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Une étude nommée Flubal de recherche biomédicale a été mise en place au cours de l’hiver
2009 pour décrire les altérations immunologiques au cours de la grippe A H1N1 (2009)
pulmonaire grave chez des patients ventilés en réanimation. Cette étude permettra une
meilleure compréhension de la maladie grippale pulmonaire grave et apporter des outils de
réflexion quant aux nouvelles stratégies thérapeutiques utilisables. Mon projet a consisté à
étudier les différents paramètres de l’immunité innée chez les patients inclus dans ce protocole
Flubal. Il propose l’identification des différentes populations de l’immunité innée impliquée dans
la réponse immunitaire au cours de la grippe grave pulmonaire, la caractérisation de l’état
d’activation/différenciation de ces types cellulaires ainsi que l’évaluation du profil cytokinique
chez ces patients. En phase aigue de l’infection, nous observons une mobilisation importante de
cellules phagocytaires des PNN dans le sang et le poumon associée à diminution de deux
populations innées importantes contre les virus : une diminution des pDC inversement correlée
à la gravité des patients et une diminution des lymphocytes NK dans le sang et le poumon de
patients H1N1.Afin de mettre en évidence les paramètres immunologiques associés à la gravité
de maladie, nous avons analysé les paramètres qui différencient les patients graves décédés de
ceux qui ont survécus à l’infection grippale H1N1. Un orage cytokinique est constaté chez ces
patients décédés avec un profil cytokinique pro-inflammatoire majeure representé par l’IL-6.
Cependant, dans les cas les plus sévères (score de gravité clinique élevé) des patients qui ont
survécus à la grippe H1N1 (2009), nous avons le même profil cytokinique pro-inflammatoire que
chez les patients décédés. L’environnement pro-inflammatoire est donc clairement associé à la
sévérité des patients mais ne serait pas associé au décès.

Mots clés : Virus H1N1 (2009), réponses immunes innées, facteurs de gravité SOFA, cytokines
pro et anti-inflammatoires, SDRA, pandémie grippale.
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L’année 2009 a été marquée par la survenue d’une pandémie grippale liée au virus H1N1 qui
provoque une maladie respiratoire contagieuse. En France, la pandémie grippale a causé
plusieurs centaines de décès par détresse respiratoire aigue liée à une pneumopathie bilatérale
grave avec un âge moyen beaucoup plus jeune que lors des épidémies de grippe des saisons
précédentes [1, 2]. De même, au cours de l’hiver 2010/2011, une deuxième vague occasionnait
de nombreux cas similaires.

A. REPONSES INNEES ANTIVIRALES

L’immunité innée est la première ligne de défense mise en jeu contre les pathogènes. Elle est
déclenchée immédiatement et est fonctionnelle majoritairement pendant les premiers jours. Elle
permet d’éliminer dans les 96 premières heures de l’infection l’agent infectieux à 99,9%. Les
acteurs principaux de l’immunité innée sont les PRR (pattern recognition receptor) impliqués
dans la reconnaissance du pathogène, les cytokines, des molécules solubles (complément,
médiateurs lipidiques…) et les cellules de l’immunité innées qui sont les lymphocytes NK, les
cellules dendritiques, les monocytes/macrophages et les polynucléaires neutrophiles.

1.   Immunorécepteurs du système immunitaire inné

La réponse immunitaire se déclenche parce que le système immunitaire reçoit des signaux de
danger et que certaines cellules sont capables de reconnaître des motifs moléculaires associés
aux pathogènes. En effet, de nombreux pathogènes sont porteurs à leur surface de
macromolécules biologiques particulières appelé PAMPS (Pathogen Associated Molecular
Patterns) qui peuvent être reconnus par les récepteurs de cellules de l’immunité innée appelé
PRRs (Pathogen Recognition Receptors). Les PRRs peuvent également reconnaître des
signaux de dangers PAMPS (Danger Associated Molecular Patterns) exprimés lors de
l’agression. Cette reconnaissance est relativement grossière pour les cellules de l’immunité
innée sans grande spécificité puisque les motifs reconnus peuvent être partagés entre plusieurs
pathogènes. Nous avons des PRR membranaires, notamment les TLR (Toll Like Receptors),
présents sur les monocytes, les cellules dendritiques et les polynucléaires neutrophiles. Les
lymphocytes NK reconnaissent les pathogènes différemment grâce à leurs récepteurs
activateurs et inhibiteurs que nous détaillerons dans le paragraphe sur les cellules NK. Les TLR
en interagissant avec leurs ligands sont impliqués dans l’initiation de la réponse inflammatoire
innée antivirale et antibactérienne. Leur activation va entraîner la production de cytokines pro-
inflammatoires telles que le TNF-alpha, l’IL-6, l’IL-8 et l’IL-12, la réponse antivirale par la
production d’IFN de type I (IFN alpha et beta). L’expression de TLR sur les cellules dendritiques
va les activer et permettre leur maturation notamment par l’expression des molécules de co-
stimulation CD80 et CD86 et vont permettre donc également d’initier la réponse immunitaire
adaptative [3]. Même si les TLR représentent une partie importante  des récepteurs de
l’immunité innée, il en existe d’autres comme les CLRs (C-type Lectin Receptors) ou  aussi des
PRR cytoplasmiques de signalisations, les NLR (leucine rich repeat containing protein) et les
RLRs (retionic acide inducible gene 1 protein like helicase). Les NLR reconnaissent
exclusivement les composants bactériens [4] alors que les récepteurs RLRs reconnaissent les
composants viraux [5].

2. Les monocytes/macrophages

Les monocytes sont libérés de la moelle osseuse et circulent dans le sang. Ce sont
essentiellement des cellules phagocytaires qui constituent une première ligne de défense
importante de l’immunité innée en éliminant les pathogènes mais également les cellules
infectées qui ont servi de cible dans la réponse immunitaire adaptative. Les mécanismes de



reconnaissance font intervenir des PRRs, les récepteurs pour les dérivés du complément et
pour les fragments Fc des Immunoglobulines. Les capacités microbicides des
monocytes/macrophages sont moins puissantes que celles des polynucléaires neutrophiles
mais ils ont une demi-vie beaucoup plus longue. Ce sont aussi des cellules qui sécrètent des
quantités importantes de cytokines et jouent ainsi un rôle majeur dans la régulation des
réponses immunitaires. Leur faculté à sécréter des cytokines pro-inflammatoires comme l’IL-8,
l’IL-6 et le facteur nécrotique des tumeurs (TNF-a) leur confère un rôle essentiel dans la réaction
inflammatoire. Leur capacité à apprêter l’antigène et à synthétiser les cytokines essentielles à
l’initiation de la réponse immune cellulaire T, les monocytes jouent un rôle dans la présentation
de l’antigène indispensable à l’activation des cellules T bien que moindre que les cellules
dendritiques. Les monocytes sont divisés en trois sous populations dans le sang exprimant tous
le CD14. Les monocytes pro inflammatoires (CD16++ et CD14+) et les monocytes
intermédiaires (CD16+ et CD14++) qui représentent 10% des monocytes. Les monocytes
inflammatoires (CD16- et CD14++) sont dits monocytes classiques et représentent plus de 90%
de monocytes dans le sang. Ces trois sous populations ont des fonctions différentes. Les
monocytes intermédiaires produisent peu de cytokines et expriment fortement la molécule de
CMH de classe II par rapport aux monocytes inflammatoires et seraient donc plus apte à la
stimulation des réponses T [6]. Les monocytes inflammatoires produiraient des cytokines pro
inflammatoires [7] et auraient une fonction de phagocytose élevée [8][9]. Enfin, les monocytes
pro inflammatoires produiraient essentiellement de très grandes quantités de cytokines pro
inflammatoires avec en particulier l’IL-12 et le TNFa [10].
Au cours d’une réponse inflammatoire les monocytes du sang migrent en quelques heures par
diapédèse dans les tissus pour devenir des cellules dendritiques myéloïdes, des ostéoclastes ou
des macrophages. Les populations monocytaires auraient des propriétés chimiotactiques
différentes [11]. Les monocytes inflammatoires classiques expriment plus fortement CCR2 et
migreraient dans les endothéliums sous l’effet de MCP-1 alors que les monocytes pro
inflammatoires expriment plus fortement CCR5 et seraient recrutés très rapidement dans les
tissus inflammatoires sous l’effet de MIP-1a, b et Rantes [12]. Une fois dans les tissus elles
deviennent des macrophages qui jouent un rôle essentiel dans la reconnaissance et la
destruction des pathogènes ainsi que dans l’élimination des cellules sénescentes ou
apoptotique. Ils sont les premiers à être impliqués dans l’inflammation. Ils constituent la
première source de sécrétion d’interleukines et sont donc impliqués dans l’initiation de la
réponse immune [13]. Ces macrophages peuvent être activés et désactivés lors de
l’inflammation [14]. En effet, les cytokines façonnent le phénotypage des macrophages. Sous
l’influence d’un environnement Th1 qui augmente la production d’IFN-g, les macrophages
produisent principalement des cytokines pro-inflammatoires, telles que le TNF-a, l’IL-6 et IL-12 et
détruisent les pathogènes qu’ils hébergent. Sous l’influence d’un environnement Th2 avec les
cytokines de type IL-4 et l’IL-13, les macrophages produisent des cytokines anti-inflammatoires
et favorisent le processus de réparation [15]. D’autres cytokines de type Th2 telles que l’IL-10 et
le TGF-b contrecarrent efficacement les activités pro-inflammatoires des macrophages en les
désactivant [16, 17]. Par ailleurs, l’expression des molécules de co-stimulation CD80/CD86
nécessaires comme nous l’avons vu ci-dessus à l’interaction avec les lymphocytes T n’est pas
régulée de la même manière par les cytokines favorisant soit la réponse Th1 soit la réponse
Th2. L’IL-4 et l’IL-10 induisant la réponse Th2 diminuent l’expression de CD86 et augmentent
l’expression de CD80. Par contre,  l’IFN-g qui  induit la réponse Th1 augmente l’expression des
deux molécules CD80 et CD86. Le TNF-a qui induit la réponse Th1 ou Th2 en fonction des
facteurs environnementaux diminuerait l’expression de CD86 mais n’altèrerait pas l’expression
de CD80 [18]. Enfin, par leur sécrétion d’IFN gamma, les cellules NK activent les macrophages
qui a son tour secrète de l’IL-12 qui va augmenter l’activité cytotoxique des cellules NK .



3. Les polynucléaires neutrophiles

Les polynucléaires neutrophiles (PNN) représentent la plus grande population des granulocytes
circulants, les autres étant les éosinophiles et les basophiles. Ils sont constitués d’un noyau
multilobé (2 à 5 lobes) avec des granulations et sont déformables permettant la diapédèse. Ils
ont un rôle principal dans la phagocytose et sont attirés très massivement sur le lieu de
l’infection par les chimiokines libérées par les macrophages et les autres cellules présentes au
site initial de l’inflammation. Ils ont aussi un rôle de sécrétion de cytokines, bien que moindre
que les monocytes/macrophages.
La première étape de migration fait intervenir une adhérence aux cellules endothéliales
réversible par l’intermédiaire de molécules de la famille des sélectines, la L-sélectine (CD62L) à
la surface des polynucléaires neutrophiles, les E et P-séléctine (CD62-E et CD62-P) à la surface
des cellules endothéliales activées par les médiateurs du foyer inflammatoire. Ceci induit un
ralentissement du flux des polynucléaires et initie la phase dite de roulement à la surface de
l’endothélium activé. Les cellules endothéliales activées favorisent alors sur les polynucléaires la
perte des L-sélectines et les activent ce qui se traduit par l’augmentation de l’expression
membranaire de _2 intégrines activées, en particulier le CD11b et le CD18.

Les PNN sont les premières cellules infiltrant massivement le foyer inflammatoire. Les PNN
contiennent des granules permettant la phagocytose de pathogènes. Deux types de
mécanismes coopératifs interviennent pour la destruction du pathogène. Premièrement, un
déversement de substances bactéricides dans le phagosome contenant le pathogène. En effet
les PNN contiennent une centaine d’enzymes différentes permettant la destruction de
pratiquement toutes les structures biologiques. Deuxièmement, la production de formes
réactives de l’oxygène (appelée explosion oxydative) dans le milieu extracellulaire qui altèrent la
structure des protéines, des lipides et des acides nucléiques. Cette production de formes
réactives de l’oxygène est également importante dans la régulation de la réponse immunitaire,
elle régule les fonctions des cellules présentes au site inflammatoire comme par exemple la
production de cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires dés leur arrivé au site
inflammatoire mais aussi leur prolifération et l’apoptose. Les PNN produisent aussi des
chimiokines notamment l’IL-8 qui avec d’autres chimiokines permettent une importante
amplification et migration des PNN au site inflammatoire. D’autres cytokines pro-inflammatoires
et chimiokines produites par les PNN, stimulent les autres cellules immunitaires comme les
macrophages, les cellules NK et les cellules T [19]. Les défensines contenu dans les granules
des neutrophiles recrutent les monocytes au site de l’infection. [20].
Les PNN peuvent aussi adhérer directement sur les cellules dendritiques immatures permettant
de les activer et la production du TNF-alpha par les PNN est aussi essentiel à la maturation des
cellules dendritiques [21]. Il est ainsi maintenant clair que leur rôle est plus complexe que la
seule phagocytose et que ces cellules participent à la mise en place et la régulation des
réponses innées et spécifiques.
Contrairement aux autres cellules phagocytaires, les polynucléaires neutrophiles meurent
rapidement suite à la phagocytose. Un retard de la mort du neutrophile est associé à divers
facteurs présents en excès au cours du processus inflammatoire (G-CSF, IFN-_, IL-8) [22] et
leur activation prolongée qui en découle peut conduire à des lésions tissulaires importantes et à
différentes maladies inflammatoires chroniques.



4. Les cellules dendritiques

Les cellules dendritiques (DC) sont des populations de cellules très rares (0.3% dans le sang et
1-2% dans les organes lymphoïdes). Dans la moelle osseuse, le progéniteur de cellules
dendritiques appelé DCP (Common dendritic cell progenitor) génère des cellules dendritiques
myéloïdes ou classiques et des cellules dendritiques plasmacytoïdes.
Dans le sang périphérique, sont présentes deux populations distinctes de DC qui différent sur le
plan phénotypique et fonctionnel :
- les DC myéloïde (mDC) ou inflammatoires sont majoritaires (environ 70%). Elles expriment
CD11c fortement mais CD123 faiblement et expriment également des molécules de co-
stimulation. Elles sont considérées comme des cellules présentatrices d’antigènes
professionnelles et sécrètent en grande quantité l’interleukine 12 (IL-12). Elles disposent de
toutes les caractéristiques à l’activation des lymphocytes T CD4 et CD8.
 - les DC plasmacytoïdes (pDC) doivent leur nom à leur ressemblance avec les plasmocytes.
Elles sont minoritaires dans le sang circulant (environ 30%), n’exprimant pas le CD11c mais
fortement le marqueur CD123 et produisent en abondance les interférons de type II après
activation [23]. Les pDC contiennent des précurseurs qui sont des cellules dendritiques qui
activent plus particulièrement les lymphocytes CD4 Th2, impliqués dans la production
d’anticorps [24].
Les DC sont également présentes dans tous les tissus et en grande quantité dans les zones T
des organes lymphoïdes. Selon leur localisation anatomique, plusieurs sous types peuvent être
identifiés qui ont des récepteurs et des fonctions différents les mieux adaptés à leur localisation
et aux antigènes rencontrés. Les DC, au niveau de l’épiderme correspondent aux cellules de
Langerhans. Les DC activées  présentes dans les tissus sont recrutées au niveau du site
inflammatoire par les chimiokines produites par les macrophages et les cellules résidentes. Ce
recrutement se fait rapidement grâce au répertoire de récepteur de chimiokines exprimés par les
DC immatures qui leur permet de répondre aux cytokines inflammatoires (GMCSF, MIP-
3a/CCL20). Dans ce contexte, elles capturent les antigènes par leurs récepteurs d’endocytose et
les détruisent par phagocytose. Mais sous l’effet de cette capture et de l’environnement
cytokinique, les DC peuvent aussi jouer un rôle essentiel dans la présentation antigénique.
L’activation des cellules NK en présence de TNF, d’IFN-gamma et d’IL-12 induit également la
maturation des DC. Les DC transportent alors les antigènes depuis les sites d’entrée des agents
pathogènes (barrières épithéliales) vers les sites d’initiation des réponses immunitaires
spécifiques (ganglion, rate). C’est durant cette migration que les DC deviennent matures. Elles
expriment alors les molécules de CMH de classe II à leur surface et de fortes quantités de
molécules de co-stimulation de la famille B7 (CD80 et CD86) qui interagissent avec les
molécules présentes à la surface des cellules T pour induire des réponses humorales ou
cellulaires. Cette maturité des DC ne s’achèvera que dans les organes lymphoïdes au contact
des cellules T. Les mDC ont une capacité plus élevée de présentation antigénique notamment
par leur forte expression de CD80 et 86 par rapport aux pDC [25]. En revanche les pDC sont
des effecteurs majeurs dans l’immunité innée par leur production en abondance des interférons
de type I (IFN-α, IFN-β) [23] aux propriétés antivirales (inhibition de la réplication du virus dans
la cellule).

5. Les lymphocytes NK

Les cellules Natural Killer (NK) sont de grands lymphocytes granuleux qui se développent dans
la moelle osseuse à partir d’un progéniteur lymphoïde commun. Ils sont présents dans le sang



(environ 5-10 %), le foie, les tissus inflammatoires et en grande quantité dans la rate. Ces
cellules sont une composante importante de l’immunité contre les virus en détruisant les cellules
infectées.
Les NK sont activées en réponse aux interférons de type I ou aux cytokines produites par les
macrophages et ils tuent principalement en déchargeant sur la cellule cible des granules
cytotoxiques contenant des perforines et des granzymes. Celles-ci traversent la membrane de la
cellule cible et induisent la mort cellulaire. Les NK sont spontanément lytiques envers toutes les
cellules sans nécessiter une immunisation ou une activation préalable. Cette cytotoxicité est
déclenchée dans les cellules NK par des récepteurs invariants activateurs ou inhibiteurs qui
reconnaissent des composants de la surface des cellules infectées. La lyse NK est une
conclusion d’une balance entre les récepteurs  activateurs et inhibiteurs. Dans une situation
normale, les cellules nucléées expriment beaucoup de CMH classe I qui sont les ligands des
récepteurs inhibiteurs et il y a donc protection des cellules de la lyse spontanée par les cellules.
Dans une situation d’infection il y a augmentation de molécules de stress comme les protéines
de choc thermique (Heat Shock Protein) [26] ou les carbohydrates qui sont des ligands des
récepteurs activateurs et diminution de l’expression de CMH classe I par certains virus c’est
alors que la lyse NK peut être déclenchée.

Ainsi les récepteurs inhibiteurs KIR (killer cell lg like receptors), de type immunoglobuline qui
sont spécifiques des molécules de classe I transduisent des signaux inhibiteurs de la cytolyse
des NK. D’autres récepteurs de type NCR (Natural Cytotoxicity Receptor) tels que NKp30,
NKp44 et NKp46 transduisent des signaux activateurs de la cytolyse.
La molécule CD94 est un récepteur de type lectine et marqueur caractéristique des cellules NK
humaines. Cette molécule est associée à des molécules de la famille des NKG2 donnant ainsi
des récepteurs pouvant être inhibiteurs (NKG2A, NKG2F) ou activateurs de la lyse NK comme
le NKG2C qui interagit avec les molécules de CMH de classe I ou encore NKG2D.
L’activation des cellules NK ne se traduit pas seulement par sa capacité cytotoxique vis à vis de
cibles cellulaires mais aussi par sa capacité à produire des cytokines dont l’interféron gamma.
Le CD56 qui est  exprimé par ces cellules NK et permet de différencier des sous populations
fonctionnellement différentes : les NK exprimant CD56 fortement (CD56 bright), productrices de
cytokines (environ 10%) et les NK exprimant CD56 faiblement (CD56 Dim), cytotoxiques
(environ 90%).De plus, les lymphocytes NK peuvent reconnaitre la cellule cible recouverte de
certains types d’Anticorps et la tuer, c’est le phénomène d’activité cytotoxique dépendante des
Anticorps (ADCC). En effet, les lymphocytes NK expriment la molécule CD16 qui est un
récepteur spécifique du fragment Fc des anticorps d’isotypes IgG et qui est  impliqué dans une
des voies de signalisation des lymphocytes NK.
Comme nous l’avons dit plus haut, les fonctions des cellules NK sont régulées par des cytokines
synthétisées dans le foyer inflammatoire. La capacité cytotoxique des cellules NK est ainsi très
significativement augmentée par l’effet de cytokines telles que l’interféron alpha et l’interféron
beta dont la production est augmentée dans les cellules infectées par un virus. D’autres
cytokines comme l’IL-12 régulent la fonction cytotoxique des cellules des NK, leur prolifération et
leur production d’IFN-g permettant ainsi de limiter l’infection virale  [27].



6. Les molécules solubles

a) Les cytokines pro-inflammatoires

Lors d’une inflammation, les cellules de l’immunité ou d’autres cellules produisent des cytokines
qui interagissent à distance avec d’autres cellules pour en réguler l’activité et la fonction afin de
créer le foyer inflammatoire.
Les cytokines pro-inflammatoires sont remarquables de par la grande variété des sources
cellulaires possibles, et d'autre part, par leurs effets pléitropiques sur de nombreuses cibles
cellulaires impliquées dans le développement de la réponse inflammatoire et immunitaire.
Cependant, les phagocytes mononuclées, et principalement les monocytes-macrophages
constituent une source majeure de cytokines pro-inflammatoires. Nous avons trois cytokines
majeures qui sont sécrétées en cascade lors de la phase aigüe de l’inflammation, l’IL-1, l’IL-6 et
le TNF-a dont les effets sont souvent redondants.
L’IL-1 existe sous deux formes moléculaires, IL-1a et IL-1b différant par leur séquence d’acides
aminés mais ayant les mêmes propriétés biologiques. Elle est secrétée par les macrophages et
les monocytes mais aussi par les lymphocytes, cellules endothéliales, épithéliales, fibroblastes.
Ses activités biologiques sont nombreuses, locales et systémiques. Elle joue un rôle essentiel
dans la réponse inflammatoire en activant les lymphocytes et les macrophages et en
augmentant l’expression de facteurs d’adhésion sur les cellules endothéliales facilitant la
transmigration des leucocytes sur le site de l’infection. Elle stimule la production par les
hépatocytes des protéines de la phase aigue de l’inflammation (CRP, fibrinogène) qui vont
activer le système du complément, elle a des effets sur l’hématopoïèse (granulocytes,
plaquettes) et favorise la prolifération de nombreuses cellules. C’est également elle qui est
responsable de l’élévation corporelle de la température en agissant sur le système nerveux
central. Sa régulation est assurée par deux grands mécanismes : une forme soluble du
récepteur spécifique (sIL-1R) qui est capable de bloquer l’IL-1 et agit comme un inhibiteur (voir
ci-dessous) et un antagoniste spécifique du récepteur de l’IL-1 (IL-1RA) produit par les
monocytes sous le rétrocontrôle de l’IL-1.
Le TNF-a est produit par de nombreuses cellules dont les macrophages, monocytes, PNN,
cellules épithéliales, endothéliales, kératinocytes, lymphocyte et exerce de nombreuses
fonctions dans l’inflammation et l’activation des autres leucocytes. Il induit entre autre la
production par les endothéliums de molécules d’adhérence et de chimiokines nécessaires à
l’accumulation des leucocytes dans le foyer inflammatoire, et il augmente la perméabilité
vasculaire. Il induit la sécrétion de cytokines pro-inflammatoires par de nombreux types
cellulaires et en particulier des monocytes/macrophages. Il active la phagocytose des PNN, la
cytotoxicité des cellules NK. Il a également des effets sur le système nerveux central (fièvre,
anorexie) et cardio-vasculaire à fortes doses (fuite capillaire, choc). Il agit enfin également sur
les lymphocytes en particulier en ayant un effet mitogénique, en stimulant la migration des
lymphocytes T cytotoxiques et en induisant l’apoptose des lymphocytes T matures. Le TNF-
a  agit par l’intermédiaire de récepteurs membranaires TNF I de 55 kDA (414 acides aminés) et
TNF II de 75kDA (461 acides aminés) sur la voie de signalisation. Le récepteur TNF I est
présent sur tous les tissus humains et serait le médiateur principal de l’effet inflammatoire du
TNF-a [28, 29] tandis que le récepteur TNF II est plutôt restreints aux cellules immunitaires et est
aussi le récepteur du TNF-b  [30]. Ces deux récepteurs peuvent déclencher la voie de
signalisation NFKB qui active de nombreux gènes impliqués dans les réponses immunitaires
adaptatives et innées mais seul le récepteur TNF I peut aussi induire la voie qui conduit à
l’activation de la caspase 8 entrainant l’apoptose. L’interaction spécifique du récepteur avec le
ligand approprié induit donc soit la mort soit la prolifération cellulaire. Cette variabilité de la



réponse dépend du type cellulaire, du stade de différenciation et de l’état de transformation de la
cellule cible mais aussi d’autres facteurs de régulation  comme  les récepteurs solubles de TNFI
et TNFII que nous détaillerons dans le paragraphe suivant.
L’IL-6 est aussi une cytokine pro inflammatoire produite en phase aigüe de l’inflammation par la
plupart des types cellulaires dont les macrophages, les lymphocytes T et les cellules
endothéliales. L’IL-6 intervient en stimulant la production hépatocytaire des protéines de la
phase aigue de l’inflammation et stimule la production de molécules intervenant dans les
processus de réparation tissulaire. Enfin elle intervient aussi dans l’immunité spécifique en
favorisant la différenciation des lymphocytes B en plasmocytes en particulier.



Une autre cytokine pro-inflammatoire, le facteur MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) et
est secrétée par les cellules épithéliales, endothéliales, macrophages, les cellules T et de
nombreuses autres cellules inflammatoires [31]. C’est un médiateur important de la régulation
des réponses immunes et en particulier inflammatoires. Elle augmente la production de
cytokines pro-inflammatoires, elle contrebalance les effets des glucocorticoïdes endogènes [32]
et a un effet anti-apoptotique. Bien qu’elle ait été initialement décrite comme ayant un effet
inhibiteur sur la migration des macrophages dans les modèles souris, c’est en fait une cytokine
qui induit l’adhésion et la migration des cellules de la lignée monocytaire dans les veinules post
capillaires. Cette fonction est médiée par MCP-1 qui est induite par MIF au niveau des cellules
endothéliales mais aussi par une action directe de MIF qui augmente sur les cellules
endothéliales et les monocytes l’expression de plusieurs molécules d’adhésions (E-sélectines,
VCAM-1, ICAM-1) et induit la synthèse de différentes chimiokines (IL8, MCP-1 …). Enfin, MIF
est lié à plusieurs maladies inflammatoires ainsi qu’au syndrome de détresse respiratoire aigue
et au sepsis grave. Son antagonisme serait donc une stratégie thérapeutique dans ces
situations [33]. La synthèse de MIF par les macrophages activés est inhibée par la cytokine anti-
inflammatoire l’IL-10 [34].

L’IL-12p70 joue également un rôle important dans l’immunité antivirale en augmentant la
production d’IFN-g par les cellules NK et les cellules T. C’est une cytokine hétérodimèrique
composée de sous unité p40 et p35 principalement produite par les cellules dendritiques
myéloïdes (mDC), les monocytes et les macrophages. L’IL-12 joue un rôle important dans la
différenciation des lymphocytes T CD4+ naïfs en cellules Th1 [35, 36] et est ainsi une voie de
passage vers l’immunité adaptative.

b) Les cytokines anti-inflammatoires

Les cytokines anti-inflammatoires régulent la réaction inflammatoire permettant qu’elle ne
devienne pas exagérée et pathologique. Certaines cytokines sont des antagonistes spécifiques
de récepteurs de cytokines pro-inflammatoires comme l’IL1 RA qui est un récepteur antagoniste
de l’IL-1 bloquant son activité. Il serait dont une stratégie thérapeutique dans le traitement de
certaines maladies inflammatoires [37]. De même, nous avons les récepteurs solubles du TNF
alpha, le sTNFI de 55kDA et le sTNF-II de 75kDA qui sont produits par clivage protéolytique des
récepteurs membranaires TNFI et TNF II et sont présents dans le plasma et autres liquides
biologiques comme l’urine et les surnageant cellulaires. Ces formes solubles circulantes
modulent la biodisponibilité du ligand du TNF alpha dans l’organisme. Le TNF alpha est une
cytokine présente à l’état normal dans le sérum sans pour autant être activé, ce qui peut être
expliqué par le rôle négatif des récepteurs solubles. Une augmentation des récepteurs solubles
dans les maladies inflammatoires comme la tuberculose, les cancers et l’infection VIH a été
observée [38, 39].
D’autres cytokines régulent l’inflammation comme l’IL-10. Elle est principalement produite par
les monocytes mais aussi par les lymphocytes Th2 et les lymphocytes T régulateurs. Cette
cytokine diminue l’expression des cytokines pro inflammatoires impliquées dans la réponse Th1
mais aussi la diminution de l’expression de HLA-DR sur les monocytes les rendant moins aptes
à la présentation antigénique. Elle est aussi utilisée a visé thérapeutique pour diminuer la
réponse Th1 dans les maladies comme le psoriasis [40]. Le facteur de croissance transformant
béta (TGF-b) est aussi une cytokine anti-inflammatoire qui contrôle la prolifération, la
différenciation et l’apoptose dans la plupart des cellules incluant les cellules de l’immunité innée.
Ainsi le TGF-b peut inhiber l’hématopoïèse mais aussi  la prolifération de thymocytes, cellules T
et B ainsi que les cellules NK [41]. Par ailleurs, le TGF-b désactive les monocytes/macrophages
en inhibant la production de forme réactive d’oxygène et d’azote et inhibant la capacité



phagocytaire de ces cellules [42].

c) Les chimiokines

Les chimiokines sont des cytokines qui ont pour rôle d’attirer les cellules de l’immunité
(chimiotactisme) au niveau du foyer inflammatoire et de permettre ainsi une régulation du
développement et la différenciation de cellules inflammatoires. Les chimiokines jouent aussi un
rôle essentiel dans la coordination des mouvements des cellules dendritiques et des
lymphocytes permettant ainsi le passage de l’immunité innée à l’immunité adaptative [43]. Enfin,
il est intéressant de noter que les récepteurs de chimiokines constituent des cibles privilégiées
des virus, par exemple l’Herpès Virus-8 Humain associé au sarcome de Kaposi (HHV-8)
synthétise une chimiokine virale identique à MIP-2a, qui bloque le récepteur de cette chimiokine
rendant les cellules infectées insensibles à MIP-2a [44]. De même, les récepteurs CCR5 et
CXCR4 ont été identifiés comme étant co-récepteurs d’entrée du VIH dans les lymphocytes
CD4.

L’IL-8 appelé CXCL8 et ligand de CXCR1 et CXCR2 est la principale chimiokine produite par les
polynucléaires neutrophiles. Elle est aussi produite par les cellules endothéliales ainsi que les
monocytes activés et les macrophages en réponse à l’inflammation. L’IL-8  participe à la
migration et à l’activation des neutrophiles et des lymphocytes T au site de l’infection [45]. La
chimiokine MCP-1 (Monocyte Chimio-attractant Protein 1) aussi appelé CCL2 est le  ligand de
CCR2. Elle est secrétée par les cellules endothéliales et les macrophages et est impliqué dans
le recrutement des neutrophiles, monocytes/macrophages et les lymphocytes T [46].

D’autres chimiokines sont produites en réponse aux Interférons. IP-10 (Interferon gamma
induced Protein 10) ou CXCL10 est le ligand de CXCR3 et est sécrétée par la plupart des
cellules de l’immunité mais aussi par d’autres types cellulaires comme les cellules endothéliales
et les kératinocytes en réponse à leur stimulation par l’interféron gamma. De nombreux rôles ont
été attribués à cette chimiokine comme l’attraction des monocytes/macrophages, des
lymphocytes T activés, des cellules NK ou des cellules dendritiques [47]. De plus, IP-10 induit la
migration et l’augmentation de l’activité cytotoxique des cellules NK [48].

B. LA GRIPPE A H1N1 (2009)

1. Origine et structure du virus de la grippe A H1N1 (2009)

Le virus de la grippe appartient à la famille des Orthomyxoviriadae et au genre Influenza de
sous type A qui est le plus fréquent, le plus virulent et qui est à l’origine des pandémies. Il infecte
les cellules de l'épithélium respiratoire. Il est constitué d’un génome de 8 segments d’ARN
monocaténaires codant pour 11 protéines de polarité négative. Le virus est entouré d’une
enveloppe phospholipidique hérissée de deux glycoprotéines qui sont l’hémagglutinine (HA) et
la neuramidase (NA). Ces deux protéines de surface du virus vont permettre la pénétration du
virus et sa réplication dans la cellule hôte. A ce jour, 16 HA (H1-H16) et 9 NA (N1-N9) ont été
identifiées. La protéine HA facilite la liaison du virus sur les récepteurs de la cellule hôte et
également sa fusion aux endosomes intracellulaires. Cet attachement se fait par une liaison, de
type « clé-serrure », entre la sous unité HA de l'Hémagglutinine (sur la particule virale) et l'acide
sialique (sur la membrane de la cellule cible). Puis l’entrée du virus va se faire par endocytose.
La protéine NA joue un rôle au niveau du détachement de bourgeons lors de la formation de
nouveaux virus et permet donc la libération des nouvelles protéines virales formées dans la
cellule hôte. Les polymérases (PB1, PB2 et l’acide polymérase) et la nucléoprotéine permettent
la réplication et la transcription de l’ARN viral. Les protéines nucléaires et les protéines de la



matrice exportent les ribonucléoprotéides virales du noyau vers le cytoplasme pour assembler
de nouveaux virions[49].
Les virus de la grippe évoluent constamment, en particulier au niveau de leurs protéines HA  et
NA. Cette évolution leur permet d'échapper aux défenses immunitaires des espèces qu'ils
infectent. Les protéines HA et NA sont en effet les protéines externes antigéniques reconnues
par le système immunitaire. Sous la pression immune, le virus de la grippe subit des évolutions
antigéniques. Les modifications peuvent être infimes ou radicales. Elles sont dues à des
modifications des gènes qui codent pour ces protéines. Deux types de mécanismes sont à
l'origine de l'évolution des virus grippaux :
• les glissements antigéniques qui sont des modifications progressives très petites mais
continues, qui apparaissent chez chaque souche donnée du virus. Ce sont elles qui concourent
à la réapparition, chaque année, d'une nouvelle épidémie de grippe.
• les cassures antigéniques peuvent se produire ponctuellement et concourent à l’apparition des
pandémies grippales.

Une pandémie grippale est une épidémie caractérisée par la diffusion rapide et
géographiquement très étendue (plusieurs continents ou monde entier) d’un nouveau sous-type
de virus résultant d’une transformation génétique conséquente. Principalement, une telle
cassure peut apparaître si un virus hybride émerge en comportant au moins une des protéines
de surface complètement inconnue de l'homme et une conservation de toutes les protéines
internes des virus grippaux humains nécessaires au cycle cellulaire le tout associé à un ou
plusieurs facteurs de haute virulence. Ce phénomène d'hybridation peut se produire par
exemple lors d'une coinfection d'un porc par un virus d'origine aviaire et un virus d'origine
humaine (le porc jouant le rôle de creuset). Une cassure peut également se produire en cas de
réémergence d'un ancien virus ayant circulé chez l'Homme autrefois, contre lequel la population
actuelle n'est pas immunisée. Ou encore en cas de passage direct d'un virus aviaire à l'Homme,
chez qui il réussirait à s'adapter. Quelque soit le processus par lequel apparaît une cassure
antigénique, cela nécessite une succession d'étapes (le hasard des réassortiments, la
transmission entre animal et Homme, l'évolution du virus pour être adapté à l'Homme, les
facteurs de virulence, etc.) qui rendent son occurrence extrêmement rare. Le virus de la grippe
A H1N1 a été isolé en Californie en 2009 et est donc identifié comme grippe
A/Californie/04/2009. Il a été responsable de la première pandémie du XXIe siècle. Ce groupe a
été initialement appelé grippe porcine car les premières analyses ont identifié des segments de
gène similaires à ceux du virus de la grippe A H1N1 circulant chez les porcs chez les premiers
patients [50]. Ce virus est en fait un virus réassorti de différents virus d’origine porcine (Eurasie
et Amérique du Nord), aviaire (Amérique du nord) et humaine (H3N2) [51, 52].

2. Epidémiologie

Le 21 avril 2009, deux cas d’insuffisance respiratoire due au nouveau virus de la grippe A H1N1
ont été confirmées chez des enfants dans le sud de la Californie [53]. Quelques jours après, le
CDC (Center for Disease Control and Prevention) a signalé des cas confirmés de grippe A
H1N1 chez des patients au Mexique, où 47 cas de pneumonies sévères ont fait 12 décès. Le
virus a diffusé rapidement à l’ensemble du monde dans les mois qui ont suivis son apparition et
l’organisation mondiale de la santé a qualifié la situation de pandémie le 11 juin 2009.
Lors de la première vague 2009/2010, 213 pays ont été touchés dans le monde avec environ
622 000 cas de grippe H1N1 (2009) et plus de 16000 décès. En France le nombre d’infections
dues au virus A H1N1(2009) est estimé à partir des données de consultations médicales des
réseaux GROG (groupe régionaux d’observation de la grippe) et 8 à 15 millions de personnes
ont été infectées avec 1329 cas de grippe graves et 264 décès. Une 2ème vague est survenue
en hiver 2010-2011 et a causé 152 décès en France (INVS)



3. Transmission et symptômes

La transmission se fait d’une personne à l’autre comme pour les virus de la grippe saisonnière
c’est à dire par inhalation de gouttelettes infectieuses par quintes de toux ou d’éternuement mais
aussi par contamination des mains ou des surfaces. La période d’incubation est courte et est de
24h à 7 jours (en moyenne 5 jours).
Les signes de la grippe A H1N1 (2009) sont similaires à ceux de grippe saisonnière, une étude
sur 44 cas confirmés de grippe A H1N1 (2009) a révélé en majorité de la fièvre (96%), toux
(98%), céphalées (82%), rhinorrhée (82%), frissons (80%) et courbatures (80%), et quelques
cas de nausées (55%), diarrhées (48%), douleurs articulaires (46%) et maux de ventre (36%)
[54].



4. Les formes pulmonaires graves

Les symptômes de la grippe H1N1 (2009) sont en général caractérisés par un syndrome grippal
d’évolution bénigne similaire à celui de la grippe saisonnière. Cependant une atteinte
pulmonaire grave (pneumonies virales) est observée chez certains patients entrainant une
hospitalisation en réanimation. Soixante cinq à 75% de ces patients nécessite un support
ventilatoire [55]. On parle de formes graves de grippe chez les patients confirmés ou probables
A (H1N1) 2009 ayant fait un passage en réanimation, en soins intensifs, ou décédés (InVS). Il
existe des facteurs de risque tel que l’obésité ou la grossesse mais 30% de cas graves sont
sans co-morbidité. A la différence de la grippe saisonnière, une population relativement jeune
est atteinte avec un âge moyen de 30 à 40 ans sans antécédents et avec un taux de mortalité
élevé par  sévère défaillance pulmonaire aiguë ce qui n’est pas observé lors des épidémies de
grippe saisonnière. C’est le syndrome respiratoire de détresse aigu (SDRA) [56]  que nous
détaillerons dans le paragraphe suivant.

C. PHYSIOPATHOLOGIE DES FORMES PULMONAIRES GRAVES DE LA
GRIPPE

1. Le syndrome de détresse respiratoire aigue (SDRA)

Le SDRA peut être du à différentes maladies. Le SDRA est un terme qualitatif qui définit
clairement des dommages pulmonaires et un dysfonctionnement respiratoire avec une
diminution de la compliance pulmonaire et des échanges gazeux [57]. Il traduit une atteinte de la
membrane alvéolo-capillaire induisant un œdème pulmonaire lésionnel. Cette manifestation peut
apparaître dans un grand nombre de situations pathologiques comme les pneumonies virales
ou, bactérienne, le choc septique, les traumatismes majeurs [58] avec des mécanismes
différents. Il est caractérisé par une inflammation du parenchyme pulmonaire qui mène à des
anomalies d'échanges de gaz avec une libération en parallèle de médiateurs inflammatoires du
parenchyme pulmonaire qui cause une inflammation, une hypoxémie ; souvent une défaillance
multiviscérale en résulte.
Dans ce contexte le SDRA est caractérisé par trois étapes physiopathologiques successives. La
première phase est dite exsudative avec histologiquement une infiltration par des PNN, une
destruction des pneumocytes et un œdème. Dans cette première phase, les macrophages
locaux sont activés par le facteur MIF sécrété en quantité importante. Les macrophages activés
produisent des cytokines comme l’IL-

1, l’IL-8, l’IL-6 et le TNF-a qui agissent au niveau local pour attirer les polynucléaires par
chimiotactisme et les activer [59]. Les polynucléaires jouent aussi un rôle physiopathologique
important en libérant des molécules pro inflammatoires comme les protéases, les leucotriènes et
le facteur d’activation des plaquettes (PAF). Ceci entraîne des lésions de la barrière alvéolo-
capillaire avec une augmentation de la perméabilité endothéliale et  un œdème pulmonaire. La
deuxième phase est dite sub-proliférative et est caractérisée par un début d’organisation
fibreuse. Le TNF-a y joue un rôle majeur en induisant  le recrutement et la prolifération des
fibroblastes dans l’interstitium et les alvéoles entrainant une fibrose alvéolaire. Enfin, la troisième
phase est dite phase chronique caractérisée par des images de fibrose interstitielle majeure.

2. Orage cytokinique au cours de la grippe pulmonaire grave

Comme nous l’avons vu plus haut, la grippe A H1N1 grave est donc une des causes possible de
syndrome de détresse respiratoire aigu sévère (SDRA). Le peu de données disponibles sur



l’autopsie des poumons des patients infectés de grippe H1N1 décédés montre un aspect de
dommage alvéolaire diffus et une nécrose des parois bronchiolaires [60, 61]. Au niveau
périphérique plusieurs équipes rapportent au cours de la grippe grave et en particulier la grippe
H5N1, la présence d’une forte réponse immunitaire innée inflammatoire qui se traduit par une
forte sécrétion  de chimiokines (MCP-1, MCP-3, IP-10, MIP-1a) et de cytokines pro-
inflammatoires (IL-1b, IL-6, IL-8) dont la libération est associée à une défaillance viscérale
parfois mortelle [62]. Quelques travaux ont caractérisé plus en avant le rôle physiopathologique
de certaines de ces molécules solubles.
La grippe Espagnole de 1918 est en effet la plus sévère de notre histoire avec une estimation de
50 millions de morts à travers le monde.
Des études utilisant un virus recombinant r1918 ont permis de mettre en évidence le rôle d’une
dysrégulation des réponses immunes chez des souris infectées avec en particulier une
importante augmentation de l’expression des gènes des cytokines pro-inflammatoires dès J1 et
jusqu’à la mort des souris. Cette hyperexpression génique était directement corrélée à la gravité
des dommages pulmonaires observés chez les animaux [63]. Une équipe a questionné plus en
détail le rôle de deux cytokines pro-inflammatoires IL-1 et TNF-a dans l’infection liée au virus
aviaire H5N1 puis au virus de la grippe Espagnole r1918. En utilisant des modèles de souris KO
pour le récepteur de l’IL-1 ou du TNF-a cette équipe suggère que dans le modèle de la grippe
aviaire H5N1 le TNF-a accélèrerait la morbidité liée à l’infection alors que l’IL-1 participerait aux
dommages mais atténuerait la mortalité [64]. De même, en ce qui concerne l’infection par r1918,
les auteurs montrent que plus que « l’orage cytokinique » global, ce serait la sécrétion de TNF-
a qui serait déterminante pour la pathogénicité contre la grippe liée au r1918 alors que la
sécrétion d’IL-1 serait plutôt protectrice [65]. Cette relation entre le TNF-a et les lésions
pulmonaires est également mise en avant dans un travail sur H1N2 chez le porc dans lequel le
taux de TNF-a dans le LBA est très corrélé à la gravité des lésions pulmonaires [65].
L’IL-6, une des autres cytokines pro-inflammatoires sécrétées en quantité importante pourrait
également jouer un rôle dans la protection anti-H1N1 en assurant la survie des neutrophiles
dans les poumons [66] et en favorisant le développement d’une réponse humorale optimale.

Le rôle du TNF pourrait également passer par la chimiokine IP10. Plusieurs équipes rapportent
une sécrétion très augmentée d’IP10 dans le sang circulant et dans le poumon au cours de
l’infection par H5N1 ou d’autres influenza virus [67, 68] sans que ceci ne soit spécifique à
influenza puisque retrouvé dans d’autres infections virales respiratoires sévères [68]. La co-
culture de cellules pulmonaires infectées par H5N1 avec de l’IFN-a ou du TNF-a augmente
considérablement la sécrétion d’IP10 et pourrait de fait participer par ce biais participer aux
dommages inflammatoires pulmonaires observés dans ces formes de grippe pulmonaires
graves [67].
MIF, qui a de nombreux effets de régulation sur le système immunitaire en particulier sur la
chémoattraction des macrophages et en induisant la sécrétion de nombreuses cytokines pro-
inflammatoires, pourrait participer à la mise en place du syndrome pro-inflammatoire excessif au
cours de l’infection grippale grave. Elle est synthétisée constitutivement par les cellules broncho-
alvéolaires du poumon et sa présence est très augmentée en situation de SDRA [59]. Le
blocage de cette cytokine (anticorps ou souris déficientes) protège des souris du choc septique.
Dans un modèle in vitro l’infection et la mort de lignées cellulaires broncho alvéolaires par H5N1
induit la sécrétion de MIF et d’IL-8 [69]. De plus, il a été montré que MIF serait directement
responsable d’une induction des autres cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6 et TNF alpha) et
d’IP-10 dans le modèle de grippe létale H5N1 [66]. Le blocage de cette cytokine dans ce modèle
n’augmentant pas la mortalité des souris, il a même été proposé comme une approche
thérapeutique au cours la grippe H5N1.
Il est clair cependant que la présence de macrophages et des polynucléaires au site de
l’infection est nécessaire à une réponse conduisant à la guérison. Ainsi, une équipe a mis en



évidence dans un modèle de souris infectées par H5N1 le rôle protecteur de MCP-1,
indispensable à la mise en place  d’une réponse  immune anti-influenza adéquate [70]. En effet,
la délétion de MCP-1 est associée à une diminution du recrutement de macrophages et de
polynucléaires dans le poumon des souris et à une des charges virales et une perte de poids
beaucoup plus importantes par rapport à des souris sauvages pour MCP-1 [70].
Le niveau de production de cytokines entre elles ou entre la balance de cytokines pro-
inflammatoires et anti-inflammatoire serait peut être au final la clef de l’évolution vers une
guérison ou une évolution grave. Une augmentation de cytokines anti-inflammatoires, IL-1 RA et
récepteurs solubles du TNF, dans le LBA de patients atteints de SDRA a été rapportée mais
celle-ci lors des grippes sévères pourrait être insuffisante face à l’importance de la réponse pro-
inflammatoire.
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