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PRESENTATION GENERALE

Les voies aériennes sont continuellement exposées a des substances inhalées variées,
telles que des micro-organismes pathogenes (virus, bactéries), des allergénes, des particules et
des gaz potentiellement nocifs. Le systeme de défense des voies aériennes permet d’éliminer
la trés grande majorité de ces substances inhalées, protégeant ainsi le « milieu intérieur » de
leurs effets potentiellement déléteres. Ce systeéme implique des facteurs « mécaniques » (toux,
clairance muco-ciliaire, barriere ¢épithéliale) et des facteurs immunitaires humoraux et
cellulaires innés et/ou acquis.

Dans certaines conditions liées soit a la virulence d’un pathogene, soit a la déficience
du systéme de défense, 1’élimination du pathogéne n’est pas obtenue et peut conduire au
développement d’une infection respiratoire aigué ou chronique. La réponse immune peut étre
parfois inadaptée et conduire au développement d’une réaction inflammatoire broncho-
pulmonaire aigué ou chronique pouvant induire des pathologies respiratoires inflammatoires.
Le maintien d’un équilibre constant entre une défense efficace vis a vis d’agents
potentiellement pathogénes et une inflammation broncho-pulmonaire potentiellement
délétere, constitue le difficile challenge du systéme de défense des voies aériennes.

L’asthme et la bronchopneumopathie chronique obstructive (BPCO) sont caractérisés
par une inflammation bronchique chronique, impliquant une infiltration cellulaire a
prédominance d’éosinophiles et de lymphocytes T CD4+ dans 1’asthme, et a prédominance de
neutrophiles, de macrophages et de lymphocytes T CD8+ dans la BPCO. Les caractéristiques
phénotypiques de I’inflammation bronchique sont assez bien déterminées dans la maladie
asthmatique et la BPCO, mais les mécanismes d’initiation et de maintien de cette
inflammation bronchique chronique ne sont pas complétement ¢élucidés.

Au cours de cette thése, nous avons étudié les interactions entre certaines substances
inhalées et le systeme de défense des voies aériennes, au cours de 1’asthme a composante
allergique et de la BPCO. Notre premicre étude s'est focalisée sur les mécanismes
d’internalisation de I’allergéne majeur d’acarien de Dermatophagoides pteronyssinus, Der pl1,
par la cellule dendritique dans I’asthme a composante allergique. Les cellules dendritiques
sont les cellules présentatrices d’antigénes les plus efficaces du systeme immunitaire. Au
niveau pulmonaire, elles forment un réseau de surveillance « sentinelle » capable de capturer
et d’internaliser les antigénes, pour ensuite migrer jusqu’aux ganglions lymphatiques ou elles
présentent les antigénes aux lymphocytes T. La compréhension des mécanismes

d’internalisation de 1’allergéne constitue un élément potentiel de compréhension de la
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physiopathologie de la réaction immunitaire allergene-dépendante induite par les cellules
dendritiques dans la maladie asthmatique.

Notre deuxiéme étude s'est focalisée sur I’étude de la réponse inflammatoire de
I’épithélium bronchique a une stimulation par le lipopolysaccharide (LPS) dans la BPCO.
L’épithélium bronchique constitue 1’interface majeure des voies aériennes, protégeant le
milieu intérieur des substances inhalées par un réle mécanique de barriére, mais également
par une action inflammatoire et antibactérienne. Nous avons tout d’abord développé un
modele de culture tri-dimensionnel d’épithélium bronchique de surface sous la forme de
sphéroides bronchiques obtenus a partir de brossages bronchiques. Cette technique de culture
permet de maintenir in vitro les principales caractéristiques morphologiques et fonctionnelles
de I’épithélium bronchique in vivo. En utilisant ce modéle de culture de sphéroides
bronchiques, nous avons comparé la production de médiateurs inflammatoires a 1’état basal et
aprés stimulation par le LPS de sphéroides issus de patients BPCO et de sujets fumeurs non
BPCO.

Avant de présenter les résultats de nos travaux, nous présenterons en introduction les
principales données de la littérature concernant la physiologie des cellules dendritiques et des
cellules épithéliales bronchiques, ainsi que les principales connaissances physiopathologiques

concernant la maladie asthmatique et la BPCO.
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CHAPITRE 1. LES CELLULES DENDRITIQUES

A - Généralités

Les cellules dendritiques (DC) ont ét¢ identifiées pour la premicre fois en 1868 par
Paul Langerhans dans les couches basales de 1’épiderme, et décrites sous le nom de cellules
de Langerhans (LC) (Langerhans, 1868). Compte tenu de leur morphologie d’aspect
dendritique, ces cellules ont été initialement classées comme de type neuronal. Ce n’est que
dans les années 1970-1980 que le role des DC dans les mécanismes de I’'immunité a été
identifié. Les DC ont été décrites au niveau des ganglions lymphatiques (Steinman, 1973), du
sang (Van Voorhis, 1982), de la moelle osseuse (Egner, 1993), et de différents organes tels
que le poumon (Sertl, 1986), le rein (Hart, 1981), le foie (Prickett, 1988), le cceur (Hart,
1981).

Les DC sont des cellules présentatrices d’antigénes professionnelles qui interviennent
dans les processus d’immunosurveillance au niveau des interfaces de [’organisme. Ces
cellules sont caractérisées par leur haut pouvoir de migration depuis le sang périphérique
jusqu’aux muqueuses ou elles vont capter les antigénes, et ensuite de ces interfaces
¢épithéliales jusqu’aux organes lymphoides secondaires ou elles vont initier la réponse
immunitaire en présentant les peptides antigéniques aux lymphocytes T (Steinman, 1991 ;
Vermaelen, 2005). Au niveau des interfaces anatomiques telles que la peau et les muqueuses
respiratoires ou intestinales, les DC sont exposées aux antigénes et sont a un stade
« immature », caractérisé¢ par une forte capacité de capture et d’internalisation des antigénes,
mais par une faible capacité a présenter les antigénes aux lymphocytes T. Apres capture de
I’antigeéne associée a une stimulation par des signaux de « danger », les DC vont étre activées
et progressivement acquérir un profil de DC « mature » caractérisé par une perte des capacités
de capture et d’internalisation des antigenes et par une forte capacité a présenter les antigénes

aux lymphocytes T (Vermaelen, 2005).
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B - Ontogénese des cellules dendritiques

1 - Les précurseurs hématopoiétiques CD34"

Toutes les populations de DC dérivent de cellules souches hématopoiétiques

pluripotentes CD34+ (De Fraissinette, 1988 ; Caux, 1992). Ces cellules souches sont

présentes dans la moelle osseuse, mais également dans le sang de cordon et en faible quantité

dans le sang périphérique.

Sous I’influence de différents stimuli, ces précurseurs

hématopoiétiques peuvent étre a 1’origine de deux types de cellules, les progéniteurs

my¢loides et les progéniteurs lymphoides. Selon les stimuli endogénes notamment

cytokiniques, les précurseurs myéloides peuvent se différencier en DC épithéliales (cellules

de Langerhans), DC interstitielles ou DC myéloides, alors que les précurseurs lymphoides

sont a I’origine des DC plasmacytoides (Shortman, 2002).
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Figure 1. Présentation schématique des précurseurs des DC et de leurs marqueurs

phénotypiques principaux. (Vermaelen, 2005)
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2 - Les différentes populations de cellules dendritiques

2.1 - Les cellules de Langerhans

Les cellules de Langerhans, DC « épithéliales », sont principalement retrouvées dans
les couches basales de I’épiderme (Romani, 1985). Au cours de leur différenciation, les
cellules de Langerhans acquiérent progressivement 1’antigéne CDla, marqueur des DC
my¢loides et expriment spécifiquement le CCR6, récepteur de la chimiokine CCL20. Elles
présentent un marqueur ultrastructural cytoplasmique, les granules de Birbeck, et acquicrent
¢galement la E-Cadhérine, molécule d’adhérence intervenant dans les interactions avec les
cellules de structure (Caux, 1996). Elles portent a leur surface les molécules du complexe
majeur d’histocompatibilit¢ (CMH) de classe I et II, ainsi que les molécules de co-stimulation
CD40, CD80 et CD86 (Strunk, 1996). Les cellules de Langerhans matures n’expriment plus le
CCR6, mais le CCR7, récepteur qui leur permet d’emprunter la circulation lymphatique pour

gagner les ganglions drainants.

2.2 - Les cellules dendritiques interstitielles et dérivées des monocytes

Les DC interstitielles sont retrouvées dans la plupart des tissus comme la peau,
I’intestin, le poumon (Gong, 1992; Xia, 1995), les reins ou le cceur (Austyn, 1994). Elles
représentent un important réservoir de DC immatures facilement mobilisable lors d’une
réaction inflammatoire. Les précurseurs de DC interstitielles présentent a leur surface
différents récepteurs aux chimiokines, comme le CCR1, le CCR2 et le CCRS. Leur phénotype
est modifi¢ au cours de la maturation avec une disparition du CD14 et I’expression du CDla
et du CCR7. Elles expriment aussi les molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
(CMH) de classes I et 1, ainsi que les molécules de co-stimulation CD80, CD86 et CD40. Ces
cellules ne possédent pas de granule de Birbeck et n’expriment pas la E-Cadhérine.

Les DC dérivées de monocytes ont un phénotype immature, exprimant faiblement les
molécules co-stimulatrices CD80 et CD86, les molécules du CMH de classe II et les
récepteurs aux chimiokines associées a 1I’inflammation (CCR1, CCR2 et CCRY5). Ces cellules
ont une grande capacité de capture de 1’antigéne, mais une faible capacité de présentation des
peptides antigéniques aux lymphocytes T (Bell, 1999). La maturation peut étre obtenue avec
des antigenes bactériens, comme le LPS, ou avec des cytokines comme le TNF-a ou I'IL-1p.
L’interaction avec des lymphocytes T auxiliaires CD4+ entraine la maturation et I’activation

de ces DC (Albert, 2001). La différenciation des monocytes en DC peut se produire lors
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d’interactions avec des cellules de structure, telles que les cellules endothéliales (Randolph,

1998).

2.3 - Les cellules dendritiques plasmacytoides

Les DC plasmacytoides sont d’origine lymphoide. Les DC plasmacytoides sont des
cellules qui ont une forte capacité a produire les IFN-a et B (Rissoan, 1999 ; Grouard, 1997).
Elles répondent a des stimuli viraux ou microbiens en produisant des IFN de classe I et/ou de
I’IL-12. Cultivées en présence d’IL-3 et de CD154, ou avec des stimuli microbiens tels que
des oligonucléotides CpG bactériens, ces DC acquierent un phénotype caractéristique des DC

matures.

C - Principales fonctions des cellules dendritiques

1 - Capture et internalisation des antigénes par les DC immatures

Au niveau des muqueuses périphériques, les DC sont a un stade immature. La capture
des antigénes par les cellules dendritiques s’effectue selon trois mécanismes : la phagocytose,
la macropinocytose et I’endocytose médiée par récepteur. La phagocytose permet
I’internalisation de virus, bactéries, parasites et de corps cellulaires apoptotiques par les DC
(Banchereau, 1998). La macropinocytose est une voie d’internalisation non spécifique
dépendante de ’actine, caractérisée par des replis membranaires permettant d’internaliser des
antigénes solubles sous forme de vésicules appelées macropinosomes (Sallusto, 1995).
L’endocytose médiée par récepteur implique les récepteurs lectiniques de type C, les
récepteurs de type Fc et les Toll-Récepteurs.

Les récepteurs lectiniques de type C identifiés au niveau des DC sont le récepteur au
mannose, le DEC 205, la langerine et DC-SIGN. Le récepteur au mannose (MR) est un
récepteur calcium-dépendant comportant 8 domaines de reconnaissance des carbohydrates
(Napper, 2001). Le MR est impliqué dans 1’endocytose de glycoconjugués comportant des
résidus terminaux de mannose, fucose ou N-acetylglucosamine, et de microorganismes
comportant des résidus de mannose ou de N-acétylglucosamine a leur surface. Du fait de la
faible présence de ces sucres a la surface des cellules de mammiféres et a la partie terminale
des résidus glycaniques des glycoprotéines du sérum, le MR est considéré comme un élément
important de discrimination des antigénes du soi et du non soi (Stahl, 1998). L’internalisation

des antigénes par le MR entraine une présentation trés efficace aux lymphocytes T via le
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CMH de clase 11, 100 a 10.000 fois plus efficace que la présentation suite a une internalisation
via la macropinocytose (Tan, 1997 ; Engering, 1997). Le DEC 205 différe du MR par le fait
qu’il comporte 10 domaines de reconnaissance des carbohydrates au lieu de 8 (Napper, 2001).
DEC 205 n’est exprimé que tres faiblement par les DC immatures, mais paradoxalement plus
fortement par les DC matures. Son role exact dans I’internalisation des antigeénes reste a
clarifier. DC-SIGN est exprimé sur les DC immatures, et impliqué notamment dans
I’internalisation du VIH-1 par les DC et par la transmission de celui-ci aux lymphocytes T
(Geijtenbeek, 2000). Le role exact de la langerine, exprimée par les cellules de Langerhans
n’est pas clairement identifié (Valladeau, 2000). Les récepteurs Dectin 1 et 2 sont exprimés
notamment sur les cellules de Langerhans. Le ligand de Dectin 1 est le B-glucane, alors que le

ligand de Dectin 2 n’est pas connu.

Récepteurs Ligands
mannose, fucose,
MR (CD206) . '
résidus N-acétylglucosamine
DEC-205 (CD205) ?

DC-SIGN (CD209) | HIV (gp120), mannane, [CAM-2, ICAM-3

Langérine (CD207) ?
Dectin 1 B-glucane
Dectine 2 ?

Tableau 1 : Principaux récepteurs d’endocytose de type lectine C exprimés par les DC et

leurs ligands.

Le FceRI (récepteur de forte affinité pour I’IgE) est impliqué dans I’endocytose
médiée par récepteur par les DC du sang périphérique et les cellules de Langerhans (Maurer,
1998 ; Geiger, 2000). L implication du FceRI au niveau des DC dérivées de monocytes reste
discutée (van den Heuvel, 1998 ; Buentke, 2000 ; Kraft, 2001). Les FcyRI et FcyRII sont
impliqués dans I’internalisation de complexes immuns ou de particules opsonisées par les DC

du sang périphérique (Fanger, 1996). Les Toll récepteurs (TLR) sont des récepteurs de

Chapitre I : Les cellules dendritiques -15-



signalisation reconnaissant les PAMP (pathogen-associated molecular patterns) et activent des
voies de transduction du signal qui induisent I’expression de nombreux genes impliqués dans
la réponse immunitaire. Le spectre de reconnaissance de ces TLR inclut le LPS pour le TLR4
(Poltorak, 1998) et un large spectre de produits microbiens tels que le peptidoglycane des
bactéries gram positif (Takeuchi, 1999), les lipoprotéines bactériennes (Takeuchi, 2000) et la
protéine membranaire de Klebsiella pneumoniae, kpOmpA (Jeannin, 2000) pour le TLR2.

2 - Maturation et migration des cellules dendritiques vers les ganglions drainants

Apres la capture de I’antigéne, les DC acquiérent progressivement un phénotype
mature. Des signaux de « danger » sont nécessaires pour obtenir une maturation compléte de
la DC. Ces signaux peuvent étre d’origine microbienne, cytokinique ou liés a des interactions
cellulaires, tels que I’interaction avec le lymphocyte T via le CD40. Au cours de cette étape
de maturation, la DC dégrade I’antigéne en peptides antigéniques qu’elle va pouvoir présenter
aux lymphocytes T via les molécules du CMH pour initier une réponse immunitaire
spécifique.

La maturation des DC s’accompagne de différents changements phénotypiques :

- ’apparition du marqueur CCR7 qui permet aux DC de quitter I’interface épithéliale

pour gagner les ganglions drainants via les vaisseaux lymphatiques qui expriment les

ligands (CCL19, CCL21),

- l’augmentation de 1’expression des molécules du CMH auxquelles vont étre

associées les peptides antigéniques,

- Paugmentation de I’expression des molécules co-stimulatrices comme CD40, CD80

et CD86 nécessaires a ’activation des lymphocytes T favorisant ainsi le contact entre

la DC et le lymphocyte T et participant a 1’orientation de la réponse immunitaire

spécifique de 1’antigene.

Chapitre I : Les cellules dendritiques - 16 -



BODY SURFACE

paa‘mgen invasion 1 :
b &~ )

Activation -emigration
CCR7+

‘a 'Y Mature DC

« . T CCR7+

Anﬂ?‘en sensing & “ Co MHC-high, B7-high, CD40-high
e

u
. TLRs, MR, DEC-205, \ 9,
e E DC-SIGN, Langerin, %,.

_'l

)-': y
Immature DC }
CCR1-6+ CX3CR1+ CXCR4+ %
MHC-low, B7-low, CD40-low Y
J
BLOOD CIRCULATION
LYMPH NODE

o

Figure 2 : Migration des cellules dendritiques (Vermaelen, 2005)

Les DC immatures sont recrutées vers le site inflammatoire. Apres interaction avec les
antigenes, et en présence d’un signal de « danger », les DC vont maturer et migrer
Jjusqu’aux ganglions drainants ou elles vont interagir avec les lymphocytes T pour

entrainer une stimulation lymphocytaire.

3 - Présentation des antigénes par les cellules dendritiques matures aux lymphocytes T

La DC mature interagit avec le lymphocyte T pour induire le développement d’une
réponse immunitaire spécifique. Ces interactions étroites entre la DC et le lymphocyte T sont
décrites comme une véritable synapse immunologique. Les lymphocytes T forment des
rosettes autour des extensions cytoplasmiques de la DC (Steinman, 1973), impliquant la
participation des molécules d’adhérence et des constituants du cytosquelette. D’ importants
mouvements de molécules de surface regroupées au sein de radeaux lipidiques sur les
lymphocytes T et la DC vont faciliter ’interaction entre les molécules du CMH présentant le
peptide antigénique et le récepteur T (TCR).

La présentation d’un peptide antigénique fait intervenir les molécules du CMH de
classe I ou de classe II. Les molécules de classe I interviennent dans la présentation des

antigénes d’environ 9 acides aminés, d’origine endogéne ou virale aux lymphocytes T CD8+,
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et jouent un role majeur dans le développement d’une réponse cytotoxique lors d’une
infection virale ou d’une réponse anti-tumorale (Watts, 1997). Les molécules du CMH de
classe II vont étre mobilisées pour la présentation de peptides antigéniques de 13 a 34 acides
aminés aux lymphocytes T CD4". Ces molécules de classe II sont associées & des antigénes du
milieu extracellulaire ou a des peptides cytosoliques dont la structure posséde un signal de
routage vers la voie endosomale.

Les TCR sont formés de deux chaines peptidiques, of ou yd, qui possedent des
régions hypervariables. Trois d’entre elles, dites régions déterminant la complémentarité
(CDR) s’associent pour former le paratope qui interagit avec le complexe CMH-peptide.
Chaque TCR est spécifique d’un clone de lymphocytes T. Celui-ci est issu d’une
recombinaison homologue de différents génes déterminant la réactivité d’un lymphocyte T
vis-a-vis d’un antigéne. L’engagement d’un Ilymphocyte T est conditionné par la
reconnaissance de la molécule du CMH et celle du peptide antigénique associé. Les co-
signaux, c’est-a-dire des molécules de co-stimulation et les cytokines présentes dans
I’environnement, sont indispensables pour atteindre un seuil d’activation nécessaire a la
différenciation et a la prolifération du lymphocyte T (Vieira, 2000).

L’engagement de quelques TCR induit un premier signal conduisant a des
modifications du cytosquelette et a la redistribution des autres TCR vers la zone de contact.
Ce premier signal provoque aussi I’expression et/ou la délocalisation de CD40 ligand qui par
liaison au récepteur CD40 de la DC va induire 1’expression des molécules de co-stimulation
B7 qui jouent un role essentiel dans la génération du deuxieéme signal. Ainsi, les molécules de
la famille B7, la molécule CD40, ou encore OX-40, participent a 1’activation des cellules T et
a ’orientation de la réponse immunitaire. Les molécules de co-stimulation appartenant a la
famille B7 (B7-1/CD80 et B7-2/CD86) interagissent avec les molécules CD28 et CTLA-4
portées par les lymphocytes T.

Les lymphocytes T mémoires ou activés qui ont déja eu un premier contact avec
I’antigéne présentent un seuil de sensibilité beaucoup plus bas que des lymphocytes T naifs
pour un méme antigéne (Bachmann, 1999; Cai, 1997). Les cellules mémoires répondent a une
stimulation moins longue mais de maniére beaucoup plus intense en terme de prolifération et

de production de cytokines (Berard, 2002).
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—— Thi response

Figure 3 : Interaction entre la cellule dendritique et le lymphocyte T. (Coates, 2002)

Trois signaux sont nécessaires pour obtenir une réponse lymphocytaire T. Le premier signal
implique la reconnaissance par le récepteur T du lymphocyte T (TCR) du peptide antigénique
présenté par le Complexe Majeur d’Histocompatibilité (CMH) de la cellule dendritique. Le
deuxieme signal implique l’interaction des molécules de co-stimulation (CD80, CD86) de la
cellule dendritique avec le CD28 du lymphocyte T. Le troisieme signal implique la sécrétion
de cytokines par la cellule dendritique qui participent a la polarisation de la réponse
lymphocytaire. Ici, la sécrétion d’IL-12 induit un profil Thl. La sécrétion IL-6 par la cellule
dendritique induirait un profil Th2.

4 - L’orientation de la réponse immunitaire

La DC a un role déterminant dans |’orientation de la réponse immune faisant
intervenir son degré de maturité (expression des molécules de co-stimulation), son profil de
sécrétion de cytokines ou encore le nombre de DC présentes au niveau des organes
lymphoides secondaires. De plus, la nature de I’antigéne, la quantité, le temps d’exposition et
les facteurs environnementaux déterminent la sécrétion préférentielle de certaines cytokines
qui peuvent également étre impliquées dans la polarisation de la réponse immune.

La sécrétion d’IL-12 par les DC a un réle majeur dans 1’orientation de la réponse
immunitaire vers un profil Thl (Marshall, 1995). L’IL-12 induit la différenciation des
lymphocytes T CD4+ en cellules Thl caractérisées par une forte production d’IFN-y
(DeKruyff, 1995). L’IL-18 agit conjointement avec 1’IL-12 pour favoriser la maturation et la
production d’IFN-y par les lymphocytes Thl (Dao, 1998). L’IL-23 et I’'[L-27 participent
également au développement d’un profil Th1 (Smits, 2004).
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D’autres cytokines produites par les DC favorisent le développement d’une réponse
Th2. L’IL-6 est une cytokine qui régule négativement la production d’IL-12, favorisant une
réponse Th2 (Dodge, 2003). L’IL-25 favorise une réponse de type Th2 en induisant la
production de cytokines telles que I’IL-4, I’IL-5 et I’IL-13 (Fort, 2001).

Enfin, les DC sécrétent des cytokines immunorégulatrices telles que 1’IL-10 impliquée
dans les processus de tolérance. Cette cytokine peut réduire la production d’IL-2, de TNF-o et
d’IL-5 par les lymphocytes T (Schandene, 1994 ; Taga, 1993). Les DC localisées au sein de la
muqueuse bronchique pourraient étre a 1’origine de la génération de lymphocytes T
régulateurs par leur syntheése d’IL-10 (Akbari, 2001). Par ailleurs, une stimulation répétée de
lymphocytes T naifs par des DC immatures conduit a la génération de lymphocytes a activité
régulatrice (Roncarolo, 2001 ; Sato, 2003), démontrant ainsi le réle important des cellules

présentatrices d’antigene dans la génération de la tolérance vis-a-vis d’un antigeéne.
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Figure 4 : Représentation schématique des différents types de réponse en fonction des
antigénes. (4) En [’absence d’inflammation bronchique, les antigénes inertes sont présentés
aux lymphocytes T apres un processus normal de migration, et induisent une réponse de type
T-régulatrice, favorisée par la sécrétion d’IL-10, d’ICOS (inducible costimulator ligand) et
du signal d’apoptose PD-LI (programmed death ligand-1). (B) Les pathogenes bactériens et

viraux activent les DC via les TLRs, induisant une majoration de la migration vers les
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lymphocytes T, et induisent une réponse de type Thl favorisée par la sécrétion d’IL-12 et de
CDA40L. Cette réponse Thl est cruciale pour une réponse anti-infectieuse efficace. (C) Les
allergenes a activité protéolytique, telles que les allergenes d’acarien, entrainent une rupture
de la barriere épithéliale et entrent en contact avec les DC de la sous-muqueuse. La
production de GM-CSF et PGE2 favorise [’activation des DC, qui migrent vers les
lymphocytes T, et induisent une réponse de type Th2.

D - Caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des DC pulmonaires

1 - Répartition des cellules dendritiques pulmonaires

Les DC ont été identifiées pour la premiere fois en 1986 au niveau de 1’épithélium
respiratoire, du parenchyme pulmonaire et de la plévre viscérale (Sertl, 1986). L’étude des
DC pulmonaires est difficile compte-tenu de leur relatif faible nombre et de la difficulté a
analyser in vivo les marqueurs spécifiques de surface nécessaires a leur caractérisation. Dans
les lavages broncho-alvéolaires (LBA) humains et en condition non inflammatoire, un tres
faible nombre de DC peut-étre détecté, exprimant principalement les marqueurs des cellules
de Langerhans (CD1a et S100) (Van Haarst, 1994). Une ¢tude analysant les différents types
de DC présents au niveau des LBA humains a retrouvé 0,06% de DC my¢loides et 0,02% de
DC plasmacytoides parmi les cellules du LBA (Donnenberg, 2003). Au niveau de
1’¢épithélium bronchique, les DC ont les caractéristiques typiques des cellules de Langerhans,
caractérisées par la présence de granules de Birbeck et I’expression de CDla et forment un
réseau d’immuno-surveillance comparable a celui des LC dans 1’épiderme En [’absence
d’inflammation, le nombre de DC au niveau des voies aériennes est de 1’ordre de 500 a 800
DC par mm” de surface épithéliale au niveau des bronches souches et diminue au niveau des
petites voies aériennes (Schon-Hegrad, 1991). Au niveau du parenchyme pulmonaire, les DC
sont principalement présentes au niveau des septa intralvéolaires et sont a un stade immature
caractérisé par une forte capacité d’internalisation des antigenes (forte expression du récepteur
au mannose) et une faible capacité de stimulation des lymphocytes T (Cochand, 1999). Plus
récemment, il a ét¢ montré qu’il existait d’autres types de DC au niveau du parenchyme
pulmonaire de type myé¢loide et plasmacytoide (Desmedts, 2005), soulignant le caractere

hétérogene des populations de DC pulmonaires.
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2 - Homéostasie et dynamique du pool de cellules dendritiques pulmonaires

En condition physiologique, les populations de DC intraépithéliales se renouvellent
toutes les 36 a 48 heures, alors que celles du parenchyme pulmonaire ont une demi-vie
d’environ 7 jours. Seules les DC du tractus intestinal ont un renouvellement aussi rapide,
tandis que les cellules de Langerhans de 1’épiderme sont renouvelées en 21 jours.

En condition inflammatoire, le renouvellement des DC pulmonaires est accéléré.

L’inhalation de stimuli microbiens comme le LPS bactérien, des bactéries ou des virus
provoque un large afflux de DC vers les tissus pulmonaires (Schon-Hegrad, 1991 ;
McWilliam, 1994 ; McWilliam, 1996 ; McWilliam, 1997 ; Lagranderie, 2003). Apres
exposition a un allergene, le nombre de DC est significativement plus élevé dans la muqueuse
bronchique et dans la muqueuse nasale de patients allergiques (Jahnsen, 2000 ; Jahnsen,
2001). Les DC sont plus nombreuses au niveau de 1’arbre bronchique chez des patients
asthmatiques que chez des sujets non asthmatiques a 1’état basal (Bertorelli, 2000).
Dans un mode¢le d’asthme chez le rat, le nombre de DC dans le LBA est multiplié par 60
aprés sensibilisation et exposition a I’ovalbumine. L’exposition a I’allergéne induit une
augmentation du nombre de précurseurs de DC au niveau de la moelle osseuse, donnant un
pool plus grand de DC circulantes (Lambrecht, 1999). Des souris sensibilisées a I’ovalbumine
et exposées au virus de la grippe ont davantage de DC dans les voies aériennes et
I’interstitium pulmonaire (Yamamoto, 2000).

Ces données suggerent que le recrutement rapide de DC dans la muqueuse respiratoire
sous I’influence de divers stimuli, joue un role majeur dans I’initiation de la réponse immune.
Cette migration est en partie controlée par les chimiokines, qui peuvent étre produites par les
autres cellules de I’inflammation recrutées sur le site-méme, mais aussi par les cellules de
structure comme les cellules épithéliales bronchiques (Reibman, 2003; Holgate, 2000). La
réaction inflammatoire au niveau des voies aériennes chez le patient asthmatique est
accompagnée par la production locale de chimiokines et de médiateurs, tels que le CCL2, le
CCLS, le CCL7 et le PAF (Patelet Activating Factor), qui sont capables d’attirer des cellules

inflammatoires et les DC in vitro et in vivo (Sozzani, 1995, McWilliam, 1996).
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E - Modéles d’étude des cellules dendritiques humaines

Du fait du faible nombre de DC au niveau des voies aériennes et de la difficulté de
caractériser leur phénotype in vivo, 1'étude des DC a longtemps ét¢ limitée. Différentes
approches in vitro permettent actuellement de générer des DC humaines en culture.

Les cellules CD34+ de moelle osseuse ou de sang de cordon représentent les
précurseurs les plus primitifs des DC. En présence de GM-CSF et de TNF-a., ces précurseurs
se différencient simultanément en cellules de Langerhans et en DC interstitielles (Caux,
1996). Aprés 6 jours de culture, deux sous-populations sont mises en évidence, les
précurseurs de cellules de Langerhans (CD1a+ CD14-) et les précurseurs de DC interstitielles
(CDla- CD14+) qui deviendront matures a J14. Le FIt-3 ligand est ajouté en début de culture
pour permettre I’expansion des cellules CD34+. Le TGF- ajouté au milieu de culture
favorise la génération de DC type Langerhans (Bartz, 2003). Pour améliorer la rentabilité de
la culture CD34+, Ju et al. ont développé une culture en deux temps ou les cellules CD34+
sont d’abord cultivées en présence de SCF (Stem Cell Factor), de FIlt-3-ligand, de
thrombopoiétine et d’hyper-IL-6 (protéine de fusion du récepteur de I’IL-6 soluble) dans un
milieu sans sérum permettant d’obtenir un grand nombre de progéniteurs (Ju, 2003). Ensuite,
les cellules sont différenciées avec du GM-CSF, de I'lL-4 et du TNF-a afin de générer un
grand nombre de DC my¢loides (Ju, 2003). Des précurseurs plasmacytoides peuvent &tre
générées en présence de thrombopoiétine et de Flt-3-ligand (Chen, 2004).

La seconde approche repose sur la différenciation des monocytes sanguins qui
représentent les cellules précurseurs les plus utilisées pour obtenir des MDDC (DC dérivées
des monocytes) humaines en culture. Ces monocytes, cultivés en présence de GM-CSF et
d’IL-4 pendant 6 jours se différencient en DC my¢éloides immatures (Romani, 1996; Sallusto,
1994; Bender, 1996). Les MD-DC ont des caractéristiques phénotypiques et fonctionnelles
proches des DC pulmonaires (Cochand, 1999). Ces MDDC expriment le CDla et sont
caractérisées par une forte capacit¢ d’internalisation des antigénes (forte expression du
récepteur au mannose). Elles ont une faible capacité de présentation des antigénes aux
lymphocytes T, exprimant faiblement les molécules du CMH et les molécules de co-
stimulation. Aprées une stimulation par des facteurs pro-inflammatoires ou par un antigene, les
MDDC subissent une maturation caractérisée par une diminution des capacités
d’internalisation et une forte capacité a stimuler les lymphocytes T (forte expression des

molécules de co-stimulation et des molécules du CMH).
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Figure 5 : Caractéristiques des DC générées a partir de monocytes circulants (MDDC)

Concernant 1’analyse de la physiologie des DC dans les pathologies respiratoires, les
MDDC sont les plus utilisées, notamment compte-tenu de leur homologie phénotypique et
fonctionnelle avec les DC pulmonaires (Cochand, 1999). Cependant, les études utilisant les
DC générées en culture doivent tenir compte des modifications fonctionnelles engendrées par
les méthodes de culture utilisées. La transposition des résultats obtenus avec ces modeles de
culture a la physiologie des DC in vivo doit tenir compte des altérations phénotypiques et

fonctionnelles potentielles des méthodes de culture.

F - Synthése

Les DC sont les cellules présentatrices d’antigenes professionnelles les plus efficaces
du systeme immunitaire, et sont impliquées dans ’initiation, I’orientation et le maintien de la
réponse immune. L’analyse fonctionnelles des DC, notamment au niveau pulmonaire,
constitue donc un élément majeur de la compréhension des mécanismes immunologiques

impliqués dans la réponse inflammatoire suite au contact avec différents antigeénes.
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Chapitre II : L’EPITHELIUM BRONCHIQUE

A - Description physiologique de I’épithélium des voies aériennes

1 - Anatomie générale de I’épithélium respiratoire

Il existe deux types d’épithélium : les épithéliums de revétement et les épithéliums
glandulaires. L’épithélium des voies aériennes est un tissu de revétement pseudo-stratifié
prismatique cilié comportant des cellules a mucus. L’épithélium est formé de cellules
jointives, juxtaposées, solidaires les unes aux autres grace aux jonctions serrées et adhérentes,
et séparées du tissu conjonctif sous-jacent par une membrane basale.

Au moins huit types de cellules ¢épithéliales, distincts d’un point de vue
morphologique, sont présents dans 1’épithélium respiratoire humain. En se basant sur des
propriétés ultrastructurales, fonctionnelles et biochimiques, celles-ci peuvent étre classées en
trois catégories : les cellules basales, les cellules ciliées et les cellules sécrétoires (Spina,
1998). Au fur et a mesure que les bronches diminuent en taille, il existe une transition vers un
épithélium cilié cylindrique simple, puis cubique simple et une diminution du nombre des
cellules caliciformes.

L’¢épithélium respiratoire se divise en trois types différents en fonction du site
anatomique, I’épithélium trachéo-bronchique, bronchiolaire et alvéolaire. Au niveau trachéo-
bronchique, I’épithélium de surface est pseudostratifi¢ et composé de quatre types cellulaires
(cellules ciliées, caliciformes, intermédiaires et basales). L’épithélium glandulaire est
constitué de trois types cellulaires (les cellules a mucus, séreuses et myoépithéliales).
L’>¢épithélium respiratoire des bronchioles est de type monostratifié¢ et composé de trois types
cellulaires (cellules ciliées, neuroépithéliales et de Clara). L’épithélium respiratoire des
alvéoles est de type monostratifié et composé de deux types cellulaires (pneumocytes de type

[etID).
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Figure 6 : Les différents épithélia respiratoires de surface en fonction du site

anatomique.

2 - L’épithélium bronchique de surface

Les cellules épithéliales ciliées représentent le principal type cellulaire retrouvé dans
I’épithélium bronchique de surface, soit plus de 50% de I’ensemble des cellules épithéliales
(Spina, 1998). Les cellules ciliées constituent un stade de différenciation terminale qui ont
pour origine les cellules basales ou sécrétoires (Ayers, 1988). Les cellules ciliées sont ancrées
a la lame basale et s’étendent jusqu’a la lumiére bronchique. Leur rdle est d’assurer la
clairance mucociliaire qui permet d’¢liminer les aérocontaminants et les micro-organismes.
Cette fonction est assurée par les cils situés au pole apical des cellules (200 a 300 par cellule).

Les cellules sécrétoires ou caliciformes sont caractérisées par la présence de granules
peu denses aux électrons en microscopie électronique. Ces granules contiennent des mucines
acides sécrétées pour piéger les contaminants dans la lumiere bronchique (Jeffery, 1983). La
régulation de la production et de la sécrétion de mucus est primordiale pour le bon
fonctionnement de [’appareil muco-ciliaire. Au niveau des bronchioles respiratoires et
terminales, les cellules caliciformes sont remplacées par des cellules sécrétoires contenant des
granules denses aux ¢lectrons appelés cellules de Clara. Les cellules caliciformes sont

capables de se différencier en cellules épithéliales ciliées (Evans, 1988).
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Les cellules intermédiaires sont également ancrées a la lame basale, mais n’atteignent
pas la lumiére des voies respiratoires. Ces cellules seraient des cellules issues de la division
des cellules caliciformes au cours du processus de stratification (Jeffery, 1997).

Les cellules basales sont petites et aplaties. Elles sont attachées a la membrane basale
et n’atteignent pas la lumiere trachéo-bronchique. Le rapport cytopasme/noyau est faible.
Leur nombre diminue avec le calibre des voies respiratoires (Evans, 1988; Evans, 1990). Ce
sont les seules cellules de 1’épithélium qui adhérent fermement a la membrane basale via des
hémi-desmosomes. Ces cellules basales sont des cellules progénitrices capables de se

différencier en cellules caliciformes ou en cellules ciliées (Boers, 1998).

. cellules musculaires lisses
. tissu conjonctif

. lame basale

. cellules basales

. cellules intermédiaires

. cellules caliciformes

. cellules ciliées

. cils
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Figure 7 : Histologie de I’épithélium bronchique

B - Epithélium bronchique et systéme de défense des voies aériennes

1 - Les défenses mécaniques

1-1 - La clairance mucociliaire

Un film de mucus dont I’épaisseur varie entre 0,5 et 2 um recouvre 1’épithélium
respiratoire de surface depuis les voies aériennes supérieures jusqu’aux bronchioles
terminales. Les mouvements ciliaires entrainent la mobilisation des particules piégées au
niveau du film de mucus, des petites bronchioles jusqu’a la trachée et le pharynx ou elles
seront dégluties. Le mucus est constitué de deux phases : une phase aqueuse, dite périciliaire
ou phase «sol» de faible viscosité proche de 1’eau, et une phase « gel » superficielle
caractérisée par une viscosité élevée (Sleigh, 1988).

Les mucines sont les constituants macromoléculaires majoritaires du mucus. Elles se

divisent en deux classes, les mucines secrétées et les mucines membranaires. Les mucines
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membranaires sont ancrées a la membrane cytoplasmique. Les mucines secrétées par les
cellules caliciformes de 1’épithélium bronchique et les cellules muqueuses des glandes sous-
muqueuses sont des macromolécules hautement glycosylées ayant une forte viscoelasticité
(Rose, 1989). Parmi les mucines sécrétoires, MUCSAC est la mucine prédominante, exprimée
au niveau des cellules caliciformes. La sécrétion de mucines peut étre augmentée en présence
de pathogenes, allergénes ou sous 1’effet de médiateurs inflammatoires (Rubin, 1990).

Les mouvements des cils, la sécrétion de fluide et la sécrétion de mucines sont trois
facteurs qui conditionnent I’efficacité de la clairance mucocilaire. La dysrégulation de 1’un ou
I’autre de ces ¢léments entraine une altération majeure des capacités de défense mécanique

des voies aériennes.

1-2 - L’intégrité de la barriére épithéliale

L’architecture pseudostratifiée ancrée a la lame basale et les différents types de
jonctions intercellulaires conférent a 1’épithélium respiratoire un role de barriere trés efficace.

Les jonctions serrées forment un réseau a la partie la plus apicale de la membrane
baso-latérale des cellules ciliées. Elles sont associées a différentes protéines, telles que zonula
occludens 1 (ZO-1) et occludine. ZO-1 est une protéine cytoplasmique de 225 kDa située aux
points de fusion des filaments du cytosquelette d’actine. L’occludine est une protéine
cytoplasmique de 65 kDa située aux points de contact entre les membranes. Le role des
jonctions serrées est d’assurer I'imperméabilité de 1’épithélium évitant la pénétration de
bactéries dans la muqueuse respiratoire (Godfrey, 1992), tout en permettant la diffusion des
petites molécules chargées et hydrophiles telles que les ions. Les facteurs de virulence de
Pseudomonas aeruginosa induisent une dégradation de la protéine ZO-1, diminuant ainsi
I’intégrité de la barric¢re épithéliale (Coraux, 2004).

Les jonctions intermédiaires sont situées sous les jonctions serrées et forment des
complexes jonctionnels le long de la membrane baso-latérale des cellules ciliées. Ces
jonctions sont composées notamment d’actine o, de tropomyosine et de myosine, et sont liées
aux complexes intercellulaires de caténines, elles-mémes liées aux cadhérines (Yamada,
1997 ; Franke, 1989). Les cadhérines, et notamment la E-cadhérine, sont des glycoprotéines
transmembranaires qui permettent I’adhérence des cellules épithéliales adjacentes.

Les desmosomes sont des complexes jonctionnels liant les cellules ciliées aux cellules
basales et aux cellules ciliées adjacentes (Leube, 1991). Les desmosomes sont constitués de

desmoplakines et de glycoprotéines transmembranaires formant une plaque cytoplasmique
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dense. Les plaques intracellulaires de ces complexes jonctionnels sont liées aux protéines des

filaments intermédiaires de type cytokératine.

Desmosome

Matrice-

Espace extracellulaire

intercellulaire Jonction
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cellules adjacentes —_—
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Figure 8: Organisation des complexes jonctionnels des cellules épithéliales

Les cellules épithéliales forment une barriere jonctionnelle grdce aux jonctions serrées
situées a la partie la plus apicale de la membrane baso-latérale, et grdace aux desmosomes.
Les cellules épithéliales communiquent entre elles grdce aux jonctions communicantes qui
permettent le passage de petites molécules intervenant dans la communication inter-

cellullaire.

2 - La production de peptides antimicrobiens

Outre le réle de barriere mécanique, I’épithélium bronchique secréte des peptides
antimicrobiens impliqués dans les mécanismes de protection immédiate contre les invasions
bactériennes. Leur production peut étre constitutive ou étre induite aprés contact avec des
produits microbiens ou des médiateurs pro-inflammatoires (Bals, 1998 ; Harder, 2000).

Les défensines sont des peptides de 3 a 5 kDa, dont les deux familles principales sont
les a- et les B-défensines (Schutte, 2002). Ces peptides exercent leurs propriétés anti-

microbiennes vis-a-vis des bactéries a gram positif et a gram négatif, des champignons ou des
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virus (Kaiser, 2000). En plus de leur activité anti-microbienne, les o-défensines possédent des
propriétés chimioattractantes pour les cellules T CD4+ et CD8+ (Chertov, 1996 ; Yang,
2000), les DC immatures (Yang, 2000) et les monocytes (Territo, 1989), alors que les [3-
défensines attirent les lymphocytes T mémoires et les DC immatures, via le récepteur aux
chimiokines CCR6 (Yang, 1999).

Le SLPI (secretory leukocyte proteinase inhibitor) est une protéine de 12 kD qui
posséde des propriétés anti-oxydantes et qui se lie aux sérines protéases pour former des
complexes inhibant 1’activité des enzymes protéolytiques, telles que 1’élastase des
neutrophiles, la cathepsine G, la trypsine, la chymotrypsine et la chymase (Vogelmeier,
1991). Le SLPI posséde une activité antibactérienne dirigée contre les bactéries a Gram
positif et négatif. L activité antibactérienne est localisée dans le domaine terminal NH2 alors
que I’activité d’inhibition de 1’¢lastase est localisée dans le domaine COOH (Hiemstra, 1996).
Les cytokines pro-inflammatoires, IL-13 et TNF-a, ainsi que 1’¢lastase des neutrophiles
augmentent les taux d’ARNm de SLPI dans les cellules épithéliales bronchiques (Maruyama,
1994).

Le lysozyme est une protéine de 15 kDa, ayant une activité enzymatique anti-
bactérienne capable de dégrader les peptidoglycannes des parois bactériennes. Le lysozyme
est secrété principalement par les glandes de la sous-muqueuse trachéale, 1’épithélium
bronchique de surface et les macrophages alvéolaires (Konstan, 1982).

Les protéines SP-A et SP-D du surfactant pulmonaire sont des collectines produites
par les cellules épithéliales caliciformes et les pneumocytes de type II. Elles sont impliquées
dans la résistance aux inhibiteurs sériques, mais aussi dans I’agglutination et 1’opsonisation
des micro-organismes (McCormack, 2002). Ces protéines sont impliquées également dans la
modulation de la réponse inflammatoire en interagissent avec les complexes CD14/TLR pour
influencer les réponses cellulaires aux pathogenes via le NF-kB (Sano, 2000 ; Yoshida, 2001).

D’autres peptides anti-microbiens sont sécrétés par 1’épithélium bronchique, comme le
peptide LL-37/CAP-18, I’¢lafine, la lactoferrine, la calprotectine, la phospholipase A2 (Bals,
1998 ; Bals, 2004 ; Jeftery, 1987; Emery, 1995).
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B-défensines

Elafine
LL-37/CAP-18
Calprotectine
Peptides anti-microbiens Lysozyme .
Phospholipase A2

Lactoferrine

SP-A, SP-D

SLPI

Cytokines

Médiateurs lipidiques

[L-Io IL-1B I1-6, IL-11, LTB/C/D, PGE2, 15-HETE, PAF

IL-10, IL-16, TNF-«

Médiateurs de I’inflammation Chimiokines
Facteurs de croissance :
CXCL1, 5, 8 (IL-8), 10,

CCL2, 3,5 7,8, 11, 13,
CCL17, 20, 22

GM-CSF, G-CSF, TGF-p,
EGF, FGF, PDGF

Tableau 2 : Principaux peptides antimicrobiens et médiateurs sécrétés par I’épithélium

bronchique.

3 - La production de cytokines, chimiokines et facteurs de croissance

Les cellules épithéliales bronchiques produisent a 1’état basal et/ou sous ’effet de
stimuli inflammatoires un grand nombre de cytokines, chimiokines et facteurs de croissances
(Tableau 2), conférant a 1’épithélium bronchique un réle dans I’initiation et le maintien de la
réponse inflammatoire bronchique.

In vitro, des cellules épithéliales bronchiques mises en présence d’IL-1, TNF-a, TGF-
B ou de LPS produisent de fagon dose-dépendante de 1’IL-6, de I'IL-8 et du GM-CSF.
L’exposition a H. influenzae induit une production accrue d’IL-6, IL-8 et de TNF-a (Khair,
1996). Les cellules épithéliales bronchiques produisent également des médiateurs lipidiques,
tels que le 15-HETE (hydroxy-eicosatetranoic acid), impliqués dans la réponse inflammatoire
en stimulant le chimiotactisme des cellules inflammatoires, ainsi que dans les mécanismes de
bronchoconstriction (Campbell, 1993). Les cellules épithéliales produisent notamment de la
prostaglandine E2 (PGE2) a activité plutdt anti-inflammatoire et bronchodilatatrice, et du
leucotriene B4 (LTB4) a activité chimiotactique pour les polynucléaires neutrophiles

De par leurs capacités de production de chimiokines et cytokines, les cellules

¢épithéliales bronchiques sont impliquées dans le recrutement et 1’activation des cellules du
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systtme immunitaire, telles que les polynucléaires neutrophiles et éosinophiles, les
mastocytes, les lymphocytes T et les DC (Whitsett, 2002).

D’autre part, les cellules épithéliales expriment des molécules du CMH de classe I et
I1, ainsi que les molécules de co-stimulation CD80 et CD86 dont I’expression est augmentée
par des micro-organismes (Papi, 2000). Ainsi, les cellules épithéliales sont capables de
présenter des antigénes aux lymphocytes T, de les activer et d’induire une réponse immune

locale (Rossi, 1990).

C - Modé¢les d’étude des cellules épithéliales bronchiques humaines

L’¢épithélium bronchique humain peut étre étudié sur des biopsies pulmonaires
chirurgicales ou des biopsies bronchiques réalisées au cours d’une fibroscopie bronchique.
Ces approches permettent d’analyser les caractéristiques phénotypiques, telles que la nature
de l’infiltration cellulaire inflammatoire et les éventuelles modifications morphologiques des
cellules épithéliales bronchiques de fagon quantitative et qualitative. Ces approches ont
permis de définir des profils phénotypiques de [’épithélium bronchique au cours des
pathologies respiratoires, mais ne permettent pas d’étudier la réponse de 1’épithélium
bronchique a différents stimuli (Maestrelli, 2001).

La réalisation de biopsies bronchiques avant et aprés une stimulation inflammatoire
dans le cadre de protocoles expérimentaux permet d’analyser la contribution de 1’épithélium
dans la réponse inflammatoire vis a vis de ces stimuli. Ces approches ont permis de montrer
qu’une stimulation inflammatoire telle que le LPS, entrainait une augmentation de la
production de médiateurs inflammatoires par 1’épithélium bronchique (Roos-Engstrand,
2005).

Cependant, ces approches expérimentales d’exposition inflammatoire in vivo avec
réalisation de prélévements répétés pose des problémes éthiques, notamment dans le cadre de
pathologies inflammatoires chroniques. De nombreux systétme de culture ont ainsi été
proposés pour analyser la réponse des cellules épithéliales bronchiques a différents stimuli.
Parmi ces systémes, la culture cellulaire bi-dimensionnelle (2-D) en monocouche sur support
a été la plus utilisée. D’autres systemes de culture ont été plus récemment développés,
permettant de maintenir 1’épithélium bronchique dans des conditions les plus proches
possibles de la situation in vivo : culture en interface air-liquide (Booth, 2001), culture de type
xénogreffe consistant en la régénération d’un épithélium humain a partir de cellules

épithéliales bronchiques dissociées implantées au niveau d’une trachée de rat dénudée
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(Dupuit, 2000), et culture tri-dimensionnelle (3-D) sous forme de sphéroides (Jorissen, 1989 ;
Pedersen, 1999 ; Laoukili, 2001).

La culture cellulaire bi-dimensionnelle (2-D) en monocouche sur supports de type
plastique ou collagéne, permet de maintenir en culture les cellules épithéliales bronchiques.
L’utilisation de lignées cellulaires bronchiques permet d’obtenir un grand nombre de cellules
¢épithéliales, mais les résultats obtenus avec ce type de cellules transformées ne sont pas
toujours représentatifs des cellules épithéliales in vivo. L’utilisation de cellules épithéliales
primaires a partir de biopsies ou de brossages bronchiques permet de maintenir en culture 2-D
des cellules épithéliales non transformées et permet de réaliser des analyses comparatives des
réponses inflammatoires épithéliales a une stimulation in vitro (Cromwell, 1992, Schulz,
2004, Profita, 2003). Cependant, ces systtme de culture 2-D nécessitent des étapes de
dissociation et de prolifération, qui entrainent une dédifférentiation et la perte de certaines
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des cellules épithéliales in vivo. Par
exemple, la culture 2-D de cellules épithéliales a partir de polype nasal entraine une rapide
dédifférentiation avec une perte des cils et des protéines jonctionnelles (Castillon, 2002).

La culture cellulaire 3-D sous la forme de sphéroides a été décrite essentiellement a
partir de cellules épithéliales nasales et de lignées cellulaires (Jorissen, 1989 ; Pedersen, 1999,
Carterson, 2005). Les sphéroides sont obtenus le plus souvent a partir de cellules épithéliales
dissociées issues de polype nasal ou de brossage nasal, et forment ensuite des agrégats
cellulaires cohésifs permettant de maintenir 1’épithélium en structure 3-D. En comparaison
avec le systeme 2-D, la culture 3-D permet d’obtenir un épithélium polarisé et différencié
comportant des protéines jonctionnelles. Ces sphéroides ont une plus grande capacité de
production de médiateurs inflammatoires aprés stimulation par rapport au systeme 2-D
(Carterson, 2005). Cependant, les étapes de dissociation, prolifération et agrégation
secondaire décrites dans la plupart des systemes 3-D pourraient profondément modifier les
caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des cellules épithéliales bronchiques.
Bridges et al. ont décrit une culture 3-D obtenue a partir de lambeaux d’épithélium nasal
prélevé par brossage nasal. Ce systéme permet de maintenir I’épithélium de surface en culture
3-D sans les altérations morphologiques et fonctionnelles induites par la dissociation et la
prolifération cellulaire des autres modeles 3-D (Bridges, 1991). Cependant, une des limites de
cette technique est la faible quantit¢ de cellules obtenues a partir des brossages nasaux,

limitant ainsi les capacités de genese de sphéroides.
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D - Synthese

L’ensemble des propriétés physico-chimiques et inflammatoires de 1’épithélium
bronchique lui conférent un réle clé dans le systeme de défense des voies aériennes. Outre le
role de barriére, la réponse inflammatoire de 1’épithélium bronchique aux différentes
substances inhalées et stimuli inflammatoires constitue un élément majeur de I’immunité
bronchique. Une dysrégulation au niveau de I’un ou I’autre des ces mécanismes pourrait étre
impliquée dans le développement d’une inflammation bronchique chronique.

En conséquence, la compréhension des mécanismes de régulation et éventuellement de
dysrégulation de la réponse inflammatoire des cellules épithéliales bronchiques constitue un
¢lément majeur pour la compréhension de la physiopathologie des pathologies pulmonaires

inflammatoires bronchiques.

Chapitre II : L'épithélium bronchique -34 -



CHAPITRE 111 : I’ASTHME A COMPOSANTE ALLERGIQUE

A - Définition

L’asthme est une maladie chronique inflammatoire des voies respiratoires entrainant
une hyperréactivité vis a vis de différents stimuli tels que les allergeénes, les irritants
bronchiques, 1’air froid, I’exercice et certains pathogeénes bactériens ou viraux. Cette
hyperréactivit¢ bronchique se traduit par une obstruction bronchique aigué€ lors des
exacerbations et fait intervenir trois mécanismes impliqués a des degrés divers :

1) une bronchoconstriction liée a la contraction des muscles lisses bronchiques de
survenue rapide en quelques minutes et de durée habituellement bréve ;
2) un cedéme inflammatoire de la muqueuse bronchique de survenue plus lente de 1’ordre
de plusieurs heures et de durée plus longue ;
3) une hypersécrétion bronchique séro-muqueuse.
L’infiltrat inflammatoire de la muqueuse bronchique est polymorphe comprenant des
¢osinophiles, mais également des lymphocytes T a prédominance CD4+, des mastocytes et
des neutrophiles. Cette inflammation est présente a un stade précoce de la maladie et peut étre
associée a un remodelage, caractérisé par une abrasion de I’épithélium de surface, un
¢épaississement de la membrane basale, des altérations du muscle lisse bronchique et une

altération des capillaires vasculaires.

B - Aspects cliniques et fonctionnels respiratoires

Les symptomes cliniques principaux de la maladie asthmatique sont une dyspnée avec
sifflements évoluant par crises paroxystiques et une toux parfois associée a une expectoration
séro-muqueuse. La recherche d’épisodes d’exacerbations caractéris€és par une dyspnée
paroxystique avec sifflements, a recrudescence nocturne ou en rapport avec un facteur
déclenchant (effort, exposition allergénique....) cédant spontanément ou apres prise de
bronchodilatateur constitue un élément important du diagnostic. Entre les exacerbations, il
n’existe habituellement pas de symptomatologie et la fonction respiratoire est normale. Quand
I’asthme n’est pas contrdlé, les symptomes d’asthme persistent entre les crises. Une forme
particuliere d’asthme, assez rare, est I’asthme a dyspnée continue au cours duquel la fonction
respiratoire est anormale, y compris en dehors des périodes d’exacerbation. Cette derniére

entité est parfois difficile a différencier d’une authentique BPCO.
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Sur le plan fonctionnel respiratoire, le diagnostic repose sur la mise en évidence d’un
trouble ventilatoire obstructif, défini par un rapport volume expiré maximal par seconde
(VEMS) sur capacité vitale forcée (CVF) inférieur a 70%, réversible sous bronchodilatateur
et/ou test aux corticoides. En I’absence de trouble ventilatoire obstructif, un test de
provocation a la methacholine ou a I’histamine permet de rechercher une hyperréactivité
bronchique objective, définie par une chute du VEMS de plus de 20%.

Dans un souci de simplification et d’aide a la décision thérapeutique, les asthmes sont

classés en fonction de leur gravité selon des critéres cliniques et spirométriques.

Stade Caractéristiques cliniques et fonctionnelles

Intermittent | Symptomes moins d’une fois par semaine

Exacerbations bréves

VEMS ou débit expiratoire de pointe > 80%

Variabilit¢ du VEMS ou débit expiratoire de pointe de moins de 20%

Persistant | Symptomes plus d’une fois par semaine, mais moins d’une fois par jour
Léger Exacerbations pouvant affecter I’activité et le sommeil

Symptdmes nocturnes plus de deux fois par mois

VEMS ou débit expiratoire de pointe > 80%

Variabilité du VEMS ou débit expiratoire de pointe de moins de 20-30 %

Persistant | Symptomes quotidiens
modéré Exacerbations affectant I’activité et le sommeil
Symptdmes nocturnes plus d’une fois par semaine
VEMS ou débit expiratoire de pointe de 60 a 80%
Variabilit¢ du VEMS ou débit expiratoire de pointe de plus de 30 %

Persistant | Symptomes quotidiens
sévére Exacerbations fréquentes
Symptomes d’asthme nocturne fréquents
Limitation de I’activité physique
VEMS ou débit expiratoire inférieur a 60
Variabilit¢ du VEMS ou débit expiratoire de pointe de plus de 30 %

Tableau 3: Classification de la sévérité de ’asthme. D’aprés Global initiative for asthme

(GINA), révision 2006.
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C - Epidémiologie

La prévalence de l’asthme est décrite comme en augmentation dans les pays
industrialisés sur ces 20 derni¢res années. Dans le monde, on estime que 300 millions de
personnes sont touchés par cette maladie (Masoli, 2004). La prévalence varie selon les pays
de 1 a 18%. En France, la prévalence de 1’asthme est estimée entre 6 et 12% chez ’adulte, et
la prévalence d’un asthme symptomatique dans I’année est estimée entre 2 et 5% (Charpin,
2000). Habituellement, 1’asthme apparait chez I’enfant ou chez I’adulte de moins de 30 ans,
mais d’authentiques asthmes peuvent se développer plus tardivement. L’association de
I’asthme a une rhinite chronique est tres fréquente, présente dans 70-80% des asthmes.

Classiquement, le chiffre de 1500 a 2000 déces par an liés a 1’asthme est rapporté.
Cependant, la plupart de ces déces sont rapportés pour une population de plus de 65 ans, pour
lesquels un diagnostic de BPCO est plus probable. D’autre part, les facteurs de co-morbidités
notamment cardio-vasculaires sont également probablement impliqués dans cette mortalité
rapportée. Cependant, I’asthme aigué grave constitue effectivement une urgence pouvant
menacer le pronostic vital, et justifie d’un traitement urgent adapté reposant sur les

bronchodilatateurs et la corticothérapie systémique.

D - Eléments de physiopathologie

Le développement de la maladie asthmatique a composante allergique résulte d’une
combinaison de facteurs génétiques, de facteurs environnementaux spécifiques (allergéne) et
de facteurs endogenes ou exogeénes non spécifiques pouvant agir comme facteur aggravant ou
prédisposant. Les facteurs allergéniques sont impliqués principalement dans 1’asthme de
I’enfant et de I’adulte jeune. Les principaux allergénes sont les pneumallergenes, notamment
les acariens, les pollens, les moisissures, les poils d’animaux. Les facteurs endogénes ou
exogeénes non spécifiques sont les pathogeénes bactériens ou viraux des voies aériennes, le
reflux gastro-oesophagien, certains médicaments, des agents professionnels, des facteurs
hormonaux, I’obésité, des facteurs psychologiques, certains polluants atmosphériques et le
tabagisme.

La réaction immuno-allergique implique au préalable une sensibilisation a I’allergéne
caractérisée par la synthése d’IgE spécifiques de I’allergéne aprés un premier contact. Cette
premicre phase est asymptomatique. La réaction allergique symptomatique survient suite a la
réintroduction de [Dallergéne et a sa fixation aux IgE spécifiques, déclenchant les

manifestations d’hypersensibilité immédiate.
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Schématiquement, la réaction immuno-allergique se déroule en deux phases. La
réaction immédiate survient quelques minutes apres le contact avec 1’allergene. Elle est
caractérisée par 1’activation des mastocytes et des basophiles par I’allergéne via dimérisation
des récepteurs de forte affinit¢é a I'IgE (FceRI), entrainant la libération de médiateurs
inflammatoires induisant un spasme du muscle lisse bronchique, une sécrétion de mucus et un
oedéme du chorion. La réaction inflammatoire retardée survient apreés 4 a 6 heures. Elle est
caractérisée par une infiltration de la muqueuse par différentes cellules (lymphocytes,
¢osinophiles, basophiles, macrophages) responsables de I’inflammation de la sous-muqueuse
et diminuant le calibre des voies aériennes. Les sous-populations lymphocytaires T CD4+
activées lors de cette phase présentent un profil particulier de production de cytokines de type
Th2 (IL-4, IL-5 et IL-13). L’IL-4 et I'IL-13 favorisent la production d’IgE par les
lymphocytes B. L’IL-5 est impliquée dans le recrutement et 1’activation des éosinophiles qui
produisent des médiateurs inflammatoires tels que MCP-3 (monocyte chemotactic protein-3),
RANTES (regulated on activation of normal t-cell expressed and secreted) et 1’éotaxine
(Holgate, 1999 ; Holt, 1999).

La réaction immunitaire allergéne-dépendante est basée sur une coopération cellulaire
entre les cellules présentatrices d’antigenes, les lymphocytes T CD4+ et les lymphocytes B, et
implique de nombreux médiateurs inflammatoires. L’orientation de la réponse immune vers
un profil de type Th2 impliquant les IgE aprés contact avec un allergeéne constitue un ¢lément
fondamental de la susceptibilité¢ individuelle a développer cette réaction. Cependant, les
mécanismes d’induction et de maintien de cette réaction immuno-allergique sont

incompletement élucidés.
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Figure 9 : Schéma général de la réaction allergéne-dépendante.

E - Arguments pour I’implication des cellules dendritiques dans 1’asthme allergique

Les DC sont impliquées dans I’initiation, le maintien et 1’orientation de la réponse
immunitaire. Différents arguments expérimentaux plaident en faveur de leur implication dans
la physiopathologie de l'allergie respiratoire : 1) le nombre des DC augmente dans les
poumons de patients asthmatiques (Bellini, 1993) et au niveau de la muqueuse nasale de
sujets présentant une rhinite allergique (Jahnsen, 2000), 2) une stimulation allergénique chez
des patients asthmatiques allergiques entraine un recrutement des DC au niveau bronchique
apres quelques heures (Jahnsen, 2001), 3) I'administration de DC stimulées par 1'ovalbumine
dans la trachée de souris naives induit une sensibilisation de type Th2 menant a une
inflammation bronchique avec infiltrat a éosinophiles (Lambrecht, 2000); 4) les DC issues de
monocytes de sujets allergiques aux acariens stimulent la production d'IgE humaines dans un
modele animal de souris SCID (souris présentant un déficit immunitaire combiné sévere :
severe combined immunodeficiency [SCID]) humanisée (Hammad, 2002); 5) la déplétion
sélective en DC chez la souris sensibilisée a I'ovalbumine entraine une abolition de la réponse

Th2, une diminution de la production d'IgE et une diminution du recrutement des
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¢osinophiles, trois ¢léments spécifiques de la réponse immuno-allergique respiratoire

(Lambrecht, 1998).

F - Les facteurs environnementaux allergéniques

1 - Généralités

Les allergénes se définissent comme des antigénes ayant la capacité¢ d’induire la
synthése d’immunoglobulines de type E (IgE) chez des individus prédisposés et de se lier
spécifiquement a ces molécules d’IgE fixées sur les cellules effectrices pour déclencher la
réaction allergique. Les pneumallergénes, allergénes véhiculés par 1’air, sont impliqués dans
des manifestations respiratoires, oculaires ou conjonctivales allergiques. Ces allergeénes
inhalés peuvent étre soit saisonniers comme les pollens, soit perannuels comme les acariens
de la poussiere de maison. Par définition, un allergéne majeur d’une substance est celui vis-a-
vis duquel au moins 50 % des individus sensibles réagissent en fabriquant des IgE sériques
spécifiques.

Les acariens de la famille Pyroglyphidae et du genre Dermatophagoides sont les
principaux déterminants des réactions allergiques en rapport avec I’exposition a la poussiere
de maison. Les acariens appartiennent a 1’ordre des arachnides. Les espéces d’acariens les
plus représentées sont Dermatophagoides farinae (Df) en Amérique du nord et
Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) en Europe. Les déjections d’acariens sont la
principale source d’allergénes (Krilis, 1984 ; Arlian, 1987). 14 protéines, dont la moiti¢ ont
une activité enzymatique, ont ét¢ identifiées comme allergénes de Dpt. Les allergénes majeurs
de Dpt sont Der pl et Der p2, vis a vis desquels 70-80 % des sérums de patients sensibilisés
aux acariens réagissent a ces allergénes (Meyer, 1994).

Der pl est principalement retrouvé dans les déjections des acariens (Thompson, 1988).
Il s’agit d’une glycoprotéine dont le poids moléculaire est de 25 kDa. Cet allergéne présente
une activité cystéine protéase proche de celle de la papaine (homologie a 30 %) et des
cathepsines humaines H et B (homologies de 26 et 21 % respectivement). Der pl est sécrété
sous forme d’un précurseur, le proDer pl dépourvu d’activité enzymatique. Der pl est
retrouvé en forte concentration dans les poussieres de maison, de 1’ordre de 0.1 a 10 pg/g de

poussieres (Platts-Mills, 1987).
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2 - Role de I’allergéne majeur d’acarien Der p1 dans la réaction immuno-allergique

De par son activité cystéine protéase, Der pl peut provoquer le clivage des molécules
des jonctions serrées comme [’occludine et la Zonula Occludens-1, favorisant ainsi sa
pénétration au niveau de la sous-muqueuse au contact des cellules inflammatoires effectrices
(Herbert, 1995 ; Wan, 1999). De plus, I’exposition des cellules épithéliales a Der p1 induit la
libération de médiateurs inflammatoires, tels que L’IL-8 et le GM-CSF, qui interviennent
dans le recrutement des cellules inflammatoires.

Les MDDC de sujets allergiques aux acariens stimulés par Der pl ont un profil de
réponse spécifique caractérisé par I’expression de la molécule de co-stimulation CD86, la
sécrétion d’IL-6 et la production des chimiokines TARC (Thymus and activation-regulated
chemokine) et MDC (macrophage-derived chemokine) qui favorisent le développement d’une
réponse immunitaire de type Th2 (Hammad, 2001, Hammad, 2002 ; Hammad, 2003). Cette
orientation Th2 induite par la DC est spécifique aux patients allergiques, et non retrouvée en
utilisant des MDDC issues de sujets non allergiques. L’activité enzymatique de Der pl est
primordiale puisque ['utilisation de son précurseur non-enzymatique proDer pl ne provoque
pas de maturation des DC (Hammad, 2001). Der pl peut aussi réguler 1’activité
lymphocytaire par une action directe sur les lymphocytes T, induisant la prolifération des
clones CD4+ spécifiques de 1’allergéne, la production d’IL-2, et de cytokines Th2 comme
I’TL-4 et I'IL-5 (Yssel, 1992).

Le modele de la souris SCID (severe combined immunodeficiency) humanisée a
permis de mieux comprendre les spécificités des DC in vivo. La souris SCID est caractérisée
par des anomalies immunologiques affectant la différenciation des cellules T et des cellules B
a I’étape de la recombinaison des récepteurs a I’antigéne. Ainsi, la souris SCID ne posséde
pas de lymphocytes B et T matures et fonctionnels. Cette mutation sévere rend la souris SCID
tolérante aux greffes de cellules allo- ou xénogéniques. Les souris SCID peuvent ainsi étre
« humanisées » en les reconstituant avec des cellules mononucléées humaines. Les souris
SCID reconstituées avec des cellules mononucléées de sujets allergiques aux acariens et
restimulées avec I’allergéne Dermatophagoides pteronyssinus (Dpt) par voie intrapéritonéale
développent une production d’IgE, une réaction inflammatoire bronchique et une
hyperréactivité bronchique non spécifique, trois éléments caractéristiques de la réaction
allergique humaine (Pestel, 1994; Duez, 1996 ; Duez, 2000). Ces mémes souris reconstituées
avec des cellules mononucléées de sujets non-allergiques ne présentent pas cette réponse
immuno-allergique respiratoire. Apres injection intrapéritonéale des DC humaines a des

souris SCID, les DC migrent sans stimulation vers les poumons et les organes lymphoides
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(thymus, rate). Aprés exposition a des aérosols d’allergeéne, ces DC présentes au niveau
pulmonaire migrent vers les organes lymphoides (Hammad, 2000). L’injection intratrachéale
de DC issues de patients allergiques et stimulées in vitro avec Der p 1, a des souris SCID
aboutit : 1) a la migration des DC vers les ganglions médiastinaux, 2) a I’activation de cellules
T productrices d’IL-4 et 3) a I’établissement d’une réponse inflammatoire bronchique de type
Th2 allergéne-spécifique (Hammad, 2002). A I’inverse, ’injection de DC issues de sujets
sains non allergiques aux acariens aboutit a une stimulation de cellules T productrices d’IFN-y

orientant la réponse immune vers un profil de type Th-1.

F - Synthése

Les DC sont impliquées dans [D’initiation et le maintien d’une réponse de type
immuno-allergique de type Th2 chez les sujets sensibilisés, induisant ainsi une inflammation
bronchique chronique. L’interaction des DC avec les allergeénes et notamment 1’allergene
majeur d’acarien Der p 1, semble constituer une étape fondamentale de 1’établissement de la
réponse immuno-allergique. Cependant, les déterminants de cette réponse différentielle entre
les DC de sujets allergiques et non allergiques ne sont pas clairement identifiés.

L’analyse des interactions entre I’allergéne Der p 1 et la cellule dendritique constitue
donc une étape fondamentale pour la compréhension des spécificités de la réponse immuno-

allergique dans le cadre de la maladie asthmatique.
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CHAPITRE 1V
LA BRONCHO-PNEUMOPATHIE CHRONIQUE OBSTRUCTIVE

A - Définition

La BPCO est définie par une limitation obstructive non réversible des débits aériens
d’apparition progressive, associée a une réponse inflammatoire anormale pulmonaire a des
particules ou gaz nocifs (GOLD, 2006). Le tabagisme constitue le facteur de risque majeur,
impliqué dans plus de 80% des BPCO.

La limitation des débits aériens est caractérisée par un trouble ventilatoire obstructif
défini par un rapport Volume Expiré Maximal par Seconde (VEMS) sur Capacité Vitale
Forcée (CVF) inférieur a 70% et sans réversibilité significative (amélioration du VEMS <
200ml et < 12%) apres test de bronchodilatation et/ou test aux corticostéroides. La limitation
des débits ventilatoires résulte de deux mécanismes distincts, mais souvent associés :
I’obstruction des petites voies aériennes (bronchite chronique obstructive) et la destruction du
parenchyme pulmonaire (emphyséme).

La bronchite chronique est définie par une toux et une expectoration chronique (au
moins 3 mois par an, deux années consécutives). Elle est caractérisée par une inflammation de
la muqueuse bronchique, une hyperplasie des glandes muqueuses, une hypersécrétion
bronchique et une augmentation de la perméabilité épithéliale. La bronchite chronique n’est
pas obligatoirement associée a un trouble ventilatoire obstructif, mais en constitue un facteur
de risque. 30% des patients atteints de bronchite chronique développent ultérieurement un
trouble ventilatoire obstructif.

La bronchite chronique obstructive ou maladie des petites voies aériennes est
caractérisée par une réduction du calibre des bronchioles (bronches < 2 mm de diameétre) en
rapport avec des lésions inflammatoires impliquant essentiellement une infiltration cellulaire
inflammatoire (lymphocytes T CD8+, macrophages) associée a un remodelage bronchique
impliquant notamment une fibrose péribronchique.

L’emphyséme est défini par une distension des espaces aériens et une destruction de
leur paroi au-dela de la bronchiole terminale. La destruction é¢lective de la bronchiole
respiratoire caractérise I’emphyseme centro-lobulaire tandis que la destruction de I’ensemble
de I’acinus a I’intérieur du lobule secondaire caractérise I’emphyséme pan acinaire ou pan
lobulaire. La perte des forces de rétraction élastique explique en partie le trouble ventilatoire

obstructif par fermeture précoce des petites voies aériennes lors de 1’expiration, limitant ainsi
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le VEMS. D’autre part, la distension des espaces aériens associée a la fermeture précoce des
petites voies aériennes en fin d’expiration, entraine une augmentation des volumes
pulmonaires non mobilisables en fin d’expiration, caractérisée par une augmentation du
Volume résiduel (VR) et de la Capacit¢ Pulmonaire Totale (CPT) mesurée par
pléthysmographie. Cette hyperinflation pulmonaire se majore a I’effort et constitue un des
déterminants majeurs de la dyspnée d’effort.

Les BPCO constituent donc un groupe hétérogene de maladies ayant en commun une
obstruction irréversible des débits aériens. On exclut de cette définition d’autres pathologies
respiratoires ayant également un trouble ventilatoire obstructif irréversible, telles que les

bronchectasies, la mucoviscidose et les bronchiolites.

B - Eléments cliniques et fonctionnels respiratoires

La dyspnée d’effort est le symptome principal des BPCO. Celle-ci est classiquement
d’apparition et de majoration progressive. L’association a une toux et une expectoration
chronique traduit 1’existence d’une bronchite chronique associée. La BPCO est marquée par
des épisodes d’exacerbations, impliquant des pathogenes bactériens et/ou viraux dans 80%
des cas. La fréquence des exacerbations est corrélée avec 1’aggravation de la BPCO
(Donaldson, 2002). L’évolution naturelle de la maladie est celle d’'une majoration progressive
de I’obstruction bronchique, notamment en cas de poursuite du tabagisme, et peut conduire a
une insuffisance respiratoire chronique et au développement d’une hypertension artérielle
pulmonaire. Les BPCO sont classées selon leur degré de sévérité, en prenant comme élément

d’appréciation principal la valeur du VEMS.

Stade Caractéristiques fonctionnelles
I: Léger VEMS/CVF < 70%
VEMS > 80% de la valeur prédite
II : Modéré VEMS/CVF <70%
50% < VEMS < 80% de la valeur prédite
III : Sévére VEMS/CVF <70%

30% < VEMS< 50% de la valeur prédite

IV : Trés sévére | VEMS/CVF <70%

VEMS < 30% de la valeur prédite

ou VEMS < 50% de la valeur prédite associ¢ a une insuffisance
respiratoire chronique (PaO2 < 60 mm Hg )

Tableau 4: Classification des BPCO selon le stade de sévérité (Global Initiative for
chronic obstructive lung disease, GOLD, 2006)
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Cette classification de sévérit¢ en fonction du VEMS a I’avantage d’une grande
simplicité, mais ne prend pas en compte I’ensemble des déterminants de la sévérité¢ des
BPCO. Plus récemment, il a été proposé un score multifactoriel, le score de BODE, prenant
en compte la valeur du VEMS, les performances de marche mesurées par le test de marche de
6 minutes, I’index de masse corporelle (rapport poids/taille?) et le score de dyspnée évalué sur
I’échelle MMRC (Modified Medical Research Council). Ce score, c6té de 0 a 10, a une valeur
pronostique meilleure que le VEMS seul et rend mieux compte de la sévérité¢ de la maladie
(Celli, 2004). D’autres ¢léments tels que la perception de la dyspnée, la dysfonction muco-
ciliaire, I’hyperinflation et I’atteinte systémique associée sont impliqués dans la sévérité de la
maladie. D’autre part, les co-morbidités notamment cardiovasculaires, musculaires,
psychologiques sont trés fréquentes, et influent également sur la sévérité de la maladie en

terme de symptomes et d’altération de la qualité de vie.

C - Epidémiologie

La prévalence de la BPCO augmente avec 1’age et apparait dans la grande majorité des
cas apres 40 ans. Le risque pour un fumeur de développer une BPCO est classiquement estimé
a 15-25%, mais pourrait étre supérieur. Récemment, une étude réalisée dans 5 grandes villes
d’Amérique du sud a retrouvé une prévalence de la BPCO chez les patients de plus de 60 ans
de 18,4% au Mexique a 32,1% en Uruguay (Menezes, 2005). Cette étude confirmait
I’augmentation de la BPCO avec I’age, puisque pour la tranche d’age 40-49 ans, la prévalence
¢tait estimée entre 2 et 8%. En France, la prévalence de la BPCO est estimée a 15,5 % chez
les hommes et 14,8% chez les femmes. Cependant, la prévalence des BPCO séveres (VEMS
< 50%) est relativement faible, estimée a 1,4%, alors que la prévalence des BPCO modérées
(VEMS entre 50 et 70% dans cette étude) est estimée a 5,4% (Molinie, 2003). L’Organisation
Mondiale de la Santé prévoit qu’en 2020, la BPCO sera la 3™ cause mondiale de mortalité et
la 5™ cause mondiale de morbidité.

Le tabagisme constitue le facteur de risque principal des BPCO, impliqué dans plus de
80% des cas. Le tabagisme joue donc un role majeur dans le développement de la maladie,
mais les facteurs de susceptibilité individuelle au tabagisme ne sont pas clairement ¢lucidés.
Une susceptibilité d’origine génétique est probablement impliquée dans certaines BPCO et a
été clairement démontrée pour le déficit en al-antitrypsine induisant un emphyséme de type
panlobulaire. D’autre part, d’autres facteurs environnementaux peuvent agir comme facteur
d’initiation ou comme co-facteur associ¢ au tabagisme. Les polluants professionnels

minéraux, chimiques ou organiques sont responsables de 20% des BPCO. Un exces de risque
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est reconnu dans divers secteurs d'activité : secteur minier et industrie extractive (en
particulier les mines de charbon), industrie du textile, milieu céréalier, élevage de porcs et
production laitiére, mais aussi les secteurs de la cimenterie, métallurgie, soudure a l'arc,
travail du bois. Des facteurs infectieux bactériens ou viraux sont également probablement

impliqués dans la genése et I’aggravation des BPCO.

D - Eléments de physiopathologie

La fumée de tabac comporte de multiples composés chimiques incluant des radicaux
libres et oxydants, a activité¢ pro-inflammatoire et 1ésionnelle au niveau broncho-pulmonaire.
Dans la BPCO, il semble exister une réponse anormale a la fumée de tabac et a
¢éventuellement d’autres facteurs, induisant le développement d’une inflammation broncho-
pulmonaire chronique et la destruction du parenchyme pulmonaire.

L’inflammation broncho-pulmonaire est caractérisée dans les BPCO par une
infiltration cellulaire associant les neutrophiles, macrophages et lymphocytes T CD8+. Par
comparaison avec des sujets fumeurs non BPCO, on note dans la BPCO une augmentation du
nombre de lymphocytes TCD8+ et macrophages au niveau de 1’épithélium bronchique
(Fournier, 1989), une augmentation des neutrophiles des glandes sous-muqueuses, et une
augmentation des neutrophiles, macrophages et lymphocytes TCD8+ dans les lavages
broncho-alvéolaires. Le site principal de I’infiltration inflammatoire est localisé au niveau des
petites voies aériennes (Hogg, 2004). L’activation des lymphocytes T CD8+ a activité
cytotoxique favorise la sécrétion de TNF-a impliqué dans la destruction du parenchyme
pulmonaire. Il s’associe a cette infiltration inflammatoire, une fibrose péri-bronchiolaire et
une hypertrophie des muscles lisses (Saetta, 2001, Maestrelli, 2001). L’hyperplasie des
glandes muqueuses est présente a la fois chez les fumeurs BPCO et non BPCO.

Les cellules épithéliales bronchiques et les macrophages alvéolaires sont en contact
direct avec les constituants de la fumée de tabac et leur activation peut entrainer la production
de médiateurs inflammatoires, tels que I’'[L-8 et le LTB4 impliqués dans le chimiotactisme
des neutrophiles. Le recrutement et I’activation des neutrophiles induit la production de
protéases (€lastase neutrophile, protéinase-3, cathepsine G) impliquées dans la destruction du

parenchyme pulmonaire en induisant un déséquilibre de la balance protéase-anti protéase.
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Figure 10: Schéma général des mécanismes engendrés par ’action du tabagisme sur les

cellules épithéliales bronchiques et les macrophages au cours des BPCO (Barnes, 2000)

Les arguments pour considérer que la balance protéase-antiprotéase est impliquée dans
la physiopathologique de I’emphyséme pulmonaire sont les suivants: 1) le risque
d’emphyséme est augmenté chez les individus ayant un déficit en a-1 antitrypsine qui est le
principal inhibiteur de 1’élastase neutrophile (Stoller, 2003) ; 2) des facteurs protéasiques tels
que I’¢lastase neutrophile (Lucey, 1985) et la protéinase 3 (Kao, 1988), deux sérines protéases
produites par les neutrophiles, et les cathepsines B et G (Lesser, 1992), peuvent induire un
emphyséme dans des modeéles animaux ; 3) les métalloprotéases (MMP) produites par les
neutrophiles et macrophages, telles que MMP-1 (Imai, 2001), MMP-2 (Segura-Valdez, 2000)
et MMP-14 (Ohnishi, 1998) sont surexprimés dans les tissus pulmonaires emphysémateux ; 4)
des inhibiteurs spécifiques de ces protéases permettent de protéger d’un emphyseme des
souris soumises a un tabagisme expérimental (Wright, 2002 ; Selman, 2003); 5) des
manipulations génétiques de ces facteurs protéasiques, telles que la délétion du géne MMP-12
(souris MMP-12 KO) permettent de protéger les souris exposées a un tabagisme expérimental
de ’emphyseme (Hautamaki, 1997).

Au niveau pulmonaire, un déséquilibre de la balance entre les facteurs protéasiques, tels que

la neutrophile elastase, la protéinase 3, les cathepsines, les métalloprotéases (MMP-1, 2, 9 et
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12), et les facteurs anti-protéasiques, tels que I’al-antitrypsine, les inhibiteurs des MMP, mais
aussi ’elafine et le SLPI (secretory leukiprotease inhibitor), pourrait étre impliqué dans la
genese de ’emphyseme.

Le stress oxydatif, impliquant les radicaux libres de 1’oxygéne, est un autre ¢lément
potentiellement impliqué dans la physiopathologie des BPCO. Le stress oxydatif est augmenté
dans les BPCO, notamment en cas d’exacerbation (Dekhuijzen, 1996). Le stress oxydatif est
lié¢ a la fumée de cigarette, mais aussi aux cellules inflammatoires (neutrophiles,
macrophages). Le stress oxydatif induit: 1) des Iésions directes sur I’épithélium, 2) un
recrutement des cellules inflammatoires par activation du facteur NF-kB (nuclear factor—kB)
régulant la production de cytokines pro-inflammatoirs telles que le TNF-a et I’'IL-8, 3) une
diminution de I’activité des facteurs anti-protéasiques tels que 1I’al-antitrypsine et le SLPI, 4)
une augmentation de la production de mucus, 5) une bronchoconstriction et un cedéme en

rapport avec la production d’isoprostanes (Barnes, 2000).
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Figure 11: Implication du stress oxydatif dans la physiopathologie de 1a BPCO (Barnes,
2000)

Enfin, des facteurs infectieux bactériens et/ou viraux sont probablement impliqués au
moins comme co-facteurs dans la genese et 1’aggravation des BPCO (Wedzicha, 2004). Les
colonisation bactériennes et virales sont fréquentes dans les BPCO. Dans les exacerbations,
les facteurs infectieux représentent 80% des causes et sont associés a une accélération du

déclin du VEMS et donc a une majoration de la sévérité de la maladie (Donaldson, 2002).
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Cependant, la contribution exacte des pathogénes bactériens et viraux dans la BPCO reste a
déterminer.

Il a été récemment émis 1’hypothése que des mécanismes d’auto-immunité pourraient
¢galement étre impliqués dans la genése des BPCO. Le nombre de follicules lymphoides
comportant des lymphocytes B et T est augmenté au niveau des petites voies aériennes des
BPCO séveres (Hogg, 2004). Le nombre de follicules lymphoides comportant des
lymphocytes B est également augmenté dans un modéle animal d’emphyséme induit par la
fumée de tabac (van der Strate, 2006). Les produits de dégradation de la matrice extra-
cellulaire, mais également des cellules épithéliales et endothéliales pourraient constituer des
cibles potentielles d’auto-anticorps (Taraseviciene-Stewart, 2006). Ce concept d’auto-

immunité reste cependant a démontrer de facon formelle.

E - Arguments pour ’implication des cellules épithéliales bronchiques dans la BPCO

L’¢épithélium bronchique constitue I’interface majeure des voies aériennes avec le
milieu environnant inhalé. Outre le role majeur de barriere physico-chimique, 1’épithélium
bronchique est une source potentielle de médiateurs inflammatoires produits a 1’état basal et
aprés stimulation par la fumée de cigarette (Ruznak, 2000) et de pathogenes bactériens
(Denning, 1998 ; Khair, 1994 ; Palmberg, 1998). Ces médiateurs inflammatoires, tels que
I’IL-8, sont impliqués dans le recrutement et I’activation des cellules inflammatoires au site
de la stimulation.

Plusieurs ¢études ont analysé de fagon comparative la réponse inflammatoire a
différents stimuli de cellules épithéliales bronchiques issues de patients BPCO et de sujets
sains. Ces analyses ont utilis¢é des cultures cellulaires 2-D obtenues a partir de biopsies
bronchiques ou de brossages bronchiques. A 1’état basal avant stimulation, le niveau de
production de médiateurs inflammatoires par les cellules épithéliales, tels que I'IL-8, était
différent selon les études retrouvant des taux inférieurs, égaux ou supérieurs entre BPCO et
non BPCO (Profita, 2003 ; Patel, 2003 ; Schulz, 2004). L’activation des cellules épithéliales
par la fumée de cigarette induit une production d’IL-1f supérieure chez les patients BPCO par
rapport aux fumeurs non BPCO (Rusznak, 2000). Apres stimulation par le TNF-a., les cellules
épithéliales des patients BPCO produisent plus d’IL-8 et d’IL-6 (Patel, 2003 ; Schulz, 2004).
Ces résultats suggérent un état d’hyperréactivité inflammatoire de 1’épithélium bronchique au

cours des BPCO, qui pourrait étre impliqué dans la physiopathologie de la BPCO.
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D’autre part, I’épithélium bronchique produit le SLPI, facteur anti-protéasique

inhibant I’activité de 1’¢lastase neutrophile. La production quantitative et qualitative de SLPI

par I’épithélium bronchique n’a jamais été étudi¢ dans la BPCO.

F - Les facteurs environnementaux

Le tabagisme constitue le facteur de risque

majeur de la BPCO. La fumée de tabac

contient de multiples composants chimiques et oxydatifs qui peuvent étre impliqués dan la

genese de I’inflammation bronchique. Ces composants peuvent agir sur plusieurs aspects de la

physiopathologie de la BPCO : stimulation de la sécrétion de médiateurs inflammatoires, effet

toxique direct sur 1’épithélium et la matrice extracellulaire, déséquilibre de la balance

protéase-anti protéase par différents mécanismes et induction d’un stress oxydatif.

Parmi de nombreux composés chimiques, il

a été démontré que la fumée de cigarette

contient de 0,12 a 20 pg de LPS par cigarette, et que le LPS constitue un élément majeur de

I’inflammation induite par la fumée de tabac (Hasday, 1999).
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Figure 12: Schéma physiopathologique de
I’emphyséme induit par le tabagisme.

Trois voies sont indiquées. Les cercles bleus
indiquent les étapes ou les protéases sont
potentiellement impliquées.

1)Les composants de la fumée de tabac recrutent
des cellules inflammatoires au niveau des voies
aeriennes via des médiateurs secrétés par les
cellules inflammatoires résidentes et les cellules de
structure pulmonaire. Les cellules de structure et
les cellules inflammatoires recrutées et activées
secrétent des protéases et des oxydants qui
dégradent la matrice extracellulaire pulmonaire.

2) La fumée de tabac diminue la viabilité des
cellules pulmonaires de structure, accélérant les
phénomenes de nécrose et d’apoptose, ce qui induit
la libération de protéases qui dégradent la matrice
pulmonaire.

3) La fumée de tabac diminue la fonction des
inhibiteurs des protéases tels que I’ al-antitrypsine,
favorisant [’activité protéasique.
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Nous envisagerons plus spécifiquement ici I’implication potentiel du LPS dans la genése de

I’inflammation bronchique.

1 - Le Lipopolysaccharide (LPS)

Le lipopolysaccharide (LPS) est le constituant principal de la membrane externe des
bacilles a Gram négatif et un contaminant ubiquitaire de I’environnement. Le LPS agit
comme un puissant agent pro-inflammatoire de type PAMP (pathogen-associated molecular
patterns) capable d’induire une réponse immune de type innée par de nombreuses cellules du
systéeme immunitaire, telles que les monocytes, macrophages, lymphocytes T et DC (Beutler,
2002). La réponse au LPS implique le TLR4 associ¢ aux molécules CD14 et MD-2.
L’interaction du LPS avec le complexe TLR4/CDI14 entraine une cascade d’activation
intracellulaire via le complexe de signalisation du récepteur a I’IL-1, impliquant les protéines
adaptatrices MyD88 (myeloid differentiation) et TRAF6 (TNF receptor-associated factor 6),
ainsi que la sérine-thréonine-kinase IRAK. De nombreuses kinases sont impliquées dans les
différentes voies de transduction du signal, notamment des MAP kinases (mitogen-activated
protein kinases) telles que ERK1/2 (extracellular signal-regulated kinase) et la p38 kinase
(Takeuchi, 2000). Cette transduction du signal aboutit a I’induction du codage de multiples

genes des médiateurs inflammatoires.
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Au niveau des cellules immunes monocytes/macrophages, une stimulation par 1 ng/ml
de LPS induit une réponse inflammatoire caractérisée par une augmentation significative de la
production de cytokines pro-inflammatoires telles que I’IL-8. Au niveau des cellules
¢épithéliales bronchiques, une stimulation par 1-10 pg/ml de LPS est nécessaire pour obtenir

une réponse équivalente en terme de production d’IL-8. Alors que les
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monocytes/macrophages expriment fortement le TLR4 a la membrane, les cellules
¢épithéliales bronchiques n’expriment pas le TLR4 a la membrane a 1’état basal. Cependant, le
TLR4 est présent au niveau intracellulaire et détect¢ par RT-PCR. Il a été récemment
démontré que ’interaction entre le LPS et le TLR4 est réalisée au niveau intracellulaire, et
active les molécules de transduction du signal ERK1/2, MyD88, IRAK et TRAF6, ainsi que le
facteur de transcription NF-kB, aboutissant a la production de médiateurs inflammatoires

(Guillot, 2004).

Figure 14 : Modéle proposé d’activation des
)ﬂﬂ cellules épithéliales bronchiques par le LPS.

Apres un passage transmembranaire passif ou
médié par récepteur dont la nature n’est pas
déterminée, le LPS est internalisé et transporté

‘;ﬂm“ jusqu’au  TLR4 intracellulaire.  L’interaction
TLR4/LPS entraine une transduction du signal
_;"" aboutissant a [’activation des genes des cytokines
Y inflammatoires telles que I’IL-6 et I'IL-8.
~— (D’aonres Guillot. 2004 )

D’autre part, il a ét¢ montré que le Virus Respiratoire Syncitial (VRS) entrainait une
expression de TLR4 a la membrane des cellules épithéliales bronchiques, induisant ainsi une
plus grande réactivité des cellules épithéliales au LPS (Monick, 2003). Il est a noter que ces
résultats ont été obtenus avec des lignées cellulaires bronchiques (BEAS-2B) ou alvéolaires
(A549) et n’ont pas été clairement identifiés sur des cellules primaires. Ces résultats suggerent
cependant que le LPS active les cellules épithéliales. L’interaction avec le TLR4 est

fondamentale et régulée par des facteurs viraux.

2 - Role potentiel du LPS dans la BPCO

Compte tenu de ces capacités a induire une réponse inflammatoire, le LPS constitue un
¢lément potentiel d’initiation et/ou de maintien de 1I’inflammation bronchique chronique.

Chez des sujets sains, l'inhalation expérimentale de LPS entraine un afflux de cellules
inflammatoires et une augmentation de la production de médiateurs inflammatoires au niveau
bronchique (Michel, 1997 ; Sandstrom, 1992). De plus, des études épidémiologiques
suggerent que le niveau d’exposition au LPS dans certaines professions constitue un facteur
de risque a développer une BPCO (Schwartz, 1995). Chez la souris, 1’exposition

intratrachéale chronique au LPS entraine le développement d’une inflammation broncho-
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pulmonaire de type BPCO (Vernooy, 2002). Ces résultats suggerent que la régulation de la
réponse inflammatoire au LPS pourrait constituer un ¢élément impliqué dans la
physiopathologie de la BPCO. Cependant, I’existence de spécificités fonctionnelles de

réponse de 1’épithélium bronchique au LPS dans la BPCO n’a jamais été¢ démontrée.

G - Synthese

L’analyse comparative de la réponse de 1’épithélium bronchique de patients BPCO et
non BPCO a des stimuli environnementaux tels que le LPS, constitue un ¢lément
probablement fondamental de compréhension de la physiopathologie des BPCO. Cependant,
I’analyse fonctionnelle de I’épithélium bronchique humain in vivo est limité et le recours a des
cultures cellulaires est nécessaire. Le maintien des caractéristiques morphologiques et
fonctionnelles de 1’épithélium bronchique n’est pas obtenu par les cultures classiques en 2-D.
La mise au point de modele de cultures cellulaires le plus proche possible des conditions in
vivo constitue un préalable nécessaire pour aborder la contribution d’une éventuelle

dysrégulation de la réponse inflammatoire de 1’épithélium bronchique dans la BPCO.
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OBJECTIFS DE LA THESE

Les travaux réalisés au cours de cette thése se sont déroulés en deux phases. La
premiére étude a été centrée sur I’étude des cellules dendritiques dans les allergies
respiratoires et réalisée au sein de 1’Unité INSERM 416 de ’Institut Pasteur de Lille. La
deuxieme étude a été centrée sur 1’étude des cellules épithéliales bronchiques dans la BPCO et

réalisée au sein de I’Unité INSERM 514 du CHU de Reims.

A - Cellules dendritiques et allergies respiratoires

L’hypothese de travail était qu’il existe dés la capture et I’internalisation de 1’allergéne
Der p 1 par les cellules dendritiques des spécificités fonctionnelles potentiellement impliquées
dans le développement d’une réaction immuno-allergique inflammatoire bronchique chez les
sujets sensibilisés.

L’objectif était, dans un premier temps, de déterminer les mécanismes de capture et
d’internalisation de 1’allergéne majeur d’acarien Dermatophagoides pteronyssinus, Der p 1,
par les cellules dendritiques. Nous avons ensuite comparé ces mécanismes d’internalisation
entre les cellules dendritiques issues de patients présentant une allergie respiratoire aux
acariens et de sujets non allergiques.

Nous avons utilis¢ des cellules dendritiques dérivées de monocytes du sang
périphérique (MDDC), en vérifiant que les MDDC issues de patients allergiques et non
allergiques avaient des caractéristiques morphologiques et fonctionnelles proches des cellules
dendritiques pulmonaires immatures (Cochand, 1999). Ces MD-DC ont ensuite été exposées a
du Der p 1 couplé a un marqueur fluorescent, la rhodamine. La capture et I’internalisation de
Der p 1 par les MD-DC a été étudiée par cytometrie en flux et microscopie confocale. De
maniére a déterminer les voies d’internalisation de Der p 1, des inhibiteurs des différentes
voies d’endocytose ont été utilisés (mannane et anticorps bloquant anti-récepteur au mannose
inhibant I’endocytose médiée par récepteur au mannose, et cytochalasine D inhibant les replis
membranaires cellulaires dépendant de I’actine). Nous avons également étudié la capture de
molécules de référence, le FITC-Dextran internalisé par endocytose médiée par le récepteur

au mannose, et le Lucifer Yellow internalisé par micropinocytose.
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Cette étude a permis de déterminer les principales voies de capture et d’internalisation
de Der p 1 par les cellules dendritiques et d’analyser les différences d’internalisation de Der p

1 entre DC issues de patients allergiques et non allergiques.

B - Cellules épithéliales bronchiques et BPCO

L’hypothese de travail était qu’il existe une différence de réponse inflammatoire au
LPS de I’épithélium bronchique au cours de la BPCO.

L’objectif ¢était, dans un premier temps, de développer un modéle de culture
tridimensionnelle de sphéroides bronchiques, se rapprochant le plus possible des
caractéristiques de 1’épithélium bronchique de surface in vivo. Ces sphéroides bronchiques ont
¢été obtenus a partir de brossages bronchiques réalisés au cours d’une fibroscopie bronchique
chez des patients BPCO et non BPCO fumeurs. Les sphéroides ont été analysés en
microscopie optique, immunofluorescence, microscopie €lectronique et vidéomicroscopie.
Les sphéroides bronchiques ont été ensuite stimulés par du LPS de Pseudomonas aeruginosa,
et nous avons comparé la production de médiateurs inflammatoires (IL-8, LTB4 et PGE2) par
les sphéroides issus de BPCO et non BPCO fumeurs.

Cette ¢tude nous a permis de démontrer que le modele de culture de sphéroides
bronchiques permet de maintenir les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles de
I’épithélium bronchique de surface in vivo a la fois en contexte de BPCO et non BPCO,
permettant ainsi de valider 1’utilisation de ce modele pour analyser la contribution de
I’épithélium bronchique dans la physiopathologie des BPCO. En utilisant ce modele de
culture, nous avons pu déterminer des réponses inflammatoires différentes au LPS entre
I”épithélium bronchique des patients BPCO et non BPCO fumeurs, suggérant qu’une réponse
différentielle de I’épithélium bronchique a une stimulation inflammatoire est probablement

impliquée dans la physiopathologie des BPCO.
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DISCUSSION ET PERSPECTIVES

Nous avons démontré que le récepteur au mannose est impliqué dans la capture et
I’internalisation de 1’allergéne majeur d’acarien Der p 1 par les DC. L analyse comparative de
I’internalisation de Der p 1 entre DC de sujets allergiques et de sujets non allergiques a permis
de démontrer une plus grande internalisation de Der p 1 par les DC de sujets allergiques,
associée a une plus grande expression du récepteur au mannose. Ces résultats suggerent qu’il
existe des le stade trés précoce d’interaction entre I’allergéne Der p1 et les DC des différences
fonctionnelles d’internalisation qui pourraient étre impliquées dans les différences de
réactivit¢ des DC vis a vis de Der p 1. L’internalisation de Der p 1 par le récepteur au
mannose pourrait étre impliqué dans 1’orientation de la réponse immune vers un profil de type
Th2 chez des sujets sensibilisés aux acariens (Hammad, 2001), aboutissant a une
inflammation bronchique chronique dans le cadre de la maladie asthmatique a composante

allergique. o N )
1 Der p 1 a une activité cystéine protéase

qui altere les jonctions serrées des cellules
épithéliales bronchiques, permettant ainsi
sa pénétration vers la sous-muqueuse ou
sont localisées les DC (Wan, 1999)
Derp1 . , ,
. Cysteine Protease 2 Les DC pulmonaires expriment le

- récepteur au mannose comme les MDDC
Epithélium

bronchique utilisées dans notre étude (Cochand, 1999)

3 Nous avons montré ['implication du
récepteur au mannose dans l’intenalisation
de Der p 1 par les DC

4 L’internalisation par le récepteur au
mannose entraine une présentation tres
efficace aux lymphocytes T par les
molécules du CMH II (Tan, 1997)

5 L’internalisation par le mannose
récepteur oriente la réponse immune vers
un profil Th2, en diminuant la sécrétion
Figure 15: Mode¢le proposé de ’implication d'IL-12 (cytokine Thl)(Nigou, 2001)
du récepteur au mannose dans I’orientation 6 La production d’IL-4 par les lymphocytes

de la réponse immune vers un profil Th2

apres contact entre I’allergene Der p 1 et les ) )
DC [’expression du récepteur au mannose par

les DC (Raveh, 1998)

T induite par la réponse Th2 augmente
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Notre étude souligne le role majeur de la reconnaissance des composés glycaniques
dans la reconnaissance des allergénes. Le site de N-glycosylation de Der p 1 pourrait ainsi
constituer un élément majeur de I’induction d’une réponse Th2 via son interaction avec le
récepteur au mannose. Par homologie, il a ét¢é montré que certains parasites avaient des sites
de glycosylation impliqués dans 1’orientation de la réponse immune vers un profil Th2
(Faveeuw, 2003). L’ analyse des interactions entre les sites de glycosylation et les récepteurs
des cellules présentatrices d’antigénes telles que les DC constitue un axe de recherche
intéressant pour comprendre les mécanismes d’orientation de la réponse immune, et la

contribution de la glycosylation dans cette réponse immune.

Enfin, les DC ont essentiellement été étudiées en pathologie respiratoire dans le cadre
de P’asthme et de la rhinite allergique. Concernant la BPCO, le role des DC dans la
physiopathologie de la bronchite chronique obstructive et de ’emphyséme reste a déterminer.
Dans les modéeles animaux d’exposition au tabagisme, des résultats contradictoires ont été
rapportés concernant le nombre de DC pulmonaires, avec une augmentation dans deux études
(Dhulst, 2005 ; Zeid, 1995) et une diminution dans une étude (Robbins, 2004). Chez
I’homme, le nombre de DC au niveau de la muqueuse bronchique est augmenté chez les
patients BPCO (Hoogsteden, 1999). Cependant, cette augmentation du nombre de DC
pulmonaires est observée également chez des fumeurs sans BPCO (Casolaro, 1988, Soler,
1989). Les éventuelles spécificités phénotypiques et fonctionnelles des DC au cours des
BPCO ne sont pas actuellement connues.

L’histiocytose langerhansienne pulmonaire de [’adulte est une maladie rare
caractérisée par une infiltration pulmonaire par des cellules de Langerhans, organisées en
granulomes de topographie péri-bronchiolaire. Le tabagisme constitue le facteur de risque
majeur, retrouvé dans 90 a 100% des cas selon les études. Le tabagisme quotidien est souvent
important de plus d’un paquet par jour. Initialement, les granulomes forment des nodules
pulmonaires, qui vont s’excaver pour former des kystes. Dans certains cas, 1’évolution est
marquée par une destruction parenchymateuse kystique diffuse, pouvant a un stade avancé
mimer des lésions de type emphysémateuse pulmonaire (Tazi, 2006). Par analogie avec la
physiopathologie de I’histyocytose X, I'implication des DC dans la genése de certains
emphysémes peut étre suspectée, mais reste a démontrer.

L’analyse précise phénotypique et fonctionnelle des DC au cours des BPCO constitue
probablement une voie de recherche intéressante qui pourrait permettre de mieux comprendre

la physiopathologie des BPCO.
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Le modele des sphéroides bronchiques décrit au cours de cette thése permet de
maintenir en culture un épithélium bronchique de surface non transformé, non dissocié,
polarisé, obtenu a partir de brossages bronchiques chez des fumeurs BPCO et non BPCO.
Nous avons pu démontrer que ces sphéroides étaient trés proches de 1’épithélium bronchique
in vivo a la fois sur le plan morphologique et fonctionnel. En effet, nous avons montré la
persistance des trois types cellulaires principaux, les cellules basales, les cellules sécrétoires et
les cellules ciliées avec maintien du battement ciliaire et des protéines jonctionnelles au cours
de la culture. De plus, nous avons montré le maintien des propriétés fonctionnelles pro-
inflammatoires a 1’état basal et aprés stimulation par le LPS, caractérisées par la sécrétion
d’IL-8, PGE2 et LTB4. En utilisant ce mode¢le des sphéroides, nous avons montré une réponse
au LPS différente entre les sphéroides issus de fumeurs BPCO et non BPCO, caractérisée par
une sécrétion d’IL-8 augmentée aprés stimulation par le LPS chez les fumeurs BPCO.
Compte-tenu des propriétés chimiotactiques et activatrices pour les neutrophiles de 1’IL-8,
cette réponse inflammatoire différentielle de I’épithélium bronchique au LPS pourrait &tre
impliquée dans I’initiation et/ou le maintien de I’inflammation bronchique chronique dans la
BPCO.

Non BPCO LPS BPCO

L e s e

IL-8 + IL-8 +++
Neutrophiles

Figure 16: Mode¢le proposé de réponse inflammatoire de 1’épithélium bronchique au
LPS.

En [’absence de BPCO, la sécrétion d’IL-8 apres stimulation par le LPS est modérée, se
traduisant par un chimiotactisme et une activation modérée des neutrophiles. Dans les
BPCO, la stimulation par le LPS entraine une production d'IL-8 multipliéce par 3, se
traduisant par un chimiotactisme et une activation majeure des neutrophiles, impliqués dans

l’inflammation bronchique chronique des BPCO.
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Cependant, le mécanisme impliqué dans cette réponse différentielle au LPS entre
fumeurs BPCO et non BPCO n’est pas ¢lucidé. Des études sont en cours pour déterminer le
niveau d’expression de TLR4, récepteur du LPS, au niveau des sphéroides bronchiques des
fumeurs BPCO et non BPCO. Les résultats préliminaires ont permis de démontrer qu’il
existait une expression de TLR4 au niveau des sphéroides bronchiques. L’analyse
comparative d’expression de TLR4 entre sphéroides issus de fumeurs BPCO et non BPCO est

€n cours.

Outre 1’étude de la réponse au LPS, le modéle des sphéroides bronchiques pourrait étre
utilis€é pour analyser la réponse inflammatoire de I’épithélium vis a vis d’autres stimuli tels
que des agents infectieux bactériens ou viraux (virus respiratoire syncitial, rhinovirus), des
agents protéasiques (¢lastase neutrophile) ou des cytokines. La sécrétion d’autres médiateurs
inflammatoires, facteurs de croissance, cytokines, chimokines, peptides anti-microbiens tels
que le SLPI, pourrait également étre analysée en utilisant ce modele. L’analyse comparative
entre les sphéroides issus de fumeurs BPCO et non BPCO pourrait permettre de mieux
comprendre la contribution de I’épithélium bronchique dans 1’inflammation bronchique des
BPCO. La modulation éventuelle de I’'inflammation par des agents thérapeutiques au niveau
de I’épithélium pourrait €galement étre abordée en utilisant ce modele de sphéroides
bronchiques.

L’analyse morphologique des sphéroides (composition cellulaire, niveau d’expression
des protéines jonctionnelles) et leur modulation éventuelle par des stimuli inflammatoires
pourrait également apporter des ¢éléments de compréhension importants dans la
physiopathologie des BPCO.

Enfin, le modele des sphéroides bronchiques pourrait étre utilis¢é dans d’autres

pathologies inflammatoires chroniques, telles que la maladie asthmatique, les bronchectasies.

Au cours de cette thése, nous avons donc pu mettre en évidence des spécificités
d’interaction entre les DC et Der p 1 dans ’asthme a composant allergique, et de la
réponse épithéliale au LPS dans la BPCO. Ces spécificités d’interaction entre ces
interfaces et des substances inhalées pourraient étre impliquées dans I’initiation et/ou le
maintien de Dinflammation bronchique chronique dans ces deux pathologies

inflammatoires.
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