the drug on human macrophages. To
this goal, we exposed primary cultures of human monocyte-derived
macrophages, differentiated with CSF1, to nanomolar concentrations of
NTD that were in the range of the blood plasma drug concentrations
measured in patients with IPF after a steady-state standard dosing of
two times 150mg per day [18]. In these patients, the highest NTD
blood concentrations were about 70 nM. Our results demonstrate that
NTD (10–1000 nM) inhibited the phosphorylation of CSF1R and the
downstream signaling pathways induced by CSF1 in human macro-
phages. At 200–1000 nM, NTD reduced the adhesion of CSF1 macro-
phages, without inducing cytotoxicity, and repressed the expression of
CCL2. In addition, NTD (200–1000 nM) altered the polarization of
human macrophages by decreasing the production of pro-fibrotic cy-
tokines and the membrane expression of markers in M1 and M2a
macrophages, respectively.

2. Materials and methods

2.1. Chemicals and reagents

NTD [BIBF-1120, methyl (3Z)-3-[({4-[N-methyl-2-(4-methylpiper-
azin-1-yl)acetamido]phenyl}amino)(phenyl)methylidene]-2-oxo-2,3-
dihydro-1H-indole-6-carboxylate ethane sulfonate salt] was provided
by Boehringer Ingelheim Pharma GmbH (Biberach, Germany). CSF1
was purchased from Miltenyi Biotec (Paris, France). Lipopolysaccharide
(LPS) (Escherichia coli O55:B5), the PI3K inhibitor LY294002, and
GW2580, an ATP-competitive inhibitor of CSF1R, were from Sigma-
Aldrich (Saint-Quentin Fallavier, France). Interferon-γ (IFN), IL-4 and
IL-13 were obtained from PeproTech (Neuilly-sur-seine, France).

Crystalline silica (DQ12, 100 μg/mL) was from DMT GMBH, Germany.
Primary antibodies (Ab) against phospho-CSF1R (Tyr723), CSF1R,
phospho-AKT (Ser473), AKT, phospho-p44/42 extracellular regulated
kinases (ERK) (Thr202/Tyr204), ERK, and GAPDH were from Cell
Signaling Technology (Ozyme, Montigny-le-Bretonneux, France).

2.2. Cell culture and treatments

Human macrophages were differentiated from peripheral human
blood monocytes. Each donor gave his/her written consent for the use
of blood samples for research (Etablissement Français du Sang). Briefly,
peripheral blood mononuclear cells from healthy donors were first
isolated by a Ficoll (reference CMSMSL01, Eurobio, Les Ulis, France)
gradient centrifugation, and then monocytes were selected by a 2 h
adhesion step. These cells were cultured for 6–7 days in RPMI 1640
medium GlutaMAX (Gibco, Life technologies), containing 10% heat-
inactivated fetal bovine serum (FBS), 2 mM L-glutamine, 20 IU/mL pe-
nicillin, 20 μg/mL streptomycin and 50 ng/mL CSF1 to obtain mature
M0 macrophages [19]. These M0 macrophages were cultured in com-
plete RPMI-1640 medium with or without 10 ng/mL CSF1. They were
polarized by culturing them for 24 h in RPMI medium containing 5%
FBS, 10 ng/mL CSF1 and appropriate cytokines, as follows: incubation
with 20 ng/mL LPS+20 ng/mL IFN polarized them into classical M1
macrophages while incubation with 20 ng/mL IL-4+20 ng/mL IL-13
resulted in alternative M2a macrophages [20]. For each biological
endpoint assessed in the present study, all biological replicates were
performed with macrophages differentiated from blood monocytes
collected from different donors. Overall, we isolated peripheral blood
monocytes from 36 different donors.

For treatments, the M0 macrophages were incubated with NTD (0.1
to 1 μM) for 2 h and then stimulated with CSF1 or polarized to M1 or
M2a macrophages. In some experiments, M0 macrophages were first
treated with LPS/IFN for 4 h and then cultured with 100 μg/mL silica
for 16 h to induce IL-1β secretion and inflammasome activity. NTD
remained in the culture medium during polarization. A 1mM stock
solution of NTD was prepared by dissolving it in water at 50 °C.

2.3. Cell viability

Cell viability was measured by flow cytometry using the FITC
Annexin-V Apoptosis Detection Kit I (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France) according to the manufacturer's instructions. Briefly, adherent
and floating cells were harvested and centrifuged at 600g for 5min at
room temperature. Macrophages were detached with Accutase™
(Biolegends, London, UK), washed with cold PBS and suspended in
binding buffer (PBS, 2% FBS). Cells (100,000) were placed in a flow
cytometer tube and incubated with FITC Annexin-V (A5) and propi-
dium iodide (PI) for 15min. Stained cells were analyzed in an LSR II
cytometer with FACSDiva software (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France). Viable cells were defined as A5- and PI-negative cells.

2.4. Cell adhesion

Cell adhesion was determined by measuring the number of adherent
cells using the CyQuant® GR Dyes, which generate intense fluorescence
when bound to DNA (ThermoFisher Scientific, France). Briefly, mac-
rophages (10,000 cells/cm2) were placed in 96-well culture plates,
treated (or not) with NTD for 2 h, and cultured for up to 72 h with or
without CSF1. The cells were then washed to eliminate floating cells
and incubated with the CyQuant® GR Dyes for 1 h at room temperature.
The number of adherent cells was directly proportional to the level of
intracellular DNA and consequently to fluorescence intensity of the
DNA-bound dye. Cell fluorescence was quantified on a POLARstar®
Omega microplate reader (BMG Labtech, France), using excitation at
485 nm and emission at 530 nm. Each experiment was repeated three
times and each result is the mean of the three replicates.
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2.5. Western blotting

Treated cells were lysed with a RIPA buffer containing 150mM
NaCl, 50mM Tris-HCL, 0.1% SDS, 1% Triton X-100, 0.5% Na deox-
ycholate, 50mM sodium fluoride (NaF), 5 mM EDTA, 0.5mM dithio-
threitol, a protease inhibitor cocktail (Roche Diagnostic, Meylan,
France) and phosphatase inhibitor cocktails 2 and 3 (Sigma-Aldrich).
Whole cell lysates were centrifuged at 13000 rpm for 5min and the
supernatants collected and heated at 95 °C for 5min to denature pro-
teins. These lysates were placed onto 4% stacking gels and separated by
SDS electrophoresis (8% or 10% gels). The separated proteins were
transferred to nitrocellulose membranes by electroblotting overnight
(30 V at 4 °C) and free binding sites were blocked by incubation in Tris-
buffered saline containing 0.1% Tween 20 and 4% bovine serum al-
bumin. The blocked membranes were incubated overnight at 4 °C with
the appropriate primary Abs (1/1000), then with horseradish perox-
idase-conjugated secondary Abs (1/2000), and the visualised bands
analyzed by densitometry (Image Lab™ Software for total protein nor-
malization; BioRad, Marnes-la-Coquette, France). The clone and re-
ference of all Abs used for Western blot analysis are summarized in the
Table S1.

2.6. Flow cytometry

Macrophage phenotypes were analyzed by direct immuno-
fluorescence using flow cytometry. Washed, detached cells were stained
with Fixable Viability Stain 450 (BD Biosciences, Le Pont de Claix,
France) for 10min at room temperature to measure viability. Non-
specific Ab binding sites on cells were blocked by incubating them in
PBS containing 2% FBS and FcR blocking reagent (reference 130–059-
901, Miltenyi Biotec SAS, Paris, France) for 10min at room tempera-
ture. Cells were next incubated with a specific Ab or its isotypic control
for 20min at 4 °C, washed in PBS and collected by centrifugation
(2500 rpm for 5min). Ab binding was analyzed in an LSR II cytometer
and FACSDiva software. The M0, M1 and M2a macrophage phenotypes
were characterized using three Ab panels. M0 panel: FITC anti-CD14,
PE anti-CD206 and APC anti-CD71; M1 panel: FITC anti-CD86, PE anti-
CD40, PeCya7 anti-CD80 and APC anti-CD83; M2a panel: APC anti-
CD200R, PE anti-CD206, BB515 anti-CD11b and PEVio770 anti-CD209.
The clone and reference of these Abs are summarized in the Table S2.
Results are expressed as the ratio of median fluorescence intensity
(MFI) calculated as: MFI (test Ab)/MFI (isotype control Ab).

2.7. Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-

qPCR)

Total RNA was extracted from cells with the Trizol reagent (Thermo
Fisher Scientific, France) and was submitted to reverse transcription
using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit from Applied
Biosystems (Thermo Fisher Scientific, France). Quantitative PCR were
performed with the fluorescent dye SYBR Green methodology and a
CFX384 real-time PCR system (BioRad) [21]. Primers for gene expres-
sion analysis were purchased from Sigma-Aldrich. The specificity of
gene amplification was checked at the end of PCR by analyzing am-
plification curves using the comparative cycle threshold method (CFX
Manager™ Software). This software automatically sets the fluorescence
baseline for each well and computes the optimal quantification cycle
(Cq) with a multivariate, nonlinear regression model. These mean Cq
values were used to normalize the steady-state target mRNA con-
centrations to those of the 18S ribosomal protein by the 2(−ΔΔCq)
method.

2.8. Quantification of cytokines

The amounts of human IL-1β, IL-8, IL-10, CXCL13, PDGF-BB,
CCL18, and CCL22 secreted into the medium of macrophage cultures

were measured by ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) using
appropriate Duoset ELISA development system kits (R&D Systems
Europe, Lille, France).

2.9. Statistic analysis

The Gaussian distribution of values was first verified using
D'Agostino & Pearson and Kolmogrov-Smirnov tests. Since values fol-
lowed a normal distribution, the results were presented as mean ±
standard deviation (SD) of the indicated numbers of independent ex-
periments. Significant differences were assessed using a Student t-test
when only two variables were studied in a same experiment or ANOVA
followed by the multi-range Dunett's t-test when an experiment in-
volved more than two variables. A paired Student t-test or a repeated
ANOVA was used when the matching was effective. Differences be-
tween means were considered significant if p < 0.05.

3. Results

3.1. Influence of NTD on CSF1R-dependent signaling pathways in human

M0 macrophages

We first measured the kinetics of CSF1-dependent CSF1R phos-
phorylation in human M0 macrophages. The levels of phosphor-CSF1R
was maximal after incubation for 1min and then progressively de-
creased during 1 h (Fig. 1A). The binding of CSF1 to its receptor acti-
vates the PI3K and mitogen-activated protein kinase (MAPK) pathways,
to ultimately trigger the phosphorylation of the serine/threonine ki-
nases AKT (PI3K) and p42/p44 ERK (MAPK). Indeed, incubation with
CSF1 for 1 to 5min increased the phosphorylation of AKT and p42/p44
ERK in M0 macrophages. We used the PI3K inhibitor LY294002 and the
CSF1R antagonist GW2580 to confirm the role of CSF1R in the phos-
phorylation of AKT and ERK. LY294002 totally blocked AKT phos-
phorylation but had no effect on the phosphorylation of CSF1R or p42/
p44 ERK in macrophages incubated with CSF1 for 5min (Fig. 1B). In
contrast, GW2580 not only prevented the phosphorylation of CSF1R but
also that of AKT and p42/p44 ERK. NTD inhibited, in a concentration-
dependent manner, the phosphorylation of CSF1R in stimulated mac-
rophages (Fig. 1C). NTD (10 nM) significantly decreased (approxi-
mately 50%) the levels of phosphorylated CSF1R, while higher NTD
concentrations (> 200 nM) almost totally inhibited CSF1R phosphor-
ylation in M0 macrophages. The drug also reduced the phosphorylation
of AKT and p42/p44 ERK, but this effect was only significant for con-
centrations> 100 nM (AKT) or 200 nM (ERK). Fig. S1 shows uncropped
images of the original Western blots.

3.2. NTD and adhesion of human M0 macrophages

We then determined cellular consequences of inhibiting the CSF1R-
dependent signaling pathways in M0 macrophages. Human M0 mac-
rophages cultured for 72 h with 50 ng/mL CSF1 remained spindle-
shaped, adhered firmly and did not proliferate. Phase contrast micro-
scopy shows that the number of adherent macrophages after culture
without CSF1 for 72 h was much lower (Fig. 2A). Similarly, NTD caused
the cells to round up and seemed to reduce adhesion in a concentration-
dependent manner (Fig. 2A). We verified these effects by staining the
nuclei of adherent macrophages and measuring cell fluorescence. Those
cultured without CSF1 for 72 h (CTR) or containing CSF1 plus GW2580
or LY294002, had significantly fewer adherent macrophages (Fig. 2B,
left panel). NTD also caused a concentration-dependent reduction in
macrophage adhesion (Fig. 2B, right panel). Its effect was detectable at
50 nM and became significant at concentrations> 200 nM. NTD
(200 nM) reduced the number of adhering macrophages by 47.8%. We
next determined whether the cells became detached due to cytotoxicity
by analyzing the viability of floating and adherent cells cultured for
72 h under the same experimental conditions. The percentage of viable
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Fig. 1. NTD inhibits CSF1-induced CSF1R phosphorylation and downstream signaling pathways in human monocyte-derived macrophages. Macrophages were
washed and left untreated (CTR, 0) (A-C), incubated with 10 μM LY294002 (LY) (B), 10 μM GW2580 (GW) (B) or NTD at 10–1000 nM (C), and then stimulated with
50 ng/mL CSF1. Cells were then lysed and analyzed by Western blotting. (A, C): right panel, the levels on phospho (p)-CSF-1R, p-AKT and p-ERK were measured by
densitometry. The results are means ± SD of 5 (A) and 8 (C) independent experiments. (B): blots are representative of 4 independent experiments. * p < 0.05, **
p < 0.01, *** p < 0.001 versus “0”.
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Fig. 2. NTD decreases the CSF1-dependent adhesion of macrophages. After washing, monocyte-derived macrophages (CTR, 0 h) were left untreated (CTR, 0),
incubated with 10 μM GW2580, 10 μM LY294002 or NTD at 10–1000 nM, and then cultured without (CTR, 72 h) or with 50 μg/mL CSF1 for 72 h. (A): Phase contrast
microscopy (representative of 5 independent experiments)× 40. (B): cell adhesion quantified using the Cyquant GR dyes. (C): cell viability measured by flow
cytometry - apoptotic (annexin-V, A5) and/or necrotic (propidium iodide, PI) cells. Viable cells were defined as A5- and PI-negative macrophages. The results are
means ± SD of 4 independent experiments. * p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 versus “0”.
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cells cultured in the absence (CTR) or presence of CSF1 (“0”) remained
similar, when measured by flow cytometry using A5 and PI labelling
(Fig. 2C, left panel). NTD (10 to 200 nM) was not cytotoxic, but 1 μM
NTD slightly (14.5%) reduced cell viability (Fig. 2C, left panel).

Similarly, neither GW2580 nor LY294002 significantly modified the
percentage of viable macrophages (Fig. 2C, right panel). Thus, blocking
CSF1R kinase activity promoted the detachment of M0 macrophages
but did not affect their viability.
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Fig. 3. Effect of NTD on membrane expression of M0 markers and CCL2 expression. Fresh peripheral blood monocytes (Mono) and monocyte-derived macrophages at
day 6 (M0) (A), M0 macrophages untreated (CTR, 0) or incubated with NTD and then cultured in the absence (CTR) or presence of CSF1 for 24 h (B), were analyzed
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quantitative RT-PCR and normalized to endogenous ribosomal 18S RNA levels. Data are expressed relative to mRNA levels found in cells stimulated with CSF1 (“0”),
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3.3. Effect of NTD on M0 marker production and CCL2 gene induction

Human M0 macrophages bear the monocyte marker and TLR4 co-
receptor CD14, but its expression is lower than that on human mono-
cytes (Fig. 3A). As expected, the expression of the transferrin receptor
CD71 and the mannose receptor CD206 are higher on M0 macrophages
than on monocytes (Fig. 3A) [8,22]. The gating strategy and re-
presentative graphs are presented on the Fig. S2A. The membrane ex-
pression of these M0 markers on cells cultured for 24 h in the absence of
CSF1 (CTR) or with CSF1 in the presence of increasing concentrations
of NTD were unchanged (Fig. 3B). Similarly, treating cells with CSF1 in
the presence of GW2580 or LY294002 had no effect on their CD14,
CD71 and CD206 membrane expression (data not shown). In contrast,
M0 macrophages stimulated with CSF1 for 24 h significantly increased
both CCL2 mRNA and protein levels (Fig. 3C). Blocking the CSF1R re-
ceptor with GW2580 and the PI3K/AKT pathway with LY294002
greatly reduced CCL2 gene expression (Fig. 3C). NTD, like GW2580 and
LY294002, significantly blocked the production of both CCL2 mRNA
and protein (Fig. 3D).

3.4. Influence of NTD on M1 and M2a markers

Human M0 macrophages can be polarized to form classical “pro-
inflammatory” M1 macrophages or alternative “pro-fibrotic” M2a
macrophages, depending on their microenvironment [20]. We first
checked the induction of membrane markers by culturing macrophages
for 24 h with CSF1+ LPS/INF (M1) or CSF1+ IL-4/IL-13 (M2a). CD80,
CD86, CD40 and CD83 were specifically induced in M1 macrophages
whereas CD11b, CD200R, CD206 and CD209 were selectively increased
in M2a macrophages (Fig. 4A). The gating strategy and representative
graphs are presented on the Fig. S2B-C. GW2580 had no effect on M1 or
M2a markers (data not shown), indicating that inhibiting CSF1R does
not interfere with the intracellular process controlling M1 and M2a
polarization. We did not assess the effects of LY294002 as it inhibits the
PI3K pathway induced by CSF1 and/or LPS/IFN. NTD did not modify
the LPS/IFN-induced production of M1 markers but it did reduce the
membrane concentrations of M2a markers (Fig. 4B). NTD (>200 nM)
significantly blocked the IL-4/IL-13-induced synthesis of CD11b, CD206
and CD209, indicating that NTD probably affects M2a polarization via a
mechanism that is independent of CSF1R inhibition.

3.5. Influence of NTD on the synthesis of cytokines in M1 and M2a

macrophages

We then investigated the influence of NTD on the synthesis of sev-
eral specific M1 and M2a macrophage pro-inflammatory and/or pro-
fibrotic genes. Inhibiting CSF1R with GW2850 did not prevent the in-
duction of IL-1β, IL-8 and IL-10 mRNA and increased by 50% the
CXCL13 mRNA levels (Fig. 5A). However, GW2580 significantly re-
duced the IL-1β and IL-8 secreted into the culture medium, without
changing IL-10 or CXCL13 production (Fig. 5B). NTD (> 200 nM), like
GW2580, did not inhibit the induction of IL-1β and IL-8 mRNA but it
did significantly reduce IL-1β and IL-8 secretion (Fig. 5C and D). In
contrast, unlike GW2850, NTD blocked, in a concentration-dependent
manner, any increase in both mRNA and protein encoded by the IL-10
and CXCL13 genes. Consequently, this indicates that NTD does not alter
IL-10 or CXCL13 gene expression by inhibiting CSF1R but rather by
interacting with other targets.

Polarizing M2a macrophages with IL-4/IL-13 increased the expres-
sion of the CCL18, CCL22 and PDGF-BB genes; but its influence on
mRNA or protein production was gene-dependent (Fig. 6A and B). IL-4/
IL-13 significantly increased the concentrations of CCL18 mRNA and
protein; they also increased CCL22 mRNA levels without significantly
enhancing CCL22 secretion. Conversely, IL-4/IL-13 did not increase
PDGF-BB mRNA levels, while significantly enhancing PDGF-BB release
from macrophages. GW2580 significantly increased CCL18 gene

expression in M2a macrophages (Fig. 6A and B) and enhanced the
production of CCL22 and PDGF-BB mRNAs but not secretion of the
encoded proteins. Similarly, increasing concentrations of NTD en-
hanced CCL18 gene expression and protein secretion, resulting in sig-
nificant effects at 1 μM concentrations (Fig. 6C and D). Nevertheless,
the effects of NTD on CCL22 and PDGF-BB gene expression were not
significant.

4. Discussion

We find that NTD markedly alters the phenotype of human mac-
rophages, mainly by inhibiting the activation of CSF1R and modulating
other molecular targets. It blocked the phosphorylation of CSF1R and
the subsequent activation of the PI3K/AKT and MAPK/ERK signaling
pathways induced by CSF1 in a concentration-dependent manner. The
binding of CSF1 to its receptor leads to the dimerization of CSF1R and
the rapid autophosphorylation of several tyrosine residues, including
tyrosine 723 (Tyr-721 in the mouse). The PI3K/AKT pathway is acti-
vated in mouse macrophages following the interaction of the p85 reg-
ulatory subunit of PI3K with the phosphorylated tyrosine 721 [23],
whereas the binding of the Grb2 adaptor protein to phosphorylated
tyrosine residues in CSF1R is thought to trigger ERK activation [10]. We
found that 10 nM NTD reduces CSF1R phosphorylation by over 50%, in
agreement with the recent demonstration that NTD inhibits the kinase
activity of recombinant human CSF1R protein (IC50: 5 ± 2 nM) [9].
However, 10 nM NTD did not prevent the phosphorylation of AKT or
ERK. The amount of phosphorylated AKT and ERK were only sig-
nificantly decreased in macrophages treated with NTD concentrations
above 100 nM. Since 10 nM NTD partially blocks CSF1R phosphoryla-
tion in CSF1-stimulated macrophages, the CSF1R activity detected in
macrophages treated with 10 nM NTD is probably still sufficient to
allow the binding of both p85-PI3K and Grb2, and thus to fully activate
AKT (p85-PI3K) and ERK (Grb2). This evidence that CSF1R is a new
molecular target of NTD should be taken into account when in-
vestigating effects of the drug on myeloid or tumor cells bearing this
receptor.

The inhibition of CSF1R phosphorylation by NTD also influences the
function of human macrophages. It markedly reduced cell adhesion and
triggered macrophage rounding without being cytotoxic. These effects
were concentration-dependent and significant at NTD concentrations
above 200 nM. We obtained evidence suggesting that NTD decreases
cell adhesion by preventing the activation of the CSF1R-dependent PI3K
pathway. First, culturing macrophages in the absence of CSF1 or in the
presence of the CSF1R inhibitor, GW2580, mimicked the effect of NTD
on macrophage adhesion and morphology. Second, the PI3K inhibitor
LY294002, like NTD, strongly inhibited the adhesion of human mac-
rophages. And third, actin cytoskeleton remodeling, which controls cell
adhesion and motility in mouse macrophages, is tightly regulated by
the PI3K-dependent activation of paxillin, a major protein in macro-
phage focal complexes [24]. However, inhibiting CSF1R activity with
NTD or GW2580 did not alter cell viability, suggesting that survival
pathways induced by CSF1 during monocyte differentiation are not
controlled by this receptor in mature macrophages. Similarly, NTD and
GW2580 did not decrease the membrane expression of CD71 and
CD206, two M0 markers absent from monocytes. The levels of CD71
and CD206 were unchanged and are thus independent of CSF1R activity
in mature macrophages.

NTD, like GW2580, blocked any increases in CCL2 mRNA or pro-
tein, in agreement with the findings of Baran et al., who reported that
CSF1 induced CCL2 gene expression in mouse bone marrow- and
human monocyte-derived macrophages [12]. CCL2 plays a major role
in murine lung fibrosis especially by promoting monocyte and phago-
cyte recruitment [12]. In their study, Bara et al. (2007) demonstrated
that CCL2−/− mice treated with bleomycin had less cell infiltration in
pulmonary tissue, interstitial lung thickening and collagen deposition in
lungs than wild-type mice. Moreover, they found that bronchoalveolar
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lavages of patients with IPF contain increased CCL2 concentrations,
suggesting that this chemokine is involved in the development of lung
fibrosis in humans. Finally, we found that LY294002 almost totally
prevented the increase in CCL2 mRNA, indicating that the CSF1R-de-
pendent expression of the CCL2 gene is positively regulated by the PI3K
pathway in human macrophages.

Blocking CSF1R with NTD or GW2580 altered the cytokine profiles
in M1 and M2a macrophages differently. They did not prevent the

induction of M1 markers, but they significantly reduced the secretion of
IL-1β and IL-8 by M1 macrophages. As neither NTD nor GW2580 im-
paired IL-1β or IL-8 mRNA production, they probably interfere with
protein synthesis. It is generally accepted that the maturation of IL-1β
in macrophage is controlled mainly post-translationally, by the NOD-
like receptor pyrin domain 3 (NLRP3) inflammasome, a cytoplasmic
protein complex [25]. IL-1β gene induction by LPS results in pro-IL-1β,
which is cleaved to give its mature form by the cysteine protease
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Fig. 4. NTD reduces expression of M2a macrophage membrane markers. M0 macrophages were untreated (A, B) or incubated with NTD at 50–1000 nM (B) and then
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caspase-1. This protease is the effector molecule of the inflammasome
that also contains the sensor protein NLRP3 and the adaptor ASC [25].
Gaidt et al. recently reported that a caspase 8-dependent signaling
system mediates the assembly of the NLRP3 inflammasome in human
monocytes stimulated with LPS [26]. The differentiation of human
monocytes induced by CSF1 also requires activation of caspase-8, which
is essential for cell survival [27]. The fact that NTD and GW2580

specifically decreased the secretion of IL-1β suggests that stimulating
CSF1R with CSF1 favors the assembly of the NLRP3 inflammasome,
which was induced with silica in our study (Fig. 5D), perhaps by re-
activating caspase 8 and triggering a caspase-8-dependent signaling
pathway upstream of NLRP3. Yet, no evidence of caspase-8 function in
CSF1-induced macrophages is reported. How NTD or GW2580 inter-
feres with IL-8 production is also elusive, as the process controlling IL-8
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Fig. 5. Influence of NTD on the induction of pro-inflammatory and pro-fibrotic genes in M1 macrophages. Macrophages were untreated (M0, 0), treated with 10 μM
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was measured in cells stimulated with LPS/IFN (L/I) for 4 h and then with LPS/IFN+100 μg/mL crystalline silica (L/I/Si) for 16 h. mRNA levels were determined by
quantitative RT-PCR and normalized to endogenous ribosomal 18S RNA levels. Data are expressed relative to mRNA levels found in LPS/IFN-stimulated cells (“0”)
(A, C), arbitrarily set at 1. IL-1β, IL-8, IL-10 and CXCL13 in culture media were quantified by ELISA. Results are expressed as means ± SD of 4 (A, B), 6 (C) and 5 to 8
(D) independent experiments. *p < 0.05, ** p < 0.01, ***p < 0.001 versus “0”.
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maturation is poorly understood. Nevertheless, treating rheumatoid
arthritis synovial explants with an anti-human CSF1R monoclonal an-
tibody greatly reduces the CSF1-induced release of IL-8 [28]. Hence,
CSF1R may well play a positive role in the regulation of IL-8 produc-
tion, at least in vitro.

While NTD and GW2580 seemed to have no effect on the secretion
of CCL22 and PDGF-BB by M2a macrophages, they did increase the
release of CCL18 from human macrophages polarized with IL-4/IL-13.
They also significantly enhanced CCL18 mRNA production, suggesting
that activating CSF1R probably blocks transcription of the CCL18 gene
by altering a signaling pathway induced by IL-4/IL-13. Thus, CSF1 not
only promotes adhesion, it also increases or represses the expression of
genes that help define the overall phenotype of mature macrophages.

Besides inhibiting CSF1R activation, NTD also appeared to alter the
polarization of M0 macrophages by interacting with other molecular
targets. Specifically, NTD prevented the expression of the IL-10 and
CXCL13 genes in M1 macrophages, whereas GW2580 had no significant
effect. It may be possible that NTD prevented the production of these
cytokines by blocking the Bruton's tyrosine kinase (Btk). Indeed, LPS

rapidly activates Btk in murine and human macrophages, and inhibiting
Btk with the selective inhibitor, Ibrutinib, markedly reduces the in-
creases in IL-10 and CXCL13 mRNAs induced by LPS [29,30]. However,
it is not clear whether Btk stimulates the CXCL13 gene directly, since
macrophage treatment with an Ab neutralizing IL-10 significantly re-
duces CXC13 production [31]. In cell-free systems, NTD also inhibits
the kinase activity of the human recombinant Btk protein (IC50: 34 nM)
[9]. Studies on human macrophages stimulated with LPS are thus
needed to determine whether Btk is a new molecular target of NTD.
Finally, 200 nM NTD significantly reduced the increases in the M2a
markers CD11b, CD206 and CD209 independently of CSF1R inhibition.
NTD concentrations as low as 50 nM significantly reduced the mem-
brane expression of CD206 induced by IL-4/IL-13. It can be noted that
Huang et al. (2017) previously reported that NTD partially prevents the
expression of CD206 in human M2 macrophages, however without in-
vestigating the role of CSF1R [8]. NTD may prevent M2a polarization
independently of Btk, since ibrutinib does not seem to alter signaling
induced by IL-4 [32]. NTD might reduce the expression of M2a markers
by inhibiting the Src kinase Hck that mediates the CD206 gene activity
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Fig. 6. Effects of NTD on CCL18, CCL22 and PDGF-BB expression in M2a macrophages. Macrophages were untreated (M0, 0), incubated with 10 μM GW2580 (GW),
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induced by IL-13 in human monocytes [33]. NTD inhibit several Src
kinases [9,34], but its effect on Hck kinase activity remains to be de-
monstrated. Altogether, our results strongly suggest that NTD likely
altered the phenotype and the polarization of human macrophages, not
only by inhibiting CSF1R activity, but also by repressing other kinases
that remain to be characterized.

More generally, our results demonstrate that, in vitro, NTD exerts
anti-inflammatory effects by blocking the expression of the IL-1β, IL-8,
IL-10, CCL2 and CXCL13 genes that contribute to lung fibrosis [35–37].
Therefore, these results support recent findings concerning the anti-
inflammatory properties of NTD in murine models of fibrosis [4,6–8].
However, the clinical relevance of these effects should be further in-
vestigated since NTD alters macrophage functions in vitro at con-
centrations higher than those measured in patients with IPF after
standard dosing [18]. Indeed, NTD significantly altered the phenotype
of macrophages only when it was used at concentrations above 200 nM,
whereas the highest blood concentrations measured in patients with IPF
are about 70 nM. Future clinical trials may assess the immuno-mod-
ulatory properties of NTD by measuring blood concentrations of various
cytokines before and after treatment.

5. Conclusion

NTD inhibits the activation of CSF1R, which is therefore a new
molecular target of the drug. NTD has anti-inflammatory effects on
human macrophages, mainly due to CSF1R inhibition, but also from
interactions with other as-yet unidentified targets.

Supplementary data to this article can be found online at https://
doi.org/10.1016/j.intimp.2019.03.061.
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Article 2: 

TNF-α and IL10 control CXCL13 expression in human macrophages 

Nessrine Bellamri, Roselyne Viel, Claudie Morzadec, Valérie Lecureur, Audrey Joannes, 

Bertrand de Latour, Francisco Llamas-Guttierez, Lutz Wollin, Stéphane Jouneau and Laurent 

Vernhet. 

Actuellement en revision à Journal of Immunology. 

Un résumé, en français et sans figure, est présenté ci-dessous. Il précède l’article original rédigé en 

anglais. 

I- Contexte et justification de l’étude 

    La chimiokine CXCL13 joue un rôle physiologique majeur en orchestrant la migration 

cellulaire des lymphocytes B (LB) et T (LT) vers les organisations lymphoïdes secondaires. 

Cette chimiokine est majoritairement exprimée au niveau de ces structures par les cellules 

dendritiques folliculaires et les cellules stromales en réponse à la lymphotoxine β. La 

surexpression de CXCL13 contribue également au développement de structures lymphoïdes 

tertiaires au cours du développement de maladies inflammatoires chroniques et de maladies 

auto-immunes telles que la polyarthrite rhumatoïde et le lupus érythémateux. 

Plusieurs études ont démontré que CXCL13 est un biomarqueur pronostique de la FPI. Les 

concentrations sériques de CXCL13 sont significativement augmentées chez ces malades et 

ces concentrations prédisent la sévérité et la progression de la maladie. Les concentrations en 

ARNm CXCL13 sont également fortement augmentées dans les tissus pulmonaires des 

malades. La protéine CXCL13 est massivement détectée autour des agrégats lymphoïdes 

riches se trouvant à proximité des lésions fibroproliferatives. Les résultats de l’étude de Vuga 

et coll suggèrent que CXCL13 est exprimée au sein de ces structures par des cellules CD68+ 

du lignage monocyte/macrophage. Toutefois, la possibilité que CXCL13 soit réellement 

produite par des macrophages interstitiels et/ou alvéolaires (MA) restent à démontrer. De 

même, les mécanismes moléculaires contrôlant l’expression de CXCL13 dans le macrophage 

ne sont pas connus. 

    Lors du développement de la FPI, le pool des macrophages pulmonaires est enrichi par 

l’infiltration puis la différenciation de monocytes circulant. La déplétion de ces monocytes 

circulant prévient la fibrose pulmonaire induite par la bléomycine chez la souris. Le facteur de 

croissance CSF-1 contrôle la différenciation du monocyte en macrophage (MDM) et joue un 
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rôle important dans le développement du processus fibrosant chez la souris. En effet, les 

souris déficientes en CSF-1 et exposées à la bléomycine présentent une diminution de 

l’infiltration pulmonaire de macrophage CD68+ et une réduction de l’intensité de la fibrose 

par rapport aux souris sauvages. Il est possible que CSF-1 contribue aussi au développement 

de la fibrose pulmonaire humaine. En effet, la concentration de CSF-1 dans les liquides de 

LBA et la densité des macrophages CD68+ dans les tissus pulmonaires sont augmentées chez 

les patients atteints de FPI. De plus, les MA issus de patients FPI expriment le marqueur 

CD206 dont l’expression est fortement induite par CSF-1. Par ailleurs, les MDM différenciés 

par le CSF-1 secrètent la chimiokine CXCL13 en réponse à une stimulation par le LPS. 

L’ensemble de ces études suggèrent donc que le macrophage pulmonaire, notamment chez les 

patients souffrant de FPI, produit CXCL13 de manière constitutive ou en réponse à une 

stimulation. 

   Afin d’étudier cette hypothèse, nous avons caractérisé, par immunohistochimie (IHC) et 

immunofluorescence (IF), l’expression de CXCL13 dans les macrophages pulmonaires sur 

des coupes de tissus issus de biopsies pulmonaires chirurgicales de patients atteints de FPI. 

Nous avons également analysé in vitro la production de CXCL13 par les MA et les MDM 

humains, et recherché les voies de signalisation contrôlant son expression.  

II- Résumé des principaux résultats  

1- CXCL13 est exprimée dans les MA (CD68+/CD206+) de patients souffrant de 
FPI  

Les résultats des expériences d’IHC montrent que l’intensité des marquages CXCL13 est 

maximale autour des agrégats lymphoïdes, riches en LB, mais qu’il est très difficile 

d’identifier un marquage cellulaire précis au niveau de ces structures. De plus, dans les 

agrégats lymphoïdes, nous n’observons pas de macrophages pulmonaires caractérisés par les 

marqueurs membranaires classiques CD68 et CD206. En revanche, l’analyse des tissus 

alvéolaires montre une forte expression de CXCL13 dans les MA qui co-localise avec les 

marqueurs CD68 et CD206. Le marquage de la chimiokine est localisé dans le cytoplasme et 

au niveau membranaire. L’ensemble de ces résultats a été confirmé par des expériences d’IF. 

2- Le LPS induit l’expression de CXCL13 dans le MDM, via l’activation de la 
voie NF-κB canonique et non-canonique  

Nous avons ensuite caractérisé l’expression de CXCL13 dans les MA isolés de liquides de 

LBA de patient atteints de FPI ou d’autre PID et dans les MDM humains stimulés par du LPS 
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(20 ng/ml). Les résultats montrent que l’expression de CXLC13 est détectable dans les MA et 

les MDM après 24 h de stimulation par le LPS. La cinétique d’expression de CXCL13 a été 

étudiée dans les MDM. L’expression des ARNm CXCL13 est tardive et seulement 

significative après 8 h d’exposition. La sécrétion de CXCL13 est détectable dès 8 h et 

maximale après 24 h de stimulation. 

Il est bien établi que le LPS active la voie NF-κB dans de nombreux types cellulaires. Nous 

montrons dans cette étude que le LPS active la voie canonique (phosphorylation et 

dégradation d’IkBa), dès 2 h de stimulation, puis la voie non-canonique (expression de RelB 

et p52) après 8 à 24 h. Nos résultats indiquent que le BAY-117080, un inhibiteur chimique 

des voies NF-κB, bloque en très grande partie l’induction de l’expression de CXCL13 dans 

les MDM. De plus, l’invalidation génétique de l’expression de RelB et de p100/p52, par la 

technologie SiRNA, prévient significativement l’augmentation des niveaux d’ARNm 

CXCL13 induit par le LPS. L’ensemble de ces résultats suggère donc que le LPS contrôle 

l’expression de CXCL13 dans le MDM en activant les voies NF-κB canonique et non-

canonique. 

3- Le TNF-α et l’IL-10 contrôlent l’expression du gène CXCL13 en activant 
respectivement les voies NF-κB et JAK-STAT dans les MDM stimulés par le LPS 

Nous avons ensuite déterminé les mécanismes moléculaires impliqués dans l’activation des 

voies NF-κB dans le MDM. Tout d’abord, nous avons analysé le rôle du TNF-α car i) son 

expression est très rapidement induite par le LPS dans le MDM, ii) il active les voies NF-κB 

canonique et non canonique et iii) il module l’expression de CXCL13 dans d’autres modèles 

cellulaires. 

Nos résultats indiquent que le pré-traitement par un anticorps neutralisant le TNF-α bloque 

totalement l’activation des voies NF-κB et prévient en partie l’augmentation des 

concentrations en ARN et en protéine CXCL13 induites par le LPS. Inversement, comme le 

LPS, le TNF-α recombinant active les voies NF-κB canonique et non-canonique et accroît les 

concentrations en ARN et en protéine de CXCL13 dans le MDM. Nous avons également 

étudié le rôle de l’IL-10 dont l’expression précède celle de CXCL13 dans le MDM stimulé 

par le LPS. Le pré-traitement des macrophages par un anticorps neutralisant l’IL-10 n’a aucun 

impact sur l’activation des voies NF-κB, mais, comme l’anticorps anti-TNF-α, il réduit en 

partie l’expression de CXCL13 induite par le LPS. Le co-traitement par les deux anticorps 

inhibe plus fortement l’expression de CXCL13 que les traitements individuels par chaque 

anticorps. De plus, l’IL-10 recombinante n’active pas les voies NF-κB et n’active que très 
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faiblement l’expression de CXCL13. En revanche, le co-traitement par le TNF-α et l’IL-10 

induit plus fortement l’expression de CXCL13 que le TNF-α seul. Nos résultats suggèrent 

donc que, dans le MDM stimulé par le LPS, i) le TNF-α augmente la transcription du gène 

codant CXCL13 en stimulant les voies NF-κB et ii) l’IL-10 renforce l’action du TNF-α et 

permet une expression optimale de CXCL13. 

Dans le MDM, l’IL-10 active les voies JAK/STAT, et principalement celle de STAT3. 

Afin de déterminer le mécanisme moléculaire par lequel l’IL-10 peut augmenter l’expression 

de CXCL13 induite par le TNF-α, nous avons étudié les effets du Ruxolitinib, un inhibiteur de 

JAK1/2. L’addition du Ruxolitinib dans le milieu de culture des MDM, préalablement 

stimulés par le LPS pendant 4 h, i) ne prévient pas l’expression du TNF-α ou de l’IL-10, ii) ne 

bloque pas l’activation de la voie NF-κB non-canonique, mais iii) inhibe la phosphorylation 

de STAT3 induite par le LPS et l’IL-10 et iv) réduit très significativement l’expression de 

CXCL13. Ces derniers résultats suggèrent donc que l’IL-10 renforce l’activité du TNF-α sur 

le gène CXCL13 en activant une voie JAK/STAT.  

4- Le TNF-α et l’IL-10 contrôlent l’expression de CXCL13 dans le MA humain 

Comme dans le MDM, le LPS augmente significativement l’expression du TNF-α, de l’IL-

10 et de CXCL13 dans les MA isolés des LBA de patients présentant une FPI ou une autre 

PID. Le LPS accroit également les niveaux d’ARN NF-κB2 codant pour la protéine p100/p52, 

mais n’a aucun effet sur le gène codant RelB. Le co-traitement de ces macrophages par les 

anticorps neutralisant dirigés contre le TNF-α et l’IL-10 diminue significativement 

l’expression des ARN NF-κB2 et des ARN CXCL13. Ce résultat indique donc que le TNF-α, 

seul ou en présence de l’IL-10, contrôlent l’expression de CXCL13 dans ces MA.  

5- Les concentrations sériques de CXCL13, chez les patients atteints de FPI, sont 
corrélées positivement avec celles du TNF-α et de l’IL-10  

Afin de déterminer si le TNF-α et l’IL-10 peuvent être impliqués dans la production de 

CXCL13 au cours de la FPI, nous avons analysé les concentrations sériques de ces trois 

molécules chez 70 patients atteints de FPI. Les prélèvements sanguins ont été réalisés à plus 

ou moins 100 jours du diagnostic de la FPI chez des individus non encore traités par le 

nintedanib ou la pirfénidone. La moyenne arithmétique et la médiane des concentrations 

sériques de CXCL13 sont respectivement de 120,5 +/- 181,8 pg/ml et de 49,2 pg/ml. Le TNF-

α et l’IL-10 sont indétectable dans une majorité des échantillons et seulement 22,8 % et 

15,7 % de ces échantillons présentent des concentrations sériques respectives de TNF-α et 
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d’IL-10 supérieures à la limite de quantification (LOQ). Il est intéressant de noter que ces 

échantillons ayant des concentrations sériques de TNF-α ou d’IL-10 > LOQ ont généralement 

une concentration de CXCL13 supérieure à la médiane. En particulier, les deux tiers des 

échantillons, ayant des concentrations sériques de TNF-α ou d’IL-10 > LOQ, présentent une 

concentration de CXCL13 classée dans le dernier quartile (concentrations les plus élevées). 

Les concentrations sériques de TNF-α et d’IL-10 des 70 patients sont corrélées positivement 

et significativement à celles de CXCL13. Enfin, les concentrations sériques de TNF-α > LOQ 

sont corrélées avec celles de CXCL13. 

III Conclusions 

Notre étude indique que le CXCL13 est produit par les MA CD68+ CD206+ issus de patients 

atteints de FPI et que le TNF-α et l’IL-10 régulent cette production. Plus généralement nous 

avons identifié le rôle crucial de la voie NF-κB et JAK/STAT dans l’expression du gène 

CXCL13 au niveau des MDM humains inflammatoires. 
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Abstract 

The chemokine CXCL13 controls the normal organization of secondary lymphoid tissues and 

the neogenesis of ectopic lymphoid structures in non-lymphoid organs, particularly the lungs. 

The progression and severity of idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), a fatal and irreversible 

interstitial lung disease, is predicted by the circulating blood concentrations of CXCL13.  

While CXCL13 is produced by pulmonary tissues, it is not clear which cells are involved. 

This study examines CXCL13 production by lung tissue macrophages from patients with IPF 

and the signaling pathways controlling CXCL13 gene expression in human alveolar 

macrophages (AM) and monocyte-derived macrophages (MoDM). CXCL13 is found in 

CD68- and CD206-positive AM from patients with IPF and CXCL13 gene is induced in these 

macrophages and MoDM when they are stimulated with lipopolysaccharide. We find that 

TNF- and IL-10 control optimal CXCL13 gene expression in MoDM, and possibly in AM, 

by activating the NF-B and JAK/STAT pathways, respectively. We also found that blood 

TNF-, IL-10 and CXCL13 concentrations are significantly correlated in IPF patients, 

suggesting that these cytokines contribute to CXCL13 production in humans. In conclusion, 

we have demonstrated that AM from patients with IPF produce CXCL13 and that the NF-B 

and JAK/STAT pathways are required to induce the expression of this major chemokine.  

 

Keywords: CXCL13, macrophage, idiopathic lung fibrosis, TNF-, IL-10, NF-B 
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Introduction 

The chemokine CXCL13, also known as B lymphocyte chemoattractant and B cell 

attracting chemokine-1, controls the normal organization of secondary lymphoid tissues by 

stimulating the homing of B and follicular T helper lymphocytes (1). CXCL13 is 

constitutively expressed in these structures and is mainly produced by follicular dendritic cells 

and stromal cells in response to lymphotoxin- (1). CXCL13 also promotes the neogenesis of 

ectopic lymphoid structures in non-lymphoid organs (1), especially in chronic inflammatory 

diseases such as ulcerative colitis and chronic obstructive pulmonary disease, and in 

autoimmune diseases like rheumatoid arthritis and systemic lupus erythematosus (2–5). 

Follicular dendritic cells and stromal cells do not produce CXCL13 in ulcerative colitis and 

rheumatoid arthritis lesions, but macrophages within the lymphoid structures may do so (2).  

Recent studies have demonstrated that CXCL13 is also a robust prognostic biomarker of 

idiopathic pulmonary fibrosis (IPF), a progressive, fatal interstitial lung disease (ILD) (6–8). 

Blood CXCL13 concentrations of patients with IPF are significantly elevated and they predict 

the severity and progression of the disease (6). The concentrations of CXCL13 mRNA in 

pulmonary tissues from patients with IPF are significantly increased and CXCL13 protein is 

abundant around or within the B-cell aggregates near the fibrotic tissues (6, 7). However, the 

cellular source of CXCL13 in lung tissues remains unclear.  

Pulmonary macrophages play a pivotal role in IPF by secreting a variety of pro-

inflammatory and pro-fibrotic mediators that promote the recruitment of immune cells and the 

activation and differentiation of lung fibroblasts (9, 10). Most alveolar macrophages (AM) of 

healthy subject come from self-renewing fetal monocytes (11). In contrast, chronic exposure 

to aggressive biological or chemical agents triggers the recruitment of circulating blood 

monocytes that differentiate into interstitial macrophages and/or AM in the lungs (10). Blood 
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monocyte-derived macrophages (MoDM) are intimately involved in the development of lung 

fibrosis in murine models. The genetic deletion of blood monocyte-derived AM and the 

selective depletion of Ly6Chi circulating monocytes significantly inhibit the development of 

bleomycin-induced lung fibrosis in mice (12, 13). Macrophage colony-stimulating factor (M-

CSF), which stimulates blood monocytes to differentiate into macrophages, favors the 

development of lung fibrosis in these mice (14). Bleomycin-treated M-CSF-/- mice have fewer 

than normal AM and a lower fibrotic score than wild-type mice (14). Several indicators 

suggest that human blood MoDM, potentially differentiated by M-CSF, also contribute to the 

development of lung fibrosis. The concentration of M-CSF in bronchoalveolar lavages (BAL) 

and the density of CD68-positive cells (macrophage lineage) in the pulmonary tissues of 

patients with IPF are significantly higher than in control subjects (14, 15). Using flow 

cytometry, Yu et al. (2016) have demonstrated that most interstitial macrophages and AM 

from patients with IPF strongly bear CD206 mannose receptors whose expression is potently 

induced by M-CSF during human blood monocyte differentiation (16). Finally, human 

MoDM, differentiated in vitro with M-CSF, produce CXCL13 when stimulated with 

lipopolysaccharide (LPS) (2).  

In the present study, in order to characterize the expression of CXCL13 in human 

pulmonary macrophages, we used immunohistochemistry (IHC) and immunofluorescence 

(IF) to determine CXCL13 production in lung tissues from patients with IPF. We identified 

the cytokines and signaling pathways regulating in vitro CXCL13 gene activity in human 

MoDM and AM. Lastly, we assessed the relationship between the circulating concentrations 

of these cytokines and CXCL13 in humans suffering from IPF. 
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Materials and Methods 

Chemicals and reagents 

M-CSF was purchased from Miltenyi Biotec (Paris, France). Lipopolysaccharide (LPS) 

(Escherichia coli O55:B5) and BAY-117082 were from Sigma-Aldrich (Saint-Quentin 

Fallavier, France). Tumor necrosis factor-α (TNF-) and interleukin (IL)-10 were obtained 

from PeproTech (Neuilly-sur-Seine, France); anti-TNF-α and anti-IL-10 neutralizing 

antibodies (Abs) were provided by R&D System Europe (Biotechne, Lille, France); anti-

phospho-IκBα (ser32), anti-IκBα, anti-p100/p52, anti-RelB, anti-phospho-STAT3 (Tyr705) 

and anti-GAPDH primary Abs were from Cell Signaling Technology (Ozyme, Montigny-le 

Bretonneaux, France). Ruxolitinib was provided by Selleckchem (Houston, TX, USA). The 

Si-RNAs: ON-TARGETplus Control pool Nontargeting Pool (D-001810-10-05, Si-CTR), 

ON-TARGETplus Human RelB siRNA-SMARTpool (L-004767-00-0005, Si-BelB) and ON-

TARGETplus Human NFB2 siRNA-SMARTpool (L-003918-00-0005, Si-p100/p52) were 

purchased from Dharmacon (Horizon discovery, UK). 

Immunohistochemistry (IHC) 

Lung biopsy samples were obtained from six patients with IPF. IPF was diagnosed 

according to the 2011 ATS/ERS/JRS/ALAT criteria, which include histopathological features 

of usual interstitial pneumonia (17). This study was approved by the Rennes University 

Hospital Ethics Committee (Comité d’éthique, avis n°16.123). Written informed consent was 

obtained from all subjects. Serial sections (4 µm) were cut from paraffin-embedded tissue, 

mounted on positively charged slides and dried at 58°C for 60 min. They were 

immunostained in the Discovery Automated IHC stainer (Ventana Medical Systems, Tucson, 

Ariz) using DABMap kits or CHROMOMap DAB kits to detect CD20, CD68 and CD206 or 

CXCL13, respectively. Briefly, paraffin was removed with EZ Prep solution (8 min / 75 °C) 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/escherichia
https://www.fishersci.com/us/en/brands/I9C8M30V/r-d-systems.html
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/primary-and-secondary-antibodies
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and antigens were retrieved by incubation in CC1Tris-based buffer (95-100°C / 60 min). 

Endogenous peroxidase was blocked by incubation with Inhibitor-D 3% H2O2 (Ventana) 

(37°C / 4 min). Sections were then rinsed and incubated (37°C / 60 min) with primary Abs: 

mouse monoclonal anti-CD20 (Dako, M0755, clone L26, diluted 1/600), mouse monoclonal 

anti-CD68 (M0876, clone PG-M1, DAKO, diluted 1/1000), rabbit polyclonal anti-CD206 

(Abcam, ab64693, diluted 1/2000), or mouse monoclonal anti-CXCL13 (R&D System, 

AF801, diluted 1/500). Signals were enhanced with compatible biotinylated goat secondary 

Abs for CD20, CD68 and CD206 or an Omni goat anti-mouse horseradish peroxidase (HRP)-

conjugated secondary Ab (Vector laboratory, Burlingame, CA, USA) for CXCL13. All 

sections were then counterstained with hematoxylin (4 min). Finally, slides were rinsed, 

manually dehydrated and coverslipped, and scanned with the Nanozoomer 2.0 RS 

(Hamamatsu, Tokyo, Japan). Images of whole tissue areas were captured for analysis using 

NDPview2 software (Hamamatsu, Tokyo, Japan). 

Immunofluorescence 

IF analysis was performed on the samples from the same six IPF patients. Whole-slide 

sections (4 µm) were cut from lung tissue blocks with a microtome, transferred to charged 

slides, and immunostained for CD68, CD206 and CXCL13 (U DISCOVERY 4 plex IF; 

Roche Diagnostic, Meylan, France) using the Abs (at similar dilutions) described in the IHC 

section. Proteins were visualized by incubating sections with unmodified primary Ab, with 

the corresponding HRP-conjugated secondary Ab and then producing the HRP enzyme-

mediated deposition of the tyramide-fluorophore that covalently binds to the tissue at the site 

of the reaction. The primary Ab and secondary Ab-HRP complexes were finally heat-

inactivated. CD68 was detected with dicyclohexylcarbodiimide, CD206 with fluorescein 

isothiocyanate, and CXCL13 with cyanine 5. These sequential reactions were repeated three 

times. Sections were mounted in fluoromount (Enzo Life Sciences, Farmingdale, NY, USA). 
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All manipulations were performed at the Rennes H2P2 Histopathology platform (SFR UMS 

CNRS 3480 - INSERM 018). Stained sections were examined by confocal microscopy (Zeiss 

LSM-880 microscope) at the Rennes Microscopy Rennes Imaging Center (SFR UMS CNRS 

3480 - INSERM 018). The recorded images were analyzed on Image J software. 

Bronchoalveolar lavage  

BAL were obtained from 11 patients: 2 IPF patients and 9 patients with other ILD. This 

study was approved by the local Ethic committee of the Rennes University Hospital (Comité 

d’éthique, avis n°19.09) and all patients have signed a written informed consent. BAL were 

performed under local anesthesia with 2% lidocaine. A flexible fiberoptic bronchoscope was 

inserted into the segmental bronchus of the middle lobe or into the lingula. About 100 ml of 

sterile 0.9% saline was instilled and then collected into sterile propylene tubes. The average 

volume obtained for experimental researches was about 10 ml. The resulting BAL were then 

centrifuged at 150 rpm for 10 min, washed once with 5 ml PBS, and suspended in GlutaMAX 

RPMI 1640 medium (ThermoFisher Scientific, France) containing 10 % heat-inactivated fetal 

bovine serum, 2 mM L-glutamine, 20 IU/ml penicillin and 20 μg/ml streptomycin for 3 h. The 

adherent cells (i.e. AM) were washed and cultured in complete medium in the presence or 

absence of 20 ng/ml LPS for 24 h. At the end of the treatment, the supernatants were collected 

and frozen at -20°C. Total RNA were extracted from AM as described below.  

Human MoDM culture 

Buffy coats were collected from healthy donors who gave their consent for the use of 

blood samples for research (Etablissement Français du Sang, Rennes, France). The peripheral 

blood mononuclear cells were collected by Ficoll gradient centrifugation and monocytes were 

isolated by adhesion (1 h). They were then allowed to differentiate into M0 macrophages by 

incubation (6-7 days) in GlutaMAX RPMI 1640 medium containing 10 % heat-inactivated 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/penicillins
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/streptomycin
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fetal bovine serum, 2 mM L-glutamine, 20 IU/ml penicillin, 20 μg/ml streptomycin and 50 

ng/ml M-CSF (16). These resting MoDM (M0 macrophages) were washed and cultured in 

fresh complete culture medium containing 10 ng/ml M-CSF. RNA interference technology 

was used for gene silencing in some experiments. MoDM were transfected with siRNAs (30 

pmol) using Lipofectamine RNAiMAX (ThermoFisher Scientific, France) according to the 

manufacturer’s instruction, and then incubated for 24 h with 20 ng/ml M-CSF in complete 

culture medium before stimulation.  

Reverse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qPCR) 

Total RNA was extracted from cells with Trizol (Thermo Fisher Scientific, France) and 

reverse transcribed using the High Capacity cDNA Reverse Transcription kit (Applied 

Biosystems, Thermo Fisher Scientific, France). Quantitative PCR was performed (SYBR 

Green methodology) on a CFX384 real-time PCR system (BioRad, Marnes-la-Coquette, 

France) (16). The primers were provided by Sigma-Aldrich (Kiqstart primers). The specificity 

of amplified genes was checked at the end of PCR using the comparative cycle threshold 

method (CFX Manager™ Software). These mean Cq values were used to normalize the target 

mRNA concentrations to those of the 18S ribosomal protein by the 2(−ΔΔCq) method.  

Cytokine quantification  

The concentrations of CXCL13, TNF- and IL-10 were measured by ELISA, (Duoset 

ELISA development system kits, R&D Systems Europe, Lille, France) according to the 

manufacturer’s instructions. The limits of quantification (LOQ) were: CXCL13 - 15.2 pg/ml, 

TNF- - 13.4 pg/ml, and IL-10 - 31.3 pg/ml. The three cytokines were quantified in cell 

culture media and in blood serum samples taken from 70 patients when they were diagnosed 

with IPF. All these samples were taken before the patients were given antifibrotic treatment. 

This study was approved by the Ethic committee related to the Rennes University Hospital 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/penicillins
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/streptomycin
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(Comité de protection des personnes Ouest V, CHU Rennes, n°2014-A00268-39) and each 

patient signed a written informed consent. Serum samples were stored at -80°C at the 

Biobank, Centre Hospitalier Universitaire, Rennes. 

Western blotting 

Cells were lysed with a RIPA buffer containing a protease inhibitor cocktail (Roche 

Diagnostic, Meylan, France), and phosphatase inhibitor cocktails 2 and 3 (Sigma-Aldrich, 

Saint-Quentin Fallavier, France) and then centrifuged. After measuring protein concentrations 

by the Bio-Rad Protein Assay Kit, the lysates were diluted in loading buffer, heated at 95°C, 

loaded on a 4 % stacking gel and separated on a 10 % gel by SDS electrophoresis as 

previously described (16). The proteins were then transferred to nitrocellulose membranes by 

electroblotting overnight (30 V at 4°C). After blocking, the membranes were then hybridized 

overnight at 4°C with appropriate primary Abs and incubated with HRP-conjugated 

secondary Abs before analysis by chemiluminescence on a ChemiDoc XRS+ System and the 

Image Lab software (Bio-Rad, Marnes-la-Coquette, France). 

Statistical analyses 

All the cellular endpoints were obtained using AM or MoDM from different donors. The 

data were reported as means ± standard deviation (SD). Significant differences were assessed 

using a two-way Student t-test or a one-way ANOVA followed by the multi-range Dunett’s t-

test for multiple comparisons. Correlations between cytokine concentrations in MoDM 

supernatants were determined with the Pearson correlation coefficient. For cytokine 

concentrations in human blood samples, significant differences were assessed using the non-

parametric Mann-Whitney test. Correlations between the cytokine blood concentrations were 

determined using the Spearman’s rank correlation coefficient. Differences were considered to 

be significant when p < 0.05. 
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Results 

CXCL13 is expressed in alveolar macrophages from patients with IPF 

We first used IHC to detect CXCL13 in surgical lung biopsies from six patients with IPF.  

CXCL13 staining was intense around the lymphoid aggregates containing B cells (Figure 

S1A), in agreement with DePianto et al. (7). However, there was no staining within cells, 

suggesting that the chemokine was secreted. We studied the CD68 and CD206 expression that 

is abundant on pulmonary macrophages from patients with IPF (15) to determine whether 

CXCL13 was produced by macrophages that had infiltrated the lymphoid aggregates (Figure 

S1A). There was little CD68 or CD206 staining around or within the lymphoid structures, and 

any CD68/CD206 staining was not co-localized with the CXCL13 staining. We therefore 

looked for CXCL13 in alveolar tissues where macrophages are constitutively present. CD68- 

and CD206-positive cells (i.e. AM) were abundant in pulmonary alveoli (Figure 1A). These 

macrophages bore intense CD206 staining. There was CXCL13 staining on most AM but not 

on CD68- and CD206-negative cells. The intracellular CXCL13 staining was diffuse, mainly 

cytoplasmic but also at the cell membrane. The biopsies from all the patients provided similar 

images. We also stained sections with the CXCL13 isotype control Ab (mouse IgG, Vector, I-

2000). The isotype control staining in AM was clearly less intense than the CXCL13 staining 

(Figure S1B), confirming the specificity of CXCL13 expression in lung biopsies. 

Multiplex IF staining showed that CXCL13 was present in CD68- and CD206-positive AM 

(Figure 1B) while the CD68- and CD206-negative cells in the alveoli had no CXCL13 

staining. This indicates that AM from patients with IPF produce CXCL13. 

LPS induces CXCL13 expression by activating NF-B pathways 

We then focused our study on the production of CXCL13 by AM and MoDM. AM were 

isolated from BAL collected from 11 patients with IPF or other ILD. AM stimulation with 20 
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ng/ml LPS for 24 h significantly increased both CXCL13 mRNA and protein levels (Figure 

2A). CXCL13 mRNA expression was also strongly and stably increased in MoDM stimulated 

for 8-24h (Figure 2B, left panel). CXCL13 protein released into the culture medium was 

maximal after stimulation for 24 h (Figure 2B, right panel). We next examined the signaling 

pathways mediating CXCL13 gene expression in MoDM. The IB kinase inhibitor BAY 11-

7082 (BAY) nearly abrogated CXCL13 release from LPS-stimulated MoDM (Figure 2C), 

which suggests that the NF-B signaling pathways control CXCL13 gene expression. LPS is 

known to rapidly activate the canonical NF-B pathway by stimulating the phosphorylation 

and subsequent breakdown of the NF-B inhibitor IB that sequesters NF-B subunits to 

the cytoplasm (18). This canonical pathway, activated by IB kinase in most cells, leads to 

the translocation of the NF-B dimer RelA:p50 to the nucleus. These transcription factors 

increase the expression of several genes that regulate innate and adaptive immune responses. 

They also induce the gene encoding IB and stimulate the synthesis of the NF-B subunits 

NFB2 (p100) and RelB that mediate the non-canonical NF-B pathway. The 

phosphorylation and subsequent processing of NFB2 (p100) catalyzed by IB kinase- 

produce the active p52 subunit which interacts then with RelB (18).  

Incubating MoDM with LPS for 2 h stimulated the phosphorylation and breakdown of 

IBfollowed by an increased IB synthesis after 24 h Figure 2D). As expected, pre-

treating MoDM with BAY blocked the stimulation of IB synthesis. Incubation with LPS 

for 24 h also increased the concentrations of NFB2 and RelB mRNA expressions (Figure 

S2A) and those of the proteins NFB2 (p100), p52 and RelB in MoDM (Figure S2B). Pre-

treating cells with BAY totally blocked this late production of these three subunits that control 

the non-canonical NF-B pathway (Figure 2E). The fact that CXCL13 synthesis was also 

delayed in LPS-stimulated human MoDM suggests that the non-canonical NF-B pathway 
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activates CXCL13 gene transcription, as shown in murine cells (19). We tested this by 

transfecting MoDM with SiRNAs to block RelB mRNA (Si-RelB) and p100/p52 mRNA (Si-

p100). Si-RelB completely blocked RelB protein synthesis in LPS-stimulated MoDM but did 

not affect p100/p52 proteins (Figure 2F). Si-p100 prevented any increase in p100 and p52 

proteins and reduced the expression of RelB protein. This indicates that transcription of the 

RelB gene is activated by canonical NF-B pathways and regulated by non-canonical 

signaling (20). Blocking the synthesis of RelB or p100/p52 in LPS-stimulated MoDM 

significantly reduced their CXCL13 mRNA expression levels (Figure 2G). Thus, canonical 

and non-canonical NF-B signaling pathways play major roles in the regulation of CXCL13 

production by MoDM.  

TNF-α and IL-10 mediate CXCL13 gene induction in LPS-stimulated MoDM  

We next determined the influence of early LPS-induced cytokines on CXCL13 synthesis 

by MoDM. We investigated the roles of TNF- and IL-10 because they were reported to 

stimulate CXCL13 expression in activated murine stromal cells and LPS-stimulated dendritic 

cells, respectively (21, 22). LPS very rapidly increased the concentrations of both TNF- and 

IL-10 mRNAs in MoDM (Figure 3A). Cells stimulated for 4 to 8 h secreted the highest 

concentration of TNF- into the culture medium (Figure 3B, upper panel). In contrast, the 

amount of IL-10 released by cells activated for 24 h gradually increased (Figure 3B, lower 

panel). The early induction of both TNF- and IL-10 genes was fully blocked by BAY 

(Figure 3C), suggesting that the cytokines are involved in CXCL13 synthesis.  

To explore this hypothesis, we used Abs that neutralized TNF- (aT) and IL-10 (aI) 

proteins. AT significantly decreased the amounts of NFB2 (p100) and RelB mRNAs in 

MoDM exposed to LPS for 24 h (Figure 3D) and blocked the synthesis of p100/p52 and RelB 

proteins (Figure 3E). In contrast, aI alone did not modify the amounts of the three non-
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canonical NF-B subunits, or amplify the effects of AT. However, each Ab alone 

significantly inhibited the induction of CXCL13 mRNA in LPS-stimulated MoDM and the 

secretion of CXCL13 (Figures 3F-G). The Ab combination showed a trend to a stronger 

inhibition of the CXCL13 mRNA expression than the single Abs (Figure 3F) and a 

significantly stronger inhibition of the CXCL13 release than the aT alone (Figure 3G). These 

findings suggest that TNF- mediates CXCL13 gene induction in LPS-stimulated MoDM by 

activating NF-B and that IL-10 enhances its effect, leading to maximal CXCL13 synthesis. 

This is further supported by the finding that the CXCL13 concentrations in culture media do 

not correlate with those of TNF- but significantly correlate with those of IL-10 (Figure 

S2C).  

IL-10 enhances TNF--induced CXCL13 expression by activating JAK/STAT signaling 

If TNF- and IL-10 control CXCL13 gene induction in LPS-stimulated MoDM, human 

recombinant TNF- and IL-10 should mimic the effects of LPS in MoDM. Indeed, 

stimulating MoDM with TNF- for 2 h increased the phosphorylation of IB and its 

subsequent breakdown, just like LPS (Figure 4A). However, IL-10 did not alter the activation 

of the canonical NF-B pathway, either alone or combined with TNF-. Moreover, TNF-, 

but not IL-10, significantly increased NFB2 and RelB mRNA levels and p100, p52 and RelB 

protein expression (Figure 4B-C). The TNF-/IL-10 combination did not further stimulate the 

synthesis of the three non-canonical NF-B subunits (Figure 4C). TNF- increased both 

CXCL13 mRNA and protein concentrations and its effect was enhanced, although not 

significantly, by IL-10 (Figure 4D-E). Finally, cells stimulated with IL-10 alone contained 

slightly increased (12-fold) CXCL13 mRNA concentrations and released slightly more 

CXCL13 (Figures 4D-E). These findings confirm that TNF- and IL-10 control CXCL13 
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expression in MoDM and highlight the fact that IL-10 enhances CXCL13 gene induction 

independently of any direct NF-B activation.  

The binding of IL-10 to its cognate receptor activates JAK/STAT pathways rather than 

NF-B and especially stimulates STAT3-dependent signaling in human MoDM (23). We 

found that LPS stimulated STAT3 phosphorylation in cells treated for at least 2 h and that 

STAT3 remained activated for 24 h (Figure 4F). We looked at the effects of ruxolitinib, a 

potent Janus kinase (JAK) inhibitor (24), to see if JAK/STAT signaling pathways also 

mediates CXCL13 synthesis by MoDM. Ruxolitinib blocked the phosphorylation of STAT3 

triggered by LPS or IL-10 (Figure S2D). We incubated MoDM with LPS for 4 h to stimulate 

TNF- and IL-10 production and then added ruxolitinib for 20 h to block the JAK/STAT 

pathways. Ruxolitinib did not reduce the secretion of TNF- or IL-10 (Figure 4G), and did 

not reduce NFB2 (p100) or RelB mRNA expression (Figure 4H), which demonstrates that it 

did not interfere with the NF-B pathways in MoDM stimulated in these experimental 

conditions. However, ruxolitinib blocked the increase in CXCL13 mRNA induced by IL-10 

(Figure S2E) and LPS (Figure 4I). These results suggest that IL-10 enhances the TNF--

induced CXCL13 expression by activating a JAK/STAT signaling pathway.  

TNF-α and IL-10 are mediators of LPS-induced CXCL13 gene expression in human AM 

We then examined human AM from patients with ILD, including IPF, to see if similar 

molecular mechanisms controlled CXCL13 synthesis in these macrophages. Incubating AM 

with LPS for 24 h increased the secretion of TNF-α and IL-10 (Figures 5A) and enhanced 

the levels of NFB2 (p100) mRNA, but not those of RelB, suggesting that the non-

canonical NF-B pathway was not fully activated in vitro (Figure 5B). Nevertheless, AM 

treated with aT combined with aI had significantly reduced NFB2 and CXCL13 mRNA 
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levels (Figure 5B), indicating that TNF- combined with IL-10, may also mediate CXCL13 

gene expression in activated AM from patients with ILD. 

Blood TNF- and IL-10 concentrations correlate with CXCL13 in patients with IPF 

To determine whether TNF- and IL-10 modulate CXCL13 production in humans, we 

examined the CXCL13, TNF- and IL-10 concentrations in blood samples taken from 70 

patients suffering from IPF at the time of their diagnosis. The arithmetic and median mean 

concentrations of CXCL13 were 120.5 + 181.8 pg/ml and 49.2 pg/ml, respectively. Most 

(75.7 %) blood samples had no detectable TNF- levels and 58.6 % had no IL-10. Only 

22.8 % (n=16) and 15.7 % (n=11) of total blood samples had TNF- or IL-10 

concentrations above their LOQ, respectively. Interestingly, almost all the blood samples 

with TNF- or IL-10 concentrations above the LOQ had CXCL13 concentrations higher 

than the median concentration (Figure 6A; left panel). Moreover, among those samples with 

TNF- or IL-10 concentrations above the LOQ, 11/16 (68 %) and 7/11 (63.3 %) had 

CXCL13 concentrations in the highest quartile (Figure 6A, right panel), respectively. The 

concentrations of TNF- and IL-10 in the 70 blood samples were significantly correlated 

(Figure 6B, left panel) and also significantly correlated with CXCL13 (Figure 6B, right 

panels). Finally, the TNF- concentrations of the 16 samples which were above the LOQ 

correlated strongly with their corresponding CXCL13 concentrations (Figure 6C). No 

significant correlation was detected between the eleven IL-10 > LOQ concentrations and the 

corresponding CXCL13 concentrations.  
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Discussion 

In this study, we demonstrated that CXCL13 is expressed in AM from patients with IPF. 

CXCL13 expression was increased in vitro in LPS-stimulated AM and MoDM. Both 

canonical and non-canonical NF-B signaling regulate CXCL13 expression in LPS-activated 

MoDM. LPS rapidly stimulated the expression of TNF- and IL-10 which then mediate 

CXCL13 gene induction by activating NF-B and JAK/STAT pathways, respectively. TNF-α 

and IL-10 are also mediators of LPS-induced CXCL13 gene expression in AM. The relevance 

of these findings in IPF patients was supported by demonstrating that TNF- and IL-10 

correlate with CXCL13 concentrations in blood samples of these patients.  

IHC confirmed the finding of DePianto et al. (2015) that CXCL13 staining is intense 

around the B-cell aggregates in lung tissues from patients with IPF (7). The staining was not 

clearly inside the cells but rather indicated that the protein was secreted and then deposited on 

fibrillary structures. Carlsen et al. (2) demonstrated that released CXCL13 is indeed 

associated with extracellular fibrils such as fibronectin in ulcerative colitis lesions. Our 

studies also revealed only faint CD68 and CD206 staining around and within B cell 

aggregates and no co-localization of these markers with CXCL13, indicating that 

macrophages are probably not the source of CXCL13 in these lymphoid structures. In 

contrast, our results showed that CD68- and CD206-positive macrophages in pulmonary 

alveoli contain CXCL13, unlike other cells in these structures. Stimulating human AM from 

the BAL of patients with ILD, including IPF, induced CXCL13 gene expression and CXCL13 

release. Thus, pulmonary macrophages are probably a source of CXCL13 in patients with 

IPF. Nevertheless, we have still to determine whether other pulmonary cells secrete CXCL13 

in order to explain the very high concentration of CXCL13 around the B-cell aggregates.   

Our RNA silencing experiments showed that blocking p100/p52 and RelB synthesis 

significantly reduced the CXCL13 mRNA expression in LPS-stimulated MoDM,  confirming 
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that the non-canonical NF-B pathway contributes significantly to CXCL13 gene expression 

in human macrophages, as in other murine and human cells (19, 25). But we did find that 

optimal CXCL13 gene expression in macrophages required the coordinated activation of the 

NF-B pathway by TNF- and the JAK/STAT pathway by IL-10.  

TNF-activated the canonical and non-canonical NF-B pathways in resting M0 MoDM, 

unlike IL-10, and only the neutralization of TNF- blocked NFB2 and RelB gene induction 

in LPS-stimulated MoDM. TNF-alone significantly increased CXCL13 gene expression 

and its neutralization prevented the LPS-dependent induction of CXCL13 mRNA. TNF- 

activates the canonical NF-B pathway by binding to the ubiquitous TNF receptor 1. It also 

binds to TNF receptor 2 (TNFR2), which triggers p100 processing and activates the non-

canonical pathway (26). Nonetheless, the distribution of TNFR2 is much more restricted and 

limited to a few cell types, including human MoDM (27). The processing of p100 is catalyzed 

by NF-B-inducing kinase (NIK); it activates IB kinase- dimers that in turn phosphorylate 

p100 and trigger its partial breakdown by the proteasome to generate the p52 subunit (28). 

Basal p100 processing is low in most cells because the TRAF2/TRAF3/cIAP ubiquitin ligase 

complex constantly mediates ubiquitination and rapid proteosomal breakdown of NIK (28). 

Activating cells with lymphotoxin- receptor agonists or TNF--induced TNFR2 stimulates 

TRAF2 breakdown, which in turn stabilizes NIK protein synthesis and promotes p100 

processing. We did not measure NIK production by MoDM, but as the differentiation of 

monocytes into macrophages increases NIK synthesis (29), the constitutive concentration of 

stabilized NIK protein was probably sufficient to promote p100 processing.  

Neutralizing IL-10 protein did not prevent activation of the non-canonical NF-B pathway, 

but it significantly reduced CXCL13 gene expression in LPS-stimulated MoDM. Conversely, 

IL-10 did not activate NF-B pathways, although it produced a small increase in the amounts 
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of CXCL13 mRNA in resting MoDM. We interpret these results as demonstrating that IL-10 

activates CXCL13 gene expression by an alternative mechanism that is not dependent on NF-

B. The selective JAK inhibitor, ruxolitinib, significantly reduced the increases in CXCL13 

mRNA in both LPS- and IL-10-stimulated MoDM. It neither prevented the release of TNF- 

and IL-10 nor reduced the production of p100/p52 and RelB in activated cells, suggesting that 

it specifically blocks CXCL13 gene expression by inhibiting a JAK/STAT pathway. We did 

not further examine this additional pathway but there is evidence that the transcription factor 

STAT3 is involved in the LPS and IL-10 effects. First, STAT3 enhances CXCL13 gene 

expression in other cell types (30); second, LPS and IL-10 activate STAT3 in macrophages 

(23, 31); and third, ruxolitinib fully blocked the activation of STAT3 induced by LPS and IL-

10 in MoDM.  

We also found evidence that IL-10 strongly enhanced TNF--induced CXCL13 gene 

expression in MoDM. Stimulating MoDM with TNF- in combination with IL-10 enhanced 

the increase in CXCL13 mRNA triggered by TNF- alone. Moreover, treating MoDM with 

Abs against both TNF- and IL-10 reduced CXCL13 gene expression more than did 

incubation with TNF- alone. This suggests that the IL-10-activated JAK/STAT pathway 

enhances the non-canonical NF-B-dependent CXCL13 gene expression induced by TNF-. 

STAT3 appears to increase the activity of the non-canonical NF-B pathway by different 

mechanisms. STAT3 that has been acetylated by the cAMP-response element-binding protein 

(CREB)-binding protein (CBP)/p300 can enhance p100 processing to p52 in several human 

cell types  (32). But this is unlikely to occur in MoDM as IL-10 did not increase the p52 

protein concentration induced by TNF- and neutralizing IL-10 did not reduce the amount of 

p52 protein in LPS-stimulated cells. Blocking STAT3 production represses the RelB:p52-

dependent induction of the cyclooxygenase 2 gene in human placenta cells (33). In this latter 
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study, Yu et al. (2015) showed that STAT3 was co-localized with RelB and p52 in the 

cytoplasm and nuclei of these cells, suggesting that STAT3 physically interacts with 

RelB/p52 to increase either their translocation to the nucleus or their transcriptional activity 

(33). Taken together, these results support the idea that STAT3 cooperates with non-canonical 

NF-B to induce maximal CXCL13 gene expression in MoDM. Additional experiments are 

now warranted to validate this. IL-10 may not be involved in the regulation of CXCL13 gene 

expression only in MoDM; it may also function in dendritic cells, since blocking IL-10 

significantly reduced the production of CXCL13 by LPS-stimulated dendritic cells (22). 

Finally, our data indicate that TNF-, and possibly IL-10, contribute to CXCL13 production 

in patients with IPF. Stimulating AM with LPS in vitro increased the expression of the genes 

encoding TNF-, IL-10, NFB2 and CXCL13 while blocking TNF- and IL-10 production 

significantly reduced the increase of CXCL13 mRNA. However, the RelB mRNA 

concentration in LPS-stimulated AM was not increased. This reduced RelB synthesis may 

limit the formation of RelB:p52 dimers and consequently the expression of CXCL13 mRNA. 

Our results clearly show that the amounts of CXCL13 secreted by activated AM in response 

to LPS stimulation is much lower than those released from MoDM (see Figure 2). The 

concentrations of CXCL13 in the blood of patients with IPF also provides valuable 

information. Most blood samples that contained CXCL13 concentration below the median 

CXCL13 concentration contained no detectable TNF- or IL-10. In contrast, 61.1 % of the 

blood samples with the highest CXCL13 concentrations (the fourth quartile) had TNF- 

concentrations above their LOQ, and 38.8 % of these high-CXCL13 samples had similarly 

high IL-10 concentrations. Moreover, the highest TNF- concentrations (> LOQ) were 

strongly correlated with those of CXCL13. This was not detected with the highest IL-10 

concentrations, but only eleven samples were above their LOQ, a number which might be to 



21 

 

low to show a correlation between IL-10 (> LOQ) and CXCL13 concentrations. Nevertheless, 

the 70 IL-10 concentrations closely correlate with the CXCL13 concentrations. As TNF- 

and IL-10 induced CXCL13 gene expression in vitro, these correlations suggest that both 

cytokines are involved in CXCL13 production in some IPF patients. TNF- and IL-10 are 

present in human lung tissues and the concentrations of IL-10 mRNA in pulmonary biopsies 

from patients with IPF are higher than in those from controls (34). Bergeron et al (2003) also 

reported that hyperplastic alveolar epithelial cells were a prominent source of IL-10 in lung 

tissues from patients with IPF. TNF- and IL-10 are also secreted by B and T cells, dendritic 

cells and macrophages present in lung tissues. We did not investigate why the blood TNF- 

and IL-10 concentrations could be quantified in only a small number of IPF patients. 

However, since TNF- and IL-10 are typically produced in response to pro-inflammatory 

stimuli, it seems likely that blood TNF-, IL-10 and CXCL13 concentrations were especially 

increased in IPF patients who had inflammation prior to blood sampling. Further, clinical 

studies on large cohorts will be required to confirm that some patients with IPF have 

substantial blood TNF and/or IL-10 concentrations and to investigate the clinical 

consequences of these increased cytokine concentrations. 

In conclusion, our results indicate that CXCL13 is produced by AM of patients with IPF 

and that TNF- and IL-10 regulate its production. More generally, we have identified the 

crucial roles of the NF-B and JAK/STAT pathways in CXCL13 gene expression in human 

inflammatory MoDM. 
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 Legends 

Figure 1: CXCL13 is expressed in CD68- and CD206-positive AM. The lung tissue from a 

patient with IPF was explored for CD68, CD206 and CXCL13 by IHC (A) and IF (B). (B) 

upper panels: x 65. Red circles indicate the regions at higher magnifications. Red arrow heads 

indicate cells negative for CD68/CD206 and CXCL13. Similar images of CD68, CD206 and 

CXCL13 staining were obtained with lung tissues from six patients with IPF. 

Figure 2: CXCL13 expression is induced in activated AM and MoDM and is controlled 

by NF-B. AM (A) and MoDM (B-G) were cultured without (M0) or with 20 ng/ml LPS for 

24 h or other times. In some experiments, MoDM were first treated with 5 µM Bay (C-E) or 

transiently transfected with control, RelB or p100/p52 SiRNA for 24 h (F-G). Relative 

CXCL13 mRNA were measured by quantitative RT-PCR and normalized to endogenous 

ribosomal 18S RNA levels. Data are expressed relative to mRNA levels found in cells 

stimulated with LPS (A), in M0 cells (B, left panel) or in cells transfected with control SiRNA 

and stimulated with LPS (G), arbitrarily set at 1. CXCL13 concentrations in cultured media 

were measured by ELISA. In (D-F), cells were lysed and protein expressions were analyzed 

by Western blotting. Each image is representative of at least three independent experiments. 

Results are means ± SD of 11 (A, left panel), 8 (A, right panel), 4 (B, left panel), 5 (B, right 

panel), 3 (C) and 7 (G) independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus LPS 

(A), M0 (B), “0” LPS (C) and “SiC” LPS (G) 

Figure 3: CXCL13 expression is mediated by TNF- and IL-10 in LPS-stimulated 

MoDM. MoDM were untreated (M0, 0) or treated with 5 µM BAY or 2 µg/ml neutralizing 

Abs directed against TNF- (aT) or IL-10 (aI), and then stimulated with 20 ng/ml LPS for 1 h 

(C), 24 h (D-F) or the indicated times (A, B). Relative mRNA levels were determined by 

quantitative RT-PCR and normalized to endogenous ribosomal 18S mRNA levels. Data are 
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expressed relatively to mRNA levels found in M0 cells (A) or cells stimulated with “0” LPS 

(C, D, F), arbitrarily set at 1. Concentrations of TNF-α, IL10 and CXCL13 secreted in the 

culture media were quantified by ELISA. In (E), cells were lysed and protein expressions 

were analyzed by Western blotting. Images are representative of at least three independent 

experiments. Results are expressed as means ± SD of 7 (A), 5 (B), 3 (C), 3 (D, upper panel), 8 

(D, lower panel), 7 (F) and 5 (G) independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 

versus “M0” (A, B), “0” LPS (C, D, F, G).  

Figure 4: IL-10 enhances CXCL13 expression induced by TNF- through a JAK/STAT 

pathway. MoDM were untreated (M0) or stimulated with 20 ng/ml TNF-α (T) and/or IL10 

(I) for 24 h, or with 20 ng/ml LPS for 24 h or the indicated times. In (A, C, F), cells were 

lysed and protein expressions were analyzed by Western blotting. Each images is 

representative of at least three independent experiments. Relative mRNA levels were 

determined by quantitative RT-PCR and normalized to endogenous ribosomal 18S RNA 

levels. Data are expressed relative to mRNA levels found in M0 cells (B, D) or in cells 

stimulated with “0” LPS (G-I), arbitrarily set at 1. Concentrations of TNF-α, IL10 and 

CXCL13 secreted in the culture media were quantified by ELISA. Results are expressed as 

means ± SD of 6 (B, left panel), 4 (B, right panel), 6 (D), 5 (E), 4 (G, left panel), 7 (G, right 

panel) and 5 (H-I) independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus M0 (B, 

D, E) or “0” LPS (G-I).  

Figure 5: Effects of neutralizing Abs directed against TNF- (aT) or IL-10 (aI) on AM. 

Human AM (M0) were untreated (0) or treated with 2 µg/ml aT and/ or aI, and then 

stimulated with 20 ng/ml LPS for 24 h. Concentrations of TNF-α and IL-10 in the culture 

media were quantified by ELISA. Relative mRNA levels were determined by quantitative 

RT-PCR and normalized to endogenous ribosomal 18S RNA levels. Data are expressed 
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relative to mRNA levels found in cells stimulated with “0” LPS, arbitrarily set at 1. Results 

are expressed as means ± SD of 4 (A, left panel), 8 (A, right panel) and 11 (B) independent 

experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus “M0” (A) or “0” LPS (B).  

Figure 6: Correlations of blood TNF-α, IL-10 and CXCL13 concentrations in serum of 

patients with IPF. Concentrations of TNF-α, IL-10 and CXCL13 in blood serum of seventy 

patients with IPF were measured by ELISA. In (A), TNF- and IL-10 concentrations were 

referred to CXCL13 median “M” (A, left panel) or quartiles “Q” (A, right panel). The 

numbers of values of TNF- or IL-10 concentrations above their respective LOQ are 

indicated in italics. (B, C) Correlations between the values of the blood serum concentrations 

of TNF-α, IL10 and CXCL13. In (B), values of the seventy blood serum concentrations; in 

(C), values of the TNF- and IL-10 concentrations above their respective LOQ. rs: 

Spearman's rank correlation coefficient; ns: not significant. **p<0.01, ***p<0.001 
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Figure S1

CXCL13 Isotype controlCD20

CD68 CD206CXCL13

A

CXCL13 Isotype controlB

Figure S1: Expression of CXCL13, CD68 and CD206 around or within CD20-positive lymphoid

aggregates (A) and expression of CXCL13 in alveolar tissues (B) isolated from a patient with IPF were

analyzed by IHC as described in the “Materials and methods” section. Immunostaining was also

performed using the CXCL13 isotype control Ab. Red circles indicate the region shown at a higher

magnification in panel (A). Similar images of CXCL13, CD68 and CD206 staining were obtained with lung

tissues isolated from six patients with IPF.



Figure S2
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Figure S2: Human MoDM were left untreated (M0) or treated with 5 µM ruxolitinib (Ruxo) and then

stimulated either with 20 ng/ml LPS for 6 h (D, left panel), 24 h (C) or the indicated times (A), or with 20

ng/ml human recombinant IL-10 for 10 min (D, right panel) or 24 h (E). Relative mRNA levels were

determined by quantitative RT-PCR and normalized to endogenous ribosomal 18S RNA levels. Data are

expressed relative to mRNA levels found in M0 cells (A) or “0” IL-10 (E), arbitrarily set at 1. In (B and D),

cell were lysed and total proteins were extracted as described in Materials and Methods. Protein

expressions were determined by Western blotting. Images are representative of at least three independent

experiments. The concentrations of TNF-, IL-10 and CXCL13 in culture media were quantified by ELISA.

Correlation between the values of TNF-, IL-10 and CXCL13 concentrations (rp: Pearson correlation

coefficient, ns: not significant). Results are expressed as means ± SD of 6 (A), 12 (C) and 3 (E)

independent experiments. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 versus M01 (A) or “0” IL-10 (E).



131 

 

 

 

 

 

 

 



132 

 

 

 

 

 

 

 

 

Discussion et perspectives 
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    Au cours de ma thèse, nous avons démontré que le NTD module la physiologie in vitro du 

macrophage humain en inhibant l’activation de CSF-1R mais également en interférant avec 

d’autres cibles restant à identifier. Ces effets inhibiteurs du NTD préviennent l’expression de 

l’IL-10 et celle de CXCL13 qui est un facteur pronostic de la FPI. Le NTD pourrait bloquer 

indirectement l’induction du gène codant CXCL13 en inhibant la synthèse de l’IL-10. En effet, 

dans la seconde partie de mes travaux de recherche, nous avons caractérisé l’expression de 

CXCL13 dans les macrophages humains et nous avons démontré que le TNF-α et l’IL-10 

contrôlent l’expression de CXCL13 en activant respectivement la voie NF-κB non-canonique 

et une voie JAK/STAT.  

Différentes études ont démontré que le NTD présente des effets anti-inflammatoires dans 

divers modèles de fibrose chez la souris, et notamment dans la fibrose pulmonaire (Wollin et 

al., 2014). Toutefois les bases moléculaires de ces effets anti-inflammatoires restent peu 

claires. Notre étude met en évidence que, in vitro, le NTD altère le phénotype des MDM en 

partie via l’inhibition du récepteur CSF-1R. Il inhibe de façon dose-dépendante la 

phosphorylation de CSF-1R puis l’activation secondaire des voies PI3K/AKT et MAPK/ERK 

induites par le CSF-1. La liaison du CSF-1 à son récepteur induit la dimérisation de CSF-1R 

et l’autophosphorylation rapide de plusieurs tyrosines dont la Tyr-723 (Tyr-721 chez les 

souris). La voie PI3K/AKT est activée après interaction de sa sous-unité régulatrice p85 avec 

la tyrosine-721 phosphorylée (Sampaio et al., 2011). La liaison de la protéine adaptatrice 

Grb2 aux tyrosines phosphorylées du CSF-1R active la voie ERK (Pixley and Stanley, 2004). 

Notre étude démontre que de très faibles concentrations de NTD diminuent très fortement, 

mais pas totalement, la phosphorylation de CSF-1R (CI50 < 10 nM). Ce résultat est en accord 

avec les travaux récents de Hilberg et coll (2018) démontrant les effets inhibiteurs du NTD 

sur l’activité kinase de la protéine CSF-1R recombinante humaine (CI50=5+2 nM) (Hilberg et 

al., 2018). Toutefois, à la concentration de 10 nM, le NTD ne prévient pas l’activation des 

voies PI3K et ERK. L’activité résiduelle de CSF-1R détectée dans les macrophages exposés à 

10 nM NTD est probablement suffisante pour induire les interactions p85-PI3K et Grb2-ERK 

puis activer les voies de signalisation PI3K et ERK. Des expériences d’immunoprécipitation 

permettraient d’évaluer l’impact du NTD sur ces interactions protéiques dans le macrophage 

humain. Cette capacité du NTD à inhiber l’activation de CSF-1R à de très faibles 

concentrations pourrait être intéressante pour inhiber la croissance de cellules tumorales 

induite par CSF-1, comme par exemple dans le cancer du sein (Achkova and Maher, 2016). 
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Ce blocage de CSF-1R pourrait aussi réduire l’inflammation tissulaire qui peut être induite 

par CSF-1 au cours de la polyarthrite rhumatoïde (Garcia et al., 2016). 

Les résultats de nos travaux démontrent que le NTD influence différentes fonctions du 

macrophage humain en inhibant la phosphorylation de CSF-1R. Le NTD diminue l’adhérence 

cellulaire, sans induire de cytotoxicité à des concentrations < 200 nM, et très probablement en 

inhibant la voie PI3K qui est activée par la liaison de CSF-1 à son récepteur. En effet, la 

culture des macrophages humains en absence de CSF-1 ou en présence de l’inhibiteur de 

CSF-1R (GW2580, GW) ou de l’inhibiteur de la voie PI3K (LY 294000, LY) réduit 

l’adhérence cellulaire et induit un changement morphologique des macrophages similaire à 

celui provoqué par le NTD. Chez la souris, la voie PI3K-AKT favorise l’adhérence et la 

mobilité du macrophage en modulant l’organisation du cytosquelette d’actine via la paxilline. 

Cette protéine majeure des complexes focaux des macrophages est phosphorylée par la kinase 

Pyk-2 qui est elle-même activée par la voie PIK3-AKT (Stanley and Chitu, 2014). Afin de 

préciser les mécanismes par lesquels le NTD réduit l’adhérence cellulaire, il serait donc 

nécessaire de déterminer si le NTD peut diminuer l’interaction entre les protéines paxillin et 

Pyk-2 dans le macrophage humain. De plus, comme les souris déficientes en Pyk-2 présentent 

une altération de la mobilité des macrophages (Okigaki et al., 2003), il serait intéressant de 

rechercher l’impact du NTD sur la fonction de migration du macrophage humain. 

Le NTD et le GW n’altèrent ni la survie du macrophage ni l’expression membranaire des 

protéines CD206 et CD71 qui sont des marqueurs majeurs du macrophage mature non 

polarisé (M0). Ces résultats montrent que la viabilité et le phénotype des macrophages M0 

sont donc indépendants de la voie CSF-1/CSF-1R. En revanche, ces deux molécules 

diminuent significativement l’expression de CCL2 qui est induite par CSF-1 dans les 

macrophages (Baran et al., 2007). De plus, nous montrons que le LY diminue également 

l’expression de CCL2 qui est donc régulée positivement par la voie PI3K. Cet effet du NTD 

est important à prendre en compte puisque CCL2 contribue au développement de la fibrose 

pulmonaire chez la souris. En effet, les souris déficientes en CCL2 présentent moins 

d’infiltration de macrophages CD68+ au niveau pulmonaire et développent moins de fibrose 

pulmonaire en réponse à la bléomycine. La concentration de CCL2 est augmentée dans le 

sang et les liquides de LBA des patients atteints de FPI, ce qui suggère un rôle possible de 

cette chimiokine dans le développement de la fibrose pulmonaire chez les humains. Toutefois, 

le Carlumab, un anticorps monoclonal dirigé contre CCL2, n’améliore ni la fonction 

respiratoire ni la survie des patients souffrant de FPI (Raghu et al., 2015).  
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L’inhibition de la voie CSF-1/CSF-1R par le NTD et le GW altère différemment le profil 

de cytokines exprimées par les macrophages M1 et M2. Les deux molécules réduisent la 

sécrétion des cytokines IL-1β et IL-8 par le macrophage M1. Comme les niveaux d’ARNm de 

l’IL-1 et de l’IL-8 ne sont pas modifiés, le NTD et le GW interfèrent probablement avec la 

synthèse des protéines. Il est admis que la maturation de l’IL-1β est principalement contrôlée 

par l’inflammasome NLRP3 dans le macrophage (He et al., 2016). Au sein de ce complexe 

protéique, le clivage de la pro-IL-1β en protéine mature est assuré par la caspase 1. Cette 

protéase est un effecteur de l’inflammasome qui est constitué de la protéine NLRP3 et de la 

protéine adaptatrice ASC (He et al., 2016). Gaidt et coll ont rapporté que la caspase 8 favorise 

l’assemblage de l’inflammasome NLRP3 dans le monocyte humain stimulé par le LPS (Gaidt 

et al., 2016). De plus, la différenciation du monocyte humain en macrophage, induite par le 

CSF-1, requière la caspase 8 qui semble essentielle à la survie de ces cellules (Rébé et al., 

2007). En inhibant CSF-1R, le NTD et le GW pourraient donc bloquer l’activation d’une voie 

de signalisation impliquant la caspase 8 et contrôlant l’assemblage de l’inflammasome 

NLRP3. Toutefois, aucune étude n’a pour le moment impliqué le rôle potentiel de cette 

caspase dans les mécanismes moléculaires régulant la production d’IL-1 dans les 

macrophages humains différenciés par CSF-1. De façon similaire, le mécanisme réduisant la 

sécrétion d’IL-8 par le macrophage exposé au NTD ou au GW reste à démontrer. Un 

traitement par l’anticorps anti-CSF-1 diminue la production d’IL-8 par le tissu synovial de 

patients souffrant d’arthrite rhumatoïde (Garcia et al., 2016), ce qui confirme toutefois la 

capacité de CSF-1 à réguler positivement l’expression de l’IL-8. Concernant le macrophage 

M2, le NTD et le GW ne modifient pas l’expression de PDGF-BB et de CCL22, mais 

augmentent significativement celle de CCL18. Contrairement à ce que nous avons observé 

dans le macrophage M1, ce résulte montre que la voie CSF-1/CSF-1R inhibe l’expression de 

CCL18 induite par l’IL-4 et l’IL-13 dans le macrophage humain. Les voies de signalisation 

contrôlant cette inhibition sont à élucider. 

Le NTD altère également le phénotype du macrophage en interférant avec des cibles 

moléculaires indépendantes de CSF-1R. En effet, contrairement au GW, le NTD diminue 

significativement l’expression de l’IL-10 et de CXCL13 dans le macrophage M1. Le NTD 

pourrait prévenir la production de ces cytokines en inhibant la kinase BtK (Bruton tyrosine 

Kinsae) qui est rapidement activée par le LPS dans les macrophages humains et de souris 

(Ping et al., 2017; Schmidt et al., 2006). L’inhibition de Btk par l’ibrutinib réduit l’expression 

des ARNm codant l’IL-10 et CXCL13 qui est induite par le LPS. Cependant, il n’est pas 
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clairement établi si BtK stimule directement l’expression du gène CXCL13 car le traitement 

des macrophages humains par un anticorps anti-IL-10 diminue significativement l’expression 

de cette chimiokine (Perrier et al., 2004). In vitro, le NTD inhibe l’activité kinase de la 

protéine recombinante humaine BtK (IC50= 34 nM) (Hilberg et al., 2018). Il serait donc 

nécessaire de déterminer si le NTD peut également bloquer l’activation de BtK dans le 

macrophage humain afin d’identifier cette kinase comme une nouvelle cible moléculaire du 

NTD. Enfin, le NTD ne modifie pas l’expression membranaire des marqueurs M1, mais à des 

concentrations > 200 nM, il réduit significativement l’expression des marqueurs M2a (CD11b, 

CD206, CD209) indépendamment de l’inhibition du CSF-1R. À 50 nM, le NTD diminue 

également l’expression membranaire du CD206. Huang et coll ont déjà démontré que le NTD 

diminue partiellement l’expression de CD206 dans le macrophage humain M2, mais ils 

n’avaient pas analysé le rôle de CSF-1R dans cet effet du NTD (Huang et al., 2017a). Le NTD 

altère la polarisation des macrophages M2 indépendamment de la protéine BtK, car cette 

kinase ne semble pas altérer la signalisation induite par l’IL-4 (Fiorcari et al., 2016). En 

revanche, le NTD pourrait réduire l’expression des marqueurs M2a en inhibant la kinase Hck, 

qui fait partie de la famille Src. La kinase Hck contrôle en effet l’expression de CD206 induite 

par l’IL-13 dans le monocyte humain (Bhattacharjee et al., 2011). De plus, il est connu que le 

NTD inhibe l’activité kinase de plusieurs Src (Hilberg et al., 2018; Li et al., 2017b), mais son 

effet sur celle de la protéine HcK reste à démontrer. L’ensemble de ces résultats démontre que 

le NTD altère le phénotype et la polarisation des macrophages humains en inhibant l’activité 

du récepteur CSF-1R et en réprimant probablement l’activité d’autres kinases dont la nature 

devra être caractérisée. Un schéma récapitulant les effets du NTD sur le macrophage humain 

est présenté dans la figure 44.  

 

 

Figure 44: Résumé graphique de l’effet du NTD sur le MDM (Bellamri et al., 2019). 
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Plus généralement, ces travaux de thèse démontrent que le NTD peut altérer les réponses 

pro-inflammatoires du macrophage humain en prévenant l’expression de différentes cytokines 

telles que l’IL-1β, l’IL-8, l’IL-10, CCL2 et CXCL13 qui contribuent toutes à la fibrose 

pulmonaire (Kolahian et al., 2016; Richards et al., 2012; Vuga et al., 2014). Par exemple, l’IL-

1β et l’IL-10 favorisent la prolifération des fibroblastes (Kolb et al., 2001; Sun et al., 2011). Il 

serait donc intéressant de déterminer si la réduction de leurs concentrations dans les milieux 

de culture de macrophages humains traités par le NTD peut impacter la croissance de 

fibroblastes pulmonaires humains cultivés avec ces milieux conditionnés. La pertinence 

clinique de l’ensemble de ces premiers résultats reste cependant à démontrer car le NTD 

altère in vitro les fonctions du macrophage à des concentrations supérieures à celles mesurée 

dans le plasma de patients atteints de FPI et traités par ce médicament (Ogura et al., 2015). En 

effet, le NTD altère significativement le phénotype des macrophages seulement à des 

concentrations > 200 nM alors que les concentrations plasmatiques maximales de NTD ne 

semblent < 100 nM chez les patients atteints de FPI. Cependant, les concentrations de NTD 

dans les tissus pulmonaires de ces patients ne sont pas connues. Il est donc difficile de prédire 

la capacité du NTD à induire des effets anti-inflammatoires au niveau du tissu pulmonaire 

humain. Des études cliniques supplémentaires pourraient évaluer les propriétés immuno-

modulatrices du NTD chez les humains en mesurant les concentrations sanguines de 

différentes cytokines avant et après le traitement de patients par ce médicament. Ces résultats 

pourraient être comparés avec ceux obtenus chez les patients atteints de FPI et traités par la 

Pirfénidone. 

Nous avons démontré dans la première partie de ma thèse que le NTD réprime l’expression 

de CXCL13, un biomarqueur pronostic de la FPI. Nos résultats indiquent que le NTD diminue 

également la sécrétion de l’IL-10 par le macrophage humain. Il est connu que l’IL-10 

contribue à l’induction de l’expression de CXCL13 dans les CD humaines exposées au LPS 

(Perrier et al., 2004). Il est donc possible que le NTD puisse indirectement inhiber la 

transcription du gène CXCL13 en réprimant la production d’IL-10. Dans la seconde partie de 

ma thèse, nous avons caractérisé l’expression de CXCL13 dans le macrophage pulmonaire et 

le MDM humains, puis nous avons analysé les voies de signalisation impliquées.   

Les résultats des analyses par immunohistochimie confirme que le marquage de CXCL13 

est massivement présent autour des agrégats de LB ayant infiltré le tissu pulmonaire des 

patients atteints de FPI (DePianto et al., 2015). Ce marquage est diffus et n’est pas clairement 

intracellulaire, ce qui suggère que la protéine CXCL13 est sécrétée au niveau de ces structures 
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lymphoïdes. CXCL13 pourrait être liée à des protéines fibrillaires de type fibronectine, 

comme l’ont démontré Carlsen et coll  en utilisant des biopsies de tissu intestinal prélevé chez 

des patients atteints de  colite ulcéreuse (Carlsen, 2004).  Des expériences de co-marquages de 

CXCL13 avec des éléments de la MEC permettraient de valider, ou non, le dépôt de CXCL13 

au niveau des lésions fibroprolifératives pulmonaires des patients atteints de FPI. Notre étude 

révèle aussi que le marquage CXCL13 ne co-localise pas avec ceux de CD68 et CD206 

retrouvés autour des agrégats lymphoïdes, ce qui indique que les macrophages ne sont 

probablement pas la source de CXCL13 au niveau des agrégats lymphoïdes. En revanche, nos 

analyses par immunohistochimie montrent que les macrophages CD68+/CD206+ du 

compartiment alvéolaire expriment CXCL13. Ce résultat a été confirmé par des expériences 

en immunofluorescence sur les mêmes blocs tissulaires obtenus à partir de biopsies 

pulmonaires chirurgicales de patients atteints de FPI. De plus, le LPS induit l’expression de 

CXCL13 dans les MA isolés des liquides de LBA de patients atteints de PID incluant la FPI. 

Nous n’avons obtenu que deux cultures de MA isolés de patients souffrant de FPI car les LBA 

sont peu pratiqués chez ces patients afin d’éviter le déclenchement d’une exacerbation. Ces 

premiers résultats soutiennent donc l’hypothèse selon laquelle les macrophages pulmonaires, 

en particulier alvéolaires, sont une source de CXCL13 chez les patients atteints de FPI. 

Cependant, étant donné la très forte expression de CXCL13 au niveau des agrégats 

lymphoïdes pulmonaires et la faible quantité de macrophages détectées dans ces structures, il 

est possible que d’autres types cellulaires soient à l’origine de la production pulmonaire de 

CXCL13. Certains sous-types de LT, de LB et de CD, mais aussi des fibroblastes pulmonaires, 

pourraient produire la protéine CXCL13. En effet, Kobayashi et coll ont démontré que le 

traitement des LT CD4+ naïf par le TGF-β induit l’expression de CXCL13 (Kobayashi et al., 

2016). Dans le contexte de la BPCO, Litsiou et coll ont identifié que seuls les LB des 

follicules lymphoïdes pulmonaires expriment CXCL13. In vitro, le traitement de ces LB 

pulmonaires par des extraits de cigarette, H2O2 ou par le LPS induit l’expression de CXCL13 

(Litsiou et al., 2013). De plus, comme indiqué précédemment, Perrier et coll ont démontré 

que le LPS induit l’expression de CXCL13 dans les CD qui sont présentes dans le tissu 

pulmonaire des patients atteints de FPI (Marchal-Sommé et al., 2007; Perrier et al., 2004). 

Enfin, dans le contexte de l’asthme, les fibroblastes pulmonaires traités par l’IL-17 produisent 

la protéine CXCL13 (Al-Kufaidy et al., 2017). 

Nous avons ensuite identifié les voies de signalisation contrôlant l’expression de CXCL13 

dans le macrophage humain. Nous montrons que l’inhibition de l’expression de p100/p52 et 
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de RelB, par la méthode d’ARN interférence, diminue significativement l’expression de 

CXCL13 dans les MDM stimulés par le LPS. Ce résultat indique que les voies canonique et 

non-canonique NF-κB contribuent significativement à l’expression du gène CXCL13 dans le 

macrophage humain, comme cela a été observé dans différents types cellulaires humains ou 

de souris (Bonizzi and Karin, 2004; Bonizzi et al., 2004). De plus, notre étude démontre que 

l’expression optimale de CXCL13 dans le macrophage humain activé par le LPS requière, au 

moins in vitro, l’activation coordonnée de la voie NF-κB par le TNF-α et de la voie 

JAK/STAT par l’IL-10.  

Concernant le rôle du TNF-α, nos résultats démontrent i) que la neutralisation du TNF-α 

produit par le MDM exposé au LPS inhibe l’induction des gènes NF-κB2, RelB et CXCL13 et 

ii) que le TNF-α active les voies canonique et non-canonique NF-κB et stimule l’expression 

de CXCL13 dans les MDM.  Le TNF-α active la voie canonique NF-κB après liaison à son 

récepteur ubiquitaire TNF-R1. Il se lie également au TNF-R2, ce qui induit la dégradation de 

p100 et active ainsi la voie non-canonique NF-κB (Borghi et al., 2016). L’expression du TNF-

R2 est fortement restreinte et limitée à un certain nombre de types cellulaires incluant le 

MDM humain (Ruspi et al., 2014). Le clivage de p100 est catalysée par NIK qui active IkB 

kinase-α. Cette kinase phosphoryle alors p100 qui sera clivé par le protéasome afin de générer 

la sous-unité active p52 (Sun, 2011). Le clivage constitutif de p100 est faible dans la plupart 

des cellules car le complexe TRAF2/TRAF3/cIAP induit constamment une ubiquitination et 

une dégradation rapide de NIK par le protéasome (Sun, 2011). L’activation des cellules avec 

un agoniste du LTβ-R, ou avec du TNF-α, induit la dégradation de TRAF2, ce qui a pour 

conséquence de stabiliser la synthèse protéique de NIK et de promouvoir la dégradation de 

p100. Nous n’avons pas mesuré l’expression de NIK dans les cellules MDM mais la 

différenciation du monocyte en macrophage augmente et stabilise l’expression de NIK (Li et 

al., 2010). La concentration intracellulaire de NIK dans le MDM est probablement suffisante 

pour promouvoir la dégradation de p100. 

Contrairement au TNF-α, la neutralisation de la production d’IL-10 ne diminue pas 

l’activation des voies canonique et non-canonique NF-κB mais réduit significativement 

l’expression du gène CXCL13 dans le MDM stimulé par le LPS. De même, l’IL-10 n’active 

pas les voies NF-κB mais induit pourtant une légère augmentation de l’expression des ARNm 

CXCL13 dans les MDM. Ce résultat suggère que l’expression du gène CXCL13 peut-être 

induite par un mécanisme alternatif non dépendant de la voie NF-κB. En effet, le Ruxolitinib, 

un inhibiteur la voie JAK/STAT, ne prévient pas l’activation des voies NF-κB par le LPS mais 
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il réduit significativement l’augmentation des ARNm CXCL13 dans les MDM traités par le 

LPS ou par l’IL-10. La voie JAK/STAT pourrait donc contribuer à l’expression de CXCL13. 

Plusieurs arguments soutiennent l’hypothèse selon laquelle le facteur de transcription STAT3 

régule l’expression de CXCL13 dans le MDM : i) STA3 augmente l’expression de CXCL13 

dans d’autre types cellulaires (Eddens et al., 2017), ii) l’IL10 et le LPS activent STAT3 dans 

le macrophage (Agbanoma et al., 2012; Staples et al., 2007) et iii) nous montrons que le 

Ruxolitinib bloque l’activation de STAT3 induite par le LPS et l’IL-10 dans le MDM.  

Nos travaux soulignent que l’IL-10 impacte également l’induction du gène CXCL13 par le 

TNF-α. En effet, la stimulation des MDM par l’association TNF-α/IL-10 augmente 

l’expression des ARNm CXCL13 induite par le TNF-α seul. De plus, le co-traitement des 

MDM par les anticorps anti-TNF-α et anti-IL-10 réduit plus fortement l’expression de 

CXCL13 que l’anticorps anti-TNF-α seul. Ce résultat suggère que la voie JAK/STAT activée 

par l’IL-10 renforce l’expression du gène CXCL13 induite par le TNF-α. STAT3 peut 

augmenter l’activité de la voie non-canonique NF-κB induite par le TNF-α en stimulant 

différents mécanismes. STAT3 acétylé par la protéine CBP (CREB: cAMP response element 

binding protein-Binding Protein)/p300 augmente le clivage de p100 en p52 dans différents 

types cellulaires (Nadiminty et al., 2006). Cependant ce mécanisme n’est probablement pas 

mis en jeu dans les MDM car l’IL-10 n’augmente pas l’expression cellulaire de p52 induite 

par le TNF-α et la neutralisation d’IL-10 ne réduit pas la concentration de la protéine p52 dans 

les MDM traités par LPS. L’inhibition de STAT3 réprime l’induction par RelB/p52 du gène 

codant la cyclooxygénase-2 dans les cellules placentaires humaines (Yu et al., 2015). Dans 

cette étude Yu et coll montrent que STAT3 co-localise avec RelB et p52 au niveau 

cytoplasmique et nucléaire. Cela suggère que STAT3 interagit physiquement avec RelB/p52 

afin d’augmenter la translocation nucléaire ou l’activité transcriptionnelle de ce complexe (Yu 

et al., 2015). L’ensemble de ces résultats indique que STAT3 pourrait coopérer avec la voie 

non-canonique NF-κB afin d’induire une expression maximale de CXCL13 dans les MDM. 

Des expériences supplémentaires de co-localisation protéique sont nécessaires pour valider 

cette hypothèse. Un schéma résumant les voies de signalisation contrôlant l’expression de 

CXCL13 dans le MDM activé est présenté dans la figure 45. 
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concentration d’IL-10 > LOQ, un effectif sans doute trop faible pour mettre en évidence une 

potentielle corrélation. Les concentrations d’IL-10 de l’ensemble des échantillons sont en 

revanche corrélées avec celles de CXCL13. Comme le TNF-α et l’IL-10 induisent in vitro 

l’expression de CXCL13, ces corrélations suggèrent que les deux cytokines contribuent à la 

production de CXCL13 chez les patients atteints de FPI. Le TNF-α et l’IL-10 sont exprimés 

au niveau des tissus pulmonaires humains et la concentration des ARNm d’IL-10 mesurée 

dans les biopsies pulmonaires de patients atteints de FPI est supérieure à celle mesurée dans 

les tissus des sujets contrôles (Bergeron et al., 2003). Bergeron et coll ont aussi proposé que 

les CEA sont une source d’IL-10 au niveau des tissus pulmonaires des patients atteints de FPI 

(Bergeron et al., 2003). Le TNF-α et l’IL-10 sont aussi secrétés par les CD, LT, LB et les 

macrophages présents au niveau pulmonaire. Il serait donc intéressant de préciser la 

contribution du TNF-α et de l’IL-10 dans l’expression de CXCL13 en effectuant des co-

marquages de ces trois cytokines sur des coupes de tissus issues de biopsies pulmonaires 

chirurgicales. Nous n’avons pas recherché les raisons pour lesquelles les niveaux sériques du 

TNF-α et d’IL-10 sont seulement quantifiables dans une petite population de patients atteints 

de FPI. Comme le TNF-α et l’IL-10 sont fréquemment secrétés en réponse à des stimuli pro-

inflammatoires, il est possible que les concentrations sériques de TNF-α, IL-10 et CXCL13 

soient plus spécifiquement augmentées chez les patients présentant un processus 

inflammatoire. Une étude clinique sur des cohortes plus larges seraient nécessaires afin de 

confirmer une augmentation spécifique des concentrations sériques de TNF-α et d’IL-10 chez 

certains patients atteints de FPI. Il est intéressant de noter que le TNF-α est également 

impliqué dans la production de CXCL13 par un sous-type spécifique de LT CD4+ chez les 

patients souffrant de polyarthrite rhumatoïde (Kobayashi et al., 2013). Un traitement par des 

médicaments anti-TNF (Adalimumab ou Etanercept) diminue les concentrations sanguines de 

CXCL13 chez ces patients (Han et al., 2016), ce qui confirme la capacité du TNF-a à réguler 

l’expression de CXCL13 chez les humains. 

S’il est aujourd’hui admis que CXCL13 est un biomarqueur pronostic de la FPI, on ne 

connait pas les mécanismes cellulaires et moléculaires par lesquels CXCL13 pourrait 

contribuer au développement de cette maladie. Aucune étude expérimentale n’a pour le 

moment démontré le rôle de CXCL13 dans les modèles murins de fibrose pulmonaire. En 

particulier, on ne sait pas si la bléomycine induit une fibrose pulmonaire de plus forte ou de 

moindre intensité chez les souris KO pour le gène CXCL13. Différents arguments suggèrent 

toutefois que CXCL13 peut favoriser le développement de la FPI en stimulant l’infiltration 
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pulmonaire des LB. Localement, une fois activée, ces cellules peuvent produire des auto-

anticorps mais également des cytokines pro-inflammatoires telles que l’IFN-γ, l’IL-4 ou la 

lymphotoxin-. La FPI n’est pas une maladie auto-immune mais il est fréquent de détecter des 

auto-anticorps chez les patients développant cette maladie. Différents auto-anticorps ont été 

identifiés tels que les anticorps dirigés contre la périplakine, HSP70 ou la vimentine (Hoyne et 

al., 2017). Le complexe immun formé entre l’anticorps et l’antigène du soi peut se déposer au 

niveau du tissu pulmonaire et promouvoir une réaction inflammatoire (Hoyne et al., 2017). 

Par exemple, l’auto-anticorps anti-HSP70 issus de patients atteints de FPI active les 

monocytes humain CD14+ et augmente leur production d’IL-8 (Kahloon et al., 2013). Cette 

production d’auto-anticorps pourrait être associée à la survenue d’exacerbations aiguës qui 

accélère fréquemment le déclin de la fonction respiratoire et précipite le décès des patients 

atteints de FPI.  L’équipe de Duncan a démontré, au cours d’une étude pilote, que 

l’administration d’une thérapie dirigée contre les auto-anticorps, par plasmaphérèse et 

injection de rituximab (anti-CD20), améliore le pronostic de patients présentant une 

exacerbation aiguë (Donahoe et al., 2015). Par ailleurs, CXCL13 joue un rôle important dans 

le développement de lésions tissulaires au cours des maladies auto-immunes telles que la 

polyarthrite rhumatoïde, le lupus érythémateux ou le syndrome de Sjogren (Finch et al., 2013). 

L’administration d’anticorps dirigés contre CXCL13 réduit les processus inflammatoires dans 

différents modèles expérimentaux de maladies autoimmunes incluant la polyarthrite 

rhumatoïde (Klimatcheva et al., 2015). Des études complémentaires sont donc nécessaires 

pour comprendre le rôle de CXCL13 dans la FPI et évaluer l’intérêt potentiel de traitements 

visant à réduire les concentrations pulmonaires de cette chimiokine. 

Conclusion générale  
Au cours de mes travaux de thèse, nous avons démontré que le NTD, un médicament 

antifibrosant utilisé pour traiter la FPI, possède des propriétés anti-inflammatoires vis-à-vis 

des macrophages humains. En particulier, le NTD diminue la sécrétion de nombreuses 

cytokines contribuant au développement de la fibrose pulmonaire. Ces effets anti-

inflammatoires résultent de la capacité du NTD à bloquer i) l’activation de CSF-1R et la 

signalisation induite par CSF-1 dans le macrophage humain, et ii) une ou plusieurs autres 

kinases dont la nature reste à préciser. Les effets du NTD sont observés in vitro uniquement 

pour des concentrations de NTD supérieures à celles mesurées dans le plasma des patients 

traités par ce médicament. La relevance clinique des effets anti-inflammatoires du NTD sur 
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l’immunité innée nécessite donc des études complémentaires pour confirmer le potentiel anti-

inflammatoire de ce médicament chez les humains.  

Parmi les cytokines étudiées, le NTD réduit significativement l’expression de CXCL13, un 

biomarqueur pronostic de la FPI, très probablement en réprimant la sécrétion de l’IL-10. En 

effet, dans la seconde partie de ma thèse, nous avons caractérisé l’expression cellulaire de 

CXCL13 dans le tissu pulmonaire et identifié le macrophage comme étant une source possible 

de cette chimiokine. Nous avons confirmé in vitro l’expression de CXCL13 dans le MA et le 

MDM puis analysé les voies de signalisation contrôlant l’activation du gène codant CXCL13. 

Nos résultats démontrent que l’expression optimale de CXCL13 dans le macrophage humain 

nécessite les actions coordonnées du TNF-α et de l’IL-10 via l’activation respective de la voie 

non canonique NF-κB et de la voie JAK/STAT. De plus, nous montrons que l’expression 

sérique de CXCL13 peut être corrélée à celle du TNF-α, et dans une moindre mesure à celle 

de l’IL-10, chez certains patients souffrant de FPI. Au final, ces résultats derniers soulignent 

l’intérêt de mieux connaître le rôle de CXCL13 dans le développement de la FPI et pour cela 

de développer de nouvelles études expérimentales et cliniques. 

 

Mots Clef: 

Fibrose pulmonaire idiopathique (FPI), Macrophage, Nintedanib (NTD), Colony stimulation 

factor 1 receptor (CSF-1R), Colony stimulation factor 1(CSF1), CXCL13, TNF-α, IL-10, NF-

κB. 
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Arsenic and the immune system
Nessrine Bellamri1, Claudie Morzadec1, Olivier Fardel1,2 and
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Abstract

Arsenic is a metalloid to which millions of individuals are
exposed worldwide, primarily through the consumption of
contaminated drinking water or food items. Chronic arsenic
exposure is associated with an increased incidence of several
diseases, including lung infections and skin cancers. Epide-
miological and experimental evidence demonstrates that the
metalloid impairs the activity of both the innate and adaptive
immune systems. Arsenic alters the differentiation, activation
and/or proliferation of human macrophages, dendritic cells
and T lymphocytes. Arsenic immunotoxicity results from
intracellular oxidative lesions modulating basal gene expres-
sion or leading to DNA damage. Arsenic also induces
epigenetic effects by modulating DNA methylation and post-
translational histone modifications. In addition, the metalloid
has recently been found to inhibit in vitro and in vivo inflam-
masome activities. Arsenic immunotoxicity likely contributes
to the systemic effects associated with arsenic exposure by
limiting immune surveillance and/or promoting inflammation.
Experimental studies also suggest that the immunosuppres-
sive effects of arsenic efficiently prevent or treat severe
immune-related diseases. The purpose of this review is to
summarize the current knowledge of the impact of arsenic on
the immune system.
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1. Introduction
Arsenic is a toxicmetalloid naturally present at high levels
in the earth’s crust in many countries worldwide. Arsenic

is complexed to a sulfur atom in variousmineral ores, such
as arsenopyrite, orpiment and realgar. Physical, chemical
and/or microbial changes in the soil can promote arsenic
mobilization from minerals and its accumulation in
groundwater. The consumption of contaminated drinking
water is the first source of arsenic exposure for millions of
individuals in several Asian and American countries [1].
Since contaminated groundwater can be used to irrigate
and cook cereal crops and other food items, humans can
also be exposed to arsenic though the ingestion of vege-
tables, fruits, grains and rice [2]. In addition, arsenic is
used for various industrial activities, including the pro-
duction of wood preservatives, electronics and pesticides,
which can induce occupational exposures [3].

Arsenic speciation includes several inorganic and
organic species in different oxidation states. Contami-
nated drinking water, for example, contains inorganic
pentavalent and trivalent forms of arsenic, which are
largely absorbed from the human gastrointestinal tract,
likely through glucose, phosphate or organic anion
transporters and aquaporins. In contrast to mercury or
cadmium, arsenic is a metalloid that does not chronically
accumulate in specific organs. This compound is rapidly
metabolized in the liver through biological methylation,
oxidation/reduction and glutathione conjugation.
Arsenic biotransformation generates reactive mono- and
-dimethylated metabolites that likely contribute to its
systemic effects [2].

Arsenic toxicity has been extensively reviewed in several
recent articles [1e3]. Chronic ingestion of low con-
centrations of arsenic initially induces skin lesions but
can be toxic to many other organs [4]. Long terms ef-
fects primarily include cutaneous, respiratory, neuro-
developmental, hepatic, endocrine and cardiovascular
disorders [4]. This metalloid is classified by the IARC as
a carcinogenic compound for humans (group 1), and
epidemiological studies have clearly demonstrated that
arsenic significantly increases the incidence of skin,
bladder and lung cancers [3]. In addition, arsenic mod-
ulates the activity of both innate and adaptive immunity
by various cellular and molecular mechanisms. Immu-
nomodulation likely promotes arsenic systemic toxicity,
which results from environmental or occupational
exposure. However, specific immunosuppressive effects
of arsenic may also be beneficial for the treatment of
certain immune-related diseases. Thus, the purpose of
this review is to summarize our current knowledge on
arsenic immunotoxicity.
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2. Effects of arsenic on immune cells
2.1. Macrophages and dendritic cells (DCs)
Macrophages and DCs are professional phagocytes that
control innate immunity and regulate immune surveil-
lance against infections and cancers. Monocytes consti-
tute major precursors of both macrophages and DCs,
especially during inflammatory states.Monocytesmigrate
in tissues where they differentiate into mature phago-
cytes. A primary function of macrophages is to engulf and
digest microbes, cellular debris and cancer cells by
phagocytosis. In response to infection or tissue damage,
macrophages secrete a large spectrum of cytokines ac-
cording to their local environment. Chronic exposure to
arsenic significantly impairs the ex-vivo differentiation of
peripheral blood monocytes into mature macrophages.
Banerjee et al. [5] reported that monocyte-derived mac-
rophages from arsenic-exposed individuals with skin le-
sions exhibited reduced cell adhesion capacity, F-actin
expression, nitric oxide production and phagocytic activ-
ity. In vitro, 0.5e2 mM arsenic trioxide (ATO) was shown
to block the differentiation of human peripheral blood
monocytes into functional macrophages by repressing
NF-kB-related survival pathways [6]. Short treatments of
human mature macrophages with non-cytotoxic arsenic
concentrations (1e5 mM, 6 h) was shown to inhibit the
transcriptional activity of the liver X receptor, resulting in
the decreased expression of its target genes,
ABCA1 and SREBP-1c, and impaired cholesterol efflux
[7]. Prolonged treatment (3e6 days) with ATO was
shown to de-differentiate macrophages into CD14-
expressing monocytic-like cells, notably through the
reorganization of the actin cytoskeleton [8]. Metalloid-
exposed macrophages display increased secretion of
the pro-inflammatory chemokines CXCL2 and CCL18
and a decreased expression of several macrophage
markers, including metalloproteinase 7, 9 and 12 [8,9].
Moreover, these macrophages exhibit an enhanced pro-
inflammatory response to the lipopolysaccharide (LPS)
endotoxin. Increased exposure to arsenic through
contaminated drinking water is also positively correlated
with high CD14 expression on monocytes and with
elevated plasma levels of pro-inflammatory cytokines,
including TNFa, and IL-8 [10,11].

Recent studies have shown that arsenic alters the func-
tions of microglia, which are the resident macrophages
found in the central nervous system [12,13]. The
metalloid notably increased ex-vivo secretion of IL-6 and
TNF-a from microglia isolated from mice exposed for 7
days to 0.38 mg/kg arsenite [12]. In vitro, the supernatant
of arsenic-exposed-microglial cultures induced murine
neuronal cell death [14]. The death process did not result
from inflammation but was, rather, caused by a critical
cystine/glutamate imbalance induced by arsenic in the
microglia. These specific effects may contribute to the
increased incidence of developmental neurotoxicity in
children chronically exposed to arsenic [15].

DCs are primary antigen-presenting cells that link innate
immunity to adaptive immunity. Once activated by in-
fectious agents or tumor cell antigens, DCs migrate in
the peripheral lymph nodes where they activate T cells
and promote their polarization. At low concentrations
(0.1e0.5 mm), arsenite does not block the ability of
mature DCs to activate the proliferation of humanTcells
in vitro, but it significantly inhibits the secretion of IL-
12p70 and IL-23, two interleukins that enhance T cell
polarization [16]. At concentrations higher than 1 mM,
arsenic blocks myeloid DC differentiation by inducing
monocyte necrosis [16], and it decreases the phagocytic
activity of immature DCs [17]. These in vitro experi-
mental results need to be confirmed by investigating DC
functions in chronically exposed individuals. Neverthe-
less, various reports have shown that quantitative losses
and structural lesions of Langerhans cells, which are
rather similar to dermal DCs, are specifically detected in
the skin lesions of exposed individuals [18,19]. Although
arsenic can clearly alter DC-induced T cell activation, a
specific effect of the metalloid on antigen presentation
by DCs remains to be demonstrated.

2.2. Lymphocytes
T and B lymphocytes mediate the cellular and humoral
responses of adaptive immunity, respectively. The acti-
vation of T lymphocytes by DCs stimulates their prolif-
eration and differentiation into various CD4þ T helper
cell subtypes and CD8þ T cytotoxic cells. Numerous
studies have demonstrated that arsenic markedly alters
both the number and function of human T lymphocytes.
Specifically, chronic arsenic exposure is correlated with
decreased percentages of peripheral blood CD4þ Tcells
and CD4/CD8 ratios in children and adults and with
reduced ex-vivo proliferation of activated T lymphocytes
[20e22]. Wu et al. [10] reported that the expression of
various pro-inflammatory cytokines, growth factors and
chemokines were upregulated in non-stimulated blood
lymphocytes isolated from high arsenic-exposed in-
dividuals.The transcript levels of IL-1b, IL-6, chemokine
C-C motif 2/monocyte chemotactic protein-1 (CCL2/
MCP-1), chemokineC-X-Cmotif ligand 1/growth-related
oncogene alpha (CXCL1/GRO1), CXCL2/GRO2 and
matrix metalloproteinase 1 (interstitial collagenase) were
significantly increased in lymphocytes from individuals
with the highest arsenic blood concentrations (9.6e
46.5 mg/L). Nevertheless, the ex-vivo secretion of IL-2
from lymphocytes activated with phytohemaglutinin or
concanavalin-A was negatively correlated with urinary
arsenic levels [20,21]. In vitro experiments have
confirmed that low and non-cytotoxic arsenite concen-
trations significantly repress both the proliferation and
IL-2 secretion of human activated T cells [23,24].
Moreover, studies have revealed that the metalloid
selectively inhibits the differentiation of T helper 17
lymphocytes by specifically repressing IL-17expression, a
cytokine that increases anti-infectious defenses but also
promotes inflammation in several auto-immune diseases

Arsenic immunotoxicity Bellamri et al. 61

www.sciencedirect.com Current Opinion in Toxicology 2018, 10:60–68



[25]. The in vitro inhibition of Tcell proliferation is sex-
dependent, i.e., the inhibition is more potent in periph-
eral blood lymphocytes isolated from females [26]. In
utero, arsenic exposure also decreases the percentage of
CD4þTcells in the cord blood [27] and alters the thymic
function in newborns [28]. In fact, recent studies carried
out on murine models showed that chronic arsenic
exposure affects the differentiation of Tcell precursors in
the thymus. Exposure to low doses of arsenite (<0.1 mL/
L) in drinking water for 30 days increases the numbers of
CD4þ CD25 þ FoxP3-expressing cells, also known as
natural regulatory T (nTreg) cells, in the thymus of male
Swiss albinos mice [29]. Oral arsenite gavage (0.038e
3.8 ppm) of male Balb/c mice for 30 days specifically
promotes the CD4 lineage in the thymus without
affecting the tissue ultrastructure [30]. However, this
treatment also triggers the differentiation of splenic
CD4þ Tcells into nTreg cells and induces immunosup-
pression. Further research is thus required to determine
the role of nTreg cells in the immunotoxic effects of
arsenic in humans.

B lymphocytes, or B cells, mediate humoral immunity by
producing and secreting antibodies. In contrast to Tcells,
the impact of arsenic on human B cells remains to be fully
characterized. At low concentrations (0.1e2 mM), arse-
nite has either no effect or modest effects on the
in vitro CD40L-dependent Immunoglobulin M antibody-
forming cell response of human isolated naı̈ve B
lymphocytes, whereas this concentration of arsenite
markedly reduces the same response of murine B cells
[31]. Arsenite and its monomethylated trivalent metab-
olite, monomethylarsonous acid, have also been demon-
strated to reduce in vivo and in vitro murine pre-B cell
development from hematopoietic stem cells, likely by
interfering with IL-7 signaling, and to repress murine
humoral immunity [32,33]. It will be interesting to
confirm these results with human B cells.

3. Molecular basis of arsenic
immunotoxicity
3.1. Oxidative stress and DNA damage
Arsenic is a pro-oxidant metalloid that forms stable com-
plexes with vicinal thiol residues in several proteins and
increasesthe levelsof reactiveoxygen(ROS) inseveral cell
types, including macrophages and lymphocytes [8,34].
Previous reports suggest that the effects of arsenic on the
viability and functions of macrophages, DCs or lympho-
cytes can result from oxidative stress and related DNA
damage. In this context, at non cytotoxic concentrations
(<1 mM), ATO produces ROS in human monocyte-
derived macrophages by directly activating NADPH oxi-
dase at the plasma membrane [8]. To stimulate this
superoxide-generating enzymatic complex, the metalloid
induces the phosphorylation and subsequent membrane
translocation of the p47phox NADPH oxidase partner
through a Rho-kinase/p38-kinase-dependent signaling

pathway. Arsenic may also produce ROS and disrupt
macrophage functions by inducing the unfolded protein
response [35]. At a higher concentration (5 mM), ATO
significantly reduces the mitochondrial transmembrane
potential, increases ROS levels and triggers caspase-
dependent apoptosis in human CD4þ and CD8þ Tcells
[36]. ROS likely contribute to theDNA damage detected
in peripheral blood lymphocytes either isolated from
arsenic-exposed individuals or treated in vitro with arsen-
ical compounds, by eliciting 8-hydroxy-20-deoxyguanosine
adducts and/or repressing DNA repair [34,37,38]. In
addition to inducing DNA damage, arsenic impairs gene
expression in human immune cells by modulating redox-
sensitive signaling pathways. Notably, prevention of
oxidative stress by an NADPH oxidase inhibitor or an
antioxidant blocksCCL18 andCXCL2 gene expression in
arsenic-exposed macrophages [8,39]. In addition, in
response to cell stress, the transcription factor NRF2 not
only regulates the induction of several antioxidant genes
but also mediates the arsenic-dependent inhibition of
IL12 gene expression in human mature DCs [40].

3.2. Epigenetic effects
Molecular epidemiological studies have suggested that
arsenic can regulate gene expression in white blood cells
by modifying the epigenome. Increased arsenic exposure
through consumption of contaminated drinking water has
been positively associated with global DNA methylation
in the peripheral blood mononuclear cells of Bangladeshi
adults [41,42]. Niedzwiecki et al. (2013) notably re-
ported that the highest DNA methylation levels are
measured in individuals with the highest arsenic exposure
[42]. However, subtle modifications of DNAmethylation
can also be detected at the gene level. Indeed, in
chronically exposed individuals, increased arsenic expo-
sure either reduces or enhances the methylation levels of
various genes involved in major cell functions, such as
lipid metabolism, intracellular pH regulation or the nu-
clear factor kB signaling pathway [43]. Similarly,
Engström et al. [44] reported that increased arsenic
exposure was associated with significant alterations of the
CD4þ T cell methylome in Argentinean women. Both
hypo- and hyper-methylated regions were detected in
genes regulating T cell activation and differentiation.
Interestingly, among these genes, Engström et al. found
that the interferon regulatory factor 1 (IRF1) gene was
hyper-methylated and its expression was decreased. In
contrast, the ras homolog family member H (RHOH)
gene was hypo-methylated and its expression was upre-
gulated. Although these results suggest that arsenic
exposure may alter gene expressions by differentially
modulating gene methylation levels, additional studies
are warranted to assess the causality and clinical signifi-
cance of this phenomenon. In addition to DNA methyl-
ation, other post-translational histone modifications have
also been identified in peripheral bloodmononuclear cells
of adults exposed to arsenic [45,46]. Notably, Chervona
et al. (2012) reported that in Bangladeshi adults exposed
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to water containing up to containing 500 mg/L arsenic,
total urinary arsenic concentration was positively corre-
lated with the level of histone 3 lysine 9 di-methylation
(H3K9me2) and inversely correlated with H3K9 acety-
lation [45]. Other post-translational histone modifica-
tions associated with arsenic exposure differed in a
sex-dependent manner. For example, arsenic concentra-
tion inwaterwas positively associatedwithH3K4me3 and
H3K27me3 among females but negatively correlatedwith
the same modifications among males. Finally, Pournara
et al. (2016) reported that the impacts of arsenic on his-
tone residues could also differ betweenCD4þ andCD8þ
Tcells [46]. Increased arsenic exposure in drinking water
was negatively correlatedwithH3K9me3 inCD4þTcells
but not in CD8þ T cells. Metalloid effects on histone
residues are thus complex, depending on the cell types
and sex, and these effects need to be further explored for
a better understanding of their biological significance.

3.3. Inhibition of inflammasomes
Inflammasomes are cytoplasmic multiprotein complexes
that specifically control the activation of the caspase 1-
dependent cleavage of the pro-inflammatory cytokines
IL-1b and IL-18 into their active forms. These complexes
are primarily generated in macrophages exposed to
pathogen-derived stimuli (bacterial toxins), self-derived
molecules (uric acid, ATP) and environmental contami-
nants (silica, asbestos) [47]. They are composed of
nucleotide-binding oligomerization domain-like receptor
(NLR) proteins that act as stimuli sensors. In vitro,
arsenite and ATO inhibit the NLRP1, NLRP3 and
NAIP5/NLRC4 inflammasomes in murine bone marrow-
derived macrophages exposed to their respective acti-
vating stimuli [48]. Maier et al. [48] demonstrated that,
in vivo, arsenite delays the NLRP1-mediated death of
mice exposed to anthrax lethal toxin and reducesNLRP3-
dependent inflammation in mice treated with mono-
sodium urate crystals. Arsenic blocks the maturation of
pro-IL-1b by preventing the autoproteolytic and
substrate cleavage activities of caspase-1 in murine mac-
rophages [48]. Low concentrations of ATO (0.1e1 mM),
which fail to repress the upregulation of IL-1b mRNA
caused by LPS in humanmonocyte-derived macrophages
(Fig. 1A), inhibit the silica-induced secretion of active IL-
1b in the macrophage supernatant (Fig. 1B). These
results suggest that ATO directly impairs the inflamma-
some activity of human macrophages, i.e., it suppresses
the cleavage of pro-IL-1b. Inflammasome complexes may
thus constitute important molecular targets of arsenic in
humans.

4. Consequences of arsenic
immunotoxicity in humans
4.1. Contribution to diseases associated with
chronic environmental exposure
As described above, arsenic exerts pleiotropic effects on
immunecells,whichmay initially result in the suppression

of major immune functions. Notably, arsenic decreases
bacterial phagocytosis by macrophages, reduces T cell
proliferation and markedly represses the secretion of pro-
inflammatory cytokines by activated DC and T cells.
These inhibitions can increase the susceptibility to
infection by limiting pathogen eradication. Arsenic-
induced immunosuppression likely increases the inci-
dence of lower respiratory tract infections and diarrhea,

Fig. 1

Arsenic trioxide (ATO) inhibits IL-1b secretion from human macrophages
without impairing IL-1b mRNA levels. Following the isolation of peripheral
blood mononuclear cells by Ficoll gradient centrifugation, human mono-
cytes were selected by an adhesion step and then differentiated into
macrophages in RPMI medium containing 50 ng/mL macrophage-colony
stimulating factor for 6 days. Macrophages were left untreated (CTR) or
pre-treated with ATO for 2 h before stimulation with 20 ng/mL LPS
(Escherichia coli 055:B5, Sigma Aldrich, France) for 4 h to increase IL-1b
mRNA expression. Next, cells were harvested (A) or cultured with 0 or
100 mg/mL silica (Si) (DQ12 mineral dust silica, DMT GMBH, Germany)
for 16 h (B) to activate NLRP3 inflammasome and produce active IL-1b
protein. At the end of the treatment, the culture media were collected and
the levels of active IL-1b secreted in the supernatant were quantified by
ELISA (Duoset ELISA development system kits, R and D system, France)
(B). In (A), mRNA levels were determined by RT-qPCR using the fluo-
rescent dye SYBR Green methodology and a CFX384 real-time PCR
system (Bio-Rad). Data are presented relative to mRNA levels found in
macrophages treated with LPS and arbitrarily set at the value of 1. Results
in (A) and (B) are expressed as the means ± SD of 6 independent ex-
periments. Significant differences were evaluated using ANOVA followed
by the multi-range Dunett’s t test for multiple comparisons. The criterion
for significance of the difference between means was *p < 0.05 or
**p < 0.01, versus LPS (A) or LPS + Si (B).
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Fig. 2

Alteration of the differentiation and activation of 
macrophages, dendritic cells and/or T  lymphocytes
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Effects of arsenic on immune cells and their potential consequences for humans. Environmental or occupational exposure to arsenic can impact the
differentiation and activation of macrophages, dendritic cells and T lymphocytes. Arsenic impairs immune cell functions by several molecular mecha-
nisms, including the production of reactive oxygen (ROS), modulation of redox-sensitive signaling pathways controlling gene expression, induction of
DNA damage, epigenetic effects (DNA methylation and histone modifications), and the inhibition of the inflammasome. Arsenic immunotoxicity may
contribute to the increased incidence of respiratory infections, diarrhea, lung and skin cancers, and atherosclerosis in environmentally exposed in-
dividuals. In contrast, experimental studies have demonstrated that the immunosuppressive effects of arsenic may counteract hyperactivity of the immune
system in murine models of lupus, chronic sclerodermatous graft-versus-host disease and acute allograft rejection. Moreover, these effects may prevent
NLRP3-dependent inflammation from developing in mice exposed to monosodium urate crystals. These results support the idea that arsenic may have
beneficial therapeutic immunosuppressive effects for the treatment of certain human diseases.
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which frequently develop in young exposed children from
low-income countries [49,50]. Particularly, increased
arsenic exposure was found to promote pulmonary tuber-
culosis in Chile [50] and visceral leishmaniosis in India
[51]. In a murine model, chronic exposure to low doses of
arsenic also increasedmorbidity of influenzaA infectionby
repressingDC-mediated immune responses inmice [52].
In addition, immunosuppression impairs the surveillance
and killing of tumorigenic cells, which may promote lung
and skin cancer associated with arsenic exposure [53].
Conversely, arsenicmay induce a basal inflammatory state
by increasing the secretion of molecules such as TNF-a
and IL-8 frommonocytes/macrophages and lymphocytes.
Chronic inflammation and secretion of growth factors,
such as IL-8, can also establish microenvironments sup-
portive of tumor development [54]. Epidemiological
studies carried out in various countries demonstrate that
arsenic significantly increases the risk of atherosclerosis
[55,56]. Several mechanisms may contribute to the
development of atherosclerosis, including general pro-
inflammatory cytokine secretion [10], increased ROS
production [8], enhanced monocyte adhesion to vascular
endothelium [57] and reduced cholesterol efflux from
macrophages [7]. In murine models, at least, methylated
metabolites and arsenic-3-methyltransferase play major
roles in these pro-atherogenic effects of arsenic [58].

4.2. Potential beneficial effects of arsenic-
induced immunosuppression
Recently, various experimental studies have suggested
that the immunosuppressive properties of arsenic may
reduce or treat severe immune-related diseases. Indeed,
ATO prevents the development of a lupus-like syndrome
in MRL/lpr mice by eliminating activated T cells that
cause lymphoproliferation and skin, lung and kidney
damage [59]. ATO also abrogates chronic scle-
rodermatous graft-versus-host disease that follows allo-
genic hematopoietic stemcell transplantation in amurine
model [60]. The metalloid inhibits the alloreactive pro-
cess by selectively killing activated DCs and CD4-
positive T cells. In addition, ATO prolongs cardiac and
islet allograft survival in acute rejection murine models
through the repression of alloreactive CD4þ and CD8þ
memory T cells [61e63]. Finally, the fact that arsenic
blocks inflammasome activity and the subsequent IL-1b
production in human macrophages suggests that arsenic
may limit chronic inflammation in severe inflammasome-
mediated disease [47].

5. Conclusions
Many human population-based and/or experimental
studies strongly suggest that arsenic exerts potent
immunotoxic effects towards key human immune cells,
such as macrophages, DCs and T lymphocytes (Fig. 2).
Multiple molecular and cellular mechanisms can mediate
arsenic immunotoxicity, including ROS production,
alteration of redox-sensitive signaling pathways, DNA

damage, epigenetic effects and inflammasome inhibition.
Arsenic immunotoxicity likely contributes to the systemic
deleterious effects associated with chronic environmental
exposure. Notably, arsenic-induced immunosuppression
may favor the development of infectious diseases and
cancers. On the other hand, data derived from experi-
mental studies using various mouse models support the
hypothesis that the immunosuppressive effects of arsenic
may be beneficial for limiting the exacerbation of the
immune system in severe immune-related diseases.
However, further research is still required to determine
the role of arsenic immunotoxicity in the systemic effects
of arsenic exposure and to investigate the potential use of
this metalloid in medical immunosuppressive therapy.
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 Titre : Le macrophage dans la fibrose pulmonaire idiopathique: Effets du nintédanib et expression 
du biomarqueur pronostic CXCL13. 

  Mots clés : Fibrose pulmonaire idiopathique, nintédanib, macrophage, CSF-1R, CXCL13, signalisation. 

Résumé : Le nintedanib (NTD), un médicament 
antifibrosant, ralentit le déclin de la fonction 
respiratoire chez les patients atteints de fibrose 
pulmonaire idiopathique (FPI). Le NTD exerce ses 
effets antifibrosants en inhibant l’activité cellulaire 
de différentes protéines à tyrosine kinase. Le NTD 
inhibe également l’activité kinase de la protéine 
humaine recombinante CSF-1R. Ce récepteur, 
exprimé par les cellules myéloïdes, contrôle 
différentes fonctions du macrophage. Cellule 
immunitaire résidente ou différenciée à partir du 
monocyte, le macrophage contribue au 
développement de la fibrose pulmonaire en 
secrétant des molécules pro-inflammatoires et pro-
fibrosantes. Un premier objectif de mes travaux de 
thèse a été de déterminer si, en bloquant l’activité 
de CSF1-R, le NTD altère les propriétés in vitro du 
macrophage humain différencié à partir du 
monocyte circulant (MDM) par le CSF-1. Nos 
résultats démontrent que le NTD inhibe la 
phosphorylation et l’activité de CSF-1R dans le 
MDM, à de faibles concentrations équivalentes à 
celles bloquant l’activité de la protéine 
recombinante. En réduisant l’activité de CSF-1R, le 
NTD diminue l’adhérence du macrophage et 
l’expression de la chimiokine pro-fibrosante CCL2. 

De plus, en bloquant l’activité de CSF-1R et celles 
d’autres cibles moléculaires, le NTD altère la 
polarisation des MDM en macrophages M1 et M2. Il 
réduit la production de diverses interleukines et 
chimiokines par le macrophage M1 et prévient 
l’expression de marqueurs membranaires par le 
macrophage M2. Nos résultats démontrent en 
particulier que le NTD réduit l’expression de 
CXCL13, un biomarqueur pronostique de la FPI. 
Cette chimiokine est exprimée dans le tissu 
pulmonaire mais son origine cellulaire reste 
incertaine. Le second objectif de mes travaux de 
thèse a donc été de caractériser l’expression de 
CXCL13 dans le macrophage pulmonaire. Nos 
résultats démontrent que CXCL13 est exprimé par 
les macrophages alvéolaires de patients atteints de 
FPI. In vitro, l’expression de CXCL13 dans le 
macrophage alvéolaire et dans le MDM activé est 
induite par le TNF- et l’IL-10, via l’activation 
respective des voies de signalisation NF-κB et 
JAK/STAT. Nous montrons que les concentrations 
sériques de CXCL13, de TNF- et d’IL-10 sont 
significativement corrélées entre elles chez les 
patients atteints de FPI. Ces résultats suggèrent 
donc que le TNF- et l’IL-10 peuvent contrôler 
l’expression de CXCL13 chez ces patients. 
 

Title : Macrophage in idiopathic pulmonary fibrosis : Effects of Nintedanib and expression of the  
           prognostic biomarker CXCL13. 
 
  Keywords : Idiopathic pulmonary fibrosis, nintedanib, macrophages, CSF-1R, CXCL13, signaling pathways. 
 
Abstract:  Nintedanib (NTD) is an antifibrotic drug 
that decreases the decline of the respiratory function 
of patients suffering from idiopathic pulmonary 
fibrosis (IPF). NTD exerts antifibrotic effects by 
inhibiting cellular activity of various tyrosine kinase 
proteins. It also prevents the activity of the human 
recombinant CSF-1R protein that is expressed by 
myeloid cells, especially macrophages. Resident 
cells or différentiated from circulating monocytes, the 
macrophages contribute to IPF by secreting several 
proinflammatory and profibrotic cytokines. In this 
context, the first objective of my thesis was to 
determine, if by inhibiting CSF-1R activity, NTD 
could alter the functions of human macrophages 
differentiated from blood monocytes (MoDM) by 
CSF-1 (also called M-CSF). Our results demonstrate 
that NTD blocks the phosphorylation and the activity 
of CSF-1R in CSF-1-activated MoDM at very low 
concentrations that are similar to those inhibiting the 
human recombinant protein. By preventing CSF-1R 
activity, NTD reduces cell adhesion and expression 
of the profibrotic chemokine CCL2. 

Moreover, by blocking the activity of CSF-1R and that 
of other molecular targets, NTD modulates the 
polarization of CSF-1-activated MoDM. It reduces the 
production of various interleukins and chemokines by 
M1 MoDM and prevents the membrane expression of 
M2 markers. Our resuts notably demonstrate that 
NTD significantly inhibits the expression of CXCL13, 
a pronostic biomarker of IPF. This chemokine is 
expressed in pulmonary tissues but its cellular origin 
is unclear. The second objective of my thesis was 
thus to characterize CXCL13 expression in 
pulmonary macrophages. Our results demonstrate 
that CXCL13 is expressed by alveolar macrophages 
in patients with IPF. In vitro, CXCL13 expression in 
activated alveolar macrophages and MoDM is 
controled by TNF- and IL-10 through the activation 
of the NF-κB and JAK/STAT pathways, respectively. 
Moreover, we demonstrate that seric concentrations 
of TNF-, IL-10 and CXCL13 are correlated in 
patients with IPF. These results thus suggest that 
TNF- and IL-10 could mediate CXCL13 expression 
in those patients. 
 

 


